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Triploid Black Sea Trout (Salmo trutta labrax) Production by Using Heat Shocks
and Determination of Incubation Performance []

Abstract: In this study, optimization of thermal shock protocol for triploid Black Sea trout
(Salmo trutta labrax) production was aimed. In total, four different temperature regimes (26, 28,
30, and 32°C) were applied to fertilized eggs following fertilization at 10™, 151, and 20™ minutes
for the triploidization process. Ploidy rate in experimental groups was determined by NOR

*Corresponding author’s: (Nucleolar Organizer Regions) and measures of erythrocyte size. The highest triploid rates were
Fatma DELIHASAN SONAY determined to be 86.15% at 32°C and 81.26% at 28°C with a 10 minutes shock treatment 15
Recep Tayyip Erdogan University, Faculty minutes after fertilization. Hatching efficiency was more successful at the 28°C heat shock group.

of Fisheries, 53100, Rize, Turkey

: fatma.delihasan@erdogan.edu.tr It was concluded that the findings of the study could be used for the production of triploid Black

Sea trout stock.

Keywords: Erythrocyte size, NOR, Salmo trutta labrax, triploid rate.

GIRIS
Balik yetistiriciliginde temel amag, miimkiin olan kullanilmasi, daha fazla biyokiitle elde edilmesi, daha
en kisa zaman diliminde verimli ve saglikli tirtinler elde kaliteli balik eti iiretimi, hastaliklara kars1 direncin artmasi
etmektir. Bu amagcla, son yillarda alabalik {retiminde ve dogal popiilasyonlara kagmasi durumunda genetik ve
triploidizasyon uygulamalari yaygin olarak ekolojik olarak daha az tehdit etmeleri en Onemli
kullanilmaktadir. Triploid baliklar kisir oldugu i¢in diploid avantajlardandir (Johnson vd., 2004; Sonay, 2013).
baliklara gore Onemli avantajlar1 vardir. Metabolik Genetik etkinin sinirlt  olmasindan dolay1r  bir¢ok
enerjinin gamet retimi yerine somatik biiylime icin uluslararasi  organizasyon (NASCO, FAO, ICES)
U1 Bu ¢alisma, doktora tezinden iiretilmistir. This study was produced from the doctoral thesis.
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tarafindan yetistiricilikte ve baliklandirma
uygulamalarinda triploidizasyonun kullanilmas1
onerilmektedir. Ayrica, triploid baliklarin Avrupa Birligi
mevzuatina gore genetigi degistirilmis organizma (GDO)
olarak kabul edilmemesi triploid balik tiretimini artirmistir
(Yilmaz vd., 2017). Triploid balik iiretmek igin 1s1 soku
(sicaklik, sogukluk), hidrostatik basing ve kimyasal
uygulamalar1 gibi ¢esitli ¢evresel soklar kullanilmaktadir
(Felip vd., 1997; Ozden vd., 2003). Kahverengi
alabaliklarda (Salmo trutta) sicaklik soku ile birgok
triploidizasyon calismasi yiiriitiilmiis ve bu ¢aligmalarda
sok i¢in uygun sicaklik ve yagsama oranlart belirlenmistir
(Arai & Wilkins, 1987; Crozier & Moffett, 1989; Quillet
vd., 1991). Ayrica, Karadeniz alabaliginda (Salmo labrax)
(Cakmak vd., 2019), kaynak alabaliginda (Salvelinus
fontinalis) (Dubé vd., 1991), Aras alabahiginda (Salmo
trutta caspius) (Kalbassi vd., 2009), gokkusagi
alabaliginda (Dillon, 1988; Happe vd., 1988) sicaklik soku
uygulanarak triploid balik elde edilmistir.

Triploid oranm belirlemede; kromozom sayimi
veya karyotipleme, niikleolar bolgelerin giimiis nitrat ile
boyanmasi (NOR (Nucleolar Organizer Region)),
proteinlerin elektroforezi, ¢gekirdek ve hiicre boyutunun
Olciimii, eritrosit biyiikligli ve DNA igerigi yontemleri
kullanilmaktadir (Felip vd., 2001; Bai vd., 2011;
Kenanoglu vd., 2013; Kim vd., 2017).

Karadeniz alabaligi, Dogu Karadeniz’de yayilim
gosteren anadrom ve endemik bir salmonid tiiriidiir (Akhan
vd., 2011a; Cakmak vd., 2019). Yiiksek ekonomik degere
sahip olan tiiriin Tiirkiye'nin Dogu Karadeniz Bolgesi’nde
bazi alabalik ¢iftliklerinde ticari olarak kiiltiiri
yapilmaktadir (Canyurt & Akhan, 2009; Akhan vd., 2011b;
Sonay, 2013), ancak kiiltiir kosullarinda gokkusagi
alabaligina oranla daha yavas biiylidiigii i¢in iiretim miktar1
yeterli diizeye ulasamamistir (Aksungur vd., 2005).

Bu ¢aligmada, triploid Karadeniz alabalig: iiretimi
icin sicaklik soku derecesi, sok zamani ve siireleri
belirlenerek Karadeniz alabaligmin kulugka randimamn
iizerine etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir.

MATERYAL VE METOT

Materyal: Bu c¢alismada, 2* yash damizlik
Karadeniz alabaliklar1 Karadeniz Teknik Universitesi
Deniz Bilimleri Fakiiltesi Prof. Dr. Ibrahim Okumus
Arastirma Unitesi’nden temin edilmistir. Arastirmada
ortalama boyu 64,8 + 6,2 cm (53,9 - 73,8 cm), ortalama
agirhigr 4094,6+800,4 g (2789 - 5335 g) olan 9 adet disi
damuzlik ile ortalama boyu 62,0 = 1,6 cm (59,5 - 63,9 cm)
ve ortalama agirligi 2731,0 £ 484,7 g (2012-3130 g) olan
6 adet erkek damizlik kullanilmistir. Damizlik baliklar
%]10’Iuk benzokain ¢ozeltisinden 0,5 ml/l kullanilarak
bayiltilmistir (Serezli vd., 2005). Boy-agirlik verileri
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alindiktan  sonra  sagim ve  dolleme  islemi
gerceklestirilmistir. Her bir sicaklik sok uygulamasi igin
farkli damizlik baliklar  kullanilmigtir.  Calismada
kullanilan yumurtalarin ortalama ¢ap1 5,6+0,3 mm ve
kulugka suyu ortalama 11,3+0,64 (9,9-12,4) °C olarak
belirlenmistir.

Yumurtalar1 délleme islemi sonrasinda her bir
grupta ortalama 10804344,19 adet olacak sekilde ii¢
tekerrtirli 16 grup (4 diploid ve 12 triploid)
olusturulmustur. Kontrol (diploid) grubu 10-12 °C su
sicakliginda tutulmus, diger gruplara ise dollendikten sonra
10, 15, 20. dakikalarda 26, 28, 30 ve 32 °C sicaklik soku
uygulanmistir. Sicaklik sok siiresi tiim triploid gruplarda
10 dakika siirmiistiir (Arai & Wilkins, 1987; Crozier &
Moffett, 1989). Dolliilikk oranini belirlemek amaciyla 10-
12 saat sonra 50 adet yumurta 6rneklenmis ve glasiyel
asetik asit, aseton, saf su (1:1:1) ¢ozeltisinde 3-5 dakika
bekletildikten sonra mikroskop altinda ¢ekirdek boliinmesi
tespit edilmistir (Serezli, 2004). Kulugka dolabina
yerlestirilen dollenmis yumurtalarin her giin diizenli olarak
su sicaklik parametreleri ve Oli yumurta sayilart
belirlenmistir. Kulugka donemi siiresince elde edilen
verilerden dolliiliik orani, ¢ikis orani ve kulugka randimani
degerleri belirlenmistir (Tablo 1) (Hisar vd., 2003; Baki,

2006):

Daolliiliik oran1 (%)=(Dollii yumurta adedi/ Toplam yumurta adedi) x100
Cikis orani (%)=(Canli yavru adedi/ D6lli yumurta adedi) x100
Kulugka randimani (%)=(Cikan canl yavru adedi/ Toplam yumurta adedi) x 100

Sicaklik soku uygulamasi sonucu elde edilen
triploid oranmi belirlemek amaciyla iki farkli yontem
(NOR boyama, eritrosit biiyiikliigii) kullanilmigtir. NOR
bolgesinin glimiis nitrat boyama teknigi besin kesesini
tamamen tiiketip aktif ylizmeye ve yem almaya baslayan
larvalarda (n=50) (Howell & Black, 1980; Saygun, 2005),
eritrosit boyama ydntemi ise ortalama diploidlerde boy
4,98+1,69 cm ve agirlik 1,41£1,19 g, triploidlerde boy
5,57£0,67 cm ve agirlik 1,45+0,65 g olan yavrularda
(n=50) gerg¢eklestirilmistir (URL 1; Gao vd., 2007,
Dorafshan vd., 2008). Eritrositleri boyanan baliklarin ayni
zamanda NOR oranlarma da bakilarak triploid bireyler
kontrol edilmistir. NOR boyamada her bir baliktan ii¢
tekerriirlii preparatlar hazirlanmis ve her preparattan 1000x
bliylitmede 50 adet hiicre sayilmigtir. Elde edilen
verilerden, tek nukleoli iceren hiicreler haploid, bir ve iki
nukleoli igerenler diploid ve bir, iki, ii¢ ve daha fazla
nukleoli igeren hiicreler ise triploid olarak kabul edilmistir
(Sekil 1) (Piferrer vd., 2000; Okumura vd., 2001; Jankun
vd., 2007). Eritrosit cap ve ¢ekirdek Sl¢iimlerinden ploidiyi
belirlemek icin her baliktan ii¢ tekerriirlii preparatlar
hazirlanmis ve her preparattan 50 eritrosit hiicresinin major
aksis, minor aksis, ¢ekirdek major aksis ve ¢ekirdek minor
aksis Olciimleri yapilmistir. Elde edilen verilerden; eritrosit
yiizey alan1 (um?), eritrosit hacmi (um?®), ¢ekirdek yiizey
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alan1 (um?) ve ¢ekirdek hacmi (um?®) belirlenmistir (Tablo
2) (Akhan vd., 2011a; Akhan vd., 2011b; Dorafshan vd.,
2008).

Calisma sonunda verilerin degerlendirilmesi i¢in
Excel ve SigmaPilot 11. paket programi kullanilmistir.
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Diploid ve triploid eritrosit 6l¢iimlerinin karsilagtirilmasi t
testi veya Mann  Whitney testiyle, gruplarin
kargilagtirilmas1 tek yonlii varyans analizi (one-way
ANOVA) ve Tukey g¢oklu karsilagtirma testi ile
degerlendirilmistir.

Sekil 1. NOR preperatlart (A: tek nukleoli, B:iki nukleoli, C: ii¢ nukleoli).
Figure 1. NOR preparations (A: one nucleoli, B: two nucleoli, C: three nucleoli).

BULGULAR VE TARTISMA

Bu ¢aligmada dort farkl sicaklik soku uygulanan
yumurtalarin  kulucka performansi ve triploid oranlar
belirlenmistir (Tablo 1). Déllenen triploid ve diploid
yumurtalarda; gozlenme 220,4 giin-derece (GD),
yumurtadan ¢ikis 386,1 GD ve ¢ikigtan sonra besin kesesi
tiketimi 414,2 GD’de ger¢eklesmistir, gruplar arasinda
gozlemsel olarak bir fark goriilmemistir. Sicaklik soku
uygulamasinin ~ doéllenme  oram1  iizerine  etkisi
goriilmemistir. En iyi déllenme orani 28 °C sok uygulanan
triploid deneme grubunun kontrol grubunda belirlenmistir.
Calisma sonuglart Kankaya, (1998)’nin yaptigi triploid
gokkusag1 alabaliklarinda sicaklik sok uygulamasi ile
benzerlik gdstermis ve sok uygulamasinin déllenme orani
tizerine olumsuz etkisi gdzlemlenmemistir. Cikis orani ve
kulugka randimani  gruplar arasinda  farkliliklar
gostermistir (P<0,05) (Tablo 1). Cikis oran1 ve kulugka
randiman1 degerleri diploid gruplarda triploidlerden daha
basarili olmustur. Karadeniz alabaliginda (Akhan vd.,
2011b; Cakmak vd., 2019), kahverengi alabalikta (Quillet
vd., 1991; Crozier & Moffett, 1989; Arai & Wilkins, 1987),
kaynak alabalig1 (S. fontinalis) (Dubé vd., 1991), diploid
ve triploid salmonid hibritlerde (Gray vd., 1993),
gokkusagi alabaliginda (Solar vd., 1984; Kankaya, 1998;
Blanc vd., 2000) benzer sonuglari elde etmiglerdir. Triploid
gruplarda meydana gelen yasama oranindaki disiikliik
yiksek sicaklik soku ve siiresi (Kalbassi vd., 2009),
yumurta kalitesi veya farkli menseili yumurtalarin
triploidizasyon uygulamalarina karst duyarli oldugu
diistiniilmektedir (Arai & Wilkins, 1987).

Alabaliklarda farkli sicaklik, sok siiresi ve zamani
uygulamalari ile triploid balik iiretimi birgok ¢aligma ile
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ortaya konulmustur (Solar vd., 1984; Arai & Wilkins,
1987; Crozier & Moffett, 1989; Liu & Quillet, 1989; Dubé
vd., 1991; Ojolick vd., 1995; Kankaya, 1998; Blanc vd.,
2000; Kalbassi vd., 2009; Akhan vd. 2011a; Akhan vd.,
2011b; Kizak vd., 2013; Cakmak vd., 2019). Bu ¢aligsmada,
dollenen yumurtalara dort farkl sicaklik soku uygulanmis,
en yiiksek triploid orani 28 ve 32 °C’lerde elde edilmistir.
Ancak 32 °C grubunda yagsama orani diger gruplara gore
diisik bulunmustur. Gruplar arasindaki triploid orani
degerleri 28 °C ve 32 °C sicaklik soku uygulamalarinda
istatistiksel ~ farklilk  (P<0,05), 26°C ve 30°C
uygulamalarinda ise benzerlik gostermistir. 28°C dollenme
isleminden 10 dakika sonra 10 dakika sicaklik soku ile
%79,26+1,05 ve dollenme isleminden 15 dakika sonra 10
dakika sicaklik soku ile %81,26+3,94 triploid orani elde
edilmistir (P<0,05) (Tablo 1). Kahverengi alabaliklarda 28
°C de triploid oranini; Quillet vd., (1991) %84,2-94,7
olarak, Crozier & Moffett, (1989) %60-100 ve Kalbassi
vd., (2009) %27-84 olarak bildirmistir.

Ploidy oranmi belirlemek amaciyla iki farklh
yontem (NOR boyama ve eritrosit dl¢glimil) kullanilmustir.
NOR boyama teknigi larval sathadan damizlik boyuta
kadar farkli biiyiikliklerde uygulanabilen basit, ucuz ve
kisa siirede ploidi oranint belirlemede kullanilan
yontemlerden bir tanesidir. NOR bolgeleri AgNOs ile
boyanmaktadir (Felip vd., 1997, Piferrer vd., 2000;
Giindogdu, 2016). NOR boyama ydntemi salmonidlerde
(Lozano vd., 1992; Jankun vd., 2007), kalkanda
(Scophthalmus maximus) (Piferrer vd., 2000; Piferrer vd.,
2003), levrekte (Dicentrarchus labrax), (Sola vd., 1993;
Felip vd., 1997), ve turna baliginda (Esox lucius) (Jankun
vd., 1998) uygulanmistir. Bu ¢aligmada, NOR lokasyonlari
incelenerek hiicrelerin nukleolileri sayilarak ortalamalar



Delihasan Sonay vd., (2021)

almmustir. Diploid hiicrelerin nukleoli ortalamasi 1,10 ile
1,96 arasinda belirlenirken, triploid hiicrelerin nukleoli
ortalamasi 1,60 ile 2,83 arasinda degismistir. Ortalama
1,52 ile 1,96 arasinda ploidy oranlarinda belirsizlik
goriildigiinden dolay1 yavru baliklardan Grnekleme
yapilmis NOR lokasyonlart ve eritrosit ¢aplart da
kullanilarak ortalama NOR>1,80 olan bireyler triploid,
digerleri ise diploid olarak kabul edilmistir. Ortalama
nukleoli sayisi triploidlerde diploidlerden 6nemli Slciide
daha yiiksektir. Kalkan baliklarinda (S. maximus) ploidi
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oraninin belirlenmesinde kullanilan NOR boyama yontemi
sonucu; 1,10 ile 1,85 arasinda olanlar1 diploid, 1,50 ile 2,35
arasinda olanlart triploid olarak bildirmis, fakat 1,50 ile
1,85 arasinda diploid ve triploidlerin gakismasindan dolay1
NOR>1,735 olanlari triploid olarak kabul etmistir (Piferrer
vd., 2000). Salmonlarda (Oncorhynchus mykiss, O.
kisutch) ortalama nukleoli ortalamasi triploidlerde 2,75
olarak belirlenirken diploidlerde 1,63 olarak belirlenmistir
(Lozano vd., 1992).

Tablo 1. 26, 28, 30 ve 32°C’lerde uygulanan sicaklik sok zamani, sok siiresi, triploid orani, déllenme orani, ¢ikis orani ve kulugka randimani verileri.
Table 1. Data of heat shock time, shock duration, triploid rate, fertilization rate, hatching rate and hatching efficiency at 26, 28, 30, and 32°C.

Sok sicakhig Sok siiresi  Ddllenme sonrasi sok zamam Triploid oram Doéllenme oram Cikis oram Kulucka randimani
(°C) (Dakika) (Dakika) (%) (%) (%) (%)

Kontrol - - 0 78,33+2,88 75,82+7,722 56,01+5,312
26 10 10 66,67+3,09 80,00+5,00 47,35+7,56° 30,22+8,16°
26 10 15 63,22+5,28 75,00+5,00 46,93+8,19° 29,06+6,99°
26 10 20 41,33+2,26 76,68+2,89 64,92+5,722 46,89+2,49°
Kontrol - - 0 86,68+2,89 81,87+3,59% 64,37+0,68%
28 10 10 79,26+1,05° 81,68+2,89 49,48+10,22° 39,44+7,01°
28 10 15 81,26+3,942 78,33+2,89 46,75+11,73° 36,19+8,07°
28 10 20 67,44+9,29° 73,33+14,43 47,84+16,99° 35,71£9,23°
Kontrol - - 0 80,00+5,00 70,74+6,64* 30,98+3,97%
30 10 10 72,96+4,60 78,33+2,89 28,32+6,09° 20,02+4,06%
30 10 15 52,52+6,39 83,33+2,89 19,59+12,40° 12,72+7,66°
30 10 20 59,35+3,52 78,33+5,77 14,81+11,29° 9,26+9,12°
Kontrol - - 0 83,33+5,77 66,40+6,14° 43,203,502
32 10 10 62,73+11,06* 85,00+5,00 14,47+9,89° 10,61+7,16°
32 10 15 86,15+8,74° 81,67+2,89 16,09+16,29° 19,15+12,02°
32 10 20 74,08+5,43¢ 81,67+5,77 19,84+7,39° 18,31+4,18°

Kontrol grubuna (diploid) ait yumurtalarin déllenme iglemi 10-12 °C su sicakliginda gergeklestirilmistir.

NOR boyama ile elde edilen verilerin kontrol

edilmesi amaciyla yavru baliklardan alinan kan
orneklerinin  eritrosit  bilylikliiklerinin ~ 6lgiimleri
gerceklestirilmistir.  Triploid ve diploid Karadeniz

alabaliklarinin eritrosit ve ¢ekirdek biiytikliikleri 6l¢tilmiis,
elde edilen verilerden eritrosit ve ¢ekirdek yiizey alani ve
hacmi hesaplanmistir (Tablo 2). Triploid baliklara ait
eritrosit ve ¢ekirdek bulgular diploidlerden daha yiiksek
degerlerde hesaplanmistir (P<0,001) (Tablo 2). Triploid
baliklarin eritrosit biiyiikliikleri, hiicre hacimleri ve yiizey
alanlar1 diploid baliklardan daha biiyiikk oldugu bir¢ok

Tablo 2. Triploid ve diploid bireylerde eritrosit ve ¢ekirdeklere ait veriler.

arastirmaci tarafindan ortaya konulmustur. Karadeniz
alabaliginda (Akhan vd., 2011a; Cakmak vd., 2019),
kaynak alabaliginda (S. fontinalis) (Woznicki &
Kuzminski, 2002), Aras alabahiginda (S.t. caspius)
(Dorafshan vd., 2008), kalkan baliginda (S. maximus) (Cal
vd., 2005), levreklerde (D. labrax) (Peruzzi vd., 2005),
Sibirya mersin baliginda (Acipenser baeri) (Dorota vd.,
2000), tilapia baliginda (Tilapia aurea) (Valenti, 1975) ve
kanal yayin baliginda (Ictalurus punctatus) (Wolters vd.,
1982) yapilan ¢aligmalarda triploidler diploidlerden daha
yiiksek eritrosit biiyiikligiine sahip oldugu belirlenmistir.

Table 2. Data of erythrocytes and nucleus in triploid and diploid individuals.

Triploid Diploid Oran (T/D) P
Eritrosit minor aksis (um) 10,93+0,06 7,58+0,09 1,44 <0,001
Eritrosit major aksis (nm) 17,08+0,16 14,66+0,86 1,16 <0,001
Eritrosit yiizey alan1 (um?) 146,99+6,41 87,25+1,20 1,68 <0,001
Eritrosit hacmi (um?®) 1074,75+28,37 446,45+12,87 2,40 <0,001
Cekirdek minor aksis (pm) 5,10+0,34 4,00+0,03 1,28 <0,001
Cekirdek major aksis (im) 8,01+0,04 7,05+0,05 1,14 <0,001
Cekirdek yiizey alani (um?) 32,2942,43 22,16+0,15 1,46 <0,001
Cekirdek hacmi (um®) 112,56+7,46 59,05+1,90 1,90 <0,001

Mayotik triploid balik iretimi; yumurtalarin
dollenmesinden hemen sonra gevresel sok (sicaklik soku,
basing, kimyasallar) uygulanarak, mayoz bdliinme bloke
edilip, kutup hiicresinin dollenmeden sonra
tutulmas1 ile gergeklesmektedir.

ikinci
Sok uygulamasinin
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zamani ve siresi farkli balik tiirlerinde triploid oranini
etkilemektedir.
SONUC

Balik yetistiriciliginde triploidizasyon
uygulanabilir bir iiretim yontemidir. Ureticiler daha kisa
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siirede fazla {iriin elde etmek icin triploid balik iiretimini
tercih etmektedir. Fakat triploid balik tretimi bazi
zorluklar icermektedir. Sicaklik soku uygulamasi ile
triploid balik elde edilmesi en fazla kullanilan ve en pratik
uygulanabilir yontemdir. Saglikli bir triploidizasyon
uygulamasi i¢in balik tiirline gére uygun zamanda ve
uygun sicaklikta uygulama yapmak esastir. Bu calismada
Karadeniz alabaligi olarak bilinen Salmo trutta labrax
tiriinde sicaklik soku ile triploid uygulamasi calisilarak,
uygun sicaklik ve uygulama zamanlar1 belirlenmistir.
Sonug olarak, triploid Karadeniz alabaliklarinda déllenmis
yumurtalara uygulanacak sicaklik sokunun dollenme
isleminden 15 dakika sonra 28°C’de 10 dakika uygulama
seklinde yapilmasi durumunda en ideal dollenme ve
yasama oranlart elde edilmistir. Elde edilen sonuglar,
iilkemiz endemik tiirli olan Karadeniz alabaligi triploid
uygulamalarinda kullanilabilir. Ayrica, triploid birey
oranint belirlemede hizli, kolay ve en yaygin olarak
kullanilan eritrosit Ol¢iimii yani sira, NOR boyama
yonteminin erken sathada (larval sathada) ploidi oranim
belirlemede kullanilabilecegi de bu calisma ile ortaya
konulmustur.
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