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Bu tez ¢alismasi, Avrupa’da ilk kiiltiire alinan kahverengi alabaligin (Salmo trutta) alt tiirii olan
ve tilkemiz i¢ sularinda dogal olarak bulunan Karadeniz alabaliginin (Salmo trutta labrax)
ginogenetik tiretiminin gergeklestirilmesi amaciyla yapilmistir. Calismada; Rize-Camlihemsin
Ardesom alabalik tiretim ¢iftliginden temin edilerek Kastamonu ili Ilgaz Giirsu alabalik tesisine
getirilen ortalama boyu 55,7+7,9 c¢cm, agirligi 1320+£220 g olan 17 adet disi ve boyu 59,2+8,4
cm, agirhigt 1418+310 g olan 24 adet erkek Karadeniz alabaligi kullanilmigtir.

Calisma siiresince uygun sperm sulandirma ortaminin olusturulmasi ve sulandirma oraninin
tespiti, spermatozoaya uygulanan UV i1sik siddetinin, d6lleme ve sicak sok uygulamasinin
optimizasyonu iizerine ¢aligmalar yapilmistir. Ginogenez ve triploid uygulamalarinin basarisini
tespit etmek amaciyla deneme gruplarinin larval yasam oranlari tespit edilmis, karyotip analizi,
eritrosit ¢ap Olciimii ve akim sitometrisi ile DNA miktar tayini yapilmis ve ginogenez
uygulamasinin basarist salmonid erkeklik geni (sdY) igin molekiiler tarama yapilarak
gergeklestirilmistir.

Caligsmada, sperm sulandiricist olarak hazirlanan 5 farkli soliisyonun sperm motilitesi lizerine
etkileri tespit edilmistir. Karadeniz alabalig1 spermasinin osmotik basing degerinin 210-360
mOsm.kg™ ve pH’nin 7-8,5 arasinda oldugu tespit edilmistir. Sperm sulandirma soliisyonlarr,
spermanin osmotik basin¢ ve pH degerlerine yakin degerlerde hazirlanmistir. En iyi sperm
motilite degeri olan %70-90 oran1t HBSS soliisyonunun 1:20 (sperm : HBSS) oraninda
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sulandirilmasi ile elde edilmistir. Déllemede kullanilan sperm+HBSS karigimi spermatozoa
genetik materyalini inaktif hale getirmek amaciyla UV 1s1g8ina maruz birakilmistir. Spermi
Oldiirmeden genetik materyali inaktif hale getirecek optimal 1s51ma dozu farkli enerji seviyeleri
(2500-5000 kJ/cm?) kullanilarak test edilmistir. Bu testler, 4500 kJ/cm? gibi yiiksek bir dozun
spermi tamamen oldiirdiigiinii (%0 motilite), 3600 kJ/cm? gibi bir dozun yasam oranlarmi en
az digiirerek (>%60 motilite) sperm DNA’sin1 etkisiz hale getirdigini gdstermistir.

Ginogenetik iiretim denemeleri ti¢ tekrarli olarak dort grup; haploid, diploid normal (kontrol),
diploid ginogen ve triploid, tizerinde gergeklestirilmistir. Her bir deneme grubunda 32,5+2,5 g
(375+50 adet) yumurta kullanilmistir. D6lleme sonrasi sicak sok uygulamasi 5 farkli sicaklik
derecesinde 15 ve 20 dk siireyle gerceklestirilmistir. En iyi gézlenme orani (%89,59+2,18),
yumurtadan ¢ikis (%82,86+3,11) ve larval yasam (%79,61+1,25) oranlar 28,5°C’lik sicaklik
sokuna maruz kalan dollenmis yumurtalarda goriilmiistiir. Deneme gruplar1 arasinda yapilan
istatistiksel analizler ile soklama sicakligi arttik¢a gézlenme, yumurtadan ¢ikis ve larval yasam
oranlarinin diistiigii ortaya konulmustur (P<0,05). Embriyolojik gelisim ve yumurtadan ¢ikis
stireleri karsilastirildiginda, kontrol (440 giin-derece), ginogen diploid (460 giin-derece) ve
triploid (448 giin-derece) gruplar arasinda istatistiksel bir farkin olmadigi (P>0,05), haploid
gruba ait embriyolarin tamaminin 3-7. giinler sonunda 61diigi tespit edilmistir.

Karyotip analizi sonuglar1 incelendiginde, kontrol ve ginogen diploid grup kromozom
sayilarinin 2n=80 oldugu, triploid grupta kromozom sayisinin ise 80’in iizerinde oldugu tespit
edilmistir.

Eritrosit ¢ap Ol¢timii sonuglari incelendiginde, triploid grup (T) ile diploid ginogen grup (G)
eritrosit ¢aplart oraninin T/G=1,8 oldugu, kontrol grup (D) ile ginogen diploid grup eritrosit
caplar1 oraninin ise D/G=0,98 oldugu tespit edilmistir. T/D oraninin >1,5 ve G/D oraninin =1
olmasi uygulamalarin bagarisini ortaya koymustur. Akim sitometrisi sonuglar1 incelendiginde,
ploidi seviyesini belirleyen GO+G1 degerinin gruplar arasindaki oranlarinin T/D = 1,978 ve
G/D = 1,016 oldugu belirlenmistir. Bu oranlar; T/D>1,5 ve G/D=1, yine uygulamalarin
basarisini ortaya koymustur.

Salmonid erkeklik geni sdY’nin varligi ya da yokluguna dayali molekiiler tan1 yontemi
kullanilarak bireylerin cinsiyeti belirlenmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) kullanilarak
gergeklestirilen bu iglem sonucunda, ginogen oldugu varsayilan gruplarin tamaminda sdY
geninin bulunmadig tespit edilmis ve ginogen iliretimin basaris1 dogrulanmaistir.

Embriyolojik gelisim asamalari, karyotip analizi, akim sitometri ve sdY gen tespiti sonuglari
degerlendirildiginde, ginogenetik Karadeniz alabaligi (Salmo trutta labrax) tiretiminin basari
ile gergeklestirildigi ortaya konulmustur. Molekiiler tanimlamada kullanilan sdY geninin tespiti
amaciyla Salmo trutta labrax tiiriine 6zgli yeni primer setleri belirlenmistir. Yiiksek yasama
oranina (>%80) sahip ginogenetik iiretimi i¢in bu calismada gelistirilen yontem, akuakiiltiir
sektorii tarafindan triploid alabalik liretiminde de kullanabilir. Bu tez g¢alismasi sayesinde
gelistirilen ginogenetik Karadeniz alabalig: tiretim teknigi, su iiriinleri yetistiriciliginde 6nemli
yere sahip tek cinsiyetli kiiltiir ve genetik performans artirma calismalar1 agisindan da fayda
saglayacaktir.

Haziran 2018, 123 sayfa.

Anahtar kelimeler: Karadeniz alabaligi, Ginogenez, UV 1sinlamasi, Sicak sok, Ginogen tani
metotlari, sdY geni
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The study in this dissertation was carried out in order to produce gynogenetic black sea trout
(Salmo trutta labrax) that is naturally found in Turkey’s inland waters which is a subspecies of
brown trout (Salmo trutta) cultured first species in Europe. Seventeen female fish with an
average length of 55,7 + 7,9 cm and an average weight of 1320 + 220 g, 23 male fish with an
average length of 59,2 + 8,4 cm and an average weight of 1418 + 310 g used in this study were
obtained from Ardesom trout farm located in Rize-Camlihemsin and brought to Ilgaz Giirsu
trout farm in Kastamonu Province.

The different stages of study were included determination of appropriate sperm dilution media
and dilution rate, works done on optimization of UV irradiation dose for spermatozoa,
fertilization and heat shock applications. Evaluation of larval survival rates of the experimental
groups, karyotypes, erythrocyte diameters, DNA quantity by flow cytometry both gynogenetic
and triploid induction success by molecular screening for salmonid male-determining gene
(sdY).

In the study, the effects 5 different sperm diluent solutions on sperm motility were determined.
The osmotic pressure and pH values of black sea trout semen were determined to be in between
210-360 mOsm.kg™* and 7-8.5, respectively. All diluent solutions were prepared at close values
to natural osmotic pressure and pH of fish semen. The best sperm motility ratio of 70-90% was
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obtained with HBSS solution at a dilution ratio of 1:20. Sperm+HBSS mixture used for
fertilization were exposed to UV irridation in order to inactive sperm genetic material. Optimal
UV irradiation dose to inactivate the genetic material without killing sperm was evaluated at
different energy levels (2500-5000 kJ/cm?). These trials revealed that a UV dose as high as
4500 kJ/cm? killed all sperm (0% motility), a UV dose of 3600 kJ/cm? had the least effect on
sperm survival rates (>60% motility) and successfully inactivated the sperm genetic material.

Gynogenetic production experiment was carried out in triplicates on 4 groups; haploid, diploid
normal (control), diploid gynogen and triploid. In each experimental group, 32.5 £ 2.5 g (375
+ 50) eggs were used. Heat shock treatments after fertilization was performed at 5 different
temperature levels for 15 and 20 minutes. The group with the best eyeing ratio (89,59+2,18%),
hatching ratio (82,86+3,11%) and larval survival rate (79,61+1,25%) was obtained at 28,5°C
heat shock treatment. Statistical analysis revealed that there is a inverse relationship in between
shock temperature and eyeing ratio, hatching ratio and larval survival rates (P<0.05). When
embryonic development and hatching times were compared, there was no statistical differences
among control (440 degree-days), gynogen diploid (460 degree-days) and triploid (448 degree-
days) groups (P> 0,05) and complete mortality occurred at the end of 3.-7. day in embryos
belonging to the haploid group.

When karyotype analysis results were examined, it was determined that chromosome numbers
of control and gynogen diploid groups were 2n = 80 and triploid group had more than 80
chromosomes. Examination the results from erythrocyte diameters demonstrated that the ratio
of erythrocyte diameters in between the triploid group (T) and the gynogen group (G) was
T/G=1.8, and the ratio of erythrocyte diameters in between the control group (D) and the
gynogen diploid group was D/G = 0.98. The ratio of >1.5 for T/D and =1 for G/D confirmed
the success of applications. When the flow cytometry results were examined, it was determined
that the ratio of GO + G1, which determines ploidy level in between the groups, was T/D =
1,978 and G/D = 1,016. Again these ratios; T/D>1.5 and G/D =1, showed the success of
applications.

Molecular analysis based on the presence or absence of salmonid male determining gene sdY
were run to determine the gender of individuals. The results of this process, which was
performed using polymerase chain reaction (PCR), demonstrated that no indivual from
presumptive ginogenetic groups carried sDY gene and confirmed the success of gynogen
production.

The results from embryonic development, karyotype analysis, flow cytometry and molecular
detection of sdY gene altogether showed that gynogenetic black sea trout (Salmo trutta labrax)
was successfully produced in this study. During the study, new primer sets were evaluated for
the detection of sdY gene. The high surviving (> 80%) gynogenetic production procedure
developed during this study can also be used by triploid production in aquaculture sector.
Additionally, gynogenetic Black sea trout (F1) production technology developed through this
study can be benefited by the other important technologies commonly employed in aquaculture
such as monosex culture or genetic performance improvement.

June 2018, 123 pages.

Keywords: Black sea trout, Gynogenesis, sdY gene, UV irradiation, Heat shock, Identification
of gynogenesis
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1. GIRIS

Insanoglunun tiikettigi gidalarin temelinde bitkisel ve hayvansal proteinler onemli yer
tutmaktadir. Hayvansal proteinler igerisinde ise su iriinlerinin dnemi oldukg¢a yiiksektir.
Diinyadaki niifusun hizli artig1 yan sira toplumdaki beslenme bilincinin gelismesi énemli bir
hayvansal protein olan balik etine talebi artirmaktadir. Dolayisiyla su iirlinleri yetistiriciligi,
diinya genelinde besin tiretimi agisindan en hizli biiyiiyen sektor olup diinya balik ihtiyacinin

yaklasik %50'sini karsilamaktadir (FAO, 2013).

Diinyada su iiriinleri yetistiriciligi M.O. 2000 yillarinda sazan iiretimi ile Cin'de baslamistir
(Rabanal, 1988). Balik yetistiriciligi ile ilgili ilk bilimsel bilgiler Cinli Fan Lai tarafindan M.O.
475 yilinda yazilmistir (Aras, 1997). Ulkemizde ise su iiriinleri yetistiriciligi 1970'li yillarda
gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) ve yari-entansif yada entansif sazan (Cyprinus
carpio) tiretimi ile baslamistir. Karadeniz Bolgesi'nde su iriinleri yetistiriciligi 1990 yilinda
salmonid tiirlerinin (Atlantik salmonu, Salmo salar, ve gokkusagi alabaligi) iretimiyle
baslanmistir (Celikkale, 2002; Okumus, 2002).

Diinya’da 1995’1i yillarda gerceklestirilien balik {iretim miktar1 106 milyon ton iken, 2000'li
yillarda 126 milyon ton ve 2010 yilinda ise 148.476.000 tona ulagmistir. Bunun % 40.32’s1
yetistiricilik yoluyla elde edilmistir (FAO, 2014). Yetistiricilikte 6nemli bir yer tutan
salmonidlerden Atlantik salmonunun iretimi 2010 yilinda 1.425.968 ton, gokkusagi
alabaliginin ise 728.448 ton oldugu bildirilmistir (FAO, 2012). Ulkemizde ise 2010 yilinda su
tiriinleri tiretimi 653 bin ton olarak bildirilmistir, bu liretimde yetistiriciligin pay1 167 bin ton
iken 2011 yilinda su iiriinleri tiretimi %7,73 artarak 703 bin ton ulasmis ve yetistiriciligin pay1
188 bin ton olmustur. Uretimin %61,45°1 deniz baliklarindan, %6,45'i diger deniz iiriinlerinden,
%5,27 'si igsu lriinlerinden ve %26,83 'l yetistiricilikten elde edilmistir. Bu liretimde 6nemli
bir paya sahip olan alabalik iiretimi ise lilkemizde 2016 yilinda igsularda 101.297 ton ve
denizlerde ise 5.716 ton olarak gerceklesmistir (Tablo 1.1; Tablo 1.2) (TUIK, 2017).



Tablo 1.1: Tiirkiye nin 2014-2016 yillar1 arasindaki igsu baliklar1 iiretimi (TUIK, 2017).

Balik tiirii 2014 2015 2016
Icsu
Gokkusag
alabahg 107.533,0 100.411,0 99.712,0
Alabahik
(Salmo sp.) 450,0 755,0 1.585,0
Deniz
Gokkusag
alabah@ 4.812,0 6.187,0 4.643,0
Alabalik
(Salmo sp.) 798,0 685,0 1.073,0

Tablo 1.2: Tirkiye’nin 2004-2016 yillar1 arasindaki su iiriinleri yetistiriciligi miktarlar (ton).

Deniz Uriinleri Yetistiricilik Uretimi  Tathsu Uriinleri

2004 504 897 94 010 45 585
2005 380 381 118 277 46 115
2006 488 966 128 943 44 082
2007 589 129 139 873 43 321
2008 453 113 152 186 41011
2009 425 046 158 729 39 187
2010 445 680 167 141 40 259
2011 477 658 188 790 37 097
2012 396 322 212 410 36 120
2013 339 047 233 394 35074
2014 266 078 235133 36 134
2015 397 731 240 334 34176

2016 301 464 253 395 33 856




Diinya iizerinde yetistiriciligi yapilan ve deneme asamasinda olan Salmonidae familyasina ait
bircok tlir bulunmaktadir. Salmonidlerin lizerinde ¢ok fazla ¢alisilmasinin nedenleri; ilging
hayat hikayeleri, tiirler aras1 ve ayni tiiriin farkli ortamlarda yasayan stoklari arasindaki genetik
farkliliklar, goriiniis olarak ilgi ¢ekici olusu, et 6zellikleri ve diger tilirlere nazaran yetistiricilik

caligmalarinda basar1 oraninin yiiksek olmasidir (Civelek, 2012).

Avrupa'da ilk kiiltiire alinan tiir olan kahverengi alabaliklar (Salmo trutta sp.), sportif balikgilik
ve dogal ortamim baliklandirilmas: amaciyla kullanilmaktadir. Ik kulugkahane 1841 yilinda
Boccius tarafindan kurulmus ve 1850 yilinda ise Coste tarafindan yapay iiretim optimum hale
getirilmistir. Daha sonra Avrupa'da ve diger kitalarda kahverengi alabalik iiretimi ortaya
c¢ikmigtir. Bu balik tiiri Britanya'da 1980'Ti yillarin sonunda deniz kafeslerinde salmon
tiretimine alternatif olarak distiniilmiistiir (Weeks, 1998). Bu durum alabaliklarin hizli biiyiiyen
soylarinin gelisimine yol agmistir (Vandeputte, 2008). Gelismis iilkelerde sportif balik¢ilik son
yillarda ¢cok dnem kazanmistir. Kahverengi alabaliklar goriiniim ve et kalitesi ile sportif amagl
ve ticari olarak i¢ sularda dnemli yer tutmaktadir. Kahverengi alabaliklarin 6zel isteklerinin ve
kiiltiir sartlarinda yetistiriciliginin zor olmasi sebebiyle gokkusagi alabaligi ile rekabet
edememistir (Kocabas, 2009).

Ulkemizde son yillarda yeni tiirlerin yetistiriciligine olan ilgi giderek artmaktadir. Karadeniz'de
1990’11 yillarda arastirma, gelistirme ve pilot iiretim ¢aligmalar1 yapilmaksizin denize kurulan
ag kafeslerde Atlantik salmonu (Salmo salar) ve gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss)
yetistiriciligl yapilmistir. Ancak yaz aylarinda Karadeniz'de su sicakliginin salmonid tiirler i¢in
yiiksek olmasi sebebiyle beklenen basar1 elde edilememistir. Bu nedenle, akuakiiltiir sektoriine
yeni tiirlerin kazandirilmasi amaciyla 1997 yilindan itibaren Karadeniz alabalig iiretimi ile
ilgili 6nemli gelismeler kaydedilmis ve 6zel sektor bu tiir i¢in yatirimlar baslatmistir (Cakmalk,
2009). 1997-2001 yillar1 arasinda Karadeniz alabaliginin biyo-ekolojik 6zelliklerinin ve kiiltiir
imkanlarinin arastirilmasi, 2002-2008 yillar1 arasinda Karadeniz alabaliginin yetistiriciligi ve
baliklandirma amaciyla kullanimi, 2004-2007 yillarinda Tiirkiye'de kahverengi alabalik
popiilasyonlarinin  genetik yapisinin belirlenmesi ve 2007-2010 yillarinda Karadeniz
alabaliginin 6zel sektore kazandirilmasi ile ilgili bilimsel caligmalar yapilmis ve basarili

sonuglar elde edilmistir (Cakmak, 2009).

Akuakiiltiir sektoriine yeni tiirlerin kazandirilmasi ¢aligmalarinin yani sira yetistiriciligi yapilan

tiirlerin sayica artirilmasi, istenilen cinsiyette ve ozellikte tiirlerin eldesi ¢aligmalar1 da 6nem



kazanmaktadir. Yetistiricilik i¢in, hizli bliylime yetenegine sahip ve ortam sartlarina iyi adapte
olabilen baliklar tercih edilmektedir. Bu baglamda su iirlinlerinde iiretimi artirmak amaciyla,
biyoteknolojik uygulamalarin geleneksel yetistiricilik metotlariyla birlikte kullanilmast
yoniinde ¢alismalar yapilmaktadir. Ancak bu c¢alismalar agirlikli olarak laboratuvar
caligmalariyla siirli kalmistir (Turan, 2000). Bu amagla gerceklestirilen calismalarda
geleneksel 1slah ¢alismalarinin yani sira son 30 yildir su iirtinleri yetistiriciligi sektoriiniin de
giindeminde yer alan ve kullanim alanina sahip olan biyoteknolojik uygulamalarla daha fazla
iiriin eldesi, eseysel olgunlasma yasini diisiirmek, biiyiime hizini, yumurta verimini ve larval
sathadaki yasama oranini artirmak mimkiindiir (Dunham, 2004). Ayrica biyoteknolojinin
kullanilmasi ile canlinin hastaliklara kars1 direnci, yemin ete doniisiim etkinligi ve etin kalitesi
yiikseltilebilir (Sahin, 2003; Bascinar ve Sonay, 2009). Bu uygulamalar igerisinde sperm
kriyoprezervasyonu (Ekici ve dig., 2012; Yamaner ve dig., 2015), gen transfer teknolojisi (Ekici
ve dig., 2007), germ hiicre izolasyonu (Atmaca, 2017) ve transplantasyonu, kromozom
manipiilasyonu (Ozdemir ve Ekici, 2017) yer almaktadir. Su iiriinlerinde yogun uygulama
alanina sahip olan kromozom manipiilasyon teknikleri kullanilarak poliploit balik
tiretilebilecegi gibi ginogenetik ve androgenetik balik tiretimi de miimkiin olmaktadir (Ueno,
1989; Bhise ve Khan, 2002).

Diinyada su tiriinleri sektoriinde ve diger sektorlerde iireme biyolojisi ¢alismalarinda yardimct
“ireme teknikleri” adi altinda ¢ok farkli uygulamalar kullanilmaktadir. Bu tekniklerin
kullanimu ile iirin miktarini artirmak ve iiretim maliyetini diistirmek miimkiin oldugu gibi tek
cinsiyetli soy liretimi ger¢eklestirmekte miimkiindiir. Alabaliklari1 da i¢eren bazi balik tiirlerinde
disiler erkeklere gore daha hizli biiylir ve satis boyuna daha hizli ulasir. Bu sonugtan yola
cikarak bu tez calismasinda ginogenetik balik {iretimi gerceklestirerek tamami disi
popiilasyonlarin eldesi planlanmistir. Ulkemizde tath suda yetistirilen tiirler arasinda ilk siray:
gokkusagi alabaligi almakta, baz1 6zel ciftliklerde az miktarlarda da olsa Karadeniz alabaligi,
kaynak alabaligi (Salvelinus fontinalis) ve diger alabalik tiirleri yetistirilmeye baslanmistir.
Yukarida bahsettigimiz iireme biyoteknolojisi uygulamalarindan biri olan triploid iiretim
calismalar1 6zellikle Salmonidae familyasina ait tiirler iizerinde bilimsel calismalarda yaygin
olarak kullanilmakla birlikte ticari isletmelerde de uygulama alanina sahiptir. Ulkemizde ise
son yillarda triploid iiretim uygulamalar1 yani sira ginogen iiretim ¢alismalar1 yapan az sayida
isletme olmasziyla birlikte talep glinden giine artis gostermektedir. Bu amagcla lilkemiz sularinda

da dagilim gosteren Karadeniz alabaligi iizerinde daha 6nce triploid tiretimi ile ilgili bir galisma



gerceklestirilmistir. Fakat ginogenetik {iretim ve molekiiler tespit yontemlerinin kullanildig: bir

caligmaya rastlanmamastir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1 KARADENIiZ ALABALIGI (Salmo trutta labrax PALLAS, 1811) GENEL
OZELLIKLERI

Dorsal ve kaudal ylizge¢ arasinda adipoz ylizgeci olan Salmonidler 11 aile ve 225 tiiri
icermektedir (Anonim, 2018). Alabaliklar, ¢cevresel sartlara yiiksek adaptasyonu, morfolojik ve
ekolojik farkliliklardan kaynaklanan yasam sekilleri nedeniyle, giinlimiize kadar birgok bilim
adamu tarafindan degisik isimler altinda karakterize edilmislerdir (Kocabas, 2009). Kahverengi
alabalik (Salmo trutta) Avrupa ig sulari i¢in endemik bir tiirdiir. Bulundugu bolgeye ve ¢evresel
sartlara gore viicut rengi ve sekli farklilasabildiginden arastirmacilar tarafindan “Salmo trutta
sp.” alt-tiir olarak isimlendirilmistir (Stevenson, 1987). Kahverengi alabaligin farkli formlari
icin 57 ayr1 tiir ismi 18. yiizyilin ortalarindan giinlimiize kadar ileri siiriilmiistiir (Ciftci ve dig.,
2009). Alabaliklarda goriilen farkliliklarin olusumunun kismen genetik farkliliklardan olustugu
birgok arastirmaci tarafindan bildirilmekteyse de, Linnaeus'un ortaya attigi, "Salmo trutta tek

bir tiirdiir" savi en muhtemel olanidir (Cakmak ve dig., 2008).

Salmo trutta’nin sistematigi asagidaki gibi verilmektedir (Anonim, 2018).
Alem: Animalia

Sube: Chordata

Alt-Sube: Vertebrata
Ust-smif: Osteichthyes

Sinif: Actinopterygii

Alt-sinif: Neopterygii
Alt-sinif: Teleostei

Ust-takim: Protacanthopterygii
Takim: Salmoniformes

Aile: Salmonidae

Cins: Salmo



Tur: trutta Linnaeus, 1758

Ulkemiz faunasinda yer alan kahverengi alabaliklar, bes farkli ekotip ile temsil edilmektedirler.
Ayrica tlilkemizdeki bazi sularda birden fazla ekotipin yer aldig1 birgok arastirici tarafindan da
rapor edilmistir (Geldiay, 1968; Geldiay ve Balik, 1996). Bunlarin adapte olduklari ortam veya
cografi bolgeye gore en yaygin olanlari; Salmo trutta fario Linnacus, 1758 (dere alabalig),
Salmo trutta labrax Pallas, 1811 (Karadeniz alabaligi), Salmo trutta macrostigma Dumeril,
1858 (Anadolu alabalig1), Salmo trutta caspius Kessler, 1877 (Aras alabaligi), Salmo trutta
abanticus Tortone, 1954 (Abant alabaligi) ve Salmo trutta lacustris Linnaeus, 1758 (gol
alabaligi)'dir (Kocabas, 2009). Kulugkahanede yetistirilen saf deniz alabaliklarinin akarsulara
ve yapay gollere stoklama denemeleri, kisa siire sonra deniz alabalig1 ile kahverengi alabalik
(Salmo trutta) arasinda fark olmadigini ortaya koymustur. Kosswig 1969 yilinda yapmis oldugu
calismada, Kuzey Dogu Anadolu’daki alabaliklarin Salmo trutta labrax alt tiiriine ait oldugunu
belirtmistir. Ninua ve dig., (2018) Dogu Karadeniz bolgesinde deniz ve tathi sulardan elde
ettikleri balik 6rneklerinde filogenetik analiz ¢alismasi yapmuslardir. Elde ettikleri sonuglar
Salmo coruhensis ve Salmo trutta labrax’in alt tiirlerinin filogenetik olarak benzer oldugunu

gostermistir.

Karadeniz alabalig1 hayatlarinin biiyiik bir kismin1 beslenmek amaciyla denizlerde gegirir ve
cinsel olgunluga ulastiklarinda tiremek igin tatli suya gog¢ ederler. Ebeveynlerinin yumurta
biraktiklar1 sulara donmeleri en 6nemli 6zellikleridir. Fakat eseysel olgunluga 2-4 yaslan
arasinda ulasan deniz alabaliklar1, salmonlarin aksine dol verdikten sonra yasamlarina devam
edip, tekrar denizlere doner ve birkag kez tireme gogii gerceklestirirler (Celikkale, 2002). Deniz
ekotipinin yumurtlama dénemi Kasim-Aralik aylarinda baglamakta ve Subat aymin sonlarina
kadar devam etmektedir. Yumurtlamak ic¢in genellikle su kaynagimin baslangicinda cakilli
yerleri ve yan kollar1 tercih ederler (Cakmak ve dig., 2005). Karadeniz alabaliklarinda
yumurtlama su sicakliginin 8-10°C arasinda oldugu Ekim sonu ile Aralik aylari arasinda
gergeklesmekte ve disilerin %80'i Kasim ay1 igerisinde yumurtlamaktadir. Fekonditeleri 2000-
3000 adet yumurta/kg disi agirligt ve yumurta g¢aplar1 4,8-7,2 mm civarindadir. Larvalarin
yumurtadan ¢ikis1 5-7°C 'de d6llenmeden 60-80 giin sonra baslar ve keseli larvalar Nisan ayinda
ortaya ¢ikar. Yumurtadan serbest yiizme asamasina kadar olan siire su sicakligina bagl olarak
iki aydan daha uzun siirebilir. Denize go¢ eden smoltlarin dere agizlarindaki ve denizlerdeki
baslica besinlerini bocekler olusturur. Denizde ise hamsi, kiigiik baliklar ve crustacea, gol ve

nehirlerde yogun olarak sucul bdcekler ve bazi hayvansal detritus ile beslenirler. Ilk biiyiime



doénemi sonunda nehirlerdeki juveniller 9,5-16,5 cm boya ve 13-50 g agirliga ulasirlar. ikinci

yaslarinda ise 16-36 cm, 3. yasta 42,5-57,0 cm boya ulasirlar (Okumus, 2004).
2.2 KARADENIZ ALABALIGI URETiMi

Karadeniz alabalig1 Dogu Karadeniz Bolgesinde dogal yasama alanina sahip bir tiirdiir. Rize ve
Artvin ili havzalarinda 2013 yilinda yapilan tiir koruma eylem plani ¢alismalar1 sirasinda farkl
yas ve boylarda karadeniz alas1 bulundugu tespit edilmistir. Basta Trabzon Su Uriinleri Merkez
Arastirma Enstitiisii olmakla birlikte konusunda uzman akademisyenlerin danigsmanliginda 6zel
birka¢ isletmede Karadeniz alabaliginin iiretim ¢aligmalar1 iireme doneminde dogadan
anaglarin yakalanip iiretim tesislerine konulmasiyla baslamistir. TUIK verileri incelendiginde
tam olarak iiretim miktar1 bilgisine tiir bazinda ulasilamamasina ragmen son yillarda 6zellikle
Rize Camlihemsin bolgesinde ki alabalik ¢iftliklerinde yine Rize ilinde bulunan isletmelerde
de Karadeniz alabalig1 tiretimi gergeklestirilmektedir. Bunun yani sira arastirma, gelistirme
caligmalar1 ve farkli tiir alabalik yetistiriciligi amaciyla Istanbul Universitesi, Su Bilimleri
Fakiiltesi, Sapanca Igsu Uygulama ve Arastirma Birimi ile Kastamonu Universitesi, Su Uriinleri
Fakiiltesi, igsu ve Deniz Baliklar1 Arastirma ve Uygulama Merkezi Karadeniz alabaligimi

biinyelerinde bulundurarak bolgesel isletmelere yavru destegi saglamaktadir.
2.3 BALIKLARDA GONAD OZELLIKLERI

Teleost baliklarda gonadlar, bilateral yerlesmis bir ¢ift parmaksi uzanti seklinde olup
mesenterium ile 6n viicut boslugunun tavanina asili olarak bulunurlar. Bir¢ok teleost balikta
gonadlarin duvar1 yumurta (oviduct) ve sperm kanali olusturmak tizere arkaya dogru uzanir ve
genelde arkada genital agiklikla birlesir. Gonadlar {ireme (germ) ve somatik hiicreler olmak
tizere iki tip temel hiicre icerir. Germ hiicreleri olgun gametleri olustururken (yumurta ve sperm
hiicresi), somatik hiicreler ise iireme hiicrelerinin gelisimini destekleyerek, aktivitesini

diizenler (Braat ve dig., 1999; Xu ve dig., 2010; Can, 2014).
2.4 YUMURTA VE SPERM HUCRESININ OZELLIiKLERI
2.4.1 Yumurta Hiicresinin Ozellikleri

Farkli balik tiirlerine ait yumurta hiicrelerinin morfolojik yapisi birbirleriyle benzerlik

gostermektedir. Balik yumurtasi; koryon adi verilen bir yumurta kilifi ile ¢evrili olup, animal



ve vejetatif kutup olmak {izere iki kisma ayrilir. Bunlar oogenez sirasinda yumurta folikiiliinii
cevreleyen zona radiata ile temas halindedir ve fertilizasyon sirasinda perivitellin boslugun
olusumunda 6nemli rol oynar. Balik yumurtasinin yiizeyinde bulunan mikrofil deligi vasitasiyla
sperm hiicresinin yumurta hiicresi icerisine girisi ile fertilizasyon gerceklesir (German ve dig.,
2001; Savas, 2001). Kahverengi alabaligin (Salmo trutta sp.) yumurta hiicresinin ¢ap1 2,3-7,2
mm arasinda yasina ve alt tlirline bagh olarak degisiklik gostermektedir (Bagenal, 1969;
Debowski ve dig., 2005). Karadeniz alabaligi yumurtasinin ¢apt Firidin ve dig. (2012)

calismasinda 5,1 mm, ¢alismamizda ise 4,3 mm olarak Ol¢tilmistiir (Sekil 2.1).

Sekil 2.1: Karadeniz alabaligi dollenmis yumurta goriintiisii (Stereo mikroskop).

2.4.2 Sperm Hiicresinin Ozellikleri

Sperm hiicresi olarak adlandirilan spermatozoon morfolojik olarak; bas, boyun ve kuyruk
bolimlerinden olugsmaktadir. Ancak; bas bolgesinin morfolojik yapist (ince-uzun, elipsoidal ya
da kiiresel) tiirlere gore farklilik gostermektedir (Jamieson, 1991). Birgok balik tiiriinde sperm
hiicresinin yapisal 6zellikleri incelenmis ve bas uzunlugu 2-2,8 um ve sekli elipsoidal yapidan
ovoidal yapiya degisiklik gosterdigi, kuyruk uzunlugunun ise 32+1,4 pm oldugu tespit
edilmistir (Cruea, 1969). Karadeniz alabaligi spermatozoonuna ait taramali elektron

mikroskobu (SEM) goriintiisii incelenmis ve sekil 2.2°de gdsterilmistir.
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Sekil 2.2: Karadeniz alabalig1 spermatozoasinin taramali elektron mikroskobundaki goriintiisii.

Spermatogenez; baliklarda ilk olarak tireme donemine yaklasildiginda spermatogonial germ
hiicrelerinin olusumu (spermatogonia) ile baslar ve spermatidlerin olusumuyla sonlanan ikinci
mayoz asamastyla devam eder. Son olarak, spermatidlerin de farklilasmasiyla sperm hiicresi
(spermatozoa) olusur (Felice ve Rash, 1969; Grier ve Taylor, 1998). Testis dokusu igerisinde
bulunan spermatozoa hareketsiz olup su ile temas etmesi durumunda osmotik basingtaki
degisim ile hareketlilik (motilite) kazanir (Rurangwa ve dig., 2004; Alavi ve Cosson, 2006).
Genellikle her balik tiiriine ait spermatozoa motilite siiresi farklilik gdstermekle birlikte motilite
siiresi oldukga kisadir. Ornegin, motilite siiresinin kahverengi alabalik (Salmo trutta sp.) igin
35-50 sn (Vladic ve Jatrvi, 1997), karadeniz alabalig1 (Salmo trutta labrax) i¢in 44-78 sn (Erbas
ve Bascinar, 2013), gékkusagi alabaliginda (Oncorhynchus mykiss) i¢in 40-51 sn (Bozkurt ve
Yavas, 2013), sazan baliginda (Cyprinus carpio) igin 50-78 sn (Tabakoglu, 2005), zebra
baliginda (Danio rerio) i¢in 35-60 sn (Jonas ve dig., 2007; Jing ve dig., 2009; Rongyan ve dig.,
2009; Ozdemir ve Ekici, 2017) ve lepistes balig1 (Poecilia reticulata) igin ise 30-40 sn
(Gasparini ve dig., 2009) oldugu tespit edilmistir.

2.5 DOLLENME VE EMBRIYONIK GELIiSiM

Olgun balik yumurtas1 suya birakildiginda, II. mayotik bdliinmenin metafaz sathasindadir.
Ddéllenme ile aktive olan yumurtada, 6nce II. mayotik boliinme tamamlanir ve disiye ait ekstra

kromozom takimi 2. kutup hiicresi olarak uzaklastirilmak tizere animal kutuba dogru itilir.
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Geriye kalan haploid kromozom takimi bir disiye ait pronukleusu olusturur. Bu olay
dollenmeden ayr1 olarak gerceklesir ve su ile temas eden biitiin yumurtalarda bu yap1 goriiliir
(Wolenski ve Hart, 1987). Spermatozoon, kemotaksi ile yolunu bularak kuyruk hareketleri
sonucunda mikrofil deliginden yumurtaya giris yapar (Amanze ve Iyengar, 1990). Cogu balik
tiirlinde mikrofil deliginin c¢ap1 tek bir spermatozoonun girebilecegi biiyiikliiktedir (Kudo,
1980). Spermatozoonun bas kismi mikrofil deliginden igeri girdikten sonra kuyruktan ayrilir.
Cekirdek bundan hemen sonra 180° doner ve ayni zamanda yumurtada sisme baslar. Nukleusun
kromatin iplikleri gevser ve spermatazoon nukleusu ince kromatinlerle hafif vezikiiler erkek
pronukleusuna dogru ilerler. Bu yap1; sperm hiicresinin sentrozomu etrafinda sekillenir ve
“spermaster” olarak adlandirilir ve disi pronukleusuyla karsi karsiya gelecek sekilde animal
kutubun tam ortasindaki erkek pronukleusuna dogru ilerler. Her iki pronukleus birbirine
yaklagir ve ig iplikleri onlar1 yakalar. Daha sonra pronuklei yavasc¢a parcalanir ve kromozomlar
kendi karakteristik gruplarini olusturur. Sonu¢ olarak; ig iplikleri ilk mitotik boliinmede

kromozomlar1 kutuplara ¢eker ve mitotik boliinmeler baglar (Dettlaft ve dig., 1993).

Karadeniz alabaligi embriyolojik gelisimi; yumurtanin boliinme safhasi, gastrula safthasi,
somitogenesis, besin kesesinin damarlanmasi, yilizge¢ gelisim safhasi olarak tanimlanmaistir.
Yumurtanin béliinme safhasi déllenme sonrasi 8-10. gline kadar devam etmektedir. 0-10.
saatler arasinda 2. kutup hiicresinin ayrilmasi ve blastodisk olusumu, 11-14. saatler arasinda da
blastodiskin ortasindan dikey olarak ilk boliinme gerceklesmektedir (Sekil 2.3) (Firidin ve dig.,
2012).
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Déllenmemis (a) 0-10.saat(b) 11-14.saat(c) 15-17.saat(d)

.

18-21.saat(e) 22-37 .saat (f) 38.saat-2.giin (g) 4.-6.giin (h)
Sekil 2.3: Karadeniz alabaligr yumurta boliinme asamalari (Firidin ve dig., 2012).

Karadeniz alabalig1 embriyolarinin déllenmesini takiben 8-10°C su sicakliginda 48-60.giinde
larva ¢ikis1 gerceklesmektedir. Yumurta dollendikten 25-30 giin sonra embriyoda gozler, deride
pigmentasyon, omurga, kan dolasimi, kalp atist ve vitelliis kesesinden beslenme
gozlemlenebilmektedir. Dollenmeyi takip eden 48-60. giinlerde embriyo koryon’u yirtarak
¢ikma egilimindedir (Bouvet, 1976; Okumus ve dig., 2004; Alp ve dig., 2010).

26 SU URUNLERi YETIiSTIiRiCiLIGINDE UREME BiYOTEKNOLOJISIi
UYGULAMALARI

Su {irtinleri yetistiriciliginde genotiplerin korunmasi, d6l veriminin artirilmasi ve hastaliklara
toleransli nesillerin eldesi amaglanmaktadir. Bu amagclarla, miihendislik ve bilgisayar
bilimlerinden yararlanarak genetik ve molekiiler tekniklerin birlikte kullanimiyla suda yasayan
canlilarin 1slahi, mevcut Ozelliklerinin degistirilmesi veya bu canlilara yeni Ozellikler
kazandirilmasi yoniinde yapilan calismalar {ireme biyoteknolojisi konular1 igerisinde yer
almaktadir (Beaumont ve Hoare, 2003). Uremenin kontrolii amaciyla gergeklestirilen
calismalar karasal hayvanlarda oldugu gibi balik yetistiriciliginde de bir¢ok farkli yontem
kullanilarak gerceklestirilmektedir. Genis bir ifade ile gamet olusumu, birakilmasi ve cinsiyetin
kontrolii ile ilgili konularla ilgilidir. Bu sekilde gergeklestirilen kontrol, kalite, miktar ve yil

stiresince kullanilabilirligi de iceren dol liretimini kapsamaktadir (Weber ve Lee, 2014)
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Akuakiiltiirde kalite ve kantiteyi arttirma c¢abalarinin tiimii, 1slah ¢alismalar1 igerisinde ifade
edilmektedir. Islah ¢alismalarinda fenotip olarak ana ve babalarin iyi karakterlerini tasiyan,
saglikl fizyolojik aktivitesi normal, iyi yem alan, sperma ve yumurta kalitesi iyi olan baliklar
anag¢ olarak seg¢ilmektedir. Bu baliklarin gametleri ile elde edilecek soylarda kisa siirede
porsiyonluk boya ulagmasi, tiirline 6zgii morfolojiyi gostermesi ve bu 6zelliklerinin ticari olarak

saglanabilmesi amaciyla biyoteknolojik yontemler kullanilmaya baslanmistir.

1959 yilinda, H. Swarup, Gasterosteus aculeatus baliklarinda ilk triploidi ¢aligmasini
gerceklestirmistir. 1970’11 yillarda kiiltiir balik¢iligindaki gelismelere paralel olarak gesitli
salmonid baliklarin uzun siireli seleksiyon programlari iizerinde c¢alismalara baslanmistir.
Rafael Guerrero ve William Shelton’un bulduklar tilapya da cinsiyet degistirme yontemi,
ilerleyen yillarda daha da gelistirilmis ve diinya c¢apinda erkek tilapya elde edilmesi
saglanmistir. 1980’lerin sonu 1990°larin basinda ise yalnizca biiylime orani lizerine degil cinsi

olgunlagmanin et kalitesi {izerine etkisi ile ilgili caligmalarda gergeklestirilmistir (Dunham,

2004; Ekici, 2011).

Su {irlnleri yetistiriciliginde teknolojideki gelismelere paralel olarak, tiretimi yapilan balik
tiirlerinin et kalitesinin ve dol veriminin arttirilmasi, hastaliklara toleransli baliklarin elde
edilmesi amaciyla c¢esitli ¢alismalar yapilmaktadir. Bu amacla yapilan ¢aligmalar geleneksel
yetistiricilik teknikleri ve biyoteknolojik metotlarin bir arada kullanilmasi ile elde edilmektedir
(Purdom, 1983; Sheperd ve Bromage, 1990; Bromage ve Roberts, 1995). Bu baglamda balik
yetistiriciliginde uygulanan biyoteknolojik yontemler 5 ana baslik altinda ele alinmaktadir
(Purdom, 1983; Thorgaard, 1983; Thorgaard, 1995). Bunlar; 1) Hormonal cinsiyet kontrolii
(Dogrudan veya dolayli hormon uygulamalari, kisirlastirma uygulamalari), 2) Kromozom
manipiilasyonlart (poliploidi, ginogenez ve androgenez) (Deng ve dig., 1992; Deng ve dig.,
2001), 3) Sperm kriyoprezervasyonu; cesitli balik tlirlerine ait genetik materyalin -196°C’deki
stv1 azot igerisinde uzun siireli muhafazasina olanak saglar. Bu uygulama ile iireme mevsimi
disinda da dol elde edilmesi yani sira nesli tehlike altinda olan tiirlerin genetik materyalinin
muhafazasi iglemi gerceklestirilir (Beaumont ve Hoare, 2003; Ekici ve ark., 2012), 4) Gen
transferi; rekombinant DNA teknolojisi ile elde edilen gen konstrakti dollenmis balik
yumurtasinin blastodiskine aktarilarak kromozomal replikasyonda yerini alir ve o hiicrenin
kalitim materyalinin bir pargasi haline gelir (Purdom ve dig., 1985; Ekici, 2007). Su iiriinlerinde

cogunlukla laboratuvar c¢alismalartyla sinirli kalan gen transfer c¢alismalari; biliylime
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performansinin artirilmasi, soguga, tuzluluga ve hastaliklara karsi tolerans gosteren baliklarin
elde edilmesi konular iizerinde yogunlasmistir (Jiang, 1993), 5) Germ hiicre izolasyonu,
kriyoprezervasyonu ve tasiyict anag¢ balik teknolojisi; gamet hiicrelerinin olusumunu saglayan
germ hiicrelerinin baliklardan izolasyonu sonrasinda (Atmaca, 2017) -196°C’de uzun siireli

muhafazasi ile farkl: tiirlere transplantasyonu gergeklestirilmektedir (Yoshizaki ve dig., 2011).
2.7 HORMONAL CINSIYET KONTROLU

Aynu tiire ait erkek ve disi baliklarda ikincil eseysel 6zelliklerin bir sonucu olarak gelismede
farkliliklar goriiliir ve bu farkliliklar bazi tiirlerde ¢ok az iken bazilarinda oldukg¢a belirgindir
(Yamazaki, 1983; Timur ve Ekici, 2009; Timur, 2011). Ekonomik agidan degerlendirildiginde
erkek ve disi baliklar arasindaki bu farklilik cinsiyet kontroliiniin 6neminin anlagilmasina
yardimci olur (Ozden ve Giillii, 1996). Bu farkliligin sonucu olarak balik biiyiikliiklerinin ayni
olmamasi bu baliklarin satisinda sikinti yasanmasina neden olmaktadir. Kiiltiirii yapilan
tiirlerden biri olan gokkusagi alabalifinda; disi balik erkek baliga gére daha hizli biiyiir, et
kalitesi daha iyi olup hastaliklara toleransi yiiksektir (Donaldson ve Hunter, 1982; Arslan ve
dig., 2010; 2012). Erkek gokkusagi alabaligi ise yetistiricilik kosullarinda yaklasik yumurtadan
larva ¢ikigini takip eden bir yillik siire sonunda seksiiel olgunluga ulasir ve biiyiimenin yani sira
gonad gelisimi i¢in de enerji harcandigindan et verimi diisilk olmaktadir. Bu sorunlarin
giderilmesi amaciyla cinsiyet doniisiimii ve tek cinsiyetli stoklarin tiretimi yoniinde ¢aligmalar
yapilmaktadir (Sheperd ve Bromage, 1990). Bu amagla tek cinsiyetli ve steril popiilasyonlar
elde edilmesinde; dogrudan hormon uygulamasi, dolayli hormon uygulamasi ve kisirlagtirma

uygulamalari yapilmaktadir (Purdom, 1983; Sheperd ve Bromage, 1990; Purdom, 1993).

Bircok balik tiiriinde sekstiel gelisim genellikle larval sathada meydana gelmekte (Degani,
1985) ve fenotipik cinsiyetin degistirilebilece§i bu donem balik tiirlerine gore farklilik
gostermektedir. Vitellus kesesini tikketmis bir larvanin bu donemde anabolik steroidleri absorbe
etmesi durumunda cinsiyet hiicrelerinin gelisimi gerceklesir. Embriyonun genetik yapisina
karsilik, bu evrede gerceklestirilecek miidahalelerle (banyo veya oral yolla Ostrojen veya
androjen verilerek) canliya ait prematiire gonadlarin ya ovaryum ya da testis olacak sekilde
gelisim gostererek disi ya da erkek cinsiyetteki canli elde edilir. Bu nedenle bu donemde
yapilacak bir manipiilasyon uygulamasi ile cinsiyet kontrolii saglanir (Degani, 1985; Sheperd
ve Bromage, 1990; Lone ve Ridha, 1993; Arslan ve dig., 2009). Chinook salmonu

(Oncorhynchus tshawytscha), tilapya (Oreochromis niloticus) ve sazan tiirlerinde Devlin ve
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Nagahama  (2002) 170-metiltestosteron ~ kullanarak  erkeklestirme  calismasini
gerceklestirmiglerdir. Dolayli  hormon  uygulamasi, caprazlamalar ya da
androgenetik/ginogenetik balik tiretimi sonucu elde edilen baliklara hormon verilerek
gerceklestirilir ve bu uygulama sonucunda siiper erkek veya siiper disi baliklar ana¢ olarak
biiyiitiiliip istenilen cinsiyette balik bir sonraki jenerasyonda elde edilir (Purdom, 1993;
Krisfalusi ve Cloud, 1996).

2.8 KISIRLASTIRMA

Yetistiricilikte, normalden daha hizli biiyliyen ve biiyiime potansiyeline sahip baliklarin iiretimi
amaclanmaktadir. Balik erginlestikten sonra biiylimenin yani sira gonad gelisimi i¢in de enerji
harcadigindan verimi diiser (Piferrer ve dig., 1994). Bu sebepten dolayi seksiiel olgunlagma ile
ilgili birgok dnemli sorun tek cinsiyetli stoklarin iiretimiyle giderilmesine karsin, hem disi hem
de erkekler olgunlagmadan 6nce satisa sunulmazsa balik bu donemde alacag1 yemi biiylime i¢in
degil de gonad gelisimi i¢cin kullanacagindan isletmenin zarar etmesine neden olacaktir
(Bascinar ve Sonay, 2009). Bu sorunlarin giderilmesi amaciyla kisirlagtirma yontemleri
uygulanmaktadir. Kimyasal, hormonal, triploidi ve radyasyon gibi farkli yontemler igerisinde
en yaygin olarak kullanilan kisirlagtirma yontemi bir kromozom manipiilasyon metodu olan

triploidi uygulamasidir (Arai, 1987; Jungalwalla, 1991; Sheperd ve Bromage, 1990).
29 KROMOZOM MANIPULASYONU

Balik hiicrelerinin ¢ogu disi ve erkek baliklardan gelen 2 kromozom setine sahiptir (Tave,
1986). Gametlerde bu say1 yariya diiser ve anag baliklardan gelen setlerden sadece biri ddllere
gecer. Bu indirgenme islemi, kromozom manipiilasyonlarinin anlagilmasinda temel noktadir
(Arai, 2001). Normal fertilizasyonda, haploid sperm hiicresi yumurtay dolledikten sonra disiye
ait kromozom setlerinden birisi (ikinci kutup hiicresi) ikinci mayotik béliinmenin
tamamlanmasiyla disariya atilir. Boylece baslangigtaki embriyonik hiicre (zigot) biri erkek

digeri disi baliga ait iki set kromozom igerir (Manickam, 1991; Johnstone, 1992).

Kromozom diizeyinde mayotik ve mitotik olaylara farkli amaclar dogrultusunda yapilan ¢esitli
manipiilasyon islemleri vardir (Chourrout, 1980; Purdom, 1993; Colombo ve dig., 1995;
Rothbard ve dig., 1999; Galbusera ve dig., 2000). Bu manipiilasyon islemleri; ginogenez
(mayoginogenez ve mitoginogenez), androgenez ve poliploidi (triploidi ve tetraploidi)

uygulamalari olarak siniflandirilmaktadir (Tave, 1986).
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Baliklarin biiylik bir kisminda dis dollenme meydana geldiginden ¢esitli manipiilasyon
uygulamalariyla kromozom sayisi kismen degistirilebilmektedir (Thorgaard, 1983; Arai, 2001).
Kromozom manipiilasyonu; gametlerin (sperm veya yumurta hiicresi) genomlarinin tahrip
edilmesi icin UV, y (gama) 1sinlart ile kimyasal mutajenler kullanilarak gergeklestirilir. Bu
islem sonucunda elde edilen canli haploid yapiya sahip oldugundan canlinin yasayabilirliginin
saglanmasi icin sicak/soguk sok, hidrostatik basing ve ¢esitli kimyasallar (Kolsisin, Sitokalasin
B ve N2O gibi) kullanilarak diploid yap1 saglanir (Diter ve dig., 1993; Manickman, 1991;
Purdom, 1993; Teskeredzic ve Donaldson, 1993; Malison ve dig., 1993; Jungalwalla, 1991).

Bu teknikler igerisinde en yiiksek basari orani basin¢ soku uygulamasinda elde edilmesine
karsin diger metotlara gore maliyetinin daha yiiksek oldugu bildirilmektedir (Malison ve dig.,
1993; Purdom, 1993). Ultraviyole (UV) kullanilarak yapilan sok uygulamasi, ucuz ve kullanigh
olmasi nedeniyle diger sok uygulamalarina gore daha ¢ok tercih edilmektedir (Refstie, 1983;
Goryczko ve dig., 1991; George ve dig., 1994; Cherfas ve dig., 1990; Malison ve dig., 1993;
Rothbard, 1994).

Kromozom manipiilasyon teknikleri ve manipiilasyon sonucunda elde edilen baligin kromozom

yapisi ile seksiiel yapisi tablo (2.1)’de gosterilmistir.

Tablo 2.1: Kromozom manipiilasyon uygulamasi (Thorgaard, 1995).

Yumurta ve Sperm Hiicresi
Dillenmeden |  -mememmmmememeee- Sperm Hiicresi Yumurta Hiicresi
once i5in
uygulamast
Sok uygulama Kutup I1k mitotik boliinme Kutup [lk mitotik Kutup 11k mitotik
amact hiicresi hiicresi boéliinme hiicresi boéliinme
Uygulama Triploid Tetraploit Heterozigot Homozigot Heterozigot Homozigot
sonucu ginogenetik ginogenetik androgenetik | androgenetik
Sekstiel Kisir erkek D6l verimli erkek Disi (XX) Disi (XX) Erkek (YY) | Erkek (YY)
karakteristikler (XXY) (XXYY) ve Dol verimli
Kisir disi disi (XXXX)
(XXX)

2.9.1 Poliploidi Uygulamasi

Normal kosullarda bir canlinin somatik hiicrelerindeki 2 set “2n” kromozom vardir. Bir
canlidaki kromozom setlerinin sok uygulamalar1 ile 3 veya daha fazla kata yiikseltilmesine
“poliploidi” ad1 verilmektedir (Lutz, 2001; Timur ve Ekici, 2009). D6llenmeden hemen sonra
uygulanan cevresel sok uygulamalar1 sonucunda elde edilen triploid baliklar {i¢ kromozom

setine (3n) sahiptirler (Sekil 2.4) ve tek sayida kromozom setlerinin mayozda eslesmesinin
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sikintili olmasi sebebi ilede kisirdirlar. Triploidi teknigi; ginogenez islemine benzemekle
beraber, bu yontemde radyasyona maruz birakilmamis normal spermatozoa yumurtanin

dollenmesinde kullanilir (Purdom, 1983; Turan, 2000; Ozden ve dig., 2003).

Homolog duplikasyonu 1 kutup

hucresl
|:> H:| H:| |:> <::| Ovulasyon
Sinapsis, Crossing ove]
" 15mlamasi -;pe ile
inogenetik liretim

{140 ‘. @Hi'

3n Haplult Clnugen \Iltu Clnugen May C inogen
"2n"

Sekil 2.4: Poliploidi uygulamasinin sematik gosterimi (Arai, 2001).

Birgok balik tiirtinde triploid baliklar diploidlere kiyasla daha iyi yasama, biiyiime ve yem
donilisiim oranina sahiptirler. Fakat bu 6zellikler seksiiel olgunlagsmanin baslangicina kadar
kendini gostermemektedir (Kerby ve Harell, 1990). Triploidi uygulamalar1 ¢ogunlukla kisir
salmonid tiirlerin elde edilmesi amaciyla kullanilmakta ve su iiriinleri endiistrisi agisindan
birgok avantaj saglamaktadir. Bu tlir manipiilasyonlarin en 6nemli yarari, metabolik enerjinin
gamet liretimi yerine somatik biiylime igin kullanilmasidir (Bye ve Lincoln, 1986; Oshiro ve
dig., 1991; Teskeredzic ve Donaldson, 1993). Triploid balik iiretimi, verimliligi artirma
calismalarmin yani sira biyoteknolojik bir arac¢ olarak kullanilabilmektedir (Ozden ve dig.,
2003). Ornegin, triploid ot sazan1 (Ctenopharyngodon idella) kisir olmasi nedeniyle rutin olarak
yetistiricilik yapilan havuzlarin biyolojik kontroliinde kullanilmaktadirlar (Kerby ve Harell,
1990; Lincoln ve Bye, 1989; Purdom, 1993).
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Tetraploidi uygulamasi ile 4 kromozom setine (4n) sahip baliklar elde edilir. Normal bir
yumurta hiicresi aktif spermatozoon tarafindan déllendikten sonra ilk mitotik boliinme sirasinda
sok uygulanmast ile 4n kromozomlu baliklar (tetraploid) elde edilir (Sekil 2.4) (Ozden ve dig.,
2003; Unlii, 2004). Elde edilen tetraploid baliklar diploid baliklarla ¢aprazlanarak triploid

baliklarin iiretimi saglanir (Johnstone, 1991).

Diploid disilerin tetraploid erkekler tarafindan déllenme oran1 normal erkek baliklara kiyasla
daha dugiiktiir. Bu durumun spermatozoon basinin ¢apiyla ilgili oldugu ifade edilmektedir. Bu
baglamda triploid balik iiretiminde, tetraploid disilerin diploid erkekler tarafindan déllenmesi
ile dollenme basarisinin artirildig: ifade edilmektedir. Bununla birlikte, tetraploid balik tiretimi
kolay olmamasina ragmen gokkusag alabaliklarinda basarili tetraploid balik eldesi ¢calismalari

yapilmistir (Johnstone, 1991).
2.9.2 Androgenez Uygulamasi

Androgenez; gama (y), X veya ultraviole (UV) isinlar1 kullanilarak DNA inaktivasyonu
gerceklestirilen yumurta hiicresinin normal sperm hiicresi ile dollenmesi ve embriyo
gelisiminin spermatozoaya ait kromozom setinden devam etmesi olayidir (Purdom, 1993).
Androgenetik zigota ilk mitotik boliinme safhasinda sok uygulamasi (basing, kimyasal ve
sicaklik) yapilarak hiicre boliinmesi engellenir. Boylece elde edilen androgen birey, sadece

erkek baliktan gelen diploid kromozom setine sahip olur (Bhise ve Khan, 2002) (Sekil 2.4).

Androgenez uygulamasi; gokkusagi alabaligi, ot sazani, sazan, dere alabaligi, Nil tilapyas1 ve
beyaz Mersin (Acipenser transmontanus) tiirlerinde basariyla gergeklestirilmistir (Rothbard ve
dig., 1999; Karayiicel ve dig., 2002). Mitoz sirasinda kendini esleyen kromozomlar tek bir
kromozom takimindan geldiginden, androgenetik bireyler %100 homozigottur. Bu sebeple,
androgenetik baliklarda 6liim orani yiiksektir, ¢iinkii herhangi bir mutant ¢ekinik allel mevcut

ise bu uygulama sonucunda agiga ¢ikmaktadir (Purdom, 1993).
2.9.3 Ginogenez Uygulamasi

Kromozom manipiilasyon tekniklerinden biri olan ginogenez uygulamasi, erkek balia ait
genetik materyalin etkisini ortadan kaldirmak amaciyla mutajenlerle muamele edilen
spermatozoanin normal yumurta hiicrelerini d6llemesi olarak ifade edilir (Thorgaard, 1983;

Purdom, 1993; Jiang, 1993). Yani yumurtalar biyolojik olarak aktif; ancak genetik agidan
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etkisiz olan spermatozoa tarafindan dollenirler (Dunham, 2004; Ekici, 2011). S6z konusu bu
spermatozoon yumurta hiicresini dollediginde hiicre i¢i mekanizma harekete gegerek ikinci
kutup hiicresi atilir. Bu kritik noktada sicak, soguk ya da basing gibi fizyolojik sok
uygulamalarindan biri kullanilarak ikinci polar cismin ¢ikisi engellenir ve embriyonun diploidi
durumu tekrar saglanir. Uygulanan bu soklar, mikrotiibiilleri tahrip ederek hiicre boliinmesini

engeller (Galbusera ve dig., 2000).

Ik kez 1911 yilinda Hertwig ve 1983 yilinda Thorgaard, kurbaga spermatozoasini radyum-
gama 1sinlarina maruz birakarak ginogenetik embriyolar elde etmislerdir (Karayticel, 1999).
Omurgalilarda spontane gelisen ginogenez ise siirlingen, kurbaga ve teleost baliklarda da tespit

edilmistir (Komen ve Thorgaard, 2007).

Ginogenez uygulamasi ile akraba hatlarin ve tek cinsiyetli popiilasyonlarin iiretimi
gerceklestirilir. Yiiksek derecede akraba olan baliklarin tiretiminde kullanilabildiginden, teleost
baliklarda akrabal1 yetistirme ¢aligmalarinda tercih edilen bir metottur (Galbusera ve dig., 2000;
Turan, 2000). Sperm hiicresinin kalitim materyali mutajenlerle etkisiz hale getirildiginden
farkli balik tilirlerinden elde edilen sperm hiicreleri de yumurtalarin doéllenmesinde
kullanilabilmektedir (Purdom, 1983). Bu sebeple c¢alismalarda, ginogenez uygulamasinin
basarili olup olmadiginin anlasilmasi amaciyla farkli bir tiire ya da varyeteye ait baligin
spermatozoalar1 kullanilmaktadir. Farkli bir tiire ait spermatozoa ile dollenen yumurtadan
gelisen bireylerin viicut veya ylizge¢ sekli gibi morfolojik 06zelliklerine dayanarak da

degerlendirme yapilmaktadir (Paschos ve dig., 2001).

Ginogenez metodu ile sadece disi baliga ait kalitim materyalini tagiyan nesillerin elde edilmesi
amaglanmaktadir (Thorgaard, 1983). Bu amacla y, X veya UV i1sinlar1 kullanilarak DNA
inaktivasyonu gergeklestirilmis spermatozoa yumurta hiicresinin ddllenmesinde kullanilir
(Opperman, 1953; Purdom, 1993). Spermatozoaya ait kalitim materyalinin tahrip edilmesinde
kullamilan iyonize 1sinlar (X 1simnlar1 ve ®°Co gama 1sinlar), giiclii gegirgenlikleri sayesinde
yogun miktarda spermaya uygulanabilirler. Ancak bu caligsmalarda erkek baliga ait 6zelliklerin
veya kromozom parcalariin varliginin tespit edilmesi ile bu 1sinlarin spermatozoa DNA’sin1

inaktive etmek i¢in yeterince etkili olmadigr gosterilmistir (Karayticel, 1999).

Diisiik dozda uygulanan gama 1ginlar1 spermatozoa genomunu tamamen inaktive etmediginden,

diisiik yasama oraninin elde edildigi yliksek doz uygulandiginda ise spermatozoa genomunun
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tamamen inaktive edilmesi nedeniyle yasama oraninin arttig1 tespit edilmistir. Bu doza bagh
etkiye “Hertwig Etkisi” ad1 verilmektedir (Karayticel ve Karayticel, 2000; Dahm ve dig., 2005).
UV isinlari, gama 1sinlarina gére daha etkili olup daha fazla avantaja sahiptir. Eger gama
radyasyonu uygulamasinda kullanilan doz ¢ok diisiik olursa kromozom fragmentleri
gozlemlenebilir. Bu kromozom fragmentleri konak genomunda hiicre béliinmeleri ile bagimsiz
olarak kopyalanarak ¢ogalir ve embriyoda ifade deilebilir (Dunham, 2004). Gama 1sinlari, UV
isinlarindan ¢ok daha fazla gecirgendir ve UV 1simlar diisiik gecirgenlikleri nedeniyle ancak
sperma seyreltildiginde ve ince bir tabaka halinde yayildiginda etkili olur (Dunham, 2004). UV
1sinlart; ucuz, kullaniminin kolay olmasi ve diger metotlara gére daha giivenilir olmasi
sebebiyle son yillarda daha ¢ok tercih edilmektedir. Ayrica UV 1sinlari, gama 1sinlarinin tersine
kromozom parcalari birakmamaktadir. Clinkii UV uygulamasina maruz birakilmis spermatozoa
fertilize edilen yumurtalardan gelisen haploid embriyolarin erkek baliga ait genetik materyal

tasimadig1 bildirilmistir (Pelegri ve Schulte-Merker, 1999).

Kimyasal mutajenler; 6rnegin dimetilsiilfat (DMS), toliidin mavisi ve etilen {lire ¢ok miktarda
spermatozoaya ait DNA’nin tahrip edilmesi amaciyla kullanilmaktadir. Fakat bu maddelerin
kullanim1 sonucunda kromozom parcalarinin goriildiigii tespit edilmistir (Karayiicel ve

Karayticel, 2000; Dunham, 2004; Komen ve Thorgaard, 2007).
2.9.3.1 Mayoginogenez ve Mitoginogenez Yontemleri

Ginogen baliklarin iiretiminde, mayoginogenez ve mitoginogenez olmak tizere iki farkl
yontem uygulanmaktadir. Bu yoOntemlerle; genetik harita olusturma, soy ici nesiller ve
isogenetik Uretim, seksliel organlarin gelisimi ve yapisal farkliliklarin incelenmesi
calismalarinda kullanilacak baliklarin tiretimi gerceklestirilir (Thorgaard, 1983; Cherfas ve
dig., 1993).

Déllenmeyi takiben aktive olan yumurtada 2. mayoz boliinmenin tamamlanip, polar cismin
ayrilmasi engellenerek “mayotik ginogenetik™ balik elde edilir (Sekil 2.4) (Purdom, 1993; Lutz,
2001; Ozdemir ve Ekici, 2017).

Gadus morhua ve Acipenser transmontanus gibi balik tiirlerinde yapilan mayoginogenez
uygulamalarinda, juvenil sathaya kadar 6liim orami1 ¢ok diisiikken bu sathadan sonra 6liim
oraninda artig gozlenmistir (Van Eenennaam ve dig., 1995; Ottera ve dig., 2011). Diploid

durumu saglamak i¢in sok uygulamasi ile ikinci kutup hiicresinin yumurtadan ¢ikis1 engellenir



21

ve ovum farkli gen kombinasyonlarina sahip rekombine kromozom setleri tasidigindan mayotik

ginogenler tamamen homozigot degildir (Dunham, 2004).

Mayoz boliinme bitiminden hemen sonra baglayan mitoz boliinme asamasinda gergeklestirilen
sok (hidrostatik basing veya sicaklik) uygulamasiyla boliinme engellendiginde “mitotik

ginogen” balik elde edilir (Sekil 2.4) (Lutz, 2001; Devlin ve Nagahama, 2002).

Mitoginogenez; genom duplikasyonundan sonra ilk mitotik boéliinmenin engellenmesiyle
gerceklestirildiginden sadece homozigot nesiller elde edilir. Bu metod kullanilarak 2 nesil

sonrasinda tamamiyla homozigot bireyler elde edilebilmektedir (Cherfas ve dig., 1993).

Mitoginogenez uygulamasinda sokun baslangi¢c zamani, yogunlugu ve siiresi 6nemlidir. Sokun
baslangi¢c zaman1 en 6nemli parametrelerden biri olup iiretimde 6nemli degisikliklere neden
olabilir. Uretim kaynakl1 sorunlar ve mitoginogenez uygulamasindaki engeller nedeniyle yavru
balik eldesinde diisiik verim ve yasama orani gézlemlenir (Komen, 2007). Bu diistik verim ve
yasama oraninin; sok uygulamasi nedeniyle meydana gelen fiziksel zarar, zararli genlerin
homozigot halde bulunmasi, diisiik yumurta kalitesi ve senkronize olmayan embriyo gelisimi

kaynakli oldugu ifade edilmektedir (Komen ve Thorgaard, 2007).

2.10 SU URUNLERI ALANINDA GINOGENEZ UYGULAMASININ ONEMIi VE
YAPILAN CALISMALAR

Ginogenez uygulamasi, su iriinleri yetistiricilifinde ve arastirma amaciyla gerceklestirilen
deneysel (inbreeding) ¢alismalarda kullanilmaktadir (Varadaraj, 1990; Komen ve Thorgaard,
2007). 11k baslarda genler arasinda az miktarda/seyrek olmasi beklenen parca degisimi olayinin
aslinda bazi genlerde fazla miktarlarda oldugu bildirilmektedir (Purdom, 1993). Buna ragmen
mayotik ginogenez uygulamasi, gen-sentromer rekombinasyon orani bulunarak kromozom
haritalanmasinda yogun olarak kullanilmaktadir. Diger taraftan birinci jenerasyon mitotik
ginogen ve androgenler tim gen lokuslarinda homozigottur ve ikinci jenerasyonda klonlarin

tiretilmesinde kullanilirlar (Purdom, 1993).

Gerek ginogenez gerekse androgenez teknikleri ile canlilardaki karakterlerin genetiksel
analizleri kolaylikla yapilabilir. Ginogenetik disilerin hormon kullanilarak erkeklestirilmesi ve
normal disilerle caprazlanmasi ile sadece disi balik iiretiminin devamlilig1 nesiller boyu

saglanabilir. Diger taraftan erkek heterogametik cinsiyet belirleme sistemine sahip baliklarda
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androgenez ile %50 YY erkekler ve %50 XX disiler iiretmek miimkiindiir. Bu sekilde elde
edilen YY erkeklerin normal disilerle ¢aprazlanmasi ile sadece erkek balik iiretimi
gerceklestirilir (Purdom, 1993; Dahm ve dig., 2005; Komen ve Thorgaard, 2007). Kemikli
baliklarda ginogez olayinin spontane olarak goriildiigli baz1 durumlar tespit edilmistir. Ancak
su iriinlerinde yapilan ¢alismalar ¢ogunlukla laboratuvar arastirmalariyla smirli kalmistir.
Ozellikle hobi amagli iiretimi yapilan bazi balik tiirlerinde, renklerin ve renklenme desenlerinin

dollere aktariminin tespit edilmesi amaciyla ginogenetik ¢alismalar yapilmaktadir (Lutz, 2001).

Diploid ginogen baliklarin %30’unda anormal ovaryum gelisiminin s6z konusu oldugu
bildirilmektedir. Bu duruma spermatozoa genomunun tahrip edilmesi siirecinde meydana gelen

ekstra kromozom fragmentlerinin neden oldugu diisiiniilmektedir (Krisfalusi ve dig., 2000).

Ovaryum gelisimlerinin izlenmesi, genetik miihendisligi ile gen lokuslarinin ve genlerin
etkilerinin belirlenmesi, yemden yararlanma ve et verimi ile cinsiyet oraninin belirlenmesi ve
sekstiel gelisimin kontroliiniin saglanmasi {izerine arastirma yapilmasi amaciyla ginogenez ve
androgenez metotlar yetistiriciligi yapilan balik tiirleri iizerinde uygulanmaktadir (Dunham,
2004; Overturf, 2009).

Ulkemiz igsu balik yetistiriciliginde ilk sirada olan gékkusag: alabalig1 iizerinde biyoteknolojik
uygulamalardan olan ginogenez uygulamasi bircok farkli yontem kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu sayede gokkusagi alabaliklarmin yetistiriciligi ile ilgili karsilagilan
problemlerin ¢oziimii saglanmaya calisilmistir. Biiylime hizi, gamet kalitesi, tek eseyli
popiilasyon iiretimi, hastaliklara kars1 direng kazandirma, yemin ete doniisiim etkinligi ve etin
kalitesinin yiikseltilebilmesine olanak saglayan caligmalara ginogenez uygulamasi temel

olusturmaktadir (Lutz, 2001; Komen ve Thorgaard, 2007).

Ulkemizde gokkusagi alabaligiin yani sira sularimizda dogal olarak bulunan tiirlerden biri olan
Karadeniz alabalig1 yetistiriciligi yapilan alternatif balik tiirli olarak son yillarda Gnem
kazanmigtir. Yetistirme denemeleri; dogal ortamdan avlanarak ¢iftlik ortamina adaptasyonunun
saglanmasi, optimum yetistirme kosullarinin belirlenmesi ve triploid iiretim ¢aligmalariyla

devam etmektedir.

Farkl tiirler tizerinde gergeklestirilen ginogenez ¢alismalari, spermatozoanin radyasyona maruz
birakilma siiresi, yogunlugu ve fiziksel sokun zamani gibi parametrelere ait optimum sartlarin

belirlenmesi amacinin yani sira tamamen yada kismen soy igi gelisimi ve tek cinsiyetli
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popiilasyonlarin iiretimi amaciyla da su iiriinlerinde kullanilmaktadir (Varadaraj, 1990; Lutz,

2001).

Bu amagla; ginogenetik balik iiretimiyle ilgili yapilan ilk ¢aligmalarda akuakiiltiir sektoriinde
ki gereksinimlere bagli olarak calismalar gerceklestirilmistir. Kontrollii deneme ortaminin
kolay olusturulabilmesi; baliklarin akvaryum, tank, beton ya da toprak havuzlarda kolay
ulasilabilir halde stoklanabilmesi, takibinin daha kolay olmasi veya dogadan lireme doneminde
anag yakalayarak temin edilebilme kolaylig1 olan balik tiirlerinde ilk ginogenetik balik iiretim
calismalar1 gergeklestirilmistir. Salmonid grubu baliklarda; Gokkusagi alabaligi (Onozato,
1984; Purdom ve dig., 1985; Quillet ve dig., 1988), Oncorhynchus masou, Oncorhynchus keta,
Salmo trutta caspius (Kalbassi ve dig., 2009), kahverengi alabalik (Chourrout ve Quillet, 1982)
(Arai ve Wilkins, 1987), dere alabaligi (Dube ve dig., 1991), Nil tilapyas:1 (Karayiicel, 1999),
yaldizli pisi ve pisi baligi (Pleuronectes platessa- Platichthys flesus, Purdom, 1968), zebra
balig (Danio rerio, Streisinger ve dig., 1981; Ozdemir ve Ekici, 2017), sazan (Nagy, 1978)
tiirleri yapilan ¢alismalarda en ¢ok tercih edilen tiirlerdir. Johnson ve Wright (1986) kahverengi
alabalik ve Atlantik somonu hibridlerinden ginogen ve triploid bireyler elde etmis ve gen
sentromer yapisi arasindaki iliskiyi molekiiler belirte¢ kullanarak ve elektroforetik bantlama
yontemiyle ortaya koymustur. Johnson ve Wright (1987), Allendorf ve dig. (1986), Seeb ve
Seeb (1986) salmonid tiirlerinden elde ettikleri diploid ginogen bireylerde gen-sentromer
haritalama calismasi gergeklestirmiglerdir. Purdom ve dig. (1985) gokkusagi alabaliginda
ginogenetik iiretim sonrasi yasama orani ve elektroforetik enzim lokuslarinin incelemesini
gerceklestirmiglerdir. Millot ve dig.’nin 2014 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada, izogenik
balik hatlarinda meydana gelebilecek genetik farklilagsmalarin tespiti yapilmistir. Bu ¢alismada
ikinci jenerasyon ginogenetik gokkusagi alabaliklar1 kullanmilarak genlerdeki farklilagmalar
tespit edilmistir. Oral (2017) deniz levregi’nde (Dicentrarchus labrax) yaptigi bir sekanslama

caligmasi igin gerekli izogenik hatlar1 mitoginogenez yontemi ile liretmistir.

Yapilan caligmalarda arastirmacilar ginogenetik iiretim i¢in ilk basamak olan spermatozoa
hiicresinin genetik materyalinin tahrip edilmesi yani sira, délleme yetenegini kaybetmemesi
amaciyla optimizasyon c¢alismalarini gergeklestirmislerdir. Bu asamada arastirmacilar Co®, y
ve UV 1sinlarini kullanarak spermatozoaya ait DNA materyalini tahrip etmeye ¢alismislardir.
Fakat bu ¢aligma sonuglarina bakildiginda en uygun maliyette olan ve en kolay uygulanabilen

1sinlama yonteminin UV 1gmnlamasi oldugu, ayrica diger 1smlarin spermatozoanin hiicresel
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yapisini bozarak dolleme yeteneginde diislise sebep oldugu ortaya konulmustur (Purdom, 1963;

Chourrout, 1984; Quillet ve Diter, 1988; Colihueque ve dig., 1996; Kaastrup ve Horlyck, 1987).

Ginogenetik iiretim asamalarinin ikincisi olan diploid yapinin saglanmasi amaciyla hidrostatik
basing, sicak ve soguk sok, dollenmis yumurtalara tiire 6zgii olarak belirlenen zamanlarda
uygulanmistir. Sok uygulamalarindan biri olan hidrostatik basing soku uygulanabilirligi diger
sok tiirlerine gore zor ve maliyetli olmasindan dolay1 diger sok uygulamalarina gére daha az
tercih edilmektedir. Sicak ve soguk sok uygulamalart ise balik tiirlerinin yasadiklari su
sicakliklarina bagl olarak daha yaygin olarak tercih edilen metotlardir (Refstie ve dig., 1982;
Chourrout, 1984; Onozato, 1984; Tabata, 1991; Peruzzi ve dig., 2007). Sok uygulamasinin
zamanlamasi ise Uretilmek istenen baligin mitoginogen ya da mayoginogen olmasina gore
ayarlanmustir. Bir ¢ok arastirmaci ¢alismalarinda (Diter ve dig., 1993; Palti ve dig., 1997;
Krisfalusi ve dig., 2000; Strunjak ve dig., 2003; Penman ve Piferrer, 2008; Bencsik ve dig.,
2011) mayo ve mito ginogen balik eldesi i¢in optimum sok derecesi ve zamanin tespiti i¢in

denemeler gerceklestirilmistir.

Glniimiize kadar gerceklestirilen calismalarda, ginogen baliklarin tespitinde farkli tani
metotlar1 kullanilmistir. Ik yapilan calismalarda, kontrol grubu ile ginogen gruplar yasam
oranlart {izerinden degerlendirilerek iiretim basarisi tespit edilmeye g¢alisilmistir. Haploid
ginogen gruplarin yasamamasi bu sekilde bir degerlendirmenin hatali sonuglar dogurmasina
sebep olacagindan, daha sonra yapilan galismalarda karyotip analizi, NOR boyama, eritrosit
c¢ap Ol¢limii, akim sitometrisi ve molekiiler hizli cinsiyet tespiti gibi degerlendirme yontemleri
kullanilmaya baglamistir. Bu tekniklerin yani sira dogal genetik belirte¢ olan albinoluk 6zelligi
ya da heterolog (farkl tiire ait) spermatozoa kullanilarak ginogenetik iiretim ¢aligmalarinin
basarist kanitlanmaya calisilmaktadir. Zheng ve dig. (2017) UV 1simlamas1 yapilmis kiit burun
sazan (Megalobrama amblycephala) spermasi kullanarak mayotik ginogenetik ot sazani {iretim
performansini1 degerlendirmis ve ploidi seviyesinin tespiti ¢alismasini gergeklestirmislerdir.
Ayrica ginogen ve ploidi seviyesinin tespiti amaciyla DNA igerigi akim sitometri yontemiyle
incelenmis, karyotip analizi yapilmis, biiyliime verileri incelenmis ve tiire 6zgii gen primerleri
belirlenerek analizleri yapilmistir. Chen ve dig. (2017) Nibea albiflora baliginda ginogenetik
iiretim yapmak i¢in dogadan yakalanan herhangi bir baligin heterolog spermini kullanmislardir.
Piferrer ve dig.’nin (2000), kalkan baliginda déllenmeden sonra soguk sok uygulamasi yaptigi
calismada, NOR boyamas1 yapilarak diploid ve triploid oranmi belirlenmistir. Sola ve dig.
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(1993) iki ekonomik levrek tiirii (D. labrax ve D. punctatus) ile ger¢eklestirdikleri ginogenetik
iretim calismasinda, farklt boyama teknikleri ile karyotip analizi yapmigslardir. Metafaz
sathasindaki kromozomlar1 elde etmek i¢in dalak, solungag¢ ve bobreklerden 6rnekler almis ve
ornekleri farkli boyama teknikleri ile tespit etmislerdir. Onozato’nun 1984 yilinda yapmis
oldugu c¢alismada, diploid ginogen balik eldesi saglanmis ve uygulamanin kontrolii albino
alabalik kullanilarak gerceklestirilmistir. Kaastrup ve Horlyck (1987) caligmalarinda, disi
albino gokkusagi alabaligini belirteg olarak kullanmis ve ginogenetik balik iiretimi i¢in en
uygun yontemi aragtirmig, sperm sulandirma orani, UV 1ginlamast ile sok derecesi ve zamaninin

optimizasyonunu gerceklestirmistir.

Tablo 2.2: Farkli balik tiirlerinde ploidi uygulamalari.

Tiirler S.T. S.Y./Sic. D.T.U.Z. u.s. P.Y.(%) Ref.
BALIKLAR
Triploidi
Kahverengi alabalik Hidrs. 10000 psi 450 dk 3dk 100 Jagietto ve
(Salmo trutta) dig. (2017)
Atlantik somonu (Salmo  Sicak 28°C 50 dk 10 dk Refstie
salar) (1984)
Sicak 30°C 50 dk 5 dk Refstie
(1984)
Sicak 32°C 20 dk 5 dk 95 Sutterlin ve
dig. (1987)
Gimiis sombaligi  Sicak 28-30°C 10 dk 10dk 58-84 Utter ve
(Oncorhynchus kisutch) dig. (1983)
Kral sombaligi Sicak 28-30°C 10 dk 10dk 58-84 Utter ve
(Oncorhynchus dig. (1983)
tshawytscha)
Pembe somon Sicak 28-30°C 10 dk 10dk 58-84 Utter ve
(Oncorhynchus dig. (1983)
gorbuscha)

S.T.: Sok teknigi, $.Y.: Sok yogunlugu, D.T.U.Z.: Ddllenmeyi takiben uygulama zamani, U.S.: Uygulama siiresi,

P.Y.: Poliploidi yiizdesi
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Tablo 2.2 (devam): Farkli balik tiirlerinde ploidi uygulamalari.

Gokkusagi  alabahi@gi Sicak 26°C 1dk 10 100 Solar ve dig.
(Oncorhynchus mykiss) dk (1984)
Hidrs. 7000 psi 40 dk 10dk 80-90  LouvePurdom
(1984)
Ginogen Hidrs. 7000 psi 40 dk 4dk 100 Chourrout
g (1984)
Ginogen Sicak  26°C  95-508 °C-dk. 20 dk Palti ve dig.
(1997)
Hidrs. 9000 psi  273-693°C-dk. 3 dk Palti ve dig.
nitro- (1997)
oksit/g  1latm 0 dk 30dk 90 .
Shelton ve dig.
asing
(1986)
Kaynak alabaligi Sicak 28°C 10 dk 10dk 98-100 Galbreath ve
(Salvelinus fontinalis) Samples
(2000)
Sar1 kuyruk pisi balig Hidrs. 7000 psi 5 dk 10dk 93-100 Manning ve
(Pleuronectes Crim (2000)
ferrugineus)
Adi sazan (Cyprinus Soguk 91,7 Ueno (1984)
carpio)
Soguk  0-2°C Cherfas ve dig.
(1990)
Sicak 40°C Hollebecq ve
dig. (1988)
Hidrs.  5,6x10° McCarter
kPa (1988)
Ot sazam Hidrs. 7000- 4 dk 1-2 98 Cassani ve
(Ctenopharyngodon 8000 psi dk Caton (1986a)
idella)
Sicak 42°C 4 dk 1dk 67 (0- Cassani ve
100) Caton (1986a)
Atlantik morina Sicak-  0°C-16-  20-120 dk 20- 10-20  Peruzzi ve dig.

(Gadus morhua) Soguk  18°C 40 dk (2007)
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Tablo 2.2 (devam): Farkli balik tiirlerinde ploidi uygulamalari.

Pisi bah@ (Paralichthys Soguk  0°C 3dk 45 Tabata
olivaceus) ginogen dk (1991)
Kirmiz cipura Sicak 35°C 3dk 2,5 100 Sugama ve
(mercan) (Pagrus dk dig. (1990)
major) ginogen
Cipura (Sparus aurata) Sicak 36,5- 3dk 2,5 90-100 Gorshkov
ginogen 37,3°C dk ve dig.
(1998)
Avrupa levregi Sicak 29°C 15 dk 25dk 90-100 Carrillo ve
(Dicentrarchus labrax) dig. (1993)
ginogen
Hidrs. 8000 psi  5dk 2-3 >80 Zanuy ve
dk dig. (1994)
Soguk  0-2°C 5 dk 20 dk 83-100 Colombo
ve dig.
(1995)
Soguk  0°C 5dk 10dk >95 Felip  ve
dig.
(1999a)
Soguk  0-1°C 5dk 15- 100 Peruzzi ve
20 dk Chatain
(2000)
Hidrs. 8500 psi 6dk 2dk 100 Peruzzi ve
Chatain
(2000)
Beyaz levrek (Morone Sicak 36°C 3dk 2dk 100 Gomelsky
chrysops) ginogen ve dig.
(1998)
Dil bah@ (Solea solea) Hidrs. 630 10-40 dk 10dk 0 Howell,
ginogen kg/cm? Baynes ve
Thompson
(1995)
Soguk  2°C 5-10 dk 1-2 80 Howell,
saat Baynes ve
Thompson
(1995)
Kalkan (Scophthalmus Soguk  0°C 5dk 20dk 100 Piferrer ve
maximus) ginogen dig. (2000)
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2.11 POLIPLOIDi VE GINOGEN TANI METOTLARI

Baliklarda uygulanan kromozom set manipiilasyonu teknikleri caligmalarinda yapilan
uygulamalarin sonuglarinin dogrulugunun tespiti 6nemlidir. Bu sebeple, elde edilen embriyo ve
baliklarda kontrol gruplariyla karsilagtirma ve kiyaslama yapilir. Bu yontemler; embriyolojik
gelisim safhalarinin  karsilastirilmasi, morfolojik farkliliklarin ~ karsilastirilmasi, akim
sitometrisi ile DNA miktarmin karsilastirilmasi, molekiiler belirtecler yardimiyla tespit,

eritrosit ¢ap 6l¢lim karsilastirmasi ve karyotip analizi olarak siralanabilir.
2.11.1 Akim Sitometrisi

Akim sitometrisi (AS), hiicrelerin veya partikiillerin belli bir hizda, siv1 bir sistem igerisinde,
bir 151k kaynagimin oOniinden tek tek gecerken tespit edilmek istenen oOzelliklere gore
tanimlandig1 bir sistemdir (Shapiro, 2003; Ozdemir ve Artag, 2013). AS her bir hiicrenin birgok
fiziksel ve kimyasal karakteristiginin anlik olarak 6l¢iiliip daha sonra da analiz edilebildigi bir
uygulamadir. Olgiilebilen 6zellikleri; hiicrelerin ya da partikiillerin biiyiikliikleri, graniil varlig
ya da hiicre i¢i kompleksi ve floresan yogunlugudur. Hiicrelerin sayimi ve analizinde
mikroskobik yontemlere gore tek hiicre seviyesinde, daha hizli ve dogru sonuglar elde edilmesi,
karisik popiilasyonlar icerisinde her bir hiicrenin ayr1 ayr1 6zelliklerinin tespitine ve analizine

imkan saglamasindan dolay1 geleneksel yontemlerin alternatifi olmustur (Manti ve dig., 2015).

Diploit
G1 G1kromozom
7 icerigi
1 Apoptoti
I hu.crt?lel.' Sentez
hooR safhas! ciste diploit
s kromozom
g G2 icerigi G2

Sekil 2.5: Akim sitometrisi ile hiicre dongiisiiniin incelenmesi (Walczak ve Haas, 2008).

AS farkli konularda calisan bilim adamlari tarafindan kullanilma 6zelligine sahip bir sistemdir.
Immunologlar, ekologlar, arastirmaci veya klinik laboratuvarda calisanlar, bircok farkli

uygulama i¢in kullanabilir (Chaiton ve Allen, 1985; Demers ve dig., 1989; Yazici ve Yardimei,
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2016). Giiniimiizde ise su iriinleri yetistiriciliginde (Morgan ve dig., 1993), immiinoloji
calismalarinda (Scharsack ve dig., 2001), antibiyotik duyarlilik ¢alismalarinda (Chilmonczyk
ve Monge, 1999), ilag, immuno-stimulant ve as1 etkinligini 6lgmede (Wang ve dig., 2010),
spermatogonial hiicrelerin ayriminda (Yoshizaki ve dig., 2011), ploidi seviyelerinin tespiti ve
tek cinsiyetli balik liretimi ¢alismalarinda rutin olarak kullanilan bir yontem olmustur (Yentsch

ve dig., 1983).

AS su iiriinleri alaninda ilk olarak 1980°li yillarda hem baliklarda hem diger su iirlinlerinde
poliploidi ¢alismalarinda kullanilmaya baslanmistir (Thorgaard, 1982; Yentsch ve dig., 1983;
Allen, 1983; Lecommandeur ve dig., 1994). Kirmiz1 kan hiicresinin DNA igeriginin AS ile
analiz edilerek tanimlanabilecegi gokkusagi alabaligi, sazan, Nil tilapyas1 ve diger bir¢cok balik
tiirii tizerinde yapilan galigmalarla ortaya konmustur (Thorgaard, 1982; Allen, 1983; Burns ve
dig., 1986; Don ve Avtalion, 1988a-b; Aldridge ve dig., 1990; Taylor, 2009). Diploid bir
hiicredeki DNA miktar1 FL-2 PE antikoru ile isaretlendiginde 2n olarak tanimlanir (Sekil 2.5).
Bu durumda test edilen hiicredeki DNA’nin normal hiicrelerdeki DNA miktarlarina
oranlanmasi ile elde edilen deger DNA indeksi o hiicrenin DNA igerigini yansitmaktadir.
Normalde DNA indeksinin 1 +/- %10 olmas1 beklenir; bundan farkli degerler bulundugunda
anaploididen s6z edilir. DNA indeksinin >1 olmas1 hiperploidi, <I olmas1 hipoploidi olarak

tanimlanir (Tabll ve Ismail, 2011).

Poliploit baliklarin diploid baliklardan morfolojik olarak ayrim1 yapilamamaktadir (Pandian ve
Koteeswaran, 1998). Bu sebeple ploidi seviyesinin belirlenmesi i¢in farkli metotlar
kullanilmistir (Tablo 2.3).

Tablo 2.3: Poliploidi tan1 metotlari.

Metot Aciklamalar Referans

Akim Sitometrisi DNA miktar 6l¢timii Allen, 1983

Taze ya da formalin ile fikse edilmis Burns ve dig., 1986
dokulardan ploidi tayini

Karyotip Analizi Yaygin olarak kullanilan metot; Varadaj ve Pandian, 1988

Kesin sonu¢ i¢in isaretleyici Baksi ve Means, 1988
kromozom kullanimi

Hiicre Hacmi: Hiicre hacim 6lgiimii Johnson ve dig., 1984

Coulter Sayaci Wattendorf, 1986
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Tablo 2.3 (devam): Poliploidi tant metotlari.

Hiicre Boyutu-Eritrosit

Kirmiz1 kan hiicresi ile ¢ekirdeginin
boy ve en Ol¢iimii ile hiicre boyutu
hesaplamasi

Benfey ve dig., 1984
Johnstone ve Lincoln, 1986

Kavumpurath ve Pandian, 1990

Niikleoli Sayim

Diisiik dogruluk payina sahip, daha
disik kullanim sayisina  sahip;
Hiicredeki NOR (¢ekirdek organize

Varadaj ve Pandian, 1989a

Phillips ve dig., 1986

bolgeleri) bolgelerinin sayimi
Phillips ve dig.,1989

Fiajshans ve dig., 1992

Enzim Uzun siire alan metottur. isozim ve Chevassus ve dig., 1983
allozimden ploidi seviyesinin
belirlenmesi Crozier ve Moffett, 1989

Arai, 1984; 1986

Asirt hassas olunmasi gereken fakat
kesin sonug veren metottur.

Dna Parmak izi Han ve dig., 1992

Volckaert ve dig., 1994

Transplantasyon Aynm  tirin @ farkli  morfolojik Dawley ve dig., 1987
Ozelliklere  sahip olan  soylarn
kullanilarak yapilir. Komen ve dig., 1990b

Taniguchi ve dig., 1994

2.11.2 DNA Parmak izi Analizi

Multilokus DNA parmak izi yontemi genetik tanmi ¢alismalarinda kullanilan ¢ok gii¢lii bir
metottur. Bu yontem insanlarda annelik ve babalik testlerinde, adli analizlerde, popiilasyonlar
arasi genetik benzerlik ¢alismalarinda basariyla uygulanmistir (Jeffrey ve dig., 1986; Burke ve
Bruford, 1987; Burke ve dig., 1989, 1991; Welsh ve McClelland, 1990; Bar ve Hummel, 1991).
DNA parmak izi akuakiiltiir alaninda bireylerin ayriminda, soy agacinin belirlenmesinde,
popiilasyon analizinde, Ozellikle kii¢iik baliklar i¢in isaretleyici kullanmadan ebeveyn
belirlemede kullanilmaktadir (Hallerman ve Beckman, 1988; Doyle ve Talbot, 1986; Eknath ve
Doyle, 1990). DNA parmak izi kullanimindaki diger bir avantaj ise mayotik veya mitotik
ginogenetik baliklarda ebeveynlerden gelen genomlarin tespitine ve bireylerin homozigotluk

oraninin belirlenmesine olanak saglamasidir (Chourrout, 1986). DNA parmak izi yontemi
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baliklarda ginogenetik ve androgenetik {iretim basarisinin belirlenmesinde kullanilmistir
(Carter ve dig., 1991; Han ve dig., 1992; Takagi ve dig., 1995; Eenennaam ve dig., 1996;
Nagoya ve dig., 1996; Young ve dig., 1996; Karayiicel, 1999).

2.11.3 Morfolojik Tespit

Ginogenez uygulamasinin tespiti amaciyla kullanilan yontemlerden biri de morfolojik tespit
yontemidir. Haploid ve diploid kromozom setine sahip baliklarin embriyo gelisim asamalar1 ve
viicutlarinda meydana gelen deformasyonlarin gozlenmesi ile ginogenetik balik {iretim
metodunun bagaris1 degerlendirilebilir. Balik tiirlerine bagli olarak haploid embriyolarinin
embriyogenez asamasinda 7-12.giinlerde 6ldiigii fakat bazi balik tiirlerinde ise 4-5 giin siire ile
hayatta kalabildigi bildirilmistir (Komen ve Thorgaard, 2007; Walker ve dig., 2009). Bu
yontem ayni tiire ait fakat farkli fenotipik Ozellik gosteren erkek baliklara ait heterolog
spermatozoa kullanilarak iiretilen ginogenetik baliklarin  morfolojik  6zelliklerinin
karsilastirilmast temeline dayanir. Bu yontem pek c¢ok degisik tiirde yapilan ginogenez

caligmasinda kullanilmis ve giivenilirligi dogrulanmis olan bir yontemdir (Tablo 2.4).

Tablo 2.4: Ginogenetik balik tiretiminin morfolojik karsilagtirma yoluyla tespit edildigi ¢alismalar.

Erkek Balik Tiirii Disi Balik Tiirii Referans

Cyprinus Carrasius Ctenopharyngodon idella Stanley, 1976

auratus

carpio,

Oncorhynchus kisutch Oncorhynchus mykiss Chourrout ve Quillet, 1982

Cyprinus carpio Misgurnus anguillicaudatus Suzuki ve dig., 1985b
(turuncu)
Cyprinus carpio, Tincatinca, C. O. niloticus Peruzzi ve dig., 1993

auratus

Kavumpurath ve Pandian,
1992, 1994

O. mossambicus Betta splendes

M. anguillicaudatus Cobitis biwae Kusunoki ve dig., 1994

Barbus barbus
Cyprinus carpio
Oncorhynchus tshwystcha

Oncorhynchus mykiss

Cyprinus carpio
Tinca tinca
Oncorhynchus gorbuscha

Oryzias latipes, Oncorhynchus
curvinotus

Castelli, 1994
Linhart ve dig., 1995
Crandell ve dig., 1995
Kurita ve dig., 1995



32

2.11.4 Karyotip Analizi

Her balik tiiri i¢in kromozom sayis1 ve morfolojisi farklilik gostermektedir. Bu farkliliklar
nedeniyle karyotip analizi canliyr tanimlamada yaygin olarak kullanilan metotlardan biridir.
Tiirler arasinda kromozom sayis1 ve morfolojisindeki benzerligin derecesine bagli olarak da
evrimsel iligkilerin tespiti yapilabilmektedir. Popiilasyonlar arasinda ve popiilasyonlarin kendi
icinde gozlemlenen farkliliklar sayesinde evrimsel iligkilerin tahmini ve stoklarin
belirlenmesinde de karyotip analizi kullanilabilir (Thorgaard ve Disney, 1990). Balik
kromozomlariin memeli kromozomlarindan daha kiiciik ve sayilarinin daha fazla oldugu tespit
edilmistir (Bilgin, 2004; Timur ve Ekici, 2009). Kromozom preparatlarinin hazirlanmasinda
metafaz hiicreleri bakimindan yogun olan aktif olarak boliinen dokular kullanilir. Bu amagcla;
embriyonik dokular, solungag, 6n bobrek, bagirsak ve pul epiteli balikta boliinen hiicreler igin
iyi birer kaynaktirlar (Thorgaard ve Disney, 1990). Kromozomlar mitoz bdliinmenin metafaz
evresinde iken kisalip kalinlasir, daha iyi goriiniir hale gelirler ve bu asamada iken 151k
mikroskobunda incelenebilirler. Boliinmekte olan hiicrelere “colchicine, colcemid ve
vinblastine sulfate” gibi maddeler verilerek ig ipliklerinin pargalanmasi saglanir (Thorgaard ve
Disney, 1990). Hipotonik soliisyonlar kullanilarak hiicre ¢eperlerinin parcalanmasi ve
kromozomlarin hiicre disina ¢ikmasi saglanir. Bu islemden sonra, bozulmalar1 engellemek i¢in
fiksasyon islemi uygulanir (Blaxhall, 1975). Ginogenetik balik tiretimi ¢caligmalarinda karyotip
analizi, diploid kromozom sayisinin saglandigini teyit etmek amaciyla uygulanan bir yontemdir
(Colihueque ve dig., 1992; Reed ve Phillips, 1995; Abuin ve dig., 1996; Colihueque ve dig.,
1996; Moran ve dig., 1997; Castro ve dig., 2001; Caputo ve dig., 2009; Ozdemir ve Ekici,
2017).

2.11.5 Eritrosit Cap Ol¢iimii

Kirmiz1 kan hiicreleri, eritrositler baliklarda memelilerden farkli olarak g¢ekirdege sahiptir.
Balik eritrosit hiicreleri ve nukleusu elipsoidal bir morfolojiye sahiptir (Felip ve dig., 2009). Bu
sebeple elipsoidal yapilarin hacim hesaplamasi i¢in kullanilan formiil ile hiicre ve nukleus
hacim hesaplamasi gerceklestirilmektedir (Felip ve dig., 1997). Triploid baliklarin eritrosit ve
nukleus hacimleri diploid baliginkine gore daha biyiiktiir. Kromozom manipiilasyonu
caligmalarinda poliploidi seviyesinin belirlenmesi i¢in kontrol grubu ve deneme grubu arasinda
eritrosit cap ve hacim 6l¢iimii gergeklestirilerek hiicresel olarak ¢ap ve hacim farklar1 ortaya

konulur (Thssen ve dig., 1990; Felip ve dig., 2001b). Bu yontem pek ¢ok balik tiiriinde ploidi
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tespiti i¢in basari ile kullanilmistir (Wolters ve diger., 1982; Benfey ve dig., 1984; Thititananuki
ve dig., 1996; Felip ve dig., 2001a; Cal ve dig., 2005).

2.11.6 Cinsiyet Belirleme Geni ile Molekiiler Tamimlama

Ana cinsiyet belirleyici genler, yamurtaliklarin veya testislerin gelisimine 6nemli derecede etki
eden gonadal cinsiyet farklilasmasini kontrol eden temel genetik anahtarlardir (Yano ve dig.,
2012). Memelilerde 1990’11 yillarin basinda, ilk ana cinsiyet belirleme geni olan Sry (Y
kromozomunun cinsiyet belirleyen bolgesi) tespit edilmistir (Sinclair ve dig., 1990; Vanpe’C
ve dig., 2013). Tavuklarda ve kuslarda ise Dmrtl geni cinsiyet belirleyici gen olarak yapilan
caligmalarla tespit edilmistir (Dunnington ve dig., 1990; Stiglec ve dig., 2007; Smith ve dig.,
2009). Amfibilerde ise ana cinsiyet belirleme geni olarak Africa pengesi kurbagasi’nin
(Xenopus laevis) dm-W geni tespit edilmistir. Bu gen, W disi heterokromozomu {izerinde yer
aldigindan ve transaktivasyon alanini kaybeden bir Dmrtl otozomal geninin tekrarlanmasiyla
evrimleserek dm-W’nin Dmrt1’i baskilayarak negatif diizenleyici olarak gorev aldig: tespit

edilmistir.

Balik tiirleri arasindaki yiiksek genetik ¢esitliligin sebepleri incelenirken cinsiyet belirlemede
etkili olan gen bolgeleri de tespit edilmistir (Martinez ve dig., 2014). Akuakiiltiir sektoriinde
yetistiriciligi yapilan ve cinsiyetin liretim verimini etkiledigi balik tiirlerinde, cinsiyet belirleme
genleri lizerinde yapilan ¢aligsmalar sonucunda 7 farkli gen bolgesi tespit edilmistir (Zhang ve

dig., 2009).

DMRT (¢ifte cinsiyet ve mab-3 ile ilgili transkripsiyon faktorii, Zhu ve dig., 2000) gen bolgesi
Medaka baliginda (Oryzias latipes) (Schartl, 2004), plati baliginda (Xiphophorus maculatus)
(Kondo ve dig., 2000; Veith ve dig., 2003) ve japon kirpi baliginda (Takifugu rubripes) (Artieri
ve dig., 2006; Shen ve dig., 2007) tespit edilmistir.

Sox (Sry iligkili gen) gen bolgesinin cinsiyet belirlemede etkin rol aldigi Bowles ve dig. (2000)
tarafindan rapor edilmistir. Levrek baliginda (Dicentrarchus labrax) (Galay-Burgos ve dig.,
2004), zebra baliginda (Danio rerio) (Hofsten ve Olsson, 2005; Manolakou ve dig., 2006) ve
japon kirpi baliginda (Takifugu rubripes) (Shen ve dig., 2007) sox gen bolgesinin cinsiyet

tizerindeki etkili oldugu tespit edilmistir.
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CYPI19 (Sitokrom P450, aromataz {liretiminden sorumlu gen) gen bolgesinin sicakliga bagh
olarak cinsiyet lizerinde farkli etki gosterdigi tespit edilmistir (Hofsten ve Olsson, 2005). Zebra
baliginda (Chiang ve dig., 2001), levrek baliginda (Blazquez ve Piferrer, 2004) ve medeka
baliginda (Manolakou ve dig., 2006) CYP19 gen bdlgesinin tespiti ve etkisi lizerine ¢aligmalar
gergeklestirilmistir.

Ostrojen (ER) ve androjen (AR) reseptor gen bdlgesinin baliklarda cinsiyet belirlemede énemli
bir etkisi oldugu tespit edilmistir (Blazquez ve Piferrer, 2004). Sar1 levrek baliginda (Perca
flavescens) (Scott, 2008) ve Avrupa deniz levreginde (Halm ve dig., 2004) ER ve AR gen

bolgelerinin cinsiyet lizerine etkileri tespit edilmistir.

AMH (Anti-Miillerian hormon) gen bdlgesi zebra baliginda (Rodriguez-Mari ve dig., 2005),
medaka baliginda (Kliiver, 2007), japon yilan baliginda (Miura ve dig., 2002), japon pisi
baliginda (Yoshinaga ve dig., 2004) ve Avrupa deniz levreginde (Halm ve dig., 2007) tespit

edilmistir.

WTI1 (Wilms tlimor baskilayic1 faktdr) gen bolgesinin zebra baliginda (Hsu ve dig., 2003;
Hofsten ve Olsson, 2005) cinsiyet lizerinde etkili oldugu tespit edilmistir.

FTZ-F1 gen bolgesinin embriyogenezin erken doneminde (4. saate kadar) cinsiyet olusumunda
etkin rol aldig: tespit edilmistir (Wakimoto ve dig., 1984). Salmon baliklarinda (Hofsten ve
Olsson, 2005), medaka baliginda (Watanabe ve dig., 1999; Yoshiura ve dig., 2003), alp dere
alabaliginda (Salvelinus alpinus) (Hofsten ve Olsson, 2005) ve zebra baliginda (Chai ve Chan,
2000) FTZ-F1 gen bolgesinin bulundugu belirlenmistir.

Cinsiyet belirleme geni (SD) baliklarda gonad gelisiminin kontroliinii elinde bulundurarak
testis yada ovaryum olusumunu gergeklestirir (Sinclair ve dig., 1990; Matsuda ve dig., 2002).
Salmonidler de ise cinsiyet belirleme geni olarak “sdY” tanimlanmistir. Bu gen; ginogenetik
balik iiretimi ¢alismalarinda ve cinsiyet belirleme ¢alismalarinda hizli molekiiler tan1 amagl

kullanilmaktadir (Yano ve dig., 2012; Bachtrog ve dig., 2014; Lubieniecki ve dig., 2015).
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3. MALZEME VE YONTEM

Doktora calismast Kastamonu Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun

29.02.2016 tarih ve 2016.03 sayili izin ve karari ile gergeklestirilmistir.
3.1 MALZEME

3.1.1 Deney Yeri

Arastirma, Kastamonu ili Ilgaz Giirsu Alabalik tesisinde gergeklestirilmis ve ¢caligsma siiresince

deney baliklar1 ve elde edilen yumurtalar bu tesiste muhafaza edilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1: Calismanin yapildig tesisin genel goriiniimii.

3.1.2 Deney Baliklari

On yedi disi ve 24 erkek Karadeniz alabaligi Haziran 2016’da temin edilerek Kastamonu ili
Ilgaz Giirsu Alabalik tesisinde deney diizenegi olusturulmustur. Eyliil ayinin sonuna kadar bir
arada tutulan anac¢ baliklar daha sonra kontrol edilerek disi ve erkek olarak ayrilmistir. Anag

balik kontrolleri ve incelenmesi 3 giinliik araliklarla gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.2: Karadeniz alabalig (Disi).

3.1.3 Deney Baliklarinin Agirhgi ve Boyu

Disi anag baliklarin ortalama boyu 55,74+7,9 cm (range = 48-64 cm) ve ortalama agirhigi
13204220 g’dir. Erkek anag¢ baliklarin ortalama boyu 59,2+8,4 cm ve ortalama agirlig
14184310 g olarak Sl¢iilmiistiir.

3.1.4 Deney Baliklarinin Beslenmesinde Kullanilan Yem ve Besleme Sekli

Calismada 6zel bir balik yemi iiretim firmasindan alinan ticari 9 mm’lik anag¢ alabalik
yemi kullanilmistir. Yemin besin madde igerigi %49 protein, %14-16 ham yag, %2-2,5 ham
seliloz, %9-10 nem olarak beyan edilmistir. Deney baliklar1 tesise getirildikten ve
adaptasyonlari saglandiktan sonra sabah/aksam olmak tizere giinde 2 kez ortalama agirliklarinin

yiizde 3’ii oraninda beslenmistir.

3.1.5 Deney Baliklarimin Yetistirildigi Havuzlar ve Havuzlarda Kullanilan Suyun

Ozellikleri

Deneyde genisligi 2 metre, uzunlugu 7 metre olan ve 120 cm su derinliine sahip beton
havuzlara Catoren deresinden (Kastamonu) alinan su verilmistir (Sekil 3.3). Deney baliklar
21/06/2016 tarihinde 14°C su sicakliginda, 10,38+1,23 mg/L ¢6ziinmiis oksijen i¢eren taze su
ile doldurulmus havuzlara aktarilmistir. Ureme donemi baslangicina kadar aym havuz
igerisinde tutulan ana¢ Karadeniz alabaliklar1 tireme doneminden 6nce erkek ve disi olarak ayri
ayr1 stoklanmistir. Denemelerin yapildigi1 donemde (Ekim-Ocak aylari) ana¢ havuzlarindaki

suyu sicakligl 7+2°C’ye kadar diismiistiir.
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Sekil 3.3: Anag balik havuzlari.

3.1.6 Kuluckahane

Calismada elde edilen yumurtalar d6lleme sonrasinda kuluckahane icerisinde bulunan fayansla
kapli 50x100 cm? boyutlarinda 30 cm su yiiksekligine sahip kiivetlere 3 paralelli olarak
yerlestirilmistir. Kulugkahaneye kaynak suyu ile az miktarda dere suyu birlikte verilmistir.
Kulugkahane suyunun sicakligi deneme siiresince (Ekim-Ocak aylar1) 54+2°C olarak

olgtilmiistiir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4: Yumurta inkubasyonunda kullanilan kulugkahane kiivetleri ve tablalar.
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Tablo 3.1: Deneyde kullanilan kimyasallar.

Kimyasal Katalog No. Marka
Kolsisin C9754 Sigma-Aldrich
Fenoksi-Ethanol P1126 Sigma-Aldrich
Sodyum Kloriir 567440 Merck
Potasyum Kloriir 529552 Merck
Sodyum Bikarbonat 6329 Merck
Sodyum Sekonder Fosfat 106370 Merck
Magnezyum Siilfat 106067 Merck
Alkol (Ethanol) 100986 Merck
Kalsiyum Kloriir 2739 Merck
Hepes H4034 Sigma-Aldrich
Mono Potasyum Fosfat 104877 Merck
Deniz Tuzu 7711 Merck
Sodyum Asetat Anhibrid 106264 Merck
Magnezyum Kloriir 814733 Merck
Tris Tamponu T6789 Sigma-Aldrich
Glasiyel Asedik Asit 632500 Merck
Trizma T1503 Sigma-Aldrich
Kloroform 2445 Merck

3.1.7 Deneyde Kullanilan Soliisyonlar ve icerikleri
3.1.7.1 Sperm Sulandirma Soliisyonlar

Deneyin basarisin1 etkileyecek en 6nemli unsurlardan biri olan spermatolojik 6zelliklerin
belirlenmesi i¢in denemeler yapilmistir. Denemelerde 6nceden belirlenen ve taze olarak

hazirlanan ve asagida verilen 5 farkli sperm sulandirma soliisyonu kullanilmistir (Tablo 3.2).
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Tablo 3.2: Sperm sulandirma soliisyonlari ve igerikleri.

Sperm Sulandirma Kimyasal Miktar
Soliisyonlari
Fizyolojik Tuz Soliisyonu NaCl 600 mg
KCI 315 mg
CaCl.2H.0 15mg
MgSO,.7H.,O 20 mg
HEPES 470 mg
dH.O 100 ml
Antibiyotik Icermeyen (Bicine Kimyasal Miktar
iceren) Soliisyon
CaCI2.2HZO 0.001 M
MgCl,.6H.O 0.001 M
Na,HPO, 0.002 M
KCI 0.034 M
Sitrik Asit 0.001 M
Glikoz 0.055 M
KOH 10 ml (0.002 M)
A Bicine 20 ml (0.006 M)
dH.O 100 ml
Hank’s Dengeli Tuz Soliisyonu | Kimyasal Miktar (300 mOsm.kg™) | Modifiye (250 mOsm.kg?)
Sol | NaCl 8¢ 69
KCI 049 0.3¢g
dH.O 100 ml 100 ml
Sol 11 K,H,PO, 069 059
Na,HPO, 0.358 g 0.250¢g
dH_ O 100 ml 100 ml
Sol CaCI2 0.72 ¢ 0.58
dH.O 50 ml 50 ml
Sol 1V MgSO,.7H,O 1.23¢g 0.99¢g
dH.O 50 ml 50 ml
Sol vV NaHCO, 0.35¢g 0.28¢g
dH_O 10 ml 10 ml
Hank’s Final Soliisyonu Sol - 1| 10 ml 10 ml
Sol -1l 1ml 1ml
Sol — 11 1ml 1ml
Sol— IV 0.1ml 0.1ml
dH.O 86 mi 86 ml
Sol -V 1ml 1ml
Trizma Iceren Solsiiyon Kimyasal Miktar
(Billard ve Cosson; 1992)
NaCl 0.234¢g
KCI 0.149¢g
CaCl, 0.0055 g
Trizma 0.1575¢g
dH0 50 ml
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Hazirlanan tiim soliisyonlarin osmotik basing degeri 300mOsm/kg olarak ayarlanmistir. Bunun
icin ¢alismada kullanilan spermanin osmotik basing degerine gore sulandirma soliisyonlarinin
icerigindeki kimyasal miktarlarinda modifikasyonlar yapilmistir. NaCl, KCI, CaCl; ve
K2H2PO4 Hank’s soliisyonunun osmotik basincini diisiirmek ya da yiikseltmek amaciyla dogru

orantili olarak soliisyon igerisindeki degerlerinde degisiklik yapilmistir.

3.1.7.2 Fenoksi-ethanol

Baligin anesteziye alinmasi amaciyla 7-10ml/It oraninda fenoksi-ethanol kullanilmistir.
3.1.7.3 Carnoy’s Fiksatifi

Karyotip analizleri sirasinda hiicrelerin fiksasyonu amaciyla 30 ml asetik asit iizerine 60 ml
methanol ve 5-10 ml kloroform eklenerek hazirlanmustir. Fakat kloroformun hiicrenin sismesini

engellemesinden dolay1 karisimdan ¢ikarilmistir.
3.1.7.4 Ringer Soliisyonu

Spermatozoa yogunlugunun hesaplamasinda kullanilmigtir. Ringer soliisyonu, 3,25 g NaCl, 2,5

g KCl, 0,1 g NaHCO3 ve 0,15 g CaClz 500 ml distile su igerisinde ¢6zdiiriilerek hazirlanmustir.
3.1.7.5 Colchicine (Kolgisin) soliisyonu

Karyotip analizleri sirasinda hiicre boliinmesinin engellenmesi amaciyla kullanilmagtir.

Kolsisin soliisyonu hazirlamak i¢in 0,011 g kolsisin 50 ml dH20 igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir.
3.1.7.6 Giemsa Boyas

Metafaz sathasinda boliinmesi engellenen hiicrelerin patlatilmasiyla elde edilen kromozom

setlerinin boyanmasi i¢in saf su ile hazirlan %4’liik Giemsa soliisyonu kullanilmstir.
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3.1.8 Deneyde Kullanilan Cihaz ve Ekipmanlar
3.1.8.1 Ultraviyole Cihaz

UV uygulamasi i¢in UVP TL-2000 translinker cihazi kullanilmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5: UV Translinker cihazi.

3.1.8.2 Multiparametre

Deney havuzlarinda ve kulugkahanede kullanilan suyun sicaklik, pH ve ¢oziinmiis oksijen

miktarinin dl¢timiinde Hach-Lange marka multiparametre cihazi kullanilmistir (Sekil 3.6.

Sekil 3.6: Multiparametre cihazi.
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3.1.8.3  Sicak Su Inkiibatirii

Déllenmis yumurtalardan ikinci kutup hiicresinin ¢ikisini engellemek amaciyla gerceklestirilen

sicak sok uygulamalarinda Elektro-mag marka su banyosu kullanilmistir (Sekil 3.7).

Sekil 3.7: Sicak su inkiibatorii.

3.1.8.4 Jel Elektroforez Cihazi

PZR drlinlerini ayrnistirmak i¢in Bio-com CS-300V marka yatay elektroforez tanki
kullanilmistir. Agaroz jel (Konsantrasyonu %1, % 1,5) hazirlanarak kaliplara dokiilmiistiir. Jel
katilagtiktan sonra drnekler kuyucuklara yiiklenmis ve yatay jel Elektroforez cihazi (Bio-com

CS-300V) kullanilarak gen varlig1 ya da yoklugu tespit edilmistir (Sekil 3.8).

Sekil 3.8: Yatay jel elektroforez cihazi.
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3.1.8.5 Jel Elektroforez Goriintiileme Cihazi

Yatay jel elektroforezinde ayristirilan PZR {iriinlerinin goriintiilenmesi amaciyla fotograf

makinesi atagmanli bilgisayara bagli UV jel goriintiileme cihaz1 kullanilmistir (Sekil 3.9).

Sekil 3.9: Jel goriintiileme cihazi.

3.1.8.6 Isitk Mikroskobu

Entellan ile kapatilan karyotip analizi 6rnekleri bilgisayara bagli Leica marka fotograf makinesi

atagmanli 151k mikroskobunda incelenmistir (Sekil 3.10).

Sekil 3.10: Fotograf makinesi atagmanli 11k mikroskobu.
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3.1.8.7 Stereo mikroskop

Karadeniz alabaligi yumurtalarinin délleme islemi Oncesi ve sonrasi incelenmesi amaciyla

Zeiss marka bir stereo mikroskop kullanilmistir (Sekil 3.11).

Sekil 3.11: Bilgisayara bagli fotograf makinesi atagmanli stereo mikroskop.

3.1.8.8 Isitma Tablasi

Karyotip analizi ¢calismasinda lamlarin 50°C’ye kadar 1sitilmasi i¢in kullanilmaistir.

Sekil 3.12: Isitma tablasi.
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3.1.8.9 Termal Dongii Cihazi

Belirlenmis gen bolgesinin ¢ogaltilmast amaciyla kullanilmastir.

Sekil 3.13: Termal dongii cihazlari.

3.1.8.10 Osmometre Cihazi

Caligmada kullanilan soliisyon ve sperma 6rneklerinin osmotik basincinin 6l¢iilmesi amaciyla

kullanilmistir.

Sekil 3.14: Osmometre cihazi.
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3.1.8.11 Micro plate Reader

Genomik DNA 0Orneklerinin miktar tayininde Thermo Multiscan Go mini drop cihazi

kullantlmistir (Sekil 3.15).

Sekil 3.15: Thermo MultiScan Go Mini drop cihazi.

3.1.8.12 Thoma Lamu

Sperma orneklerinde spermatozoa sayimi i¢in Thoma lam1 kullanilmistir.

Sekil 3.16: Thoma lamu.
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3.1.8.13 Molekiiler Tani Kitleri ve Primerler

Termal dongii cihazinda primer setlerinin ¢ogaltilmasi ve jel igerisinde net goriintii vermelerini

saglamak amaciyla kullanilmistir (Sekil 3.17).
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Sekil 3.17: Molekiiler tan1 ¢alismasinda kullanilan DNA biiyiikliik belirteci (a) ve DNA polimeraz (b).

Quemere ve dig.’nin 2014 yilinda Salmonidler iizerinde yapmis oldugu hizli cinsiyet belirleme
calismasinda  kullanmis olduklart sdY geni igin dizayn ettikleri Salmo-sdY-
F:5’GGGCCTATGAATTTCTGATG (forward-primer) ile Salmo-sdY-
R:5’ACAGATTTGCGACATGAACA (reverse-primer) ve bu primerlere ek olarak dizayn
edilen t¢  farkli  primeri;  sdY-1-F:5TGGGATCCCCGTCATCTCTC  sdY-1-
R:5’TGAAGCGTTCCAACTCCTGT, sdY-2-F:5° TGGGATCCCCGTCATCTCTC sdY-2-
R:5’TGAATAGCTGCTGAGCCCAT ve sdY-3-F:5’GGTGGGAGGTACTCCCTTTC ile
sdY-3-R:5’TGAATAGCTGCTGAGCCCAT kullanarak ginogenez uygulamasimin basarisi

sdY geninin varligi (ginogenetik olmayan) ya da yoklugu (ginogenetik) ortaya konularak
kanitlanmaya caligilmistir (Sekil 3.18).
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Sekil 3.18: Calismada kullanilan primer setleri.
32 YONTEM
3.2.1 Sperma Hareketlilik Oram ve Siiresinin Tespiti

Spermatolojik o6zelliklerin belirlenmesinde aktivasyon soliisyonu olarak; Ekici ve Yamaner
(2013)’in galismalarinda verilen 180 mM NaCl, 7 mM Ca*? ve kulucka suyu kullanilmistir.
Spermatozoa hareketliligini 6l¢gmek amaciyla 1pl sperma ile 10ul aktivasyon soliisyonu
kullanilmis  ve 1s1tk  mikroskobu (20x) altinda hareketlilik oranm yiizdesel olarak

degerlendirilmistir.

Spermatozoa motilitesini degerlendirilmesi sirasinda hassas kronometre (1/100 saniye)
yardimiyla spermatozoonlarin canlilik siiresi saptanmistir. Bu islem i¢in mikroskop tablasina
konan sperma numunesinde son motil spermatozoonun canliligini kaybetmesine kadar gecen

slire spermatozoanin canlilik siiresi (sn) olarak kaydedilmistir.

3.2.2 Sperm Sulandiricilarinin Oranmin Tespiti ile Sperm Hareketlilik Oran ve

Siirelerine Etkilerinin Degerlendirilmesi

UV 1sinlama uygulamasinin basarisini artirmak amaciyla 1:10, 1:20, 1:50 ve 1:100 oranlarinda,

sperm sulandiricist olarak kullanilmak tizere hazirlanan soliisyonlarin sperm hareketlilik oran
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ve siiresine etkisi 151k mikroskobu (20x) altinda yilizdesel olarak degerlendirilmis hassas

kronometre (1/100 saniye) yardimiyla spermatozoonlarin canlilik siiresi saptanmistir.
3.2.3 Ginogenez Calismasi Deneme Gruplari
Calismada asagidaki tabloda verilen 4 deneme grubu olusturulmustur (Tablo 3.3).

Tablo 3.3: Deneme gruplarinin olusturulmasi

Gruplar Spermaya UV uygulamasi Dollenme sonrasi sicak sok uygulamasi
Haploid Var Yok
Ginogen Diploid Var Var
Kontrol Diploid Yok Yok
Triploid Yok Var

3.2.4 Ultraviyole Uygulamasi

Lethal doz ve optimum doz tespiti gerceklestirilerek ginogenetik Karadeniz alabalig1 tiretimi
igin optimum doz belirlenmistir. Optimal dozun belirlenmesinden sonra sperma + sulandirict
karigiminin bulundugu saat camina 5 ve 10 dk. siireyle 28-30 cm mesafeden titresim verilerek

UV uygulanmustir.

3.25 Ginogen Diploid ve Triploid Karadeniz Alabahgi Eldesinde Sicak Sok

Uygulama Zamani ve Siiresinin Tespiti

Erkek baliklardan ayri olarak tutulan en az 4 adet disi baliktan elle sagim metoduyla yumurtalar
alinarak pooling yapilmis ve her bir sicaklik soku derecesinde kullanilmak iizere deneme
gruplarma 32,5+2,5 g (375450 adet) olarak ayrilmistir. Sicak sok uygulamasi ginogen diploid
ve triploid olmasi arzu edilen yumurta gruplarima uygulanmistir. Dolleme islemi ve
yumurtalarin yikanmasini takiben su sicakligina ve yumurtalarin sertlesmesine bagli olarak
20+10 dakikaya kadar beklenmis olup 15 ve 20 dakika sonrasinda 28,0-28,5-29-30 ve
31°C’lerde sicak sok 20 litre hacimli termostatli su banyosunda elekler igine alinan yumurtalar

hava motoru ile havalandirilarak uygulanmistir (Sekil 3.19).
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Sekil 3.19: Dollenmis yumurtalara sicak sok uygulamasi.

3.2.6 Spermatozoa Sayim

Hiicre sayiminda yaygin olarak kullanilan metotlardan hemositometrik sayim (Davis, 2002)
cesitlerinden biri olan Thoma lami1 kullanilarak gergeklestirilmistir. Sperma ¢ukur kisim {izerine
aktarilip, lamel kapatildiginda bu ¢ukurda 0,1 mm yiiksekliginde bir s1v1 kalir. Thoma laminda
16 biiyiik kare, her biiyiik karede 25 kiiciik kare olmak tizere toplam 400 kiiclik kare vardir. 25
kiiciik karenin dis ve i¢ kenarlar arasinda ayrim igin birer satir ve siitun sayim yapilirken
kullanilmamstir. Bu kenarlarin igerisinde kalan 16 kii¢lik kare icerisinde sayim yapilmis ve
saymm sonucu elde edilen hiicre adedi, 10000 ile carpilarak 0,1mm®te ki hiicre yogunlugu

hesaplanmistir (Giirgiin ve Halkman, 1990).
3.2.7 Karyotip Analizi

Deney gruplarindan alinan Karadeniz alabalig1 yavrular1 (besin kesesini tiiketmis ve 0,75-1 g
ortalama agirliga sahip), 4mg/ml ‘lik kolsisin soliisyonu i¢erisine karanlik ortamda 120 dk. siire
ile tutulmustur. Karadeniz alabalig1 iizerinde yapilmis karyotip analizi ¢aligmalarinda kolsisin
soliisyonu igerisinde baligin bekletilme siiresi 3-7 saat arasinda degisiklik gostermektedir
(Kenanoglu ve dig., 2013, Karami ve dig., 2015). Calismada uygulanan 2 saatlik bekleme siiresi
sonunda kromozomlarin net goriintiileri ve metafaz asamasinda hiicrelerin goriilememesinden
dolay1 kolsisin i¢erisinde baligin tutulma siiresi artirilmistir. 12 saate kadar kolsisin soliisyonu
igerisinde tutulan kontrol, ginogen ve triploid gruptan 3’er adet balik alinarak, yiizge¢ dokulari
ince keskin uclu pens yardimiyla ¢gikarilmistir. Dokular %1.1 ‘lik sodyum sitrat icerisinde 20

dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra buz {lizerine aktarilarak 10 dakika boyunca
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bekletilmistir. Bu silirenin sonunda yiizge¢ dokular1 3:1 methanol:asetik asit (Carnoy fiksatifi)
icerisine aktarilarak 20 dakika oda sicakliginda bekletilmis ve bu siire sonrasinda taze

methanol:asetik asit fiksatifine alinarak gece boyunca +4°C’de muhafaza edilmistir.

Methanol:asetik asit fiksatifi icerisinde muhafaza edilen dokular fiksatif uzaklastirildiktan
sonra oda sicakliginda kurumaya birakilmis ve daha sonrasinda iizerlerine %50’lik asetik asit
damlatilarak (500pul) ezme islemi gerceklestirilmistir. Dokularin ezilme isleminden sonra elde
edilen ornekler kapillar tiipe alinarak dnceden 1sitma tablasinda 50°C’ye kadar 1sitilmis olan
lam tizerine 20-30 cm yiikseklikten damlatilmistir. Preparatlar oda sicakliginda kurumaya

birakilmustir.

Kuruyan preparatlar %4’liik Giemsa boyasi icerisinde 20 dakika tutularak boyanmis ve
sonrasinda saf su ile yikanarak temizlenmis ve oda sicaklifinda kurumaya birakilmistir.
Kurutma islemi biten 6rnekler, entellan ile kapatilarak Leica marka bilgisayara bagl fotograf

makinesi atagmanli 151k mikroskobunda incelenmistir.
3.2.8 Molekiiler Tanimlama

Calismada ginogenetik Karadeniz alabaligi iiretiminin kanitlanmasi amaciyla elde edilen

ginogenetik baliklardan yiizge¢ ve solungag¢ dokusu 6rnekleri alinmistir (Sekil 3.20).

Sekil 3.20: Molekiiler tan1 metodunda kullanilan Karadeniz alabalig1 yavrulari.
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Alinan dokular mikro tiip i¢erisinde s1v1 azot ile dondurularak laboratuvara getirilmistir. En az
20 mg doku Ornegi olmasina dikkat edilerek alinan dokular GeneAll Genomik DNA
purufication kit kullanilarak genomik DNA elde edilmistir. Elde edilen genomik DNA
orneklerinin molekiiler tan1 metodunda kullanilmasi i¢in gerekli olan 10 pikomol (pm) degerine
sulandirilabilmesi i¢in Oncelikle yogunluklari Thermo Multiscan Go mini drop cihazi

kullanilarak 6l¢tilmiistiir (Sekil 3.15).

Molekiiler tan1 metodunda pozitif ve negatif kontrol uygulamasi i¢in olgun erkek ve disi
Karadeniz alabaligindan yiizge¢ dokusu Ornekleri alinmis ve yukarida belirtilen yontemle
genomik DNA elde edilmistir. Elde edilen 6rnekler Mytaq Red DNA Polymerase kit yardimi
ile PCR’a konmak {izere hazirlanmistir (Sekil 3.17-18).

PCR protokolii olarak kit iizerinde belirtilen protokol izlenmistir; 95°C’de 60 sn aktivasyon
asamast, 30 dongii; denaturasyon asamast 95°C’de 15 sn/60°C’de 15 sn/72°C’de 10 sn ve son
artirma 72°C’de 60 sn olarak uygulanmistir. Belirlenen protokole gore termal dongii sonucu
elde edilen 6rnekler 0,4 g agaroz + 40 ml TAE (uzun adi yazilacak) (1x) + 1 pl red free

eklenerek hazirlanan jel igerisinde yiiriitiilmiistiir.
3.2.9 Eritrosit Cap Ol¢iimii

Ethanol ile iyice temizlenen lam {izerine 50 giinliik larvanin kuyruk kismi kesilerek 1 damla
kan damlatilmig ve lamel yardimiyla froti ¢ekilmistir. Oda sicaklifinda kurumaya birakilan
ornekler 10 dk. siire ile %100’liikk methanol ile fikse edildikten sonra tekrardan kurumaya
birakilmistir. Kuruyan ornekler %4-6’lik Giemsa igerisinde 10-15 dk. siire ile tutularak
eritrositleri boyama islemi gerceklestirilmistir (Culling, 1963; Bullock, 1978). Boyadan
alinarak saf su icerisinde yikanan 6rnekler oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Kuruyan
preperatlar entellan kullanilarak kapatilmis ve 11k mikroskobunda incelenmistir. Eritrosit hiicre
mindr aksis, major aksis ve eritrosit c¢ekirdek mindr aksis ve major aksis Olglimleri
gergeklestirilmistir (Sekil 3.21). Asagidaki formiller yardimiyla hesaplamalar yapilmistir (A:
Eritrosit major aksis, B: Eritrosit mindr aksis, a: Eritrosit ¢ekirdek major aksis, b: Eritrosit

cekirdek minor aksis) (Benfey ve Sutterlin, 1984).
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Veritrosit: 4/3 X T X (A/2) x (B/2)?
Vekirdek: 4/3 X T X (a/2) x (b/2)?
Eritrosit ylizey alan1 : (m/4) x Ax B

Cekirdek ylizey alan1 : (m/4) xax b

. ol N
N

Sekil 3.21: Eritrosit ve eritrosit ¢cekirdek ¢aplarinin 6l¢iimii.
3.2.10 istatistiki Analizler

Deneyde elde edilen biitiin verilerin ortalama ve standart sapma (£SS) degerleri Microsoft
Office Excel programi yardimiyla hesaplanmig ve arcsin karekdk transformasyonu
gergeklestirilmistir. Bu verilere SPSS 23.0 programi yardimiyla homojenite testi ve Varyans
Analizi (ANOVA) uygulanmustir. Istatistiki olarak belirgin fark gdsteren deneme ortalamalar1
Tukey HSD testi uygulanarak aynstirilmistir. Tim testlerde a=0.05 Onem derecesi

kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 SUSICAKLIGI

Deneme siiresince anag Karadeniz alabaliklarinin tutuldugu havuzlardaki ve kulugkahanede
ki su sicakligi dl¢timleri Ekim-Mayis aylar1 arasinda haftalik olarak yapilmistir. Calisma

stiresince aylik olarak elde edilen su sicaklik degisimleri sekil 4.1°de gosterilmistir.

AYLARA GORE SU SICAKLIGI
DEGiSiMIi (°C)

R?=0,9733
s 1.hafta . 2 .hafta 3.hafta
s 4.hafta @~ 2= A ———- Polinom. (1.hafta) ====- Polinom. (2.hafta)
Polinom. (3.hafta) ====- Polinom. (4.hafta)
Og=
N"‘gz 0%
s Som
i

000’10’\

S~
f\l
g*% l\ww 1\0003 ‘:
“s <.-<r<r "— o=
T =8

EKIM KASIM ARALIK OCAK SUBAT MART NiSAN MAYIS

Sekil 4.1: Aylara gore igletme su sicakligi degerleri.

4.2 SPERMANIN MORFOLOJIK VE SPERMATOLOJIK OZELLIiKLERIi
4.2.1 Sperm motilitesi

Her bir Karadeniz alabaligindan elde edilen sperma miktarinin minimum 3ml olmasina
dikkat edilmistir. Elde edilen spermanin morfolojik yapist goz ile muayene edilmis ve siit

beyazi renginde olan ¢ok sulu olmayan yapidaki spermalar kullanilmistir.

Sperma Ornekleri Eyliil 2016’dan itibaren toplanmaya baslanip Mart-2017°ye kadar
orneklerin toplanmasi devam etmistir. Ayda 4 kez alinan spermanin motilite ve osmotik

basing degerleri tespit edilerek kayit edilmistir.

Her bir ginogenetik balik iiretimi denemesi sirasinda, 2 adet erkek Karadeniz alabaligindan

elde edilen sperma karistirilarak kullanilmistir. Karistirilan sperma 6rneklerinin motilitesi
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once 151k mikroskobunda (x20) tespit edilmis ve sadece % 90 ve lizeri motiliteye sahip

ornekler ¢alismada kullanilmistir (Sekil 4.2).

Sagim yapildiktan hemen sonra strafor kutu icerisinde karanlik ortamda +4°C’de muhafaza
edilen sperma oOrnekleri 1:20 oraninda (Sperma : Hank’s soliisyonu) seyreltilerek
kullanilmigtir. Seyreltilen spermanin motilite yiizdesi ve siiresi; %80+10, 6015 sn olarak
kronometre kullanilarak tespit edilmistir. Sperma : Hank’s soliisyonu +4°C’de karanlik
ortamda 4 saate kadar muhafaza edilerek ilk alindigi andan itibaren her saat basi motilite
yiizdesinde ki degisimler takip edilmistir. Karigim yapildiktan hemen sonra (0.dk), 1.saat
ve 2. saatte tespit edilen sperm motilitesi >%90 iken 3. saatte tespit edilen motilite yilizdesi
ve sliresinde %20 diislis gézlemlenmistir (Tablo 4.1). Sperma anag¢ baliklarin bulundugu
dereden alinan su ile 1:20 oraninda sulandirilarak (sperma-aktivasyon sivisi) aktive edilmis
ve 20x biyiitmede 151k mikroskobunda (Olympus Cx21) motilite kontrol edilmistir.
Spermatozoa sayist hemositometrik yontemle sayilarak 4,5+1,8x10%ml spermatozoa

oldugu tespit edilmistir.

Tablo 4.1: Sperm motilite yiizdesi ve siiresi.

Taze Sperm Motilite Hank’s-Sperm Karisim Motilite
Spermin
Hank’s

Yiizdesi Siiresi Yiizdesi Siiresi s
Icerisinde

(%) (sn) (%) (sm) Tutulma
Siiresi (dKk)

>90 65 >90 60 10

>90 65 >90 60 60

>90 65 >90 60 120

>90 65 >90 60 180

>90 65 60 45 210
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Sekil 4.2: Sperm motilite tespiti.

4.2.2 Kullanilan sulandiricilar ve sperm motilitesine etkisi

Calismanin basarisini etkileyecek en dnemli unsurlardan biri olan spermatolojik 6zelliklerin
belirlenmesi amaciyla taze olarak hazirlanan 5 farkli sulandirma soliisyonu [fizyolojik tuz
soliisyonu (HEPES igeren), antibiyotik igermeyen (Bicine i¢eren) soliisyon, Hank’s Dengeli
Tuz Soliisyonu (HBSS), Salmo trutta macrostigma igin hazirlanan (Trizma igeren) (Billard
ve Cosson, 1992) soliisyon ve PBS soliisyonu kullanilmistir. Sulandirma soliisyonu
caligmada spermanin seyreltilmesi ve ginogenetik balik eldesinde UV uygulamasinin
basarisini artirmak amaciyla kullanilmistir. Sulandirma soliisyonu ile karistirilan ve 4°C’de
muhafaza edilen spermanin sagimdan sonraki ilk 3 saat boyunca canliligini korudugu tespit
edilmistir. Bu sulandirma soliisyonlar1 i¢erisinde HBSS’nin diger soliisyonlara gore daha

1yi sonug verdigi (>%90) tespit edilmistir.

Yapilan denemeler sirasinda spermanin osmotik basinct ve pH’t tespit edilerek
sulandiricilarin  optimizasyonu yapilmistir. Sulandiricilarin  optimizasyonu yapildiktan
sonra gerceklestirilen denemelerde en 1yi spermatozoa aktivasyonu fizyolojik tuz soliisyonu
ve Hank’s soliisyonunun kullanildig1 ¢alismalardan elde edilmistir. Calismada olgun erkek

Karadeniz alabaligindan (Salmo trutta labrax) alinan spermanin pH’min 7-8.5, osmotik
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basincinin ise 210-360 mOsm/kg degerleri arasinda oldugu tespit edilmis ve bu nedenle
sulandiric1 ve aktivasyon soliisyonlarinin pH ve osmotik basinglari sirasiyla 7-8.5 ve 250-

300 mOsm/kg olacak sekilde ayarlanmistir.

4.2.3 Sperma ve sulandiricilarin osmotik basin¢ degerleri ve sperma motilitesine

etkisi

Ureme donemi boyunca her ay yapilan drneklemede elde edilen spermanin osmotik basing
degerleri Eyliil ayinda 130-140 mOsm.kg?, Ekim aymnda 173-195 mOsm.kg?, Kasim
aymda 230-310 mOsm.kg?, Aralik aymnda 293-315 mOsm.kg™?, Ocak ayinda 261-287
mOsm.kg? ve Subat ayinda 197-210 mOsm.kg? olarak tespit edilmistir (Sekil 4.3). Calisma
boyunca Hank’s soliisyonu (HBSS) 290 mOsm.kg™? kontrol sulandirma soliisyonu olarak
kullanilmistir. Sperma osmotik basing dlglimlerine géore HBSS osmotik basinci igeriginde
modifikasyon yapilarak motilite degerlerine etkisi tespit edilmistir. Eyliil ayinda yapilan
calismada kontrol HBSS kullanilan érneklerde sperm motilitesi %20 iken 210 mOsm.kg™
olarak osmotik basinci ayarlanmig HBSS ile %50 olarak gézlemlenmistir. Ekim ayinda ise
kontrol HBSS ile sulandirilmis sperma motilitesi %50 iken 250 mOsm.kg™* HBSS’de %70
motil oldugu gozlemlenmistir. Kasim ve Aralik aylarinda kontrol HBSS ve modifiye
edilmis 300 mOsm.kg™* HBSS’ nin motiliteye etkileri (>%90) benzerlik gostermistir. Ocak
ve Subat aylarinda ise kontrol HBSS’nin kullanilarak sulandirilan sperma motilite
degerlerinin %90’1n altinda oldugu tespit edilmistir. Motilite yiizdesinin belirlenmesi
sirasinda sperm osmotik basinciyla HBSS osmotik basinci arasindaki farkin yiiksek oldugu
(150 mOsm.kg?) durumlarda spermatozoa hiicresinin bas bolgesinin zaman igerisinde

sistigi 151k mikroskobunda gozlemlenmistir.
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Sperm Aylik Osmotik Basing Degisimi

(mOsm.kg?) y = -18,936x2 + 151,09x - 13,443
R? = 0,927
306,292

267,710 B = — B272,71°

w
—
-

203,5%<

Ekim Aralik

w==== Ortalama ™= STD-Sapma M= STD-Hata ™= Minimum ™= \aksimum Polinom. (Ortalama)

Sekil 4.3: Sperma aylik osmotik basing degerleri.

4.3 RADYASYON (UV) UYGULAMASI
4.3.1 UV isinlama optimizasyonu

UV i1smlamas: farkli enerji seviyelerinde Hank’s-Sperma karigimima uygulanmistir. Bu
farkli enerji seviyelerindeki uygulamalar “Lethal doz” ve “Optimum doz” tespiti amaciyla

yapilmustir.
4.3.2 UV sinlama sonrasi sperma ozellikleri

Lethal doz 4500 Kj/cm? (%0 motilite), optimum doz ise 3600 Kj/cm? (%70-80 motilite)
olarak tespit edilmis ve ginogenetik Karadeniz alabalig1 iiretimi agamalarinda optimum doz

kullanilmistir (Sekil 4.4).
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UV Isinlamasi Enerji Dlizeyi ve Isinlama Sonrasi
Sperm Motilitesi
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Sekil 4.4: UV 1sinlamasi enerji diizeyi ve 1sinlama sonrast sperm motilite yiizdesi.

44 SOK UYGULAMASI

Délleme islemi ve yumurtalarin yikanmasini takiben su sicaklifina ve yumurtalarin
sertlesmesine bagli olarak 20+10 dakika kadar bekledikten sonra yumurtalar inkiibatorlere
alimmustir. Inkiibatore alindiktan 15 ve 20 dakika sonrasinda dollenmis yumurtalar hava
motoru kullanilarak havalandirilan 20 litre hacimli termostatl su kiivetine alinarak 28,0-
28,5-29,0-30,0 ve 31°C’lerde 15 dakika siireyle sicaklik sokuna maruz birakilmistir (Sekil
4.5).

Sekil 4.5: Dollenmis yumurtalara sicaklik soku uygulamasi.
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45 DENEY GRUPLARININ DOLLENME, GOZLENME VE YUMURTADAN
CIKIS ORANLARI

Deneme gruplari arasinda embriyolojik gelisim safhalar1 incelendiginde ginogenetik ile triploid
grubun gelisim stireleri kontrol grubu ile benzerlik gosterdigi gortilmistiir (Tablo 4.2). Haploid
grubun ise dollenme gerceklesmesine ragmen 7.glin sonunda hayatta kalan yumurtanin

kalmadigi tespit edilmistir.

Tablo 4.2: Deneme gruplarina ait embriyolojik gelisim safhalari.

Deney Gruplari Embriyolojik Gelisim Safhalar:
Yumurtanin Gozlenme Safhasi Larva Cikist
Boliinme Safhast
Kontrol 1-11 giin 40.gin (215 giin- 70. giin (440 giin-
derece) derece)
Haploid 3-7 gin sonunda ------mmmmmmememmmmem e

tamami oldu.

Ginogenetik 1-12.glin 43, giin (230 gin- 74. gin (460 giin-
derece) derece)

Triploid 1-12 giin 41. gin (221 giin- 72. giin (448 giin-
derece) derece)

Deneme gruplari arasinda gozlenme oranlarina gore yapilan karsilastirma sonuglarinda 28,0 ve
28,5°C’de sicak soku uygulanmis ginogenetik (G) gruplarin ortalama goézlenme oraninin
(%80+5) kontrol grubuna (%90+5) benzer degerde oldugu tespit edilmistir. Sicak sok derecesi
arttikca gézlenme oranlarinda diisiis oldugu gézlemlenmistir. 31°C’de sicak soku uygulanan

grupta gézlenme asamasinda hayatta kalan yumurta oran1 %5+4’e kadar diismiistiir (Sekil 4.6).
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Deneme Gruplarma Ait Sicaklik Sok Derecesine
Bagli Gézlenme Oranlari

100%

90% y = -0,00542 - 0,1082x + 0,96
R2=0,9434
80 WENER..
70% -
60% -
so BMEN R BEN B RERE K.
40%
o NERH RERCR BRR R BRRR 5
20% I I I ........
10% .
0% I I I:0.
Kontrol 28°C 28,5°C 29°C 30°C 31°C

Sekil 4.6: Deneme gruplarina ait gdzlenme, yumurtadan ¢ikis ve yasama oranlari.

Deneme gruplarina ait yumurtadan ¢ikis oranlari incelendiginde sicaklik sok derecesi arttikga
yumurtadan ¢ikis oraninda diisiis oldugu gozlemlenmistir. Kontrol grubu oranlarina en yakin

sonuglar 28,5°C’de sicaklik soku uygulanan grupta elde edilmistir (Sekil 4.7).

Deneme Gruplarina Ait Sicaklik Sok Derecesine
Bagli Yumurtadan Cikis Oranlari

120%

100%
y =-0,0455x% + 0,1373x + 0,845

20% “HR--. R2=0,9599
60% B
40%
20% I III.-....
0% .

Kontrol 28°C 28,5°C 29°C 30°C 31°C

Sekil 4.7: Deneme gruplarina ait sicaklik soku uygulamasina bagl yumurtadan ¢ikis oranlart.
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Deneme gruplarina ait larval yasama oranlari incelendiginde, 28,0-28,5 ve 29,0°C’de sicaklik
sokuna maruz birakilan gruplarda oranlarin kontrol grubu ile benzer oldugu, fakat sicak sok
derecesi arttikca hayatta kalan larva oraninda ciddi oranda diisiisler oldugu gézlemlenmistir

(Sekil 4.8).

Deneme Gruplarina Ait Sicaklik Sok Derecesine

Bagli Yasama Oranlari
120%
y =-0,0612x% + 0,2565x + 0,743

2 -
100% g g e s R”=0,9655

80% =
60%
40%
20%
oo mlliin_

Kontrol 28°C 28,5°C 29°C 30°C 31°C

Sekil 4.8: Deneme gruplarinin sicak sok uygulamasina gore yasam oranlart.
Deneme gruplarina ait UV dozu, sicak sok derecelerine gore belirlenmis gruplara ait déllenme,
gbzlenme, yumurtadan ¢ikis ve larval yasama orani verileri ayrintili sekilde Tablo 4.3’de

verilmistir.



Tablo 4.3: Deneme gruplarinda sicaklik soku derecesi ve siiresine bagh dollenme, gézlenme, yumurtadan ¢ikis ve larval yasama oranina ait veriler

Sicakhik Soku Dollenmeden Sonraki Sok Deneme Dollenme Gozlenme Yumurtadan Larval Yasama
Derecesi (°C) Zamani (dk.) Gruplan Oram Oram Cikis Oram
28 15 Kontrol 91,08+4,252 86,53+2,52 82,20+5,25% 80,56+2,33%
Haploid 99,09+0,86? 0,00 0,00 0,00
Ginogen 98,91+1,042 74,61£7,14° 60,47+3,87° 57,08+1,86°
Triploid 98,0+1,172 75,82+8,60P 56,68+3,62° 52,05+1,99°
28 20 Kontrol 92,7544,252 85,50+2,5 2 81,23+3,25° 79,60+1,26?
Haploid 97,39+0,13? 0,00 0,00 0,00
Ginogen 98,04+1,52 72,77+6,68" 49,78+3,19° 4725+4,332
Triploid 97,74+1,752 64,96+5,8" 47,01£3,23° 45,10+£3,552
28,5 15 Kontrol 92,50+5,50? 87,88+3,75° 83,48+7,65° 81,81+1,25°
Haploid 98,74+0,942 0,00 0,00 0,00
Ginogen 98,38+1,0° 89,59+2,18° 82,86+3,112 79,61+1,252
Triploid 99,460,112 89,76+2,88° 84,07+2,772 81,11+1,52
28,5 20 Kontrol 92,50+2,50? 86,03+3,75° 77,72+2,652 76,17+0,332
Haploid 97,30+0,312 0,00 0,00 0,00
Ginogen 96,76+1,852 79,83+2,412 74,02+2,232 73,65+2,50?
Triploid 95,14+1,20? 76,38+2,112 72,44+2 332 72,43+2,00?
29 15 Kontrol 92,67+5,07 86,03+4,41°2 77,72+4,752 76,17+1,522
Haploid 97,12+0,952 0,00 0,00 0,00
Ginogen 99,82+0,082 79,25+4,27% 67,0143,27% 67,4441,25%
Triploid 96,43+1,332 82,68+3,82%® 70,69+3,23% 70,26+1,33%
29 20 Kontrol 93,7545,07 80,39+3,33¢ 76,37+4,752 74,46+1,332
Haploid 97,07+1,20? 0,00 0,00 0,00
Ginogen 98,51+0,642 81,37+£3,77° 71,15+1,81% 68,50+1,39%
Triploid 96,05+1,072 82,01+4,43¢ 73,33+1,33% 68,46+1,67%

*Deneme gruplarinin yiizdesel degerleri ve istatistiksel farkliliklar1 kontrol grubuna oranlanarak hesaplanmistir. Déllenme orani disinda ki tiim asamalarda dollenmeden

sonraki 10. giinden itibaren hayatta kalan haploid deneme grubu yumurtasi olmadigindan istatistiksel analize dahil edilmemistir.

€9



Tablo 4.3 (devam): Deneme gruplarinda sicaklik soku derecesi ve siiresine bagli déllenme, gézlenme, yumurtadan ¢ikis ve larval yasama oranina ait veriler

Sicakhik Soku Dollenmeden Sonraki Sok Deneme Dollenme Gozlenme Yumurtadan Larval Yasama

Derecesi Zamani Gruplari Oram Oram Cikis Oram

30 15 Kontrol 92,67+5,752 79,46+5,75° 75,49+5,07 73,602,172
Haploid 99,39+0,352 0,00 0,00 0,00
Ginogen 98,91+0,352 37,01+7,5° 15,15+5,2° 13,91+1,39°
Triploid 99,28+0,152 43,37+6,85° 16,39+6,10P 16,17+1,93°

30 20 Kontrol 93,3345,75% 88,43+5,752 79,90+5,0? 78,30+2,172
Haploid 97,500,252 0,00 0,00 0,00
Ginogen 95,57+0,752 30,84+5,0° 13,2345,8° 13,17+0,26°
Triploid 94,20+1,952 33,90+6,93" 15,63+4,35° 15,63+0,94°

31 15 Kontrol 93,50+2,50? 81,61+6,352 77,53+5,202 75,59+2,572
Haploid 96,79+0,152 0,00 0,00 0,00
Ginogen 99,02+0,752 25,52+5,752 7,76+2.,61° 7,13+0,24°
Triploid 97,68+0,752 30,50+4,752 8,32+3,91° 8,20+0,94°

31 20 Kontrol 93,75+2,50? 86,39+7,5" 76,37+5,20? 74,46+2,572
Haploid 97,42+0,352 0,00 0,00 0,00
Ginogen 99,20+0,252 20,81+6,85° 4,66+2,48° 4,07+0,54°
Triploid 96,710,752 21,69+5,752 5,09+3,49° 4,66+0,77°

*Deneme gruplarinin yiizdesel degerleri ve istatistiksel farkliliklar1 kontrol grubuna oranlanarak hesaplanmistir. D6llenme orani disinda ki tiim asamalarda déllenmeden
sonraki 10. giinden itibaren hayatta kalan haploid deneme grubu yumurtast olmadigindan istatistiksel analize dahil edilmemistir.

Tablo 4.3°de sicaklik soku derecesi arttik¢a larval yasama oraninda diisiis oldugu goriilmektedir. Kontrol grubuna gore istatistiksel agidan bir fark belirlenmeyen
28,5°C’lik grup optimum sicaklik sok derecesi olarak tespit edilmistir (P>0,05). 28 ve 29°C’lik sicaklik soku uygulamalarinda ise kontrol grubuna oranla deneme
gruplarinin daha diisiik yasama oranina sahip oldugu tespit edilmis ve istatistiksel agidan farkli oldugu belirlenmistir (P<0,05). Ginogen grupta en yiiksek larval
yasama orani 79,61+1,25ile 28,5°C’lik sok uygulamasiyla elde edilirken en diisiik larval yagama orani 4,07+0,54 ile 31°C’lik sok uygulamasiyla elde edilmistir.
Triploid grup larval yasama oranlar ginogen grupla benzerlik gosterdigi tespit edilmis ve en yiiksek yasama orani1 degeri 81,11+1,5 ile 28,5°C’de elde edilmistir.

79



4.6

4.7

65

KARYOTIP ANALIZi

Deneme gruplarina ait karyotip analizi sonucunda elde edilen goriintiiler sekil (4.9)’de
verilmistir. Kontrol grubu (Sekil 4.9A) ve diploid ginogen gruba (Sekil 4.9B) ait kromozom
say1s1 2n=80 olarak tespit edilmistir. Fakat triploid gruba (Sekil 4.9C) ait kromozom sayis1

tam olarak tespit edilememesine ragmen diploid kromozom setinden daha fazla sayida

oldugu gozlemlenmistir.

Sekil 4.9: Deneme gruplarina ait karyotip analizi sonuglart.

ERITROSIT CAP OLCUMLERI

Kontrol (D), ginogen (G) ve triploid (T) gruplar arasindaki farklarin tespiti amaciyla her bir
gruba ait kan 6rneklerinden eritrosit ¢cap Slgiimleri gerceklestirilmis ve gruplar arasindaki

farkliliklar Tablo 4.4’de belirtilmistir.

Triploid grup verileri diploid gruptan daha yiiksek degerlerde bulunmustur. Eritrosit ve
cekirdekle ilgili olan tiim verilerde triploid ve diploidler arasinda fark 6nemli bulunmustur
(Sekil 4.10) (P>0.05).
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Tablo 4.4: Diploid ginogen ve triploid bireylerde eritrosit ve ¢ekirdeklere ait bilgiler.

Eritrosit
minor aksis
(um)
Eritrosit
major aksis
(um)
Eritrosit
yiizey alam
(um?)
Eritrosit
hacmi (um?®)

Cekirdek
minor aksis
(um)
Cekirdek
major aksis
(um)
Cekirdek
yiizey alam
(nm?)
Cekirdek
hacmi (um?®)

Triploid
11,121+1,131°

17,236+0,521°

147,244415,959°

1079,354+106,394 "

5,874+0,323°

8,761£0,266°

33,8297+4,169°

107,991+14,166°

Ginogen
7,836+0,8112

14,893+0,7012

90,174+8,637%

450,784+58,6972

4,083+0,193%

7,098+0,1342

23,297+2,4372

62,384+9,9122

Kontrol
7,518+0,679°

15,091+0,5932

89,062+9,038 2

446,376+60,283 ®

4,008+0,2412

7,153+0,1572

22,505+2,3942

60,134+10,3682

T/D
1,48

1,14

1,66

2,42

1,46

1,22

1,51

1,80

G/D
1,04

0,99

1,01

1,01

1,02

0,99

1,03

1,03

P
<0.05

<0.05

<0.05

<0.05

<0.05

<0.05

<0.05

<0.05



67

Sekil 4.10: Deney gruplarina ait eritrosit gortintiileri (A: Kontrol grubu, B: Ginogen, C: Triploid).
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AKIM SITOMETRIiSI OLCUMLERINE AIT VERILER

Akim sitometrisi ploidi tespiti i¢in her bir deneme grubundaki 3 adet baliktan kan 6rnegi
alimmigtir. DNA miktar 6l¢iimii GO+G1 sonuglarina gore karsilagtirmali olarak yapilmas;
triploid grubun kontrol grubuna gore daha yiiksek, ginogen grubun ise kontrol grubuyla
benzer miktarda DNA ya sahip oldugu tespit edilmistir. GO+G1 degerlerinin orani
hesaplandiginda; G/D DNA miktar oraninin 1,016638, T/D DNA miktar oraninin ise
1,978029 oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.5-6-7) (D:Kontrol, G:Ginogen, T:Triploid).

Tablo 4.5: Kontrol grubu akim sitometrisi sonuglari.

Isaretleyici Sol, Sag Total % Ortalama cv
Hepsi 0, 1023 75,18 171,73 10,47
G0+G1 144,213 69,96 172,50 6,88
S 215, 286 1,26 237,42 7,87
G2+M 291, 364 0,10 303,41 2,65
§§— +G1
2 S
- @!;4
o 200 460 660 360 10‘00

FL2-4

Tablo 4.6: Ginogen diploid grup akim sitometrisi sonuglart.

Isaretleyici Sol, Sag Total % Ortalama Ccv
Hepsi 0, 1023 42,36 178,02 16,42
G0+G1 144,213 34,58 175,37 8,18
S 215, 286 4,03 239,18 7,78

G2+M 291, 364 0,14 299,14 2,50
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Tablo 4.7: Triploid grup akim sitometrisi sonuglart.

T
1000

Isaretleyici Sol, Sag Total % Ortalama Ccv
Hepsi 0, 1023 35,54 399,58 18,41
G0+G1 105, 183 32,28 341,21 11,14
S 185, 252 2,78 409,37 8,66
G2+M 249, 311 0,44 448,15 5,50
§§- G1

8— S G2Z+M
- 0 260 400 SCIID SCIIO 10'00

FL2-4

49 MOLEKULER TANI

Sekil 4.11°de ylizge¢ dokularindan elde DNA’dan c¢ogaltilan sdY geni goriintiisti verilmistir.
Olgun erkek Karadeniz alabaligindan alinan yiizge¢ dokusu kontrol grubu olarak kullanilmigtir.
Ginogen diploid gruptan rastgele alinan 1-2 gr agirlhiginda ki baliklar ginogenetik olup
olmadiklarimin tespiti i¢in taranmistir. Yirmi kez tekrarlanan bu taramalarda (herbir taramada
rastgele secilen toplam balik adedi=12) %100 oraninda ginogenetik {iretim gerceklestirildigi
tespit edilmistir (Sekil 4.11). Kontrol gruplarindan rastgele alinan 6rneklerin sonuglari ise %55

disi ve %45 erkek olarak tespit edilmistir (G: Ginogenetik, EK: Erkek kontrol, DK: Disi kontrol,

K:Kontrol).
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Sekil 4.11: Ginogenetik Karadeniz Alabaliginda sdY gen tespiti.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez ¢alismasinda; miihendislik ve bilgisayar bilimlerinden yararlanarak genetik ve
molekiiler tekniklerin birlikte kullanimiyla suda yasayan canlilarin 1slahi, mevcut 6zelliklerinin
degistirilmesi veya bu canlilara yeni 6zellikler kazandirilmasi yoniinde yapilan ¢alismalara
temel olusturan ginogen ve androgen balik tiretimi ¢alismalarindan ginogenetik balik {iretim
teknigi Karadeniz alabaligi {izerinde gergeklestirilmistir. Deneme siiresince spermatolojik
Ozellikler UV uygulamasindan 6nce ve sonra tespit edilmistir. Sperma motilite yiizde ve
stirelerinin tespiti yapildig1 gibi osmotik basing degerleri de lireme donemi boyunca Ornek
alarak tespit edilmistir. Ayrica Hank’s sulandirma soliisyonunun osmotik basincindaki
farkliliklarin sperma motilite yiizdesi ve siiresine etkisi de belirlenmistir. Bu ¢alismalar larval
yasama oranini etkileyen en onemli faktorlerden biri olan sperm kalitesi ve spermatolojik
ozellikleri ginogen balik iiretimi siiresince en iyi seviyede olmasi ve ginogen Karadeniz
alabaliklariin yasama oraninin yiikseltilmesi amaciyla gergeklestirilmistir. Diploid yapinin
saglanmas1 amaciyla gerceklestirilen sicak sok uygulamasinin optimizasyonu c¢alismasida
yumurta hiicresinin en diislik seviyede fiziksel hasara maruz birakilarak yagama oraninin en {ist

seviyede olmasi1 amaciyla gerceklestirilmistir.

Sperm kalitesini O6lgmede; hareketli spermatozoanin yiizdesi, hareketlilik siiresi, sperm
konsantrasyonu, spermatokrit ve seminal plazma kompozisyonu verileri kullanilir (Billard ve
dig., 1981; Kopriicii ve Giir, 1999). Oncorhynchus mykiss, Salmo trutta, Salvelinus fontinalis
ve Salmo salar iizerine yapilan arastirmalar, bu baliklarda sperm hareketlilik siiresinin
mevsimlere gore degistigini géstermektedir. Yumurtlama mevsiminde aktif olan gokkusagi
alabaligi spermatozoalar1 30-35 saniye hareketlidirler. Yumurtlama sezonu sonuna dogru
hareketlilik stiresi 15 saniye gibi kisa bir siireye diiser (Benau ve Terner, 1980). Ayrica,
gokkusag1 alabaliklarinda yumurtlama sezonunda aktif olan spermatozoa orani yumurtlama
donemi sonrasi biiylik oranda azalir (Biiyiikhatipoglu ve Holtz, 1984). Calismamda ise erken
tireme doneminden ge¢ ilireme donemine kadar sperm Ornegi alinmis ve spermatolojik
ozellikleri tespit edilmistir. Elde ettigim verilere gore erken donemde, Eyliil ayinda Karadeniz
alabalig1 sperminin motilite ylizdesi %30-40, motilite siiresi 10 saniye ve osmotik basinci 130-
140 mOsm kg iken iireme déneminde, Kasim-Ocak aylar1 arasinda motilite yiizdesinin >%90,

motilite siiresinin 45 saniye ve osmotik basincinin 280-300 mOsm kg™ oldugu belirlenmistir.
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Chourrout (1982) disi Oncorhynchus kisutch ve erkek Salmo trutta kullanarak ginogen balik
iiretim calismasi gergeklestirmistir. Calismasinda sperm seminal plazmasini kullanarak 1:4
(sperm:sulandirict) oraninda spermayi sulandirarak 1-8 dk. arasi siirelerde UV 1sinlamasini 20
cm mesafeden maruz birakmistir. Yasama oranlart incelendiginde haploid grupta gézlenme
asamasina kadar hayatta kalan olmadigi, larval yasama oranlar1 incelendiginde kontrol ve
8dk.’lik UV 1sinlamasi sonrasi uygulanan sicak sokla (26°C’de dollenmeden 25 dk. sonra 20
dk. siire ile) elde edilen ginogen grubun (%65-70) yiizdelerinin istatistiksel olarak benzer
oldugu tespit edilmistir. Tez ¢aligmasinda ise UV 1sinlamasi 1:20 oranindaki sperm:sulandirici
karistmina 20 cm mesafeden 3600 Kj/cm? enerji verilerek gerceklestirilmistir (>%70 motilite).
Tiim deneme gruplarinda haploid gruplarda gézlenme asamasina kadar hayatta kalan embriyo
olmamistir. Mayo-ginogen grupta en yiiksek larval yasama orami 28,5°C sicaklik soku
uygulanan grupta %79,61+1,25 olarak tespit edilmistir.

Refstie ‘nin (1983) Atlantik somonu (Salmo salar) ve gokkusagi alabaliginda (Oncorhynchus
mykiss) yapmis oldugu calismada radyasyona maruz birakilmig sperma ile yumurtalarin
dollenmesini takiben sicak sok uygulamasinin ginogenetik iiretim lizerine etkisini aragtirmistir.
Sperma 1simlamasin1 15 dakika siiresince 10° toplam enerji seviyesinde ®°Co 1sm ile
gerceklestirmistir. 30°C’de 10 dakika sok uygulamasi sonucunda hayatta kalan larva olmamis
fakat 26°C’de 20 dakika siiresince sicak sok uygulamasi sonucunda ise %30-40 larval yasam
oranina sahip oldugunu bildirmistir. Bu tez ¢alismasinda ise en diisiik sicaklik soku derecesi
olarak 28°C kullanilmis ve 57,08+1,86’lik, 30°C’deki sok uygulamasinda ise %13,91+1,39’luk

larval yagama orani elde edilmistir (Tablo 4.3.).

Goryczko ve dig. (1991) gokkusagi alabaliginda (Oncorhynchus mykiss) UV radyasyonu
kullanarak ginogenetik liretim ¢alismasini ger¢eklestirmistir. Disi albino gokkusagi alabaligini
isaretleyici olarak kullanmig ve iiretim metodunun basarisini tespit etmistir. UV 1sinlamasinda
sulandirict olarak sperm seminal plazmasini kullanmig (sperm:seminal plazma, 1:5) ve sperm
orneklerine 20 cm mesafeden 83 pW/cm? enerjiye sahip UV lambasi kullanarak uygulamistir.
Sicak sok uygulamasini elektrikli termostath kiivet icerisinde 28°C’de gerceklestirmistir.
Calisma sonucunda larval yasama oranmin ginogen grupta %16-20 arasinda oldugunu tespit
etmistir. Tez ¢alismasinda ise 28°C’de gerg¢eklestirilen sicaklik soku sonucunda 57,08+1,86’11k
larval yagsama orani elde edilmistir. Kalbassi ve dig. (2009) Aras alabaliginda (Salmo trutta

caspius) gerceklestirdikleri triploid balik iiretim galismasinda 26, 28 ve 30°C’de sicak sok
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uygulamis ve déllenmeden 10 dk. sonra 10 ve 20 dakika siireyle 28°C’de yaptiklar1 uygulamada
kontrol grubuna oranlayarak yaptiklari istatistiksel analiz sonucunda en yiiksek larval yasama
oranint  (%90) elde etmislerdir. Tez c¢alismasinda ise 28°C’de gerceklestirilen sok
uygulamasiyla elde edilen triploid grupta larval yasami orami 52,05+1,99 olarak tespit
edilmistir. Sonugclar incelendiginde gokkusagi alabaliginda 28°C’lik sok uygulamasinin larval
yasama oranini olumsuz etkiledigi fakat aras alabalig1 ve karadeniz alabaliginda larval yasama

oranini artirdig1 gozlenmistir.

Dietrich ve dig. (2005) gokkusagi alabaligi spermatozoasinin genetik materyalinin tahrip
edilmesi ve sperm motilitesine UV 1sinlamasimin etkisini 6lgmek amaciyla g¢alismayi
gerceklestirmislerdir. Sperm sulandirma oranimi 1:40 olarak kullanilmis ve Billard ve
Cosson’un 1992 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada kullandiklari sperm hareketsizlestirme
soliisyonunu kullanmiglardir. UV 1sinlamasini ise Goryczko ve dig.’nin 1991 yilinda yapmis
olduklar1 c¢aligmadaki gibi uygulayarak sperm motilitesine etkisini tespit etmislerdir.
Calismanin sonucu olarak 0 dakikalik ve 5 dakikalik UV 1sinlamasi sonrasi sperm motilitesinde
(0.dk:%90, 5.dk:%85) istatistiksel olarak fark gozlemlememislerdir. 5 dakikalik UV
1sinlamasiyla haploid yapiy1 saglayabilmis ve diploid ginogen grupta gézlenme oranini %37,5,
yumurtadan ¢ikis oranini da %1-3 arasinda oldugunu tespit etmislerdir. Bu tez ¢alismasinda ise
1:20 sulandirma orani kullanilmis ve UV 1sinlamasi sonrast sperm motilitesi >%70, optimum
UV 1smlama dozu 3600 Kj/cm? olarak tespit edilmis, gdzlenme oranimin ise 28,5°C’lik grupta
89,59+2,18 oldugu belirlenmistir. Calismamizda elde ettigimiz haploid grupta goézlenme
asamasina kadar hayatta kalan yumurta olmadigi, sonuglarin Dietrich ve dig.’nin sonuglariyla

benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

Michalik ve dig. (2015) homolog ve heterolog sperm kullanarak kahverengi alabaliklarinda
mito-ginogenetik tiretim g¢alismasi gergeklestirmiglerdir. Calisma boyunca inkiibasyon su
sicakligi 6-8°C olarak ayarlanmistir. Sperm sulandirma orani ve UV 1sinlamasi1 Goryczko’ya
gore (1991) belirlenerek uygulanmistir. Diploidizasyon i¢in déllenmeden 450 dk. sonra 10.000
psi degerinde hidrostatik basing uygulanmistir. Kontrol grubuyla haploid gruplarin gézlenme
asamasinda yasama oranlarmin benzer oldugu (K:%82,88-94,95, H:%87,83-84,99) mito-
ginogen grubun ise disiik oldugu (MG:%37,35-37,73) tespit edilirken daha sonrasinda
yumurtadan ¢ikis agamasina kadar haploid grubun tamaminin 61diigii goriilmistiir. Bu tez

calismasinda da Karadeniz alabaliginda mayo-ginogenetik iiretim gergeklestirilmis ve deneme
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stiresince inkiibasyon su sicakligi 7-10°C olarak ayarlanmistir. Calismamizda kontrol grubuna
oranlanan haploid grup déllenme orani degerleri Michalik ve dig.’nin ¢alismasiyla benzerlik
gostermekte (>%98)dir. Fakat ginogen bireylerin yasama oranlari karsilastirildiginda bu tez
calismasinda elde edilen en iyi gozlenme orani (%89,59+2,18) ile Michalik ve dig.’nin
caligmasi arasindaki farkliligin mitotik ginogenlerde meydana gelebilecek fiziksel deformasyon
ve homolog lethal gen ile ilintili olabilece8i diisiiniilmektedir. Larval yasama oranlari
karsilastirildiginda 12,78+2,18 ile tez ¢alismasinda elde edilen 79,61+1,25’1lik orandan ¢ok
diisiik oldugu tespit edilmistir.

Polonis ve dig. (2018) mitoginogen ve mayoginogen balik iiretimi i¢in disi gokkusagi alabaligi
yumurtasi ve kahverengi alabalik (Salmo trutta) spermasi kullanmislardir. Sperm sulandirma
oranini 1:40 olarak belirlemis ve UV 1sinlamasimi UV-C 30W’lik lamba ile 20 cm mesafeden
11 dk. boyunca manyetik karistirict kullanarak gerceklestirmislerdir. Dogal seminal plazma ile
Suni seminal plazmanin sperm sulandiricisi olarak kullaniminin  karsilastirilmasinda
istatistiksel olarak fark bulunmamistir. Kontrol grubunda ¢aprazlama yapildigindan (3Disi G.
alabalig1 X Erkek Salmo trutta) gzlenme asamasinda hayatta kalan embriyo olmasina ragmen
serbest yiizme asamasina gelindiginde tiim bireylerin &6ldigii tespit edilmistir. Haploid
gruplarda gézlenme asamasina kadar ¢ok yliksek oranda o6liimle karsilagilmis ve sonrasinda
tamaminin 61diigi tespit edilmistir. Diploidizasyon i¢in hidrostatik basing 9000 psi degerinde
mayoginogen balik eldesi i¢in dollenmeden 35 dk. sonra mitoginogen iiretimi i¢in 350 dk. sonra
uygulanmistir. Calismamizda ise Hank’s dengeli tuz soliisyonu sulandirici olarak 1:20 oraninda
kullanilmistir. Diploidizasyon i¢in sicak sok ddllenmeden 15 ve 20 dk. sonra uygulanmis 20.
dakikada ki sok uygulamasiin larval yasama oranina daha iyi etki ettigi istatistiksel olarak
ortaya konmustur (P<0.05). Kontrol grubu (%61,8 + 1,08) ve ginogen diploid (%57,8+4,38)
gruplar arasinda larval yasama oranlarinda fark olmadigi (P>0.05) tespit edilmistir. Tez
calismasinda elde edilen veriler ile karsilastirildiginda dollenmeden 15 dk. sonra
gerceklestirilen sok uygulamasinin 20 dk. sonra gergeklestirilen sok uygulamasina gore daha
1yi etki gosterdigi ve 79,61+1,25’lik larval yagama oraninin 28,5°C’lik sicaklik soku ile daha
yiiksek oranda elde edildigi belirlenmistir.

Alabaliklarda yumurtalarin goézlenme, c¢ikis ve larvalarin ilk ylizmeye baslama siireleri
salmonid tiirleri arasinda farklilik gostermektedir. Baki ve dig.’nin (2007) kulugkahane kokenli
Karadeniz alabaliklar1 i¢in %98,04, Alp ve dig. (2010) ise Karadeniz alabaliklarinda déllenme
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oranini %90,17 olarak bildirmistir. Bu tez ¢alismasinda ise triploid ve diploid gruplar arasinda
dollenme orani agisindan bir farkliligin olmadigr diger ¢alismalarla benzer degerlerde oldugu

(>%95) ortaya konulmustur.

Crozier ve Moffett (1989), Preston (2013), Jagiello ve dig. (2017) kahverengi alabaliklarda
(Salmo trutta) yapmis olduklari ¢alismalarda elde ettikleri sonuglarla bu ¢alismada elde edilen
dollenme orani ve larval yasama oranlarina ait verilerin benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.
Embriyolojik gelisim sathalari incelendiginde bu ¢alismada Karadeniz alabaligi yumurtalarinin
gozlenme agsamasina 220-230 giin derecede geldigi; literatiir incelendiginde Alp ve ark.’nin
(2010) ve Delihasan Sonay (2013)’in Karadeniz alabaliginda elde ettigi sonuglarla benzerlik
gosterdigi (Tablo 2) tespit edilmistir.

Bu ¢alismada elde edilen sicak sok uygulamasi ve siiresi sonuglar1 Crozier ve Moffett (1989)
Preston (2013) ve Jagiello (2017) Kahverengi alabaliklar (Salmo trutta) tizerinde yapmis
olduklar1 sicak sok siiresi ve uygulama zamaniyla karsilastirildiginda sonuglarin benzerlik
gosterdigi (28°C’de %90,45+3,55) tespit edilmistir. Crozier ve Moffet (1989), kahverengi
alabalikta 28°C’de 10 dk. siireyle dollenmeden sonra farkli dakikalarda (5,10,15,20 ve 25. dk.)
yapmis oldugu ¢aligmasinda 28°C’de 10 dk siireyle 5-15 dakikalarda en yiiksek triploid oranini
(%88,2-100), 20-25.dakikalarda ise en diisiik triploid oranini bulmustur. Quillet ve dig. (1991),
kahverengi alabaliklarda 28°C’de ddllenmeden sonra 10-15 dakika siirelerle sicaklik soku
uygulamasinda ¢ok fazla 6liime neden olmadan tamamu triploid popiilasyon elde etmislerdir.
Calismamizda, 28,5°C’lik sicaklik soku kullanilan denemede 81,11+1,5’lik larval yasama

oranina sahip tamamu triploid bireyler elde edilmistir.

Bu tez ¢alismasinda sicak sok derecesine gore ayrilan deneme gruplari arasinda dollenme
oranlar1 karsilastirilmasi istatistiksel olarak Onemli bir fark gozlemlenmemistir (P>0.05).
Gozlenme oranlari karsilastirildiginda ise kontrol grubuna gore diploid ginogen ve triploid
gruplarin gozlenme oranlarmin diisiik oldugu, farkin istatistiksel olarak oldugu tespit edilmistir
(P<0.05). Sicaklik soku dereceleri arasinda gozlenme ve yumurtadan ¢ikis oranlar
karsilastirildiginda; 28,5°C’de ki sok uygulamasinin 28 ve 29°C’de ki sok uygulamalarina gore
daha iyi sonu¢ verdigi istatistiksel olarak onemli diizeyde farklilik oldugu belirlenmistir
(P<0.05). 30 ve 31°C’de ki sok uygulamalarinin ise diger tiim gruplara gore gozlenme ve
yumurtadan ¢ikis oranlarinin istatistiksel onemli diizeyde diisiik oldugu tespit edilmistir

(P<0.05). 28,5°C’lik sicaklik soku derecesinde deneme gruplari arasinda larval yasama oranlari
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incelendiginde kontrol, ginogen diploid ve triploid gruplar1 arasinda istatistiksel agidan 6nemli
bir fark bulunmadig tespit edilmistir (P>0.05) (Tablo 10).

Siyang ve Suwen (1987) yapmis olduklar1 c¢alismalarinda Ctenopharyngodon idellus,
Magalobrama terminalis tiirlerinde eritrosit nukleus g¢ap Olglimiinii gergeklestirmislerdir.
Calismalarinda T/D eritrosit nukleus ¢ap oraninin >1,5 oldugunu tespit etmislerdir. Benfey ve
dig.’nin (1984) yapmis olduklar1 ¢alismada Salmo salar tiiriinde triploid oranini belirlemek
amaciyla eritrosit nukleus cap ol¢lim degerlerini kullanmiglardir. Elde ettikleri verilere gore
T/D oranlarinin 1,38 oldugunu tespit etmislerdir. Garcia Abiado ve dig.’nin (1999) yapmis
olduklar1 disi Stizostedion vitreum ve erkek Stizostedion canadense triploid ¢alismasinda,
triploidi oranim eritrosit ¢ap Ol¢iim degeri yardimiyla belirlemislerdir. T/D oraninin yapmis
olduklar1 ¢aligmada 1,7 oldugunu tespit etmislerdir. Akhan ve dig.’nin (2011), Delihasan
Sonay’in (2013) diploid ve triploid Karadeniz alabaliklar1 arasinda yapmis olduklar eritrosit
Olcim degerleri ¢aligmamda yapmis oldugum OSl¢iim degerleriyle benzerlik gostermektedir.
Sicak sok uygulamasinin bagarisinin ortaya konulmasi amaciyla yavru baliklardan alinan kan
orneklerinden eritrosit ve eritrosit ¢ekirdek ¢ap ve hacim dlgiimleri gerceklestirilmistir. Genel
olarak eritrosit ¢ap Ol¢limiiyle ilgili literatiirler incelendiginde T/D oraninin >1,5 oldugu
belirlenmis ve bu calismamizda elde ettigimiz T/D >1,5 oranmiyla benzerlik gdsterdigi ortaya

konulmustur.

Akim sitometrisi 6l¢timleri ploidi seviyesinin belirlenmesi amaciyla akuakiiltiir calismalarinda
kullanilmaktadir (Morgan ve dig., 1993; Chilmonczyk ve Monge, 1999; Kfoury Jr ve dig.,
1999; Scharsack ve dig., 2001). Bu tez ¢alismasinda da diploid ve triploid yapimin tespiti

amaciyla akim sitometrisi kullanilmigtir.

Propidyum iyodiir (PI) kullanilarak yapilan 6l¢iim degerleri incelendiginde kontrol ve diploid
ginogen gruplarin GO+G1 degerlerinin birbiri arasindaki oraninin ~1 oldugu ve triploid/ginogen
diploid oraninin ise >1,5 oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.5, 4.6 ve 4.7). Pierrez ve Ronot (1991)
yapmis olduklar1 ¢alismada diploid ve triploid gokkusagi alabaligindan elde ettikleri kan
orneklerini akim sitometrisi yardimiyla eritrosit DNA miktar analizini ger¢eklestirmiglerdir.
Triploid bireylerin akim sitometrisi sonuglarinin diploid bireylere gore DNA boyutlarinin farkli

oldugu GO+G1 degerlerinin T/D oraninin 1,5’den biiyiik oldugunu tespit etmislerdir.
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Kahverengi alabalik, gokkusagi alabalig1 ve diger balik tiirlerinde Ciudad ve dig. (2002), Liu
ve dig. (2007), Preston (2013) ve Zheng ve dig. (2017) tarafindan yapilan akim sitometrisi
analiz sonuglar1 incelendiginde; GO+G1 degerlerinin kontrol ve diploid ginogen gruplar
arasindaki oraninin =1 oldugu ve triploid/ginogen diploid oraninin ise >1,5 oldugu, caligmamda

elde ettigim degerlerle benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.

Salmonid erkeklerine spesifik sdY geni (Y-kromozom baglantili esey belirleme geni) Y-
kromozom tabanli esey belirleme geni PZR tabanli cinsiyet belirleme caligmalarinda son
yillarda molekiiler tan1 metodu olarak kullanilmaktadir (Morinha ve dig., 2012; Vanpe ve dig.,
2013; Yano ve dig., 2013). Yano ve dig. (2012), Angles D’ Auriac ve dig. (2014) ve Quemere
ve dig. (2014)’min yapmis olduklar1 ¢aligmalar incelendiginde jel igerisinde calismada
kullanilan balik 6rneklerinden kit yardimiyla elde edilen genomik (gDNA) ya da complementer
(cDNA) orneklerinde sdY gen varligt ya da yoklugunun tespiti gergeklestirilmis ve
calismalarinda uygulamis olduklari bu metod sayesinde disi balik oranini erken yasta ve dogru

bir sekilde tespit edebilmislerdir.

Bu c¢aligmalar incelendiginde Yano ve dig. (2012), Angles D’ Auriac ve dig. (2014) kullanmig
olduklari primer setlerinin baz uzunluklari farklilik gosterdigi goriilmektedir. Tez ¢aligmasinda
ise Quemere’nin (2014) kullanmig oldugu sdY primer ¢iftinin aynist kullanilmis ve benzer
sonuglar elde edilmistir. Ayrica ¢aligmada yeni sdY geni primer setleri dizayn edilerek sonuglar
incelenmistir. Elde edilen verilere gore sdY-1 ve sdY-2 primer setlerinden benzer sonuglar elde
edilirken sdY-3 primer setinde bant olusumu gergeklesmediginden gen tespiti yapilamamustir.
Calismamda dizayn edilen bu 2 yeni primer’in etkin bir sekilde sdY geni taramalarinda

kullanilabilecegi gosterilmistir.

Sonug olarak; ginogenetik karadeniz alabaligi iiretimi asamalarinin belirlenmesi amaciyla
gerceklestirdigimiz bu tez calismasinda, Karadeniz alabaliginin spermatolojik 6zelliklerinin
mevsimsel degisimi belirlenmis, uygun sperm sulandirma soliisyonu ve orani tespit edilmistir.
Bu bilgiler 15181nda, yiiksek yagama oranina sahip mayoginogenetik Karadeniz alabalig: tiretimi
icin uygun spermatozoa UV 1sinlama siddeti ve sliresi optimize edilmistir. Daha sonrada,
genomik DNA’s1 UV ile tahrip edilmis sperma ile ddllenen yumurtalarda diploid yapiy1
korumak veya normal spermle dollenen yumurtalarda triploid yapiyr saglamak iizere 2.kutup
cisimciginin ayrilmasini engelleyecek sicaklik sokunun optimal derecesi, uygulama zamani ve

stiresi belirlenmistir. Ayrica eritrosit ¢cap 6l¢limii, karyotip analizi, akim sitometrisi ile DNA
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miktar 6l¢iimii yapilmis ve deneme baliklarinin ploidi seviyeleri basarili bir sekilde tespit
edilmistir. Bunun yam sira salmonidlere 6zgii erkeklik geni, sSDY kullanilarak mitogenetik
Karadeniz alabaligi uygulamalarimizin bagarisi larval asamadaki baliklarin genetik cinsiyet
oranlari lizerinden giivenilir bir sekilde dogrulanmistir. Dahasi, ¢galismamizda cinsiyetin SDY,
erkeklik geni iizerinden molekiiler tespitinde kullanilabilecek 2 yeni primer seti gelistirilmistir.
Calisma sonunda elde edilen sonuglarin ilerde tamami disi ginogenetik Karadeniz alabalik
poptilasyonlart kullanilarak yiiriitiilebilecek ve Karadeniz alabaliginin yetistiriciligine pozitif
katkida bulunabilecek hastaliklara karsi direngli soy tiretimi, gen haritalamasi ve tespiti gibi

caligmalarin dizayn edilebilecegi diisiiniilmektedir.
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