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OZET
KAFEIN UYGULAMASI iLE TRIiPLOID KARABALIK
(Clarias gariepinus, BURCHELL 1822) URETIiMi

Bu c¢alismada kafein uygulamasinin triploid karabalik (C. gariepinus
Burchell,1822) iiretimi tizerine etkileri arastirilmistir. Karabalik (C. gariepinus)’ta
triploid bireyler elde etmek i¢in déllenmis yumurtalara, délleme isleminden 3 dakika
sonra 20 dakika stire ile farkli konsantrasyonlarda (5 mM, 10 mM ve 15 mM ) kafein
kullanilarak kimyasal soklama yapilmistir.

Iki aylik deneme periyodu sonunda, farkli dozlarda kafein uygulamas: ile elde
edilen triploid karabaliklarda; triploid orani, triploid verimliligi, kanibalizm ve yasama
oranlar verileri elde edilmistir.

Arastirma sonucunda, en disiik triploid oran1 (%20,40+1,13) ile 5mM’lik kafein
uygulamasi yapilan grupta; en yiiksek triploid orani ise (%69,10+2,18) ile 15mM’lik
kafein uygulamasi yapilan grupta gézlenmistir. Yine muamele gruplari arasinda en
yiiksek yasama orani (%72,58+0,45) ve en diisiik kanibalizm orani1 (%14,44+0,49) ile
5mM kafein soku uygulanan grupta tespit edilmistir. Sonucta; gruplar arasindaki en iyi
triploid oranini da g6z dniinde bulundurarak yasama ve kanibalizm orani bakimindan en
iyi grubun 15mM’lik kafein grubu oldugu sonucu ortaya ¢ikmustir. Ayrica kafeinin
karabaliklarda triploid tiretim i¢in kullanilabilecegi sonucu ortaya konmustur.

2012, 58 sayfa

Anahtar kelimeler: Karabalik, Clarias gariepinus, Triploid, Kanibalizm, Kafein



ABSTRACT
TRIPLOID PRODUCTION WITH CAFFEIN APPLICATION IN
AFRICAN CATFISH ( Clarias gariepinus, BURCHELL 1822)

In this study, it was investigated the effects of triploid production with caffein
application in African catfish ( C. gariepinus, Burchell 1822). To suppress the second
meiotic division, fertilized eggs were exposed to three different concentrations (5- 10
and 15-mM) of caffeine solution for 20 min beginning at 3 min after fertilization.

At the end of the two-month trial periods triploid rate, triploid efficiency,
cannibalism and survival rates were obtained by the application of three different
concentrations of caffeine.

As a result, the lowest rate of triploid (20.40 + 1.13%) in the group with a 5 mM
caffeine treatment, the highest rate of triploid (69.10 + 2.18%) was observed in the
group with 15 mM caffeine treatment. In addition, the highest survival rate among
treatment groups was 72.58 + 0.45% and the lowest rate of cannibalism was (44 +
0.49%) in the group treated with 5 mM caffeine shock. In conclusion, the best triploid
rate among groups in terms of survival and cannibalism rate is the result of 15 mm
caffeine group. In addition, as a result of caffeine can be used for the production of
triploid catfish.

2012, 58 pages

Keywords: African catfish, Clarias gariepinus, Triploidy, Cannibalism, Caffeine
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1. GIRIS

Su {irtinleri yetistiriciligi, gida liretim sistemleri igerisinde en hizli biiyliyen sektor
olup, ilkemizin 2010 yili su diriinleri toplam iretimi, bir onceki yila gore %4,83
oraninda artis gostererek 653 bin tona ulagsmustir. Yetistiricilik yolu ile tiretim miktart
167,141 ton olup, bu miktarm % 47 “si i¢ sulardan saglanmaktadir (TUIK, 2011).

Giiniimiizde, hizla artan diinya niifusu, ¢evre kirliligi ve ekolojik sorunlar nedeniyle
tiretime ilave kaynaklar gelistirilmesi, pazara olan talebin giderek artmasiyla birlikte
bunlarin verimli kullanimimnin saglanmasi 6nem kazanmistir. Su iiriinleri tiretiminin
sinirh seviyede olmasi ve talebin artmasi su {riinleri yetistiriciliginde verim artisina
onemli katki saglayan, biyoteknolojik yontemlerin hizla uygulamaya konmasini ve bu
konuyla ilgili bilimsel ¢aligmalarin artmasini zorunlu hale getirmistir. Bu yonde yapilan
biyoteknolojik ¢alismalar biiyiik bir potansiyele sahiptir (Lymbery, 2000).

Son yillarda genetik alanindaki hizli ilerlemeler sayesinde, balik kiiltiiriinde
uygulanan biyoteknolojik yontemler 6nemli gelismeler katedmis olup bunlardan bir
kismi pratikte bir kismi da laboratuvar kosullarinda yapilabilecek diizeydedir.
Biyoteknolojik  yontemlerin su {riinleri sektoriinde uygulamaya konmasiyla,
yetistiricilikten elde edilen su {rlinleri iretiminin ileriki yillarda insanlhigin besin
ithtiyacin1 karsilamada 6nemli bir role sahip olacagi tahmin edilmektedir Su {iriinleri
yetistiriciliginde biyoteknolojinin kullanimi1 ile canlinin biiylime hizinin artmasi,
canlinin yumurta veriminin artmasi, hastalik yapici enfeksiyonlarin etkilerinin en aza
indirilmesi, larval safhadaki yasama oranimin artmasi gibi faydalar saglanmis olur
(Lymbery, 2000; Turan, 2000).

Su iirlinleri yetistiricili§inde uygulanan biyoteknolojik yontemler;

a) Tek cinsiyetli popiilasyonlarin iiretimi, cinsiyet farklilagmasinin kontrolii

b) Kromozom manipiilasyonlari

c) Transgenik canli {iretimi

d) Kriyoprezervasyon (Gamet muhafaza) seklinde siralanir.

Su firtinlerinde biyoteknolojik ¢aligmalar arasinda kromozomal manipiilasyonlar en
cok kullanilan uygulamalardan biridir. Baliklarin ¢ogunda dig ddllenme meydana

geldiginden kromozom setlerinin manipiilasyonuyla kromozom sayisini kismen



degistirmek kolaydir. Kromozom manipiilasyon uygulamalar1 ile ginogenetik,
androgenetik, triploid ve tetraploid baliklar iiretilebilmektedir (Tave, 1993).

Triploid birey elde etmek amaciyla, kromozom manipiilasyonu ve poliploidizasyon
yontemleri, bircok sucul organizmalarin deneysel ve ticari liretiminde yaygin olarak
uygulanmaktadir (Teskered ve ark., 1993; Maclean ve ark., 1999; Linhart ve ark.,
2001). Bu yontemlerle elde edilen triploid bireylerin genellikle kisir oldugu
bilinmektedir. Triploid organizmalarda, gonad gelisimi, ebeveyn bakimi, kur yapma ve
diger iireme faaliyetleri ile ilgili olarak enerji tiiketiminin azaldig1r ve liretimde yem
doniistimii oraninin arttigi da kaydedilmektedir (Foresti ve ark., 1996). Su firiinleri
yetistiriciliginde isletme giderlerinin biiylik bir boliimiinii yem giderlerinin olusturmasi
nedeniyle, triploid bireylerde yem doniisiimii oraninin fazla olusu 6nemli bir avantaj
olarak bildirilmektedir (Linhart ve ark., 2001). Triploid birey tretiminin bir diger
avantaji da, endemik olmayan triploid tiirlerin dogal popiilasyona zarar vermeden
tretiminin kolaylikla yapilabilecegi seklindedir (Maclean ve ark., 1999). Endemik
olmayan triploid tiirlerin {iretim sistemlerinden dogaya ka¢masi durumunda kisir
olmalar1 nedeniyle dogal tiirler {izerinde risklerinin sinirli oldugu, dogal popiilasyonun
yapisint bozmayacagi bildirilmektedir (Peruzzi ve Chatain, 2000; Hulata, 2001; Zanuy,
2001).

Karabalik (C. gariepinus) Afrika orjinli sicak su baliklarindandir. Biyolojik
acidan incelendiginde diinyada Kkiiltiire alinacak ideal tiirler arasinda oldugu
sOylenebilir. Tropikal alanlarin %70’inde yayilis gdsteren karabalik, farkli bolgelerde
farkli dogal besinlerle beslenebilen, diisiik su kalitesine sahip sularda akis hizinin az
oldugu sularda yasayabilen, fazla miktarda yumurta verebilen ve kontrollii kosullarda

kolay bir sekilde yumurta alimi ve déllenmenin saglanabildigi baliklar arasinda yer alir
(Hecht ark., 1996).



Karabalik (C. gariepinus)’in sistematikteki yeri,

Sube (phylum): Vertabrata

Alt sube (subphylum): Pisces
Siif (class): Osteichthyes

Altsinif (subclass): Actinopterygii
Usttakim (super- order): Ostariophysi
Takim (order): Siluriformes
Familya (family): Clariidae
Cins (genus): Clarias
Tiir (species): gariepinus

Diinyada Giiney ve Orta Afrika’dan Orta Dogu ve Tiirkiye’ye kadar genis bir
yayilima sahiptir. Ulkemizde 6zellikle Akdeniz sahil kusaginim bir béliimiiniin, ekolojik
kosullariin elverisli olmasi nedeniyle karabalik iiretimine uygun oldugu sdylenebilir.
Karabalik iilkemizin, Antalya’dan Antakya’ya kadar olan sahil kusaginda bulunan tath
su kaynaklarinda ve kuzey kesiminde bulunan Sakarya Nehri’nde dogal olarak
bulunmakta ve iilkemizde bu cinsin yasayan tek tiiriinii temsil etmektedir Hatay
yoresinde ise karabalik, Asi Nehri ve Asi Nehri’ne bagli su kaynaklarinda dogal olarak
bulunmaktadir (Turan ve ark., 2005; Turan, 2005).

Ulkemizde ticari anlamda karabalik yetistiriciligi yapilmamaktadir. Karabalik
(C. gariepinus) diinyada, Afrika kedi balig1 olarak taninmasinin yani sira, sekiz biyik,
gelin balig1 ve kara yayin gibi isimlerle de adlandirilmaktadir. C. gariepinus subtropik,
bentopelajikte, 8-35 °C araliginda, tatli sularda yasayan, bilateral solunga¢ kemerlerinin
dorso-ventralindeki labirent organlari ile uzun siire nemli kosullarda su disinda hayatta
kalma (Demirsoy, 1993; Sarthan ve Cengizler, 1997), ayr1 eseyli ve ovipar iireme
ozelligine sahip oldugu bildirilmektedir. Ortalama 40-50 cm boy ve 1 kg agirliga
ulasabilirler. Bir ¢ifti iist ¢enede, {i¢ ¢ifti de alt ¢enede olmak tizere dort ¢ift biyiklari
vardir. Bas biiylik, gozler kiiciik ve dudaklar1 kalindir. Viicut rengi bulundugu ortama

gore degismekle birlikte genellikle sirti zeytini kahverengi veya koyu, yanlar gri-



kahverengi, karin bulanik beyaz renklidir (Demirsoy, 1993; Celikkale,1991; Geldiay ve
Balik, 1996; Demirsoy, 1996).

Tiirkiye de Akdeniz’in giineyinde, 6zellikle Hatay ili sinirlar1 i¢indeki Amik
GoOli’nlin kurutulmasindan sonra, a¢ilmis olan sulama kanallarinda ve goletlerde
genellikle iireme sezonunda karabaligin asir1 ve bilingsiz avciligi yapilmaktadir. Bu da
karabalik popiilasyonuna her gecen giin zarar vermektedir. 2006 yilinda 478 ton, 2008
yilinda 339 ton, 2009 yilinda 310 ton, 2010 yilinda ise 341 ton avcilig1 yapilmis olan
karabalik her gecen yil yapilan bilingsiz avciliktan dolay1 avlanma miktarin da énemli
diisiisler oldugu goriilmektedir (TUIK, 2011). Bu sebepten dolay: ihtiyag duyulan
karabalik miktar1 yakin gelecekte avcilik yolu ile saglanamayabilir. Gerek dogal
poplilasyonun korunmasi gerekse karabaliga olan talebi karsilamak ve iiretim miktarini
artirmak amaciyla zaman kaybedilmeden bu baligin yorede kiiltiire alinmasi biiyiik
onem arz etmektedir. Bolgemizde bu tlirlin yetistiriciliginin yayginlastirilmasi
gerekmektedir. Karabalik diinyada yetistiricilik sektoriinde dnemli tiirler arasinda olup,
yetistiricilik acisindan hizli biiylime ve diisiik oksijen toleransi gibi dnemli avantajlar
bulunmaktadir (Pillay, 1990; Appelbaum ve Mcgeer, 1998; Appelbaum ve Kamler,
2000). Ancak kontrollii yetistiricilik faaliyetlerinde larval donemlerinde goriilen
kanibalistik davranisindan dolayi diisiik yagsama orani1 gibi sorunla karsilagilmaktadir.

Bu sorunun nedenleri, canli biiyiikliiklerinde goriilen cesitlilik, alternatif avin
elde edilebilirligi, besin madde igerigi, avin baligin enerji gereksinimini
karsilayamamasi, popiilasyon yogunlugu, siginak durumu, su berrakligi, 151k siddeti,
yemleme siklig1 seklinde siralanabilir (Hecht ve ark., 1996).

Kanibalizm, Fox (1975)’a gore bazi canlilarin gelecekte var olabilme ve g¢evre
kosullarina uyum saglayabilmek ic¢in gelistirdigi bir mekanizmadir. Dogal balik
stoklarinda kanibalizm diizenleyici bir rol oynarken yiiksek yogunlukta yapilan balik
yetistiriciliginde sorun yaratabilmektedir. (Aluko ve ark., 2001). Yapilan ¢alismalarda
kalkan baligi (Scophthalmus maximus) (Smith, 1979), Levrek (Dicentrarchus labrax),
yilan baligi (Anguilla anguilla) (Degani ve Levanon, 1983), karabalik (C. gariepinus)
(Hecht ve Appelbaum, 1988) tiirlerinde kanibalizm davranisinin = gorildigi
bildirilmistir.

Kanibalizmin “intracohort” ve “intercohort” olmak iizere ikiye ayrilmaktadir.

Intracohort kanibalizm, ayni tiir i¢inde ve ayni yas grubundaki bireylerin birbirini



yemesi olarak tanimlanir ve en ¢ok balik larvalarinda ve jlivenil kafadanbacaklilarda
yaygindir. Intercohort kanibalizim ise kontrollii kosullarda kafadanbacaklilarla yapilan
caligmalarda, daha biiyiik ve yaslh bireylerin kendilerinden daha kii¢iik ve geng bireyleri
yemesi seklinde tanimlanan kanibalizm tiirii oldugu bildirilmistir (Wooton, 1990).

Karabaliklarda kanibalizm davraniglart avcinin avini yakalama sekline gore tip
1 (T1) ve tip 2 (T2) olmak iizere ikiye ayrilir. T1 kanibalistik davranista av ve avel
arasinda biiyiikliik farki yoktur ve avci avini kuyruktan yakalar, 1sirir ve avini bir siire
sonra yutar. T2 kanibalistik davranista ise av ve avci arasinda biiyiikliik farki olup, avci
avini bas kisimdan yakalar ve avinin tiimiinii yutar. Karabalik {izerinde yapilan
caligmalarda her iki kanibalistik davranigin da gozlendigi ancak birinci tip davranisin
daha yaygin oldugu bildirilmistir (Appelbaum ve Kamler, 2000). Karami ve ark. (2009),
karabaliklarda kanibalistik davranisin 13-15. giinlerde (8 mm ortalama boy) baslayip,
aktif olarak yem almaya basladiktan sonraki 47. giine (ort. 80 mm boyda) kadar devam
ettigini bildirmislerdir. ~ Genel olarak kedibaliklarinda kiiltiir kosullarinda uygun
sartlarin  saglanmamasi durumunda kanibalizm oranimmin %65’e¢ kadar ¢iktig
bildirilmistir (Appelbaum ve Kamler, 2000). Kanibalizm sorununun, karanlik veya los
151kl yetistiricilik ortaminin saglanmasi, diizenli ve besin igerigi zengin yem ile
yemleme yapilmasi ile maksimum hizda biiylimenin saglanmasi, yetistiricilik yapilan
alanlara daha fazla korunaklarin yerlestirilmesi, uygun yogunlukta stoklarin yapilmasi
ile azaltilabilir oldugu bildirilmistir ( Mukai, 2011; Turan, 2005b; Appelbaum ve
Kamler, 2000). Ancak tiim bu onlemlere ragmen %16 — 20 oranlar1 arasinda devam
ettigi tespit edilmistir (Karami, 2009). Triploid uygulamasi yapilan bir ¢ok balik tiirtinde
triploid bireylerin, diploidlerine oranla daha az agresif davranig gosterdiklerini, sese ve
151k gibi cesitli ¢evresel uyaricilara kars1 daha az duyarli olduklarini tespit etmislerdir.
Hiicre bagina diisen hemoglobin igeriginin yiiksek oldugunu, tire gore degisim
gosterdigini tespit etmislerdir (Tiwary ve ark., 2004).

Bu noktadan hareketle karabalik yetistiriciliginde yasanan bu sorunun
agilabilmesi ve iiretimin yayginlastirilabilmesi amaciyla kimyasal sok uygulamasi ile
triploid {iretimin gergeklestirilmesi planlanmaktadir. Ayrica bu ¢alisma ile daha 6nce
karabaliklar ve diger balik tiirleri tizerinde uygulanmamis olan, ¢evreye zarar vermeyen,
giivenli ve wucuz bir kimyasal olan kafeinin farkli dozlarmin kullanilabilirligi

arastirilacaktir.



Calismamiz sonunda 3n kromozom setine sahip bireylerin elde edilebilmesi ile
birlikte triploidzasyonun karabaliklarda biiyiime, yasama orani ve kanibalizm iizerine

olasi etkileri ve diploid karabaliklar arasindaki farkliliklar incelenecektir.



2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. TRIPLOIDIZASYON

Triploid, balik yetistiriciliginde kullanilan yaygin bir kromozomal manipulasyon
yontemi olup canlinin bir hiicre ¢ekirdeginde normalde bulunmasi gereken iki set
kromozom yerine ii¢ set kromozom bulundurmasi halidir ve 3N ile gosterilir (Tave,
1993). Triploid balik iiretimi dollenmeden kisa bir siire sonra fiziksel ve kimyasal
soklar ile tetraploid ve diploid baliklarin ¢aprazlanmasi sonucu elde edilir (Sekil
2.1).

Tetraploidy & Diploid
Gamet Gamet
Triploid birey

GN)

Sekil 2.1. Tetraploid (disi) ve diploid (erkek) bireyden triploid birey elde edilmesi

Bilindigi gibi balik yumurtalar1 dollenene kadar ikinci kutup hiicresi disari
birakmaz. Bu nedenle, eger yeni dollenmis yumurta soklanacak olursa sok ikinci polar
cisimcigin yumurtadan ayrilmasini onlemis olur. Sonu¢ olarak ddllenmis yumurta 3
haploid niikleus icerir. Bunlardan biri yumurtadan, biri spermden ve digeri de ikinci
polar cisimcikten gelir. Boylece triploid balikta iki kromozom seti yumurtadan, bir
kromozom seti spermden gelir. Bu ii¢ haploid niikleus, triploid zigot olusturmak iizere
kaynasir ve triploid birey elde edilmis olur (Sekil 2.2). Poliploid uygulamalarinin
basarisi, balik tiirti, su sicakligi, sokun baglama zamani, yogunlugu ve siiresine baglhdir.
Sok uygulamasi i¢in uygun zaman tiirler arasinda farklilik gostermekle birlikte;
gelismenin hizi, 6zellikle triploid i¢in ikinci mayoz bdliinmenin zamani ve tetraploid
igin birinci mitoz boliinme zamanina baghdir (Arai ve Wilkins, 1987; Shepherd ve
Bromage, 1988; Purdom, 1993; Tave, 1993).
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Sekil 2.2 . Baliklarda poliploidi (triploid, tetraploid) olusumu (Aydin, 2008).

Triploid organizmanin steril olusu ve dogal popiilasyona kagmasiyla olusacak

genetik etkinin smirli olusundan dolay1 gesitli uluslararasi organizasyonlar (NASCO,



FAO, ICES) tarafindan yetistiricilikte ve baliklandirma calismalarinda kullanilmasi
tavsiye edilmektedir. Ayrica poliploidi, Avrupa Birligi mevzuatina gore (90/220/CEE
23 Nisan 1990) genetigi degistirilmis organizma (GDO) olarak tanimlanmamaktadir.
Triploid uygulama, genetigi degistirilmis organizmalarin (GDO) dogal stoklara
bulagsmas1 probleminin ¢6ziimii i¢in Onerilmekte olup, triploid baliklarin dogaya agik
ortamlarda yetistiriciliginin yapilmasi ile birlikte, organizmanin %2100 steril olarak
tiretilmesi ve kontrol edilmesi saglanacaktir (Piferrer ve ark., 2006)

Ekonomik ve ekolojik faydalarindan dolayi triploid uygulamalar1 son yillarda
Cypriniformes’ten Pleuronectiformes’e kadar bir¢ok tatli su ve deniz baliklarinda
yayginlagsmustir. Triploid biiyiik 6lgekte steril balik tiretmek igin etkili, ekonomik ve ¢ok
pratik yol olarak bilinmektedir. Sterillik, cinsel olgunlugun somatik biiyiimede, yasam
orani ve et kalitesinde meydana getirdigi olumsuz etkileri engeller. Yapay triploidnin
uygulanmasiyla dogal ve kiiltiir baliginda genetik ve ekolojik etkilerin interaksiyonu
onemli diizeyde azaltilir (Cotter ve ark., 2000).

2.1.1. Triploidizasyon Yontemleri

Triploid normal gametlerin doéllenmesini takiben; basing soklari, termal (sicak
veya soguk 1s1) soklar, kimyasal maddelerle yapilan soklar (6-dimetilaminopurin (6-
DMAP), colchicine, cytochalasin B), elektrik soklari, X 1smnlari ile soklama gibi
metotlarin  kullanilmast ile ikinci Kutup cisimcigin  yumurtadan ayrilmasinin
durdurulmasi, diploid (2N) ve tetraploid (4N) baliklarin giftlestirilmesiyle elde edilir
(Ozden ve ark., 2003; Okumus, 2008).
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Sekil 2.3. Triploid sok wuygulama yontemleri (Turan, 2000’den alinarak yeniden

diizenlenmistir.)

2.1.2. Triploidlerin Belirlenmesi

Triploidlerin tantmlanmasinda kullanilan yontemler indirekt yontemler ve direkt
yontemler olmak tizere ikiye ayrilir (Purdom, 1993)
Indirekt yontemler;
e Protein elektroforezi,
e (Cekirdekcik sayimu,
e Hiicre biiytikligi
e (ekirdek biiylikligiiniin 6l¢timidiir.
Direkt yontemler ise;
e DNA igeriginin belirlenmesi
e Kromozom sayimi seklinde siralanabilir (Tiwary ve ark., 2004).
Bu yontemler arasinda yaygin olarak kullanilan metotlardan biri de direkt
yontemlerden olan DNA igeriginin akim sitometri cihazi ile belirlenmesidir. Akim
sitometri, ¢esitli hiicrelerin slispansiyon halinde bir kanal boyunca tek tek bir sira haline

gelerek ince bir kanaldan ge¢mesiyle, hiicre biiyiikliigli ve graniilaritesine bagli olarak



siiflandirilmas: ilkesine dayanan bir cihazdir. Sitometri, hiicrelerin veya biyolojik
parti-kiillerin fiziksel ya da kimyasal karakterlerinin dlgiilmesidir. Akim sitometri’de
Olctimler, siispansiyon igindeki hiicrelerin 6l¢iim yapacak olan aparattan birer birer
gegmesiyle yapilir (Alice, 2004).

Akim sitometrinin ¢aligsma prensipleri 1870°1i yillara kadar dayanmakla birlikte
1969 yilinda argon lazerinin kullanilmaya baslanmasi, 1980 yilinda ayirma igleminin
bulunmasi ve son 10 yildir siirekli olarak gelistirilerek giiniimiize kadar gelismistir
(Dunphy, 2004). Akim sitometrinin temel yaklasimi, hiicrelerin boyut, sekil, DNA ve
RNA igerigi, sitoplazmik graniileritesi agisinda degerlendirilmesidir (Demirel, 1995).
Bu amagla hedeflenen yap1 ya da hiicre dnce fliioresan madde ile isaretli bir antikor
veya Ozel bir boya (niikleik asitlere 6zel propidium iodide) kullanilarak isaretlenir. Bazi
canlilarda ise, Klorofil gibi maddelerin kendilerinin fliioresan 6zellige sahip oldugu
goriilmektedir (Collier, 2000). Akim sitometri cihazi ile analizi hedeflenen yap1 ve
hiicrelerinin sayisi, tiirii ¢ok kisa siirede, ucuz ve etkin bir sekilde belirlenebilir

(Karaboz ve ark., 2008).

2.2.Triploidizasyonun Etkileri

2.2.1. Triploid Uygulamasinin Biiyiimeye Etkisi

Ticari balik {iretimi ic¢in biliylime orani, yem degerlendirme orani baliktaki
morfolojik yapilar onemli bir Ozelliktir. Triploid balik {iretimi ile kanal kedibalig
(Ictalurus punctatus) Nil tilapyast (Oreochromis niloticus), Hint kedibalig
(Heteropneustes fossilis), Oreochromis aureus, yaym baligi (Siluris glanis) ¢izgili
levrek (Morone saxatilis)’te kisirlik ve diisiikk gonadal gelisimleri nedeniyle daha
yiiksek bir biiylime potansiyeli saglanmaktadir. Gokkusagi alabaliginda (O. mykiss)
triploidlerinin  biiyiime performanst diploidlerine gore daha disiik, triploid
kedibaliklarinda ise 14. haftadan sonra daha iyi biiylime oldugu bildirilmistir. (Tiwary
ve ark., 1999). Somatik biiytime, kas dokusuyla iliskilidir ve triploid bunu
etkilemektedir (Maxime, 2008).



2.2.2. Triploid Uygulamasinin Yem Déniisiimiine EtKisi

Yem doniisiimi baliklarin farkli boylarina, farkli yetistirme kosullarina ve verilen
yemin igerigine gore degigsmekte olup, baliklarda biiyiime performansini belirlemede en
¢ok kullanilan degerlerden birisidir (Aquamedia, 2006). Ot sazan1 (Ctenopharyngodon
idella), karabalik (C. gariepinus) ve gokkusagi alabaligi (O. mykiss)’nda triploid
uygulamasi sonucu yemi daha iyi degerlendirdikleri yonelik ¢alismalar bulunmaktadir
(Wiley ve Wike, 1986; Henken ve ark.,1987; Oliva-Teles ve Kaushik,1990).

Triploid uygulanan baliklarda gonadal gelisimin olmamasindan beklendiginden
dolay1 balik tarafindan alinan yem sadece ete doniisebilmekte, bu da triploid baliklarin
hizl1 bir sekilde pazar boyuna ulasabilmesini saglamaktadir. Ayrica bazi balik tiirlerinin
disi triploidlerinde yag birikimi ve kas pigmentasyonunun disi diploidlerine gore daha

yiiksek oldugu tespit edilmistir (Tiwary ve ark., 1999).

2.2.3. Triploid Uygulamasimin Hastaliklara EtKisi

Triploid uygulanan baliklarda Vibrio, Aeromonas, Renibacterium, enfeksiyoz
hematopoetik nekrozis hastaligi gibi hastaliklarina olan tolerans diploidleri ile aynidir.
Ancak triploid gokkusagi alabaligmm diploidlerine gore Flavobacterium
branchiophilum enfeksiyonuna karg1 daha savunmasiz oldugu bununla birlikte kanser
hiicrelerinin gelisiminin triploid alabaliklarda daha az goriildiigii bildirilmistir (Tiwary
ve Ray 2004). Yine yapilan ¢alismalarda, kedi baliklarinda bazi triploid bireylerde
goriilen kusurlu ve kii¢lilmiis solunga¢ ylizeyi yaninda omurgada egrilik ve omur

sayisinda azalma oldugu kaydedilmistir (Maxime, 2008).

2.2.4. Triploid Uygulamasinin Bahk Morfolojisi Uzerine Etkisi

Yapilan calismalarda triploid baliklar diploidleri ile karsilastirildiginda bazi
morfolojik  farklarin  olustugu gdzlemlenmistir. Ornegin Asya kedibaliginda
(Hembagrus nemurus) viicut uzunlugunun viicut derinligine oraninda azalma, Atlantik

salmonlarda (Salmo salar) alt ¢ene deformitesi, iskelette anormallik, erkek kanal



kedibaliklar1  (Ictalurus punctatus) kiigik kafa yapisi, Hint kedibaliginda
(Heteropneustes fossilis) kamburluk oldugu gozlemlenmistir (Tiwary ve ark., 2005;
Peruzzi ve ark., 2010)

2.2.5. Triploid Uygulamasinin Balik Davramslar1 Uzerine Etkisi

Tim canlilarda oldugu gibi baliklarda da her tiirlii davranis, hormonlarin
salgilanmasi, koordinasyonu ve ylriitiilmesi merkezi sinir sistemi tarafindan diizenlenir.
Triploid uygulamasi yapilmis baliklarda merkezi sinir sistemi {izerinde etkili olan
hormonlarin seviyelerinde diismeye bagli olarak triploid baliklarin gesitli gevresel
uyaricilara karst duyarhiliklarinin azaldigi bildirilmektedir. Bu  nedenle; triploid
uygulamasi yapilan ayu baliklart (Plecoglossus altivelis) Gokkusagi alabalig
(Oncorhynchus mykiss), kavgaci siyam balig1 (Betta splendens), Atlantik salmonlar,
Chinook salmon (Oncorhynchus tshawytsch) gibi saldirgan davranis ve kanibalistik
ozelliklik gosteren baliklarda bu davranislarin en aza indigi, daha sakin ve uysal

davranis sergiledigi kaydedilmistir (Tiwary ve ark., 2004).

2.2.6. Triploid Uygulamasi Yapilan Balik Tiirleri

Ctenopharyngodon idella (Cassani ve Caton, 1985,1986;), Tilapia mossambica
(Penman ve ark., 1987; Pandian ve Varadaraj 1990), Ictalurus punctatus (Wolters ve
ark., 1987; Chrisman ve ark., 1983; Bidwell ve ark., 1985), Clarias batrachus
(Manickam, 1991), C. gariepinus (Henken ve ark., 1987), Silurus glanis (Krasznai ve
Marian, 1986), Salmo salar (Benfey ve Sutterlin, 1984; Johnstone ve ark., 1989),
Oncorhynchus kisutch (Johnson ve ark., 1986), Oncorhynchus gorbuscha (Utter ve ark.,
1983), Salmo trutta (Arai ve Wilkins, 1987), Acipenser transmontanus (Suzuki ve ark.,
1985; Chao ve ark., 1986), Gasterosteus aculeatus (Swarup, 1959), Oryzias latipes
(Naruse ve ark., 1985), Micropterus salmoides (Garrett ve ark., 1992), Oncorhynchus
mykiss, Clarias batrachus, Perca flavescens, Salvelinus fontinalis, D. labrax, Puntius
gonionotus ve S. aurata gibi balik tiirlerinde uygulanmistir (Manickman, 1991;
Teskeredzic ve ark, 1993).



Triploid, yass1 baliklardan kalkan (Psetta maxima) ve pisi baligi (Pleuronectes
platessa)’nda basariyla kullanilmaktadir. (Shepherd ve Bromage, 1988).

2.3. Triploid Uygulamalar

Lawson ve Ishola (2010), Karabalik (C. gariepinus) ile yaptiklar1 8 haftalik
triploid ¢alismasinda baliklara déllenmeden 4 dk sonra 5 °C’de 40 dk boyunca soguk
sok uygulamistir. Uygulama yapilmis yumurtalarin larval donemlerinde %4’iinde biiyiik
govde goriilmiis ve bu larvalarin 6ldiigii gézlenmistir. Caligma sonucunda soguk sok
uygulanan baliklarda yasama orani %62,3, kontrol grubunda ise %93,5 oldugu, soguk
sok uygulanan gruptaki larvalar da 0,20 g, kontrol grubunda ise 0,16 g agirlik artisi
oldugunu bildirmislerdir.

Okumura ve ark., (2007) Abalon (Haliotis discus hannai) iizerinde yapmis
olduklar1 kafein uygulamasi ile triploid iiretim ¢alismasinda kontrol grubu dahil ii¢
farkli muamele grubu olusturmustur. Abalon yumurtalarina déllenmeden 12 dk sonra 24
dk boyunca 0 - 10 mM - 15 mM oraninda kafein ile kimyasal sok uygulamasi yapilmis
ve deneme sonunda triploid orani1 %91 ile %100 aras1 bulunmustur. Calismada en iyi
yasama oraninin ise %31,7 ile 10 mM’lik kafein soku uygulanan grupta oldugunu
bildirmislerdir.

Karami ve ark., (2009) Karabalik (C. gariepinus) ile yaptiklar1 triploid
calismasinda yumurtalara déllenmeden 3 dk sonra 5 °C’ sicaklikta 40 dk soguk sok
uygulamistir. Sonug olarak soguk sok uygulamasi yapilan gruptaki yavru cikis orant
%42 kontrol grubunda ise %76 oraninda saglanmistir. Triploid baliklarin boylari,
diploid baliklardan %11 oraninda daha kisa, agirliklarinin ise %18 oraninda daha az,
triploidlerin eritrositleri diploitlerin eritrositlerinden %25 daha fazla yogunluga sahip
%38 oraninda daha genis oldugu bildirilmistir. Ayrica triploid baliklarda kanibalizim
oraninin (%17,52 + 1,5) diploid baliklarin kanibalizm oran1 (%14,95 + 2,1) ile arasinda
onemli bir fark olmadigini tespit etmislerdir.

Hammed ve ark., (2010) Karabalik (C. gariepinus) yumurtalarinin
dollenmesinden 3 dk sonra yumurtalara 0 °C’de 4 farkli siirede ( 0, 15, 25, 30 dk) soguk

sok uygulamiglardir. Uygulama sonunda en iyi triploid oranimin 15 ve 20 dk boyunca



soguk sok uygulanan grupta yumurtadan ¢ikis orami %15, 30 dk’lik soguk sok
uygulamasinda yumurta c¢ikis oranin %30 oldugunu tespit etmislerdir. Uygulama
gruplarindan en iyi sonucun ise %55 yumurta ¢ikisi, %43,5 yasama orani ve %55 - %75
arast triploid orani ile 25 dk’lik soguk sok uygulamasiyla saglandigini bildirmislerdir.

Tiwary ve ark., (1997) Hint kedibalig1 (Heteropneustes fossilis) yumurtalarinin
doéllenmesinden sonra 4 °C’de 10 dk, 20 dk, 30 dk, 40 dk olmak iizere 4 farkli siirede
soguk sok uygulamasi yapilmis ve sonug olarak 10 ve 20 dk soguk sok uygulanan
yumurtalarin triploid oranlar1 arasinda pek bir fark olmadigi ve diger gruplara gére daha
az oldugu, 30 dk ve 40 dk siire ile soguk sok uygulanan yumurtalarda diger gruplara
gore daha yiiksek triploid saglandig1 ancak en iyi oranin % 94,13 ile 30 dk soguk sok
uygulanan grupta oldugu bildirilmis, ancak yumurtadan ¢ikis oraninin triploid oraniyla
ters orantil1 olarak yiikseldigi goriilmiistiir.

Manickam (1991) Asya kedibaliklar1 (Clarias batrachus) yumurtalarinin
dollenmesinden sonra yumurtalara 5 °C’de 1 saat boyunca soguk sok uygulamustir.
Uygulamada %100 triploid yavru elde etmis ancak 1 saat ve daha fazla soguk sok
uygulamasinda yavrularin 6liim oranlarinin %100 oldugu bildirilmistir.

Linhart ve ark., (2001) yayin baligi1 (Silurus glanis) triploid iiretiminde soguk
sok, sicak sok ve basing soku uygulamislardir. Sicak sok uygulamasi gamet
aktivasyonundan 9 dk sonra 41 °C’de 45 sn boyunca uygulanmis, %88 oraninda basari
saglanmig ve triploid verimi %38 oldugu bildirilmistir. Soguk sok uygulamasi ise gamet
aktivasyonundan 9 dk sonra 6 °C’de 20 dk boyunca uygulanmis, %100 oraninda basari
saglanmis ve triploid veriminin %33,4 oldugu gorilmiistiir. Basing soku ise gamet
aktivasyonundan 3 dk sonra 600 kg-cm? 4 dk boyunca uygulanmis ve % 97,8 triploid
elde edilmis, triploid veriminin ise %33,7 oldugu goriilmistiir. Boylece, sicak-soguk ve
hidrostatik basin¢ sokuyla triploidlerin yiiksek oranda gelisimi i¢in yayimn baliklarinda
triploid indiiksiyonlar1 uygulamada uygun hale getirilmistir. Bir yasindaki diploid ve
triploidlerin biiylime performanslari degerlendirilmis, farkli metotlarla kromozom sayzisi
seviyesi saptanmistir.

Da Silva ve ark., (2007) yapmis olduklar triploid karabalik (C. gariepinus)’ta
soguk sok uygulamislardir. Uygulamay1 dllenmeden 3 dk sonra 4 °C’de 20 dk, 30 dk,
40 dk ve 7 °C’de 20 dk, 30 dk, 40 dk olmak iizere 3’erli grupta denemislerdir.
Déllenmeden sonra 4°C’de yapilan 20 dk’lik soguk sok uygulamasinda triploid %97,2



yasam orani %65, 30 dk’lik soguk sok uygulamasinda triploid %42 yasam oran1 %7,8,
ve 40 dk’lik uygulamada ise triploid ve yasama oraninin %0 oldugu goriilmiistiir.
Déllenmeden sonra 7 °C’de yapilan 20 dk’lik soguk sok uygulamasinda triploid %92
yasama orani %52,6, 30 dk’lik soguk sok uygulamasinda triploid %0 ve yasama orani
%1,2, 40 dk’lik uygulamada triploid %0 ve yasam orani %0 olarak gorilmustiir.
Yapilan bu denemeler sonucu 4 °C’de 20 dk’lik soguk sok uygulamasinin en iyi triploid
birey ¢ikis ve yasam oranini verdigi goriilmiistiir.

Henken ve ark., (1987) karabalik (C. gariepinus) ile akvaryumda bir kontrol ve
bir sok uygulamasi ile birlikte iki deneme grubu olusturmuslardir. Denemede balik
yumurtalarinin  déllenmesinden 3 dk sonra 5 °C’de 40 dk boyunca soguk sok
uygulamiglardir. Deneme sonunda %95 oraninda triploid birey elde etmislerdir. Daha
sonra triploid ve diploid bireylerin beslenme diizeyi hesaplanmaksizin viicut
kompozisyonlar1 ve agirliklari karsilastirildiginda triploid bireylerin diploidlerine gore
daha fazla oldugunu tespit etmislerdir.

Gheyas ve ark., (1998) Hint kedibalig1 (Heteropneustes fossilis) yumurtalarinin
dollenmesinden 3 dk sonra soguk soku 2 °C ve 4 °C’de ayr1 ayr1 5, 10, 15, 20, 25, 30 ve
35 dk’lik farkli siirelerde uygulamiglardir. Uygulama sonunda en iyi sonucun
%57,32’lik yasama orani, %95,14 triploid orani ile 2 °C’de 10 dk boyunca soguk soka
maruz kalan grupta oldugu bildirilmistir.

Zhang ve ark., (1998) Pasifik istiridyelerine (Crassostrea gigas) kimyasal soku
(kafein; 10, 15, 20mM/L) ve sicak sokunu (32, 34, 38 °C) birlikte uygulayarak triploid
denemesi yapmislardir. Deneme sonunda en iyi triploid veriminin %41,5 ile 20 mmol/L
kafein soku ile birlikte uygulanan 10 dk’lik 34 °C sicak sok uygulanan grupta oldugunu
tespit etmislerdir.

Ruihai ve ark., (2001) pasifik istiridyesi (C. gigas) iizerinde kimyasal sok
(kafein; 2 g/L) ve sicak sokunu (33 °C) birlikte uygulayarak yaptiklari triploid
calismasinda kafein sokunun D bi¢imli larva ¢ikis oranini azalttigy, triploid birey oranin
artirdigini, sicak soku ile triploid oraninin azaldigini tespit etmislerdir. Calisma sonunda
ise %80 triploid birey elde edildigi ve %45 oraninda D bigimli larva ¢ikist oldugunu
bildirmislerdir.

Olufeagba ve ark., (1999) Heterobranchus longifilis tizerinde denemis olduklar

soguk sok ile triploid iiretim galigmalarinda balik yumurtalarina déllendikten 5 °C’de 4



dk boyunca soguk sok uygulamislardir. Bir kontrol grubu ve bir uygulama grubu olmak
tizere iki gruptan olusan denemenin sonunda uygulama grubunda kromozom sayim
yontemi ile triploid oraninin %100, diploid ve triploid bireylerin yasama oranlarinin ise
strastyla ; %91,6 ve %66,1 oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica triploid bireylerin diploid
bireylere gore daha iyi biiyime gosterdigini bildirmislerdir.

Huergo ve Zaniboni - Filho (2003) kasim (T1) ve aralik (T2) aylarinda Giiney
Amerika kedibaligi (Rhamdia quelen) iizerinde basing soku ile triploid birey iiretim
calismasi i¢in her bir ay i¢in 7 farkli grup olusturmuslardir (T1) ve (T2)’de yapilan
uygulamada balik yumurtalarina (1) déllendikten 5 dk sonra 5 dk boyunca 2,7579760 x
10" Pa’ , (2) dollendikten 5 dk sonra 2 dk boyunca 3,4473950x 10 Pa', (3)
déllendikten 2 dk sonra 5 dk boyunca 3,4473950x 10° Pa', (4) dollendikten 5 dk sonra
5 dk siire ile 3,4473950 x 10" Pa', (5) déllendikten 8 dk sonra 5 dk siire ile 3,4473950 x
10 Pa', (6) dollendikten 5 dk sonra 8 dk siire ile 3,4473950 x 10’Pa’ ve son olarak (7)
dollendikten 5 dk sonra 5 dk siire ile 4,1368740 x 10’ Pa' basing uygulamasi
yapmiglardir. Deneme gruplarinin (T1 ve T2) sonuglart karsilagtirildiginda en yiiksek
triploid orani (T1)’de yapilan 3. ve 4. grupta %100 oldugu , en yiiksek ¢ikis oraninin
(T1)’de yapilan 2. grupta %44,3 , yasama oraninin ise yine (T1)’de 4. ve 5. grupta
%100 oldugunu bildirmisglerdir.

Gima, (2009) Yassibas kedibaligi (Pylodictis olivaris) tizerinde basing
uygulamasi ile yapmis olduklar triploid ¢aligmasinda triploid birey, biiylime ve yagama
oranlarini incelemislerdir. Denemede yaklagik 100 g dollenmis yumurtaya 5 dk sonra 5
dk siire ile ayr1 ayrt ve sirayla 0; 5,500; 6,000; 6,500; 7,000; 7,500 psi. basing
uygulamasi yapmiglardir. Deneme sonunda en yiiksek triploid oraninin 6,500; 7,000 ve
7,500 psi. basing uygulamasi ile %100 oldugunu, en iyi ¢ikis saglanan grubun ise %16,7
orant ile 6,500 psi basing grubunda oldugunu bildirmislerdir.

Garner ve ark., (2008) Chinook salmon (Oncorhynchus tshawytscha)’ unda
triploid uygulamasiyla birlikte yavru chinook salmonlarin diploid ve triploidleri
arasinda saldirgan ve yeme davraniglari, biiylime oranlari, kortizol seviyelerini
incelemislerdir. Triploid balik tiretimi i¢in salmon yumurtalarina déllenmeden 30 dk
sonra 5 dk boyunca 6,89 x 10* kPa basing soku uygulamasi yapmuslardir. Yapmis
olduklar1 basing soku uygulamasinda %83 oraninda triploid birey elde etmislerdir.

Yapilan grup karsilagtirmalarinda triploid ve diploid bireyler arasinda biiylime



oranlarinda ve plazmadaki kortizol diizeylerinde farkin olmadig1, ancak triploid chinook
salmonlarin beslenme sirasinda diploidlerine gore daha az agresif davranig gosterdigini
tespit etmislerdir.

Haniffa ve ark., (2004) Hint kedibalig1 (Heteropneustes fossilis) yumurtalarina
dollendikten 2,5 dk sonra 4 dk boyunca 40 °C’de sicaklik soku uygulamasi ile %82+7
oraninda triploid birey ve yine balik yumurtalarinin bir kismina déllendikten 30 dk
sonra 4 dk boyunca 40 °C’de sicaklik soku uygulamasi ile % 40+8 oraninda tetraploid
birey elde etmislerdir. Deneme sonunda diploid ve triploid baliklarin kirmizi kan
hiicrelerinin ¢ekirdek hacimleri karsilastirildiginda biiyiikligiin 1,4 kat1 oldugunu tespit
etmislerdir.

Fukushima ve ark., (2012) Giiney Amerika kedibaligi (Rhamdia quelen)
tizerinde yapmis olduklar triploid uygulamasinda diploid ile triploid baliklar arasinda
hematolojik farkliliklart incelemislerdir. Giiney Amerika kedibaliklarina déllenmeden 4
dk sonra 5 dk boyunca 5000 psi basing soku uygulamislardir. Yapmis olduklar1 basing
soku uygulamasinda %100 oraninda triploid birey elde etmislerdir. Diploid ve elde
ettikleri triploid baliklarin kirmizi kan hiicrelerinin morfolojik analizi yapildiginda;
sonu¢ olarak triploid balik hiicreleri ve hiicre g¢ekirdeginin uzunlugu, genisligi ve
hacimlerinin diploid balik hiicrelerinden daha biiyiik oldugunu bildirmislerdir.

Turan ve ark., (2012) Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) iizerinde
yapmis olduklar1 kafein uygulamasi ile triploid iiretim ¢alismasinda kontrol grubu dahil
olmak iizere dort fakli muamele grubu olusturmuslardir. Gokkusagi alabaligi
yumurtalarina déllenmeden 15 dk sonra, 10 dk boyunca O - 5 - 10 ve 15 mM oraninda
kafein ile kimyasal sok uygulamasi yapmislardir. Deneme sonunda yasama oranlari
incelendiginde; 5 mM’lik kafein uygulamasi ile %77,54, 10 mM’lik kafein uygulamasi
ile %82,51, 15 mM’lik kafein grubunda %82,31, kontrol grubunda ise %83,24 oldugu
goriilmistiir. En 1yi triploid oraninin 15 mM’lik kafein uygulamasi ile %45,40 oldugunu
bildirmiglerdir.

Turan ve ark., (2012) Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) tizerinde
yapmis olduklart sicaklik ve kafein soku kombinasyonu ile triploid iiretim galismasinda
kontrol grubu dahil olmak iizere iki fakli muamele grubu olusturmuslardir. Uygulama

yumurtalar déllendikten 15 dk sonra 10 dk boyunca 28 °C sicaklik sokuyla beraber 15



mM kafein sokuna tabi tutularak yapilmistir. Deneme sonunda muamale grubu yasama
oraninin %52,15, ve triploid oraninin % 59,21 oldugunu bildirmislerdir.

Lilyestrom ve ark., (1999) disi kanal kedibalig:1 (Ictalurus punctatus) x erkek
mavi kedibalig1 (Ictalurus furcatus) (3n), kanal kedibalig1 x beyaz kedibaligi (I. catus)
(3n) hibridleri tizerinde triploid ¢alismasi yapmislardir. Calismada O toleransi, yasama
orani, morfolojik yapilar incelenmistir. ilk hibrid grubu yumurtalarina déllenmeden 10
dk sonra 30, 45, 60 dk boyunca 5 °C’de soguk sok, ikinci hibrid grubuna yumurtalarin
déllenmesinden 5 dk sonra 5 dk boyunca 4,83 x 10* ve 5,52 x 10* Pa basing soku
uygulayarak triploid birey elde etmisleridir. Sonu¢ olarak gruplar karsilastirildiginda
diploidlerde diisiik O; toleransi triploidlere gore daha yiiksek, kafa agirliklar1 ayni,
yasama oranlari agisindan incelendiginde triploidler ile diploidler arasinda benzer
sonuclarin ortaya ¢iktigini bildirmisilerdir.

Na-Nakorn ve Lakhaanantakun, (1993) Biiyiikbas kedibaligi (Clarias
macrocephalus) tizerinde yapmis olduklar triploid ¢aligmasinda balik yumurtalarina
dollendikten hemen sonra 7 °C’de 25 dk boyunca soguk sok uygulamislardir. Bes aylik
sonunda triploid bireylerin yasama oran1 %34,7, kontrol grubunun yasama oraninin
%62,1 oldugunu tespit etmislerdir. Calisma sonunda viicut agirliklar1 ve yem doniisiim
oranlar1 incelendiginde diploid bireylerin viicut agirligi (60,9 g) ve YDO (3,40)
degerlerinin triploid bireylerin viicut agirlig1 (30,6g) ve YDO (5,2) degerlerinden daha
1yi oldugu, onbir aylik deneme sonunda karkas agirliklari, hastalik etkeni (Aeromonas
hydrophila) bulastirilmasi sonucu 6liim oranlar1 arasinda énemli bir farkin olmadigini

bildirmisleridir.



3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Balik Materyali

Tezde, Hatay ili Asi Nehri’nden temin edilen, damizlik karabaliklar, (C.
gariepinus, BURCHELL, 1822) kullanilmistir.
Damizlik baliklar Mustafa Kemal Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Tatli Su

Baliklar1 Arastirma Unitesi’ne getirilip yumurta sagim ve délleme islemleri yapilmustir.

Sekil 3.1. Deneme mater')'}éi'ivkarabahk (C. gariepinus).
3.1.2 Su Materyali

Calismada kullanilan su artezyen suyu olup, kullanilmadan once igerisinde
bulunmasi muhtemel olan zararli gazlari ugurmak amaciyla 48 saat siireyle
dinlendirilmistir. Deneme siiresince su sicakligi termostatli 1siticilar kullanilarak 25+1
°C’de sabit tutulmus, pH ise 8,2 - 8,5 arasinda degisim gostermistir. Denemede
kullanilan suyun kimyasal analizi yapilmig ve analiz sonuglart Cizelge 3.1°de
verilmistir.

Cizelge 3.1. Denemede kullanilan suyun analizi

Olciilen Parametreler(*) Miktar
Sertlik 54,4 (Fransiz sertligi)
O,- ortalama 5.2 ppm
pH- ortalama 8.2
NO3 3 mg/L
NO, 0,09 mg/L

Sicaklik (ortalama) 26,8 °C




3.1.3. Akvaryum Materyali

Arastirmada, (80x40x40) cm ebatlarinda 12 adet cam akvaryum kullanilmistir.
Havalandirma maksadiyla hava taglari, su sicakligini sabit tutmak i¢in termostatll
isiticilar  ve  sicaklik  Olglimlerini  yapabilmek icinde dijital termometreler

yerlestirilmistir.

Sekil 3.2. Denemede kullanilan akvaryum iinitesi

3.1.4 Tank Materyali

Calismada, (200x50x40) cm ebatlarindaki 300 litrelik tanklar kullanilmistir. Her
bir tanka havalandirma maksadiyla hava taslari, su sicakligini belirli bir diizeyde tutmak
icin termostatli 1siticilar ve sicaklik 6l¢iimlerini yapabilmek i¢inde dijital termometreler

yerlestirilmistir.

3.1.5. Yem Materyali

Caligmada yem materyali olarak yaklasik 2 giin igerisinde besin keselerini
cekmis karabalik larvalari icin ilk 10 giinliik donemde tubifex daha sonraki donemlerde
ise, alabalik baslangic yemi (400-600 pum) (Akuamaks, Tirkiye) kullanilmis olup

yemin besin madde icerigi Cizelge 3.2°de gosterilmistir.



Cizelge 3.2. Denemede kullanilan alabalik yemlerinin besin madde icerigi (Akuamaks)

Besin Madde Icerikleri Toz yem (%)
Nem 7
Protein 56
Ham yag 15
Ham kiil 12
Seliiloz 1
Fosfor 1.7
Vitamin A 12.500 1U/kg
Vitamin Dj 2.500 IU/kg
Vitamin E 150 mg\kg
Vitamin C 1.000 mg\kg

3.1.6. Akim Sitometri

Muamele gruplarina ait triploid oranlarini belirlemek i¢in akim sitometri cihazi
[BD FACS Canto Flow Cytometer (Beckton Dickinson Immunocytometry Systems San
Jose, CA, USA)] kullanilmistir (Sekil 3.3; Sekil 3.4).

Sekil 3.3. Akim sitometri



Sekil 3.4. Sonuglarin grafige aktarilmasi

3.2. Yontem
3.2.1. Sagim ve Délleme islemleri

Mayis aymin ortalarinda su sicakliginin ytikselmesi ile birlikte dogada tlireme
donemine giren damizlik karabaliklar yakalanarak suni dolleme yoluyla larvalar elde
edilmistir. D61 alma islemi Tekelioglu (1980)’nun bildirdigi yonteme gore yapilmustir.
Sagimda sirasinda bir disi (820+£34 g) ve en az iki erkek karabalik (946+24 g)
kullanilmis olup, bireyler Asi nehrinden temin edilmistir. Damizlik karabaliklar, nemli
(dogrudan su igerisinde olmaksizin) kosullarda avlanmayi takiben bir saat igerisinde
laboratuvara ulastirilmislardir. Aseptik kosullar i¢inde, damizlik karabaliklar; 6nce
erkek ve sonra disi olmak iizere sirayla 5 mg/L quinaldin uygulamasiyla anesteziye
alinmiglardir (Ikizdogan, 2006). Anesteziye giren erkek karabaliklardan miimkiin
oldugunca hizli hareket edilmek kosuluyla, kurutma kagidi ile kurulandiktan sonra,
posteriyorden anteriyore, perikart bosluguna kadar ventral insizyon sonrasi, testisleri
cikartilmigtir. Testisler steril petri kaplarina alinmis, kapaklar1 kapatilarak muhafaza
edilmistir. Her insizyondan sonra, Son islem olarak, sakinlestirilen disi yavas
hareketlerle kurulanmis ve anteriyorden posteriydore dogru uygulanan bask: ile
ovaryumlardaki olgun yumurtalarin kaba olabildigince yakin bir mesafeden sagimi

gerceklestirilmistir. Sagim sonrasi yumurtalarin iizerine testislerden hizli bir sekilde



bisturi ile kesitler yapilarak sperm sivisi akitilmis ve bir telek yardimiyla dairesel
hareketlerle karistirlmistir. Daha sonra karisimin iizerine %,9’luk (NaCl) dollenme
eriyigi dokiilerek 3 dk daha karistirma islemine devam edilmistir. Ddllenme eriyigi ile
yumurtalarin yapiskanligi giderilip spermlerin yumurtalara daha iyi niifuz etmesi

saglanmistir.

Sekil 3.6. Délleme islemi



3.2.2. Triploidzasyon

Karabalik (C. gariepinus)’ta triploid bireyler elde etmek i¢in karabaligin
dollenmis yumurtalarina kimyasal sok wuygulamasi yapilmistir. Kimyasal sok
uygulamasi délleme isleminden 3 dk sonra farkli konsantrasyonlarda (5 mM, 10 mM ve
15 mM ) kafein kullanilarak yapilmistir (Okumura ve ark., 2007). Déllendikten sonra
teflon tavalarda tutulan yaklasik 12 g yumurta dort kisma ayrilmistir. Her bir uygulama
icin kullanilacak yaklasik 3 g yumurta yikanmig ve soliisyonlarin bulundugu 25+1
°C’de plastik kaplara dokiilmiistiir.

Dollenme anindan itibaren sok siirelerinin takibi yapilmis, sok basladiktan 20 dk sonra

yumurtalar normal inkiibasyon suyuna birakilmistir.

Sekil 3.7. Deneme gruplar1

Kontrol grubu yumurtalart ise dollenme isleminden hemen sonra 25+1 °C de
kulugkalandirilmistir. Sok uygulanmis yumurtalar kuluckalara yerlestirilip su sicaklig
dijital termometre ile takip edilmis ve su sicakligi 25 °C’ye ayarlanarak yaklasik olarak

36 saat igerisinde ¢ikis saglanmistir.

3.2.3. Deneme Plani

Deneme de; biri kontrol, ii¢ii kimyasal sok olmak iizere toplam 4 deneme

grubundan, ti¢ tekerriirlii 12 alt grup olusturulmustur (Cizelge 3.3).



Cizelge 3.3. Deneme plani

Gruplar  Tekerriir ~ Toplam Sok Sok Dollenmeden Sok
sayi1sl yumurta Cinsi Diizeyi  sonra soklama Siiresi
sayisi (mM) zamani (dK) (dk)
I
Kontrol ] 750 _ _ _ _
grubu i
I
Kf 1 ] 750 Kimyasal 5 3 20
Il
I
Kf, ] 750 Kimyasal 10 3 20
i
|
Kf 3 I 750 Kimyasal 15 3 20

3.2.4. Larval Besleme

Yumurtadan ¢ikan larvalar 2 giin igerisinde besin keselerini ¢ekmis ve distan
yemlenmeye baglanmigtir. Larvalara ilk 10 giin canli olarak temin edilen tubifeksler
arastirma {initemizde bir iki giin siire ile temiz suda bekletilmis ve iyice temizlendikten
sonra 1 — 2 dk siire ile formalinde tutularak dezenfekte edilerek larvalarin alabilecegi
bliytikliige getirmek amaci ile robottan gecirilip iyice kii¢lik parcalar halinde kiyilarak
verilmistir (Hung ve ark., 1999). Daha sonra 400-600 pum biiyiikligiindeki alabalik
baslangi¢ yemine gecilmistir. Baligin biiylimesine bagli olarak da yemin partikiil
blytikligl artirnlmigtir. Baliklara verilecek gilinliik yem miktar1, tubifeks i¢in her bir
grubun toplam canli agirliginin (Yas agirlik esasia gore) %160°1, kuru yem igin ise ilk
bir aya kadar canli agirliklarimin %20’si olacak sekilde giinde dort 6giin yemleme
yapilmistir (Hung ve ark., 1999). Son ay ise toplam canli agirliklarinin % 6’s1 olarak
belirlenip giinde {i¢ 6&lin yemleme yapilmistir (Al-Hafedh ve Ali, 2004). Tiim baliklarin
yem alabilmesi i¢in tankin her noktasindan yemleme yapilmistir. Deneme,

karabaliklarda gozlenen kanibalistik davranigin, aktif olarak yem almaya basladiklar



donemden 47 giin sonra sona erdigi goz Oniinde bulundurularak deneme siiresi 2 ay

olarak planlanmigtir (Ort. 80 mm boyda) .

3.2.5. Baliklarin Tartilmasi

Denemede, baliklar ayda bir anestezik madde (3-5 mg L™ Quinaldin) ile
uyusturularak tartimlart yapilmistir (Yildirnm ve ark., 2010). Baliklarin agirliklar: 0,1

g’a hassas elektrikli dijital terazi ile belirlenmistir.

3.2.6. Su Kalitesi Parametrelerinin Belirlenmesi

Akvaryumlardaki su sicakligi 25+1 °C olacak sekilde termostatli 1siticilarla
saglanmistir. Su sicaklig1 her giin 09.00 ve 16.00 saatlerinde 6l¢iilmiis ve ortalamalari
hesaplanmistir (Cizelge 3.4). pH oOlctimleri, pH metre cihazi ile oksijen dl¢limleri ise
(YSI 5750) oksijen metre cihazi ile haftada bir yapilmis ve dlglimler alinmistir. Deneme
stiresince elde edilen su kalitesi parametrelerinden sicaklik, ¢6ziinmiis oksijen ve pH

degerleri Cizelge 3.4’de verilmistir.

Cizelge 3.4. Deneme siiresince Olgiilen su kalitesi parametreleri (x+standart hata).

Ortalama Ortalama
Dozlar CoOzlinmiis Ortalama
Sicaklik ..
(mM) C) Oksijen pH
mg/L
0 21,7 5,20+0,25 8,1+0,25
5 26,6 5,56+0,23 8,06+0,07
Kafein
10 28,5 5,76+0,17 7,94+0,24
15 27,1 5,46+0,28 8,25+0,05

3.2.7.Triploid Orani ve Triploid Verimliliginin Belirlenmesi

Triploid orani, kafein uygulamalarimi takiben yumurtadan ¢ikis yapmis 2-3

giinliik karabalik larvalarinda akim sitometri yontemi kullanilarak belirlenmistir



(Cakmak 2011). Yem almaya baslamis yavrularin yasama orani ile triploid yiizde orani
kullanilarak triploid verimliligi hesaplanmistir (Purdom 1993).

Her bir muamele grubundan 20’ ser adet larva alinarak %70’lik etanol icerisinde
orneklenmis ve numuneler analizler yapilincaya kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir
(Nomura ve ark., 2004; Lawson ve Ishola 2010). Hazirlanmis olan 6rnekler kurubuz
icerisinde Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii, Biyoteknoloji ve Biyomiihendislik
Arastirma Merkezi’ne gétiiriilerek akim sitometri cithazi ile DNA analizleri yapilmistir.
Akim sitometri cihazinda diploid standart ve drneklerin analizinden once, kalite kontrol
pargaciklar1 (DNA QC Particles Cat No: 349623) ile cihazin dogrulugu ve kalibrasyonu
yapilmistir. Diploid popiilasyon 1 birim, tetraploid popiilasyon 2 birim kanalinda olacak
sekilde kalibrasyon gergeklestirilmistir. 1,5 birim kanalina diisen triploid popiilasyonu
oranlar1 FacsDiva programi kullanilarak hesaplanmaistir.

Floresan boyanin (propidium iodide: PI) 1simast mavi C kanalindan lineer
skalada toplanarak gerceklestirilmistir. Verilen oranlarda ¢ift gecen hiicre popiilasyonun
elemine edilmesi i¢in pik alanina karsi pik genisligi grafigi kullanilarak ve tek gegen
hiicreler secilerek degerlendirme yapilmistir. Tiim veriler Becton Dickinson Facs Canto
A cihaz1 ile toplanmig, analizler Facs Diva versiyon 5.0.3 kullanilarak

gerceklestirilmistir.

Sekil 3.8. Orneklerin hazirlanmasi ve akim sitometri tiiplerine yerlestirilmesi

3.2.8.Yasama ve Kanibalizm Oram

Yasama orani; deneme sonunda akvaryumlarda kalan canli balik sayisinin deneme

basindaki canli balik sayisina oranlanmasiyla hesaplanmigtir (Watanabe ve ark., 1990b).



Kanibalizm orani ise her giin balik sayimlar1 yapilarak 6liimler kaydedilip 6liim
disindaki herhangi bir azalma kanibalizm olarak kabul edilmistir. Ayrica su hacmi

kanibalizm ve 6lii sayilarina orantili olarak azaltilmistir (Karami ve ark., 2009).

3.2.9. Biiyiime Parametrelerinin Belirlenmesi

Iki aylik deneme periyodu sonunda triploid uygulamasmin karabaliklarin
biliylimeleri {izerine etkisini ortaya g¢ikarmak i¢in kontrol ve deneme gruplarindaki

baliklarda canli agirlik kazanci degerlendirilmistir.

3.2.9.1. Canh Agirhk Kazanci

CAK, gruplara gore baslangi¢c canli agirlik ortalamalarinin, son canli agirlik

ortalamalarindan farki alinarak hesaplanmistir (Watanabe ve ark. 1990).

CAK = CAs- CAy

CAK = Canl1 Agirlik Kazanci (g)

CAs= Deneme sonu toplam Canl1 Agirlik Ortalamasi (g)
CAp= Bagslangi¢ toplam Canli Agirlik Ortalamasi(g)

3.2.10. Yazim ve Istatistiki Analizler

Calismada elde edilen verilerin degerlendirilmesinde Varyans analizi (ANOVA),
grup ortalamalarinin karsilastirilmasinda Duncan testi kullanilmis, biyolojik arastirmalarda
en ¢ok kullanilan (P=0.05) 6nem seviyesi se¢ilmistir (Diizglines ve ark., 1983). Deneme
gruplarinda saptanan yasama oranlari ve kanibalizm oranlarina ait yiizde degerlere varyans
analizinden Once ag¢1 transformasyonu yapilmistir. Ayrica verilerin degerlendirilmesinde

SPSSv10 istatistik paket programi kullanilmistir (Norusis, 1993).



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu c¢alismada kafein uygulamasmin triploid karabalik (C. gariepinus) tretimi
lizerine etkileri arastirilmustir. Iki aylik deneme periyodu sonunda, farkli dozlarda kafein
uygulamasi ile elde edilen triploid karabaliklarin triploid orani, triploid verimliligi,

kanibalizm ve yasama oranlari ile birlikte biiylime verileri tespit edilmistir.

4.1. Dollenme ve Cikis Oranlari

Her gruptan alinan ortalama 250 yumurtanin incelenmesi sonucu déllenme
oranlarma ait degerler; kontrol grubunda %94,45+0,85; 5mM kafein grubunda
%95,16+0,70; 10 mM kafein grubunda %94,70+0,60; 15 mM Kkafein grubunda ise
%92,09+1,56” dir. Dollenme orani agisindan kontrol grubu ile muamele gruplari arasinda

onemli bir farklilik gézlenmemistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Farkli konsantrasyonlardaki kafein uygulamalarinda C. gariepinus
yumurtalarina ait dollenme orani, ¢ikis orani ve larval donem yasama oranlari
(x+standart hata).

Deneme Kimyasal Daol. Soklama Toplam Dollenme Yumurta Larval
Grubu sok sonraki stiresi Yumurta orani ¢ikig orani dénem
diizeyi  soklama (dk) miktari (%) (%) yasama
(mM) zamani (Adet) orant (%)
(dk)

Kontrol - - - 241,67+9,28  94,45+0,85° 92,85+0,34°  92,14+0,29°
Kf 5 3 20 261,67+10,14 95,16+0,70°  89,17+0,14* 93,16+0,85°
Kf, 10 3 20 253,33+£14,53  94,70+0,60° 90,12+0,12*  92,28+0,53%
Kf 3 15 3 20 259,00:14,47 92,09+1,56°  89,50+1,13* 95,87+2,16°

*Farkl1 harfler, gruplar arasindaki farkliligin 6nemli oldugunu gostermektedir (P<0.05)

Gruplar arasinda yumurta c¢ikis oranlart incelendiginde en 1yi c¢ikisin
%92,85+0,34 ile kontrol grubundan elde edildigi goriilmiistir. Diger muamele
gruplarinda ise yumurta ¢ikis oranlari, 5 mM kafein grubunda %89,17+0,14, 10 mM
kafein grubunda %90,12+0,12; 15 mM kafein grubunda ise %89,50+1,13 olarak elde edilmistir

(Cizelge 4.1). Yapilan analiz sonucunda Kkontrol grubu yumurta ¢ikis orani ile muamele



gruplarindan elde edilen yumurta ¢ikis oranlari arasindaki farkin 6nemli oldugu gdzlenmistir
(P<0.05).

En yiiksek larval donem yasama oram %95,87+2,16 ile 15 mM kafein
grubundan elde edilmistir. Diger gruplarindan elde edilen oranlarin 5 mM kafein
grubunda %93,16+0,85; 10 mM kafein grubunda %92,28+0,53 ve kontrol grubunda
%92,14+0,29 oldugu ve istatistiksel anlamda gruplar arasi larval donem yasama oranlari
arasinda onemli bir farkin olmadig1 goriilmustiir.

Karabalik (C. gariepinus) {izerinde yapilan triploid ¢alismasinda yumurtalara
dollenmeden 3 dk sonra 5 °C’ sicaklikta 40 dk soguk sok uygulanmustir. Sonug olarak
soguk sok uygulamasi yapilan gruptaki yavru ¢ikis oran1 %42 kontrol grubunda ise %76
oraninda saglanmistir (Karami ve ark., 2009). Elde edilen bu sonuglar ile ¢alismamizin
sonuclart karsilastirildiginda sonuglarin benzerlik gostermedigi goriilmektedir. Bu
farkliligin sok uygulamasindan ileri geldigi disiiniilmektedir.

Okumura ve ark., (2007) Abalon (Haliotis discus hannai) iizerinde yapmis
olduklar1 ¢aligmada abalon yumurtalarina déllenmeden 12 dk sonra 24 dk boyunca 0-
10mM - 15 mM oraninda kafein ile kimyasal sok uygulamas: yapmislardir. Deneme
sonunda kontrol grubu ve muamele gruplari arasinda larval donem yasama oranlarinin
birbirine yakin oldugunu bildirmislerdir. Yapmis oldugumuz c¢alisma ile bu ¢alismanin
sonucu benzerlik gostermektedir.

Turan ve ark., (2012) Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) {izerinde
yapmis olduklar1 kafein uygulamas ile triploid iiretim ¢alismasinda kontrol grubu dahil
olmak iizere dort fakli muamele grubu olusturmuslardir. Gokkusagi alabaligi
yumurtalarina doéllenmeden 15 dk sonra, 10 dk boyunca O - 5 - 10 ve 15 mM oraninda
kafein ile kimyasal sok uygulamasi yapmislardir. Deneme sonunda yasama oranlari
incelendiginde kontrol grubu ve muamele gruplart arasinda bir fark olmadigini

bildirmislerdir. Calismamizin sonuglari ile bu sonuglar paralellik gostermektedir.



4.2. Triploid Oram ve Triploid Verimliligi

Iki aylik deneme periyodu sonunda, farkli konsantrasyonlarda kafein uygulamasi
ile elde edilen triploid karabaliklara ait triploid orani ve triploid verimliligi verileri

Cizelge 4.2°de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. Farkli konsantrasyonlarda kafein uygulamasi ile elde edilen C. gariepinus
larvalarinin triploid oranlari ve triploid verimliligi (x=+standart hata)

Deneme Kimyasal Dol. sonraki Soklama Triploid Triploid
Grubu sok diizeyi soklama stiresi Oran1 (%)  verimliligi
(mM) zamani (dk) (dk) (%)
Kontrol - - - - -
Kf 5 3 20 20,40ﬂ:1,13b 19,01+1,18
Kf, 10 3 20 41,72+080°  38,50+0,73
Kf 3 15 3 20 69,102,18° 66,33+3,51

*Farkl1 harfler, gruplar arasindaki farkliligin 6nemli oldugunu géstermektedir (p<0,001)

Deneme gruplarindan elde edilen triploid oranlari sirasiyla, 5 mM kafein
uygulamasinda % 20,40+1,13; 10 mM kafein uygulamasinda %41,72+080; 15 mM
kafein uygulamasinda %69,10+2,18 olarak belirlenmistir. En diisiik triploid oran1 %
20,40+1,13 ile dollenmeden 3 dk sonra. 20 dk siireyle 5 mM’lik kafein uygulamasi
yapilan grupta; en yiiksek triploid orani ise % 69,10+2,18 ile dollenmeden 3 dk sonra 20
dk siireyle 15 mM’lik kafein uygulamasi yapilan grupta gozlenmistir (Cizelge 4.2)
(Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Farkli konsantrasyonlarda kafein uygulamasi yapilan C. gariepinus
larvalarmin triploid oranlar1



Triploid oranmin belirlenmesi i¢in akim sitometrisi yontemi kullanilmig olup

muamele gruplarinin triploid oranlarini gosteren grafikler olusturulmustur (Sekil 4.2,

Sekil 4

.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5). Tim veriler Becton Dickinson FacsCanto A cihazi ile

toplanmis, analizler FacsDivaversiyon 5.0.3 kullanilarak gerceklestirilmistir.

Hucre sayisi

2n

IIITIIIIIIIIIIII‘
100 150 200 250

{x 1,000)
DNA igerigi

Sekil 4.2. Kontrol grubu C. gariepinus larvalarinin akim sitometri analizi sonug

grafigi
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Sekil 4.3. 5 mM kafein uygulamasi yapilan C. gariepinus larvalarinin akim

sitometri analizi sonug grafigi
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Sekil 4.4. 10 mM kafein uygulamasi yapilan C. gariepinus larvalarinin akim sitometri

analizi sonug grafigi
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Sekil 4.5. 15 mM kafein uygulamasi yapilan C. gariepinus larvalarinin akim sitometri

analizi sonug grafigi

Muamele gruplart triploid verim oranlar, 5 mM kafein uygulamasinda
%19,01+1,18; 10 mM kafein uygulamasinda %38,50+0,73; 15 mM Kkafein
uygulamasinda %66,33+3,51°dir. En yiiksek triploid verimliligi %66,33+3,51 ile 15
mM kafein uygulamasindan elde edilmistir (Cizelge 4.2) (Sekil 4.5).
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Sekil 4.6. Farkli konsantrasyonlarda kafein uygulamasi yapilan C. gariepinus
larvalarinin triploid verimliligi

Gokkusagr alabaligr (O. mykiss) yumurtalarina déllenmeden 15 dk sonra, 10 dk
boyunca 0 - 5 - 10 ve 15 mM oraninda kafein ile kimyasal sok uygulamasi yapilmis
olan ¢alismada deneme sonunda triploid oranlarinin, 5 mM kafein grubunda %12,21; 10
mM kafein grubunda %14,71; 15 mM kafein grubunda %45,40 oldugu bildirilmistir
(Turan ve ark., 2012). Bu g¢alisma sonucunun gerek 15 mM kafein uygulamasi ile elde
edilen yiiksek triploid oran1 gerekse gruplar arasindaki yasama oranlarinda bir farkin
bulunmamasi ile ¢alismamizin sonuglar1 benzerlik gostermektedir.

Turan ve ark., (2012) yine Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) {izerinde
yapmis olduklar1 sicaklik ve kafein soku kombinasyonu ile triploid iiretim uygulamasini
yumurtalara déllendikten 15 dk sonra 10 dk boyunca 28 °C sicaklik sokuyla beraber 15
mM kafein sokuna tabi tutarak yapmislardir. Deneme sonunda muamele grubu yasama
oraninin %52,15 ve triploid oraninin %59,21 oldugunu bildirmislerdir. Bu arastirma
sonucu yaptigimiz ¢alisma sonucu ile benzerlik gostermektedir.

Abalon (Haliotis discus hannai) iizerinde yapilan triploid ¢aligmasinda abalon
yumurtalarina dollenmeden 12 dk sonra 24 dk boyunca 0 — 10 mM - 15 mM oraninda
kafein ile kimyasal sok uygulamasi yapilmis ve deneme sonunda triploid oran1 %91 ile
%100 arasinda bulunmustur (Okumura ve ark., 2007). Bu ¢alismada elde edilen triploid
oranlart ile arastirmamizda elde ettigimiz sonuglar, her ne kadar yiiksek olmasa da bu

caligsma ile paralellik gostermektedir.



Hammed ve ark., (2010) yapmis olduklar1 triploid calismasinda karabalik
yumurtalarmin déllenmesinden 3 dk sonra yumurtalara 0 °C’de 4 farkl: siirede ( 0, 15,
25, 30 dk) soguk sok uygulamiglardir. Uygulama gruplarindan en iyi sonucun ise %55 —
75 aras1 triploid orami ile 25 dk’lik soguk sok uygulamasi ile saglandigini
bildirmiglerdir. Yapmis oldugumuz ¢alisma sonucu bu ¢alismanin sonucuyla paralellik
gostermektedir.

Da Silva ve ark., (2007) yapmis olduklar1 triploid ¢alismasinda karabalik (C.
gariepinus) yumurtalarma, déllenmeden 3 dk sonra 4 °C’de 20 dk, 30 dk, 40 dk ve 7
°C’de 20 dk, 30 dk, 40 dk olmak iizere toplam 6 grup olusturarak soguk sok
uygulamiglardir. Deneme sonunda en yiiksek sonucun ile %97,2 triploid ve %65,30
yasam orani ile dollenmeden sonra 4 °C’de yapilan 20 dk’lik soguk sok uygulamas ile
elde etmislerdir. Arastirmamizda elde ettigimiz sonuglar ile bu ¢alismanin sonuglar
benzerlik gostermemektedir. Bu farkliligin yapilan sok uygulamasinin farkliligindan
ileri geldigi diisiiniilmektedir.

Karabalik (C. gariepinus) ile yapilan triploid ¢alismasinda bir kontrol bir sok
uygulamasi ile Dbirlikte iki deneme grubu olusturulmustur. Denemede balik
yumurtalarmin déllenmesinden 3 dk sonra 5 °C’de 40 dk boyunca soguk sok
uygulamislardir. Deneme sonunda %95 oraninda triploid birey elde etmislerdir (Henken
ve ark., 1987). Calismamizda ise en yiiksek triploid oran1 %69,10+2,18 dir. Elde edilen
sonucun calisgmamiz ile benzerlik gostermedigi goriilmektedir. Bu farkliligin sok
uygulamasinin farkli olmasi1 ve uygulanan kafein konsantrasyonunun karabaliklar i¢in

diisiik seviyede olmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.
4.3. Yasama ve Kanibalizm Oranlari
Iki aylik deneme periyodu sonunda, farkli konsantrasyonlarda kafein uygulamasi

ile elde edilen triploid karabalik (C. gariepinus) yavrularinin yasama ve kanibalizm

oranlar1 Cizelge 4.3’ de gosterilmistir.



Cizelge 4.3. Farkli konsantrasyonlarda kafein uygulamasi ile elde edilen karabalik (C.
gariepinus) yavrularinin yasama ve kanibalizm oranlar (x+standart hata)

Deneme  Kimyasal sok Dol. sonraki Soklama Yasama Kanibalizm
grubu diizeyi soklama zamani stiresi Oranit orani
(mM) (dk) (dk) (%) (%)

Kontrol - - - 74,16+0,52° 16,89+0,90°

Kf 5 3 20 72,58+0,45% 14,44+0,49°

Kf, 10 3 20 70,49+0,76° 15,18+1,29°

Kf 3 15 3 20 71,53+0,71° 15,20+0,89°

* Farkli harfler, gruplar arasindaki farkliligin 6nemli oldugunu géstermektedir (p<0,05)

Iki aylik deneme periyodu sonunda muamele gruplari arasinda en yiiksek
yagsama orani % 72,58+0,45 ve en diisiik kanibalizm oran1 %14,44+0,49 ile 5 mM kafein
soku uygulanan grupta tespit edilmistir. Diger gruplarda yasama ve kanibalizm oranlar1
sirastyla; 10 mM kafein grubunda yasama orani, %70,49+0,76 kanibalizm orani
%15,18+1,29; 15 mM kafein grubunda yasama oran1 % 71,5340,71 ve kanibalizm orani
%15,204+0,89 olarak belirlenmistir. Kontrol grubunda yasama oran1 %74,16+0,52,
kanibalizm orani ise %16,89+0,90 oraninda elde edilmistir (Cizelge 4.3). Yapilan
istatistiksel analizler sonucunda kanibalizm oranlari bakimindan muamele gruplari
arasinda bir fark bulunmazken yasama oranlar1 bakimindan muamele gruplari arasinda
onemli bir farklilik ortaya ¢ikmistir (p<005).

Karami ve ark., (2009) karabalik (C. gariepinus) ile yaptiklart triploid
calismasinda yumurtalara dollenmeden 3 dk sonra 5 °C sicaklikta 40 dk soguk sok
uygulamiglardir. Sonug olarak soguk sok uygulamasi yapilan gruptaki yavru ¢ikis orani
%42 kontrol grubunda ise %76 oraninda saglanmistir. Elde edilen triploid baliklarda
kanibalizim oraninin (%17,52 £ 1,5) diploid baliklarin kanibalizm oran1 (%14.95 + 2,1)
ile arasinda onemli bir fark olmadigini tespit etmislerdir. Calismada elde edilen
kanibalizm oranlar1 dikkate alindiginda yapmis oldugumuz ¢aligmada elde ettigimiz
kanibalizm oranlarin1 desteklemektedir.

Tiwary ve ark., (2004) tarafindan triploid uygulamasi yapilan bir ¢ok balik
tiiriinde triploid bireylerin, diploidlerine oranla daha az agresif davranig gosterdiklerini,
sese ve 151k gibi cesitli ¢cevresel uyaricilara karsi daha az duyarli olduklarini tespit

etmislerdir.



Turan ve ark., (2012) Gokkusagi alabaligi (O. mykiss) tizerinde yapmis olduklart
kafein uygulamasi ile triploid iiretim ¢alismasinda kontrol grubu dahil olmak tizere dort
fakli muamele grubu olusturmuslardir. Gokkusagi alabalig1r yumurtalarina déllenmeden
15 dk sonra, 10 dk boyunca 0 - 5 - 10 ve 15 mM oraninda kafein ile kimyasal sok
uygulamasi yapmiglardir. Deneme sonunda yasama oranlari incelendiginde yasama
oranlar;; 5 mM’lik kafein uygulamasi ile %77,54, 10 mM’lik kafein uygulamasi ile
%82,51, 15 mM’lik kafein grubunda %82,31, kontrol grubunda ise %383,24 oldugu
gorilmistiir. Calismamizin sonuglari ile bu sonuglar paralellik gostermektedir.

Hammed ve ark., (2010) yapmis olduklar1 triploid ¢aligmasinda karabalik (C.
gariepinus) yumurtalarmm ddllenmesinden 3 dk sonra yumurtalara 0 °C’de 4 farkh
stirede ( 0, 15, 25, 30 dk) soguk sok uygulamiglardir. Uygulama gruplarindan en iyi
yagsama oran1 %43,5 olarak elde edilen 25 dk’lik soguk sok uygulamas ile saglandigini
bildirmislerdir. Yapmis oldugumuz calisma sonucu bu calismanin sonucu benzerlik
gostermemektedir. Bu durum sok uygulamasinin farkliigindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir.

Turan ve ark., (2012) gokkusagi alabaligi (O. mykiss) tizerinde yapmis olduklari
sicaklik ve kafein soku kombinasyonu ile triploid iiretim ¢alismasinda kontrol grubu
dahil olmak {izere iki fakli muamele grubu olusturmuslardir. Uygulama yumurtalar
dollendikten 15 dk sonra 10 dk boyunca 28 °C sicaklik sokuyla beraber 15 mM kafein
sokuna tabi tutularak yapilmistir. Deneme sonunda muamale grubu yasama
oraninin%52,15 oldugunu bildirmislerdir. Yapmis oldugumuz calisma sonucu ile bu

calismanin sonucu paralellik gostermektedir.
4.4. Bilyiime Parametrelerinin Belirlenmesi
Iki aylk deneme periyodu sonunda triploid uygulamasinin karabaliklarin

bliylimeleri lizerine etkisini ortaya c¢ikarmak icin kontrol ve deneme gruplarindaki

baliklarda canli agirlik kazanci degerlendirilmistir (Cizelge 4.4.).



Cizelge 4.4. Farkli konsantrasyonlarda kafein uygulamasi ile elde edilen C. gariepinus
yavrularinin canli agirlik kazanci (x+standart hata)

Deneme Kimyasal Dol. Soklama  Son Agirhik  Agirlik artist
grubu sok diizeyi sonraki stiresi (9) (9)
(mM) soklama (dk)
zamani
(dk)

Kontrol - - - 2,62+0,62° 2,61+0,62°
Kf 4 5 3 20 2,73+0,47° 2,72+0,47°
Kf , 10 3 20 2,41+0,73° 2,40+0,73°
Kf 3 15 3 20 1,88+0,19° 1,88+0,19°

*Farkl1 harfler, gruplar arasindaki farkliligin 6nemli oldugunu gostermektedir (p<0,05)

Iki aylik deneme periyodu sonunda muamele gruplar arasinda canli agirlik artisi
incelendiginde 5 mM kafein grubunda 2,72+0,47 g, 10 mM kafein grubunda 2,40+0,73
g, 15 mM kafein grubunda 1,88+0,19 g ve kontrol grubunda 2,61+0,62 g oldugu tespit
edilmistir.

Gozlemlenen biiyiime parametreleri bakimindan farkli konsantrasyonlarda
kafein uygulamasi ile kontrol grubu arasinda biiyiime parametreleri (agirhik artigi)
bakimindan istatiksel anlamda bir farklilik yoktur (P>0,05) (Cizelge 4.4).

Olufeagba ve ark (1999) Heterobranchus longifilis tizerinde denemis olduklari
soguk sok ile triploid iiretim ¢alismalarinda balik yumurtalarina déllendikten 5°C’de 4
dk boyunca soguk sok uygulamiglardir. Denemenin sonunda triploid bireylerin diploid
bireylere gore daha iyi biiylime gosterdigini bildirmislerdir. Yapmis oldugumuz
caligmada 2 aylik siire igerisinde deneme gruplar1 arasinda oOnemli farkliliklarin
olmadig1 goriilmiistiir. Sonuclarin benzerlik gostermemesinin nedeni arastirma siiresi,
balik tiiriiniin ve sok uygulamasinin farkliligindan ileri geldigi diigiiniilmektedir.

Karami ve ark., (2009) karabalik (C. gariepinus) ile yaptiklar1 triploid
calismasinda yumurtalara déllenmeden 3 dk sonra 5 °C’ sicaklikta 40 dk soguk sok
uygulamiglardir. Yapilan calisma sonucunda kontrol grubu ile muamele gruplar
arasinda biliylime parametreleri agisindan 6nemli bir fark olmadigini bildirmislerdir.

Calismamizda elde ettigimiz veriler ile bu sonuglar paralellik géstermektedir.



Tiwary ve ark., (2004) tarafindan triploid uygulamasi yapilan bir ¢ok balik
tiriinde biliylime parametreleri incelendiginde triploid bireylerin, diploidlerine oranla
triploid yayin balig1 ve bazi tilapya tiirlerinde diploidlerine gére daha yiliksek biiyiime
performansina sahip oldugunu bildirilmistir. Ancak ¢alismamizda biiyiime parametreleri

arasinda onemli bir fark bulunamamastir.



5. SONUC VE ONERILER

Diinyada ve ililkemizde su iiriinlerinde yapilan genetik ¢alismalar 6zellikle son
yillarda biiyilk artis gostermistir. Bu c¢alismalardan biri de kromozom
manipulasyonudur. Bu gibi manipulasyonlarin en 6nemli yarar1 metabolik enerjinin
gamet gelisimi yerine somatik biiyiimeye harcanmasini saglamasidir (Utter ark., 1983).
Boylece baliklarda iireme aktivitesinin biiyiime, yasama ve et kalitesi iizerindeki
olumsuz etkilerinin 6nlenmesi amaglanmaktadir (Diaz ark,. 1993).

Kromozom manipulasyonu ile triploidligin saglanmasi, ikinci mayoz boliinme
bloke edilip ikinci kutup hiicresinin déllenmeden sonra tutulmasi ile saglanabilmektedir.
Bu islem igin colchicine, cytochalasin B, sicak sok, soguk sok ve basing soku
uygulamalarindan yararlanilabilmektedir (Diaz ark., 1993).

Bu nedenle ¢alismamizda Kimyasal sok yontemiyle 3N kromozom setine sahip
triploid karabaliklarin elde edilebilirligi ve kanibalizm iizerine olan etkileri
incelenmistir. Bunun yani sira farkli dozlarda uygulanan kafein soku ile triploid
iretimin karabaliklarda yasama orani, viicut kompozisyonu ve biiyiime performansi
arastirilmistir.

Bu c¢alisma ile iilkemiz i¢ su baliklar yetistiricilgi agisindan alternatif bir tiir
olabilecek karabalikta larval donemde karsilasilan kanibalizm sorunun asilabilmesi ve
tiretimin yayginlastirilabilmesi amaciyla kimyasal sok uygulamasi ile triploid {iretimin
gerceklestirilmistir. Bu amacla da daha 6nce karabaliklar ve diger balik tiirleri iizerinde
uygulanmamis olan, cevreye zarar vermeyen, giivenli ve ucuz bir kimyasal olan
kafeinin farkli dozlarimin kullanilabilirligi arastirilmistir. Elde edilen sonuglar asagida

i¢ ana baslik altinda 6zetlenmistir.
5.1. Triploid Oram ve Triploid Verimliligi

Karabaliklarda 3n kromozom setine sahip birey elde etmek amaciyla yapilan
farkli konsantrasyonlardaki (0 — 5 — 10 — 15 mM) kafein soku uygulamasinda tiim
gruplarda triploid birey elde edilmistir. Kafein soku ile en yiiksek triploid birey orani
%69,1042,18, en yliksek triploid verimliligi %66,3343,51 olarak 15 mM kafein iceren
gruptan elde edilmistir. Boylece ¢alismamizda kafein uygulamasi ile karabaliklarda
triploid birey elde edilebilecegi ve en uygun konsantrasyonunda 15 mM kafeinin oldugu

sonucu ortaya ¢ikarmistir.



5.2. Yasama ve Kanibalizm Oram

Karabaliklarda farkli konsantrasyonlarda kafein soku uygulamasmin yasama
orant ve kanibalizm davranigina olan etkileri incelendiginde sonuglarin birbirlerine
benzer oldugu ortaya ¢ikmistir. En yiikksek yasama orami %74,16+0,52 ile kontrol
grubundan, en diisiik kanibalizm orani ise %14,44+0,49 ile 5 mM kafein grubundan
elde edilmistir. Buna gore; gruplar arasindaki en iyi triploid oranini1 da g6z Oniinde
bulundurarak yasama ve kanibalizm orani bakimindan en iyi grubun 15 mM’lik kafein

grubu oldugu goriilmektedir.

5.3. Biiyiime Parametreleri

Karabaliklarda farkli konsantrasyonlarda kafein uygulamasinin agirlik artis1 ve
tizerine etkileri ayr1 ayr1 incelendiginde, gruplar arasinda biiyiime bakimindan iki aylik
donemde herhangi bir farkliligin olmadig1 sonucu ortaya ¢ikmuistir.

Gilinlimiizde, hizla artan diinya niifusu, g¢evre kirliligi ve ekolojik sorunlar
nedeniyle liretime ilave kaynaklar gelistirilmesi, pazara olan talebin giderek artmasiyla
birlikte bunlarin verimli kullaniminin saglanmasi 6nem kazanmistir. Bu durum
biyoteknolojik yontemlerin hizla uygulamaya konmasmi ve bu konuyla ilgili
caligmalarin artmasini zorunlu hale getirmistir. Bu nedenle ¢alismamizda gerek artan
talebin karsilanmasi gerekse yetistiricilikte karsilasilabilecek sorunlarin giderilebilmesi
icn kromozomal manipiilasyon yontemlerden biri olan triploid tiretim galigilmistir.

Karabaliklarda yiiksek triploid oranlarinin elde edilebilmesi ve kimyasal sok gibi
kromozom manipulasyonu uygulamalarinda optimum degerlerin tespit edilebilmesi i¢in
daha bir¢ok sok zamani, sok diizeyi, sok siliresi kombinasyonlarinin degerlendirilmesi
gerekmektedir. Bu c¢alismanin sonuglar1 iilkemizde triploid balik iiretmine yonelik

olarak yapilacak aragtirmalara 151k tutacaktir.
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TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim boyunca bana yol gosteren tez c¢alismamin
belirlenmesinden sonuglarin degerlendirilmesine kadar g¢alismamin her asamasinda
bliyiik bir sabir ve 0zveri ile destegini higbir zaman esirgemeyen degerli danisman
hocam Sayin Dog¢. Dr. Funda TURAN’ a, sonsuz tesekkiirlerimi ve saygilarimi
sunarim.

Calismalarim sirasinda degerli goriis ve bilgilerini esirgemeyen degerli hocam
Prof. Dr. Cemal TURAN’a tesekkiirlerimi ve saygilarimi sunarim.

Yiiksek lisans egitimim siiresince her tiirlii yardimini ve destegini gordiigiim

degerli hocam Dog. Dr. Yasemin YILDIRIM’a tesekkiirlerimi sunarim.

Elde edilen &rneklerin analizinin yapilmasinda yardimci olan Uzm. Ozgiir
YILMAZER CAKMAK’a (Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii Biyoteknoloji ve

Biyomiihendislik Arastirma Merkezi) tesekkiirlerimi belirtirim.

Yiiksek lisans egitimim boyunca manevi destegini esirgemeyen hayatimin her

asamasinda bana destek olan aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Ogrenimim siiresince manevi desteklerini ve ¢alismalarim sirasinda yardimlarini
esirgemeyen arkadasim Goksen HAKOZU’ne ve Meltem UNAL’a tesekkiirlerimi

belirtirim.



OZGECMIS

1987 yilinda Adana’da dogdum. Ilk, orta ve lise Ogrenimini Adana’da
tamamladim. 2005 yilinda girdigim Mustafa Kemal Universitesi Su Uriinleri
Fakiiltesi’nden 2009 yilinda mezun oldum. 2010 yilinda Mustafa Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii Su Uriinleri Anabilim Dali Yetistiricilik Béliimii’nde yiiksek

lisans 6grenimine basladim. Halen yiiksek lisans 6grenimine devam etmekteyim.



