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Tathsu Balik Kiiltiiriinde Uygulanan Baz Biyoteknolojik

Yontemler
Osman Ozden,Yusuf Giiner, Volkan Kizak

Ege Universitesi, Su Uriinleri Faliiltesi, 35100, Bornova, Izmir, Tiirkiye

Abstract: Applications of some biotechnological tools in fish culture. Control of sex ratio
by hormonal manipulations, chromosome set manipulation techniques to induce polyploidy
such as triploidy and tetraploidy, and uniparental chromosome inheritance like gynogenesis
and androgenesis, and gene transfers have been applied on many fish species generally in
cultured freshwater fish. These techniques are important in the improvement of fish breeding
as they provide a rapid approach for gonadal sterilization, sex control, clonation and
chromosome fragment transfer.
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Ozet: Hormonal uygulamalar yoluyla cinsiyet oranlarinin kontrolii, triploidi ve tetraploidi
gibi poliploidi uyarimi ve ginogenez ve androgenez gibi uniparental kromozom kalitimi i¢in
kromozom takimi manipulasyonlar1 ve gen transferi manipulasyonlari, baliklar kiiltiiriinde
¢ogunlukla tath su baliklari tizerinde olmak tizere birgok balik tiirii tizerinde biitiin diinyada
uygulanmaktadir. Bu teknikler, cinsiyet kontrolii, gonadal sterilizasyon, klonlama ve
kromozom parca transferi i¢in hizli bir yaklasim saglayan, iiriin verimliligini arttiric1 dnemli

yontemlerdir.

Anahtar Kelimeler: Biyoteknoloji, balik yetistiriciligi,

cinsiyet kontrolii, kromozom

manipulasyonu, gen manipulasyonu.

Giris

Diinya su friinleri yetistiriciligi, besin
iretim sistemleri iginde en hizli biiyiiyen
sektor olup yillik biiylime oran1 %3.1 olan
karasal hayvan iiretimi ve %]1.6 olan
balik¢ilik ile karsilagtirildiginda %10’a
yaklasan bir biiyiime hizina sahiptir. Su
iiriinlerine olan talebin giderek artmasi ve
balik¢ilik  {iretiminin  smirh  seviyede
olmasi, su driinleri yetistiriciliginde hizli
bir gelismeye neden olmaktadir. Bu
yilizden su driinleri sektdriiniin, gelecek
yillarda besin ihtiyacinin karsilanmasinda
tiretim sistemleri i¢inde en biyik
potansiyele sahip oldugu on
goriilmektedir (Lymbery, 2000). Bu
potansiyelin zaman igerisinde ortaya
¢tkmasinda biyoteknolojik yontemlerin

onemli bir yeri olacaktir. Son 20 yilda
genetik alaninda yasanan hizli ilerlemeler
sayesinde, balik kiiltiirinde uygulanan
biyoteknolojik yontemler gelismis ve
bunlardan bir kismi pratikte uygulanabilir
olmasma karsin, bir kismu da ancak

laboratuar  kosullarinda  yapilabilecek
diizeydedir (Turan, 2000).
Biyoteknolojik Yontemler
Balikk  kiiltiriinde  uygulanan  baz1

biyoteknolojik yontemler 3 ana baglik
altinda ele alinmaktadir;

- Cinsiyet kontrolii
- Kromozom manipulasyonu
- Gen manipulasyonu
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Cinsiyet Kontrolii

Ayni tiirden baliklarin farkli cinsiyetli
bireylerinde ikincil eseysel 6zelliklerin bir
sonucu olarak geligsme farkliliklar1 goriiliir
ve farkliliklar bazi tiirlerde ¢ok az iken
bazilarinda ¢ok belirgindir. Ekonomik
acidan erkek ve disi bireyler arasindaki bu
fark, eseysel kontrolii daha anlamli kilar.
Cyprinidae {iyelerinin ¢ogunda birgok

tirlinde  erkek  bireyler disilerden
kiigiiktiir. Erkek ebeveynin bakiminin
veya saldirganligmin iireme davranist

oldugu tiirlerde erkek bireyler daha
biyiiktiir. Tilapia spp. (Cichlidae) buna
ormek  wverilebilir.  Kiiltliri  yapilan
tirlerden gokkusagi alabaliginda, disiler
erkeklere gore daha hizli biiyiir, daha iyi
et kalitesine sahiptir ve hastaliklara karst
daha dayaniklidir. Bu farkliliklarin bir
sonucu olarak balik biiyiikliiklerinin ayni
olmamas1 gibi problemler olusur ve
dolayisiyla pazarlamada sikinti yasanir.
Bu sorunlarin giderilmesinde cinsiyet
doniisimii ve tek cinsiyetli stoklarin
iiretimi, ¢ozlim olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Bunun yaninda, porsiyon fsti balik
dretiminin planladigi durumlarda tek
cinsiyetli populasyonlar iiretmek yeterli

degildir. Bazi balik tiirlerinde {ireme
gelisimi  esnasinda  biiylimede, yem
doniisiim oraninda, davranista,

hastaliklara kars1 hassasiyette, viicut ve et
renginde bazi olumsuz durumlar meydana
gelir. Alabalik yetistiriciliginde erkek
baliklar yaklasik 1 sene sonunda cinsi
olgunluga erisirler ve biiyiimenin yani sira
cinsel olgunluk icin de enerji
harcadiklarindan verimleri diisiik olur.
Tilapya tiirlerinde ise disi bireyler cok
iretkendir ve asir1 gogalmaya neden olup
biliylimede duraklamaya neden olurlar. Bu
ylizden sofralik balik {iretiminde baskin
olarak olgunlagsmamis yada kisir stoklar
tercih edilir. Tek cinsiyetli ve kisir
populasyonlar olusturmada birka¢ metot
vardir (Purdom, 1993; Sheperd ve
Bromage, 1990).

Dogrudan Hormonal Uygulama

Cogu balikta cinsiyet gelisimi, genellikle
kulugkadan  ¢iktiktan hemen  sonra
gerceklesmektedir. Embriyonun genetik
yapisina karsilik, bu noktada meydana
gelecek modifikasyonlar, esey hiicrelerini
ya ovaryum yada testis olacak sekilde
programlar. Fenotipik cinsiyetin
degistirilebilecegi bu donem tiirlere gore
farklilik gosterir. Eger bir larva keseli

donemden sonra anabolik steroidleri
absorbe ederse cinsiyet hiicrelerinin
gelisimi  gerceklesir. Bu  donemde

yapilabilecek bir manipulasyon cinsiyet
kontroliinii miimkiin kilar. (Turan, 2000;
Sheperd ve Bromage, 1990).

Cinsiyet, genetiksel olarak esey
kromozomlar1 vasitasiyla saptanir ve
kontrol, yumurtadan ¢ikigtan sonra
yemlemenin ilk giinlerinde, genotipik
cinsiyetin uygun cinsiyet hormonu
uygulamasiyla degistirilebilecegi
zamanlarda  saglanir. Bu  yiizden
potansiyel erkekler Ostrojenlerle
disilestirilir =~ ve  potansiyel  disiler

androjenlerle erkeklestirilebilir. Ik yemi
almaya baslayan larvalara androjen
hormonlar1 uygulandiginda XX genotipli
erkek bireyler elde edilir. Ostrojenlerle
yapilan uygulamalarda ise XY genotipli
disi bireyler elde edilir. Hormonal
uygulamada hormonun yapisi, diyetteki
konsantrasyonu, uygulamaya baglama
zamani, yemleme orani ve siiresi onemli
faktorlerdir (Purdom, 1993). Cinsiyet
doniisiimiinde kullanilan hormonlar farkli
yontemlerle uygulanir (Ozden ve Giillii,
1996);
» Hormon katkili yem ile besleme
» Hormonlu-su ¢6zeltisine daldirma
>Iki yontemin birlikte  kullanildig
Kombine uygulama
- Disilestirme
Disilestirme, yem almaya baslamig
larvalara Ostrojen uygulanmasiyla
gerceklestirilir. Ostrojenler arasinda etki
bakimindan fazla bir fark yoktur ve
yaygin olarak bulunabilen Ostradiol-17p
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ile  Etinil-Ostradiol  yiiksek etkilere
sahiptirler. Bunlardan baska &stron
hormonu da kullanilmaktadir (Purdom,
1993; Ozden ve Giillii, 1996).

Ostrojenlerin uygulanmast
androjenlerde  oldugu gibidir, fakat
disilesmeye dogru doniis erkeklesmeye
dogru olana kiyasla daha az oldugundan
daha yiiksek doza ihtiya¢ vardir. Ostrojen
kullaniminda dikkate almmas1 gerekli
nokta, tavsiye edilen dozlarin
asilmamasidir.  Yiksek seviyelerdeki
Ostrojen, Salmonidae tiirlerinde karaciger
hasarina ve mortalitelere neden olur
(Sheperd ve Bromage, 1990). Somon
yetistiriciliginde, olgunlagtiktan sonra
Olen erkekleri elimine etmek i¢in tiimi
disi olan populasyonlar {iretilmektedir.
Bunun i¢in somon postlarvalart ilk
beslenmeye baslandig1r zaman 40-60 giine
kadar kg yeme 20mg Ostradiol-17f
katilarak beslenmektedir (Turan, 2000).

- Erkeklestirme

Baliklarin erkeklestirilmesinde genellikle,
dogal testosteron hormonunun bir tlirevi
olan  17a-metiltestosteron  uygulanir.
Androjenlerden 19-nor-etinilestestosteron
en etkilisidir, fakat metiltestosteron yapay
analogu ucuz ve kolay bulunanidir, bu
ylizden pratik erkeklestirme islemlerinde
yaygin olarak kullanilmaktadir (Purdom,
1993). Diger kullanilan hormonlar ise,
Etinil testosteron, 11-ketotestosteron ve
Metil dihidrotetosteron’dur (Sheperd ve
Bromage, 1990; Ozden ve Giilli, 1996).
Salmonidae tiirlerinde 3mgkg”' doz
erkeklestirme icin yeterlidir. Cogu tilapya
tirinde  30-60mg.kg’  gerekmektedir
(Sheperd ve Bromage, 1990).

Hormon uygulamasinin baliklarda
higbir saglik problemi olusturmamasina
ragmen bu yaklagim pazarlamada sorunlar
¢ikarmaktadir. Genel olarak hormonlar,
larvalarin ilk yem alimmdan itibaren 40-
60 giinlik donemde, nadiren 100 giinde
uygulanir ve bundan dolayr hormonal
kalintilar, baligin pazarlanmasindan ¢ok
once dokulardan yok olur (Sheperd ve
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Bromage, 1990). Gokkusagi alabaliginda
24 saat igerisinde alman 170-
metiltestosteron‘un  %67’sinin  digk1 ile
digar1 atildigi, 21 giin sonra diyetten
uzaklastirilan Tilapia aurea juvenillerinde
kalan 170-metiltestosteron miktarinin %09
oldugu bildirilmis ve cinsiyet doniisiimde
en yaygm kullanilan 6stradiol-17p ve
17a-metiltestosteron hormon
seviyelerinin, yemden alinmalarindan
sadece 5 giin sonra Odlgiilemeyecek
miktarlara diistiig kaydedilmistir (Turan,
2000).  Tiiketici  tepkisi  nedeniyle
hormonlarin  kullaniminda  dogrudan
yontem yerine dolayli yontem tercih
edilebilir.

Dolayh Hormonal Uygulama

Dogrudan hormonal uygulamada %100
tek cinsiyetli populasyon olusturma
garantisi yoktur. Fakat dolayli yontemde
timiilyle disi ve erkek populasyonlar
iiretilebilir.

- XX Genotipli Erkek Damizlik Uretimi
Bu yontemdeki ama¢ timiyle disi
bireylerden olusan populasyonlar
iiretebilecek damizlik bireyleri
saglayabilmektir. Postlarvalarda heniiz
cinsiyetinin  belirsiz  oldugu safhada
yapilmasi gereken baligin androjenlerle
erkeklestirilmesidir. Sonugta elde edilen
erkekler, yaklasik olarak XX ve XY
bireylerinde esit sayida yer alacaktir ve bu
doller normal disilerle ¢aprazlanarak test
edilir. Olusan dollerinde erkek birey
olanlar XY genotipli erkek birey olarak
tanimlanir ve bunlar elimine edilir.
Dollerinde %100 oraninda disi  birey
bulunanlar ise XX genotipli erkek birey
olarak saptanir ve damizlik olarak ayrilir
(Purdom, 1993).

Normal erkeklerden erkeklestirilmis
disileri ayirmada geri ¢aprazlama teknigi
kullanilabilecegi gibi, gokkusagi
alabaliklarinda buna gerek yoktur. Cilinkdi;
Q Dondstiiriilmiis  gokkusagi  alabaligi

erkeklerinin renkleri diger bireylere
kiyasla daha koyudur.
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O Doniistiriilmiis  gokkusagr alabalig
erkeklerinin sperm kanallar1 yoktur ve
sagildiklarinda sperm vermezler.

O Doniistiriilmiis  gokkusagi  alabaligi
erkeklerinin testisleri genelde tektir ve
lobludur.

Normal erkeklerin  ayrilmasiyla
geride kalan XX genotipli erkek bireyler
tamami disi bireylerin elde edilmesinde
kullanilirlar (Ingram, 1988; Giiner ve
Kizak, 2001).

XX genotipli erkek bireylerin
sagildiklarinda sperm  vermemeleri
dolayisiyla sperm alimi igin Oldiiriilmesi
gerektiginden, daha diisik hormon
konsantrasyonlart ile XX  genotipli
fonksiyonel erkek bireyler elde etmek

mgkg' metiltestosteron ilave edilmis
yem ile ilk yemlemeden itibaren 60 giin
boyunca beslenerek %80’in {izerinde XX
genotipli  tiimilyle fonksiyonel erkek
bireyler elde edilebilmektedir (Purdom,
1993).

- YY Genotipli Siiper Erkek Damuzlik
Uretimi
YY genotipli siiper erkek diretimindeki
amag, %100 erkek bireylerden olusan
populasyon iiretmektir. Normal bireyler
arasinda yapilan caprazlamadan disi ve
erkek bireyler olusurken, YY genotipli bir
siiper erkek ile yapilan c¢aprazlamadan
sadece erkek bireyler olusur. Siiper erkek
iretiminde uygulanan islem Sekil 1’de

miimkiindiir. Gokkusagi alabaligt 0.5  verilmistir;
XY Q XX Q NORMAL
POSTLARVALAR
DISILESTIRILIiR
XY X XY X NORMAL ERKEK
3 3 BiREYLERLE
CAPRAZLANIRLAR ]
2 Xx ryrd xyrd Q XX XY &  PROGENI (DOL)
(Elimine edilir) TESTI
XX X x XX Q NORMAL Disi
Q BiREYLERLE
| ’_\_‘ CAPRAZLANIRLAR
J XY Q XX XY &
(Elimine edilir)
YY Bireylerin eldesi igin disilestirilir

Sekil 1. YY genotipli siiper erkek tiretimi (Purdom, 1993).

YY genotipli bireyler ayn1 zaman da
androgenez  yoluyla yada cinsiyet
doniisimii ve ginogenez kombinasyonu
yoluyla diretilebilmektedir  (Purdom,
1993). Siiper erkek iretimi Oryzias
latipes, Ictalurus spp., T. mossambica, T.
nilotica, O. mykiss ve C. auratus lizerinde
basariyla uygulanmgtir (Turan, 2000).

Kisirlagtirma

Cinsi olgunlagma ile ilgili birgok onemli
sorunun tek cinsiyetli stoklarin tiretimiyle
giderilmesine karsin, tliimiiyle disi veya
tiimiiyle erkek stoklarin olgunlagmasindan
Once pazara sunulmaz ise iretimde
olgunlasma ile ilgili kayiplar devam
edecektir. Bu sorunlarin giderilmesinde
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care kisirlagtirmadir. Kimyasal,
Hormonal, Triploidizasyon ve Radyasyon
uygulamalari icinde en gecerli
kisirlastrma  metodu  Triploidizasyon
islemidir (Jungalwalla, 1991, Sheperd ve
Bromage, 1990).

Kromozom Manipulasyonu

Baliklarin ¢ogunda dis déllenme meydana
geldiginden kromozom setlerinin
manipulasyonuyla kromozom sayisii
kismen degistirmek kolaydir. Bu teknikler
dogrultusunda ginogenetik, androgenetik,
triploid ve tetraploid baliklar iiretmek
olasidir.  Balikk  hiicrelerinin  ¢ogu

ebeveynlerinden gelen 2 kromozom setine
sahiptir. Gametlerde bu sayi1 yartya diiser,
ebeveynlerden gelen setlerden sadece biri
dollere gecer. Bu indirgeme islemi,
kromozom manipulasyonlarinin
anlagilmasinda temel noktadir (Johnstone,
1992). Normal fertilizasyonda haploid
sperm yumurtaylr dollerken maternal
setlerden birisi (Ikinci Kutup Hiicresi:
IKH) 2.mayotik bdliinmenin
tamamlanmasiyla kaybolur ve bdylece
baslangictaki ~ embriyonik  hiicre 1
maternal ve 1 paternal olmak iizere 2
kromozom seti igerir (Sekil 2).

Yumurt

f MAYOZ
Snermatozoit

iKH

& ® &
o o0

2N MITOZ

Sekil 2. Doéllenme isleminden kisa bir siire sonra ikinci kutup hiicresinin kaybolmasiyla 2N
kromozom setli embriyonik hiicre meydana gelir (Johnstone, 1992).

Kromozom diizeyinde mayotik ve
mitotik olaylara farkli amaglar
dogrultusunda yapilan cesitli
manipulasyon iglemleri vardir (Purdom,
1993; Galbusera ve dig., 2000; Rothbard
ve dig., 1999; Colombo ve dig., 1995;
Chourrout, 1980). Bu manipulasyon
islemleri; Ginogenez (Mayoginogenez ve
Mitoginogenez), Androgenez,
Triploidizasyon ve Tetraploidizasyon
teknikleridir.

Kromozom sayilarmi degistirmek
icin kullanilan g¢esitli ¢evresel soklar
vardir (Diter ve dig., 1993; Manickman,
1991; Purdom, 1993; Teskeredzic ve dig.,
1993; Malison ve dig., 1993; Jungalwalla,
1991). Bunlar;

» Is1 soku

o Sicaklik
o Sogukluk
» Hidrostatik basing
» Kimyasallar
o Kolsisin (Colchicine)
o Sitokalasin B (Cytochalasin B)
¢ N,O (Diazot Monoksit)

Bu teknikler icerisinde en verimli
yontem basing soku olmasina karsin
ekipmanlar1 agir ve pahalidir (Malison ve
dig., 1993; Purdom, 1993).

Ginogenez

Ginogenez, baliklarin  kromozomlarini
sadece anadan almasinin saglanmasidir ve
yumurtalarda embriyonik gelisimin sperm
tarafindan tetiklenip higbir sekilde sperm
kalitm materyalinin katkis1 olmadan
devam etmesidir. Ginogenez
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uyarimindaki ana amag, akraba hatlarin ve
tek cinsiyetli populasyonlarin iiretimidir.
Yiiksek derecede akraba olan baliklarin
iretiminde kullanilabildiginden, teleost
baliklarda akrabali yetistirme amaglar
bakimindan  benzersiz  bir  aragtir
(Galbusera ve dig., 2000; Turan, 2000).
Ginogenez’de yumurtalarin
dollenmesinde genetik materyali yok
edilmig spermatozoitler kullanilir.
Spermatozoitlerin genetik materyalinin
nétralize edilmesinde,
= y-1smlart
= X-1gilari
= Ultraviyole (UV) kullanilir. Bunlardan
en c¢ok, ucuz ve kullanisli olmasi
nedeniyle ultraviyole kullanilir(
Goryczko ve dig., 1991; Refstie, 1983;
George ve dig., 1994; Cherfas ve dig.,
1990; Malison ve dig., 1993; Rothbard,
1994).

Spermlerin kalittm materyali yok
edildiginden farkli balik tiirlerinden alinan
spermler yumurtalarin  dollenmesinde
kullanilabilir (Purdom, 1993).
Yumurtalarin aktive edilmesi i¢in UV
radyasyonlu sperm kullanimiyla yapay bir
ireme gereklidir ve ardindan embriyonun
diploidlik durumunu tekrar saglamak icin
fiziksel veya kimyasal sok uygulamalari
gerekmektedir. Bu soklar, mikrotiibiilleri

tahrip ederek cekirdeksel bolinmeyi
engeller (Galbusera ve dig., 2000).
Cevresel sokun uygulanmadig1

durumlarda haploit embriyolar deforme
ozellikte olur (Purdom, 1993).

Ginogen baliklarin iiretiminde
mayoginogenez ve mitoginogenez olmak
tizere iki farkli yontem uygulanmaktadir.

- Mayoginogenez
Mayoginogenez, ikinci kutup hiicresinin
¢ikiginin onlenmesiyle gergeklesir.

Normal bir yumurta, kromozom materyali
elimine edilmis inaktif bir spermatozoa
tarafindan dollendikten kisa bir siire sonra

ikinci  kutup  hiicresinin  ¢ikisinin
Onlenmesi amaciyla soka tabi tutulur ve
boylece iki kromozom setli mayotik

ginogenot embriyolar elde edilmis olur
(Rothbard, 1994; Galbusera ve dig.,
2000).

Uretilen mayotik ginogenler yiiksek
derecede akrabadirlar, fakat bunlar mayoz
sirasinda  gerceklesen  krosing-over
nedeniyle kismen heterozigottur (Turan,
2000). Bu yilizden mayoginogenez, etkili
bir Akrabali Yetistirme aract olarak
diisiiniilmemekle  beraber, kromozom
haritalanmasinda ve cinsiyet belirleyici
sistemin saptanmasinda
kullanilabilmektedir (Purdom, 1993).

- Mitoginogenez
Mitoginogenez
doller uretir,
dublikasyonundan

tamamiyla homozigot
clinkii genomun
sonra ilk mitotik
bolinmenin engellenmesiyle
gergeklestirilir.  Bu  {ireme  metodu

kullanilarak 2 nesil sonrasinda genetiksel

olarak benzer baliklarin homozigot
akrabal1 (inbred) hatlar1
saglanabilmektedir.

Ginogenez islemleri, Zebra baligt
(Danio rerio), Medaka (Oryzias latipes),

Adi sazan (C. carpio), Ayu balig
(Plecoglossus  altivelis),  gokkusagi
alabaligi  (O. mykiss), Oreochromis

niloticus, Afrika yaym baligr (Clarias

gariepinus),  Cipura  (S. aurata),
Myliopharyngodon piceus, Salmo salar ve
Levrek (D. labrax) gibi tiirlerde

uygulanmistir (Galbusera ve dig., 2000;
Gorshkov ve dig., 1998; Rothbard ve
Shelton, 1993; Cherfas ve dig., 1990;
Refstie, 1983; Colombo ve dig., 1995;
Rothbard, 1994).

Androgenez

Androgenez, yumurtanin genetik
materyalinin elimine edilmesinin
ardindan, bunun d6llenip embriyo
gelisiminin  spermatozoanin kromozom
setinden devam etmesidir (Purdom,

1993). Androgenetik zigot ilk boliinmeyi
gegirecegi zaman sok uygulanir ve hiicre
boliinmesi engellenir. Bdylece olusan
bireyler ~babadan gelen kromozom
setlerine sahip olmug olur. Androgenetik
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uygulamalar gokkusagi alabaligi, ot
sazanti, adi sazan, Salvelinus fontinalis ve
beyaz mersin tiirlerinde  bagariyla
uygulanmistir (Turan, 2000; Rothbard ve
dig., 1999). Kendi kendini esleyen
kromozomlar tek  bir  kromozom
takimindan geldiginden yiiksek derecede
akrabadir ve %100 homozigottur. Bdyle
baliklarda 6lim orani yiiksektir, ¢ilinki
herhangi bir mutant ¢ekinik allel mevcut

ise agi1ga ¢ikmaktadir (Turan, 2000).

Triploidizasyon
Triploidizasyon teknigi ginogenez
islemine  benzemekle  beraber, bu

yontemde radyasyona tabi tutulmamis
normal spermatozoalar kullanilir ve ana
hedef steril balig1 tiretmektir.
Doéllenmeden hemen sonra gevresel sok
ile triploid tretilerek kisirlik saglanabilir
(Sekil 3).

Yumurta

&
&

r’r'Snermatozoit

&
o

~

_T°C,P,N2Q

J

MAYOZ 11

MITOZ 1

3N (Trioloit)

Sekil 3. Mayoz II sathasinda 1s1 (T°C), basing (P) veya kimyasal (N,O) soklardan herhangi
birinin uygulanmasiyla ikinci kutup hiicresinin ¢ikisi 6nlenerek 3N kromozom setli triploid
embriyonik hiicrelerin olugmasi saglanir (Johnstone, 1992).

Soklamada, 1s1 soku (sicaklik veya
sogukluk), hidrostatik basing ve kolsisin,
sitokalasin B, N,O gibi kimyasallar
kullanilir. Triploidler ayrica tetraploid ve
diploid c¢iftlesmesinden de {iretilebilir
(Malison ve dig., 1993).

Cogu balikk tiriinde triploidler
diploidlere kiyasla bazen 6nemli derecede
daha iyi yasama orani, biiyiime orani ve
yem doniigiim orani sergiler. Fakat bu
ozellikler cinsi olgunlagmanin
baslangicina dek kendini
gostermemektedir (Kerby ve Harell,
1990).

Triploidizasyon uygulamalari daha
¢ok steril salmonid iiretimi igin
kullanilmaktadir ve akuakiiltiir endiistrisi
acisindan  birgok  pratik  avantajlar
sunmaktadir. Bu tiir manipulasyonlarin en
O6nemli yarari, metabolik enerjinin gamet
iiretimi  yerine somatik biliylime i¢in
kullanilmasidir.  Ayn1  zamanda kisir

baliklar parlak giimiisi renklerini korurlar
ve tiiketici tarafindan daha yiiksek bir
kalite olarak kabul goriir. Triploidizasyon
ayrica, olgunlagan alabaliklarin 6zelligi
olan maturasyona bagli mortaliteyi ve
disik et kalitesini giderir. Bunun
yaninda, triploidizasyon yoluyla {iretilen
steril salmonlar, ergin boya geldiklerinde
morfolojik olarak diploid baliklarla
aynidir ve entansif kiiltiir sartlar1 altinda
fonksiyonlar1 normaldir (Teskeredzic ve
dig., 1993). Yapilan arastirmalar
gostermistir ki, erkek triploid baliklar
olgunlagsmakta ve gamet iiretmektedir,
ancak bu spermler andploid kromozom
komplementleri tasidigindan yasayabilir
dol verme yeteneginden uzaktir. Triploid
disile ise kisir olup ¢ogunlukla bag
dokudan ibaret olan kiiciik
ovaryumlarinda genelde birkag
olgunlasmamis yumurta hiicresi bulunur
(McAndrew ve dig., 1993).
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Triploid balik {retimi, verimliligi
arttirma ¢aligmalarinin yaninda, belli bazi
yonetim  amagclarmi  gerceklestirmeye
yonelik biyoteknolojik bir ara¢ olarak
kullanilabilmektedir. Ornegin, triploid ot
sazani 3 kromozom takimiyla fonksiyonel
olarak steril olmalar1 nedeniyle rutin
olarak akuatik vejetasyonun biyolojik
kontroliinde kullanilmaktadirlar (Kerby
ve Harell, 1990).

Triploidlerin tanimlanmasinda birkag
metot vardir (Purdom, 1993; Lincoln ve
Bye, 1989):

» Triploitlerin ~ tanimlanmasinda  en
dogrudan yontem kromozom sayisinin
belirlenmesidir.

» Hiicrelerin ve nukleuslarmin boyutlari.
En yaygin kullanilan kirmizi kan
hiicresi yani eritrositlerin
biyiikligidiir.

» Eritrosit ¢ekirdek hacminin incelenmesi
ve hiicre yogunlugunun analizi igin
Coulter sayic1 kullanilmasi.

» Eritrosit ¢cekirdegindeki DNA igeriginin
flow sitometri yoluyla belirlenmesi.

» Elektroforez kullanilmast.

» Gonad dokusunun histolojik olarak
analiz edilmesi.

Triploidizasyon islemi, S. salar, O.
mykiss, Asya yayin baligi (Clarias
batrachus), O. kisutch, Perca flavescens,
Salvelinus fontinalis, Salmo trutta morpha
trutta X Salvelinus fontinalis, D. labrax,
C. carpio, Puntius gonionotus ve S.aurata
gibi  balik tiirlerinde uygulanmistir
(Johnstone, 1992; Chourrout, 1980;
Manickman, 1991; Teskeredzic ve dig.,
1993; Malison ve dig., 1993; Dube ve
dig., 1991; Dobozs ve Goryczko, 1988;
Colombo ve dig., 1995; Cherfas ve dig.,
1990; Koedprang ve Na-Nakorn, 2000;
Gorshkov ve dig., 1998).
Tetraploidizasyon
Tetraploidizasyon, 4 kromozom setli balik
dretim  islemidir.  Tetraploid balik
iretimindeki amag, bunlarin diploid
baliklarla caprazlandigina triploid
bireylerin elde edilebilmesidir. Normal bir

yumurtanin ~ aktif  bir  spermatozoa
tarafindan dollendikten sonra ilk mitotoik
boliinme esnasinda sok uygulanmasi ile
4N kromozomlu bireyler elde edilir.
Diploid disilerin  tetraploid erkekler
tarafindan  dollenme  orant  normal
erkeklere kiyasla daha diisiiktiir. Bu,
spermatozoit basinin c¢apiyla ilgili bir
durumdur. Dolayisiyla tetraploid disilerin
diploid erkekler tarafindan dollenmesi
daha mantiklidir. Bununla  birlikte,
tetraploid iiretimi kolay degildir, fakat
gokkusaglr  alabaliklarinda  tetraploid
iretimi gerceklestirilebilmistir
(Johnstone, 1991).

Gen Manipulasyonu

Gen manipulasyonu, bir veya birkag¢ genin
bir  hayvandan  digerine  transfer
edilmesiyle  yapilan  molekiiler  bir
tekniktir. Bir organizmadan diger birine
gen  transferi  yoluyla  transgenik
organizma olusturma, kavramda oldukc¢a
basittir- DNA, nukleus igine enjekte
edilir, boylece kromozomal replikasyonda
yerini alir ve o hiicrenin kaliim
materyalinin bir pargasi haline
doniigtiverir.  Basit  bir  fikir olarak
goziikkmesine karsm, gereken teknoloji
oldukga karmasik ve ayrmntilidir (Purdom,

1993).
Baliklar, transgenik hayvanlarin
calisilmasinda ¢ok uygun canli

materyallerdir. Birincisi, tek bir disi balik
tirlere gore binlerce farksiz yumurta
iretir, bunlar dig dollenme gegirir,
makroskobik elle miidahaleye
toleranshidir, mikroenjeksiyonda standart
mikromanipulatorler kullanilir ve inkiibe
edilmesi kolay oldugundan enjekte edilen
embriyolar, memelilerde gerektigi gibi
kompleks manipulasyonlar gerektirmez.
Ayrica, DNA sitoplazma igine enjekte
edilmesine karsin transgenik baliklarda
DNA entegrasyon orani(%10-70) olduk¢a
yiiksektir (Jiang, 1993).

Transgenik islemin Temel Adimlar:
(Purdom, 1993)

Q Uygun gene karar verilmesi ve yaklagsik
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olarak saf formun elde edilmesi

O Materyalin =~ bir  hiicre nukleusuna
enjekte edilmesi

O Materyalin birlesimi, yabanci DNA’nin
konak tarafindan replike edilmesi

O Organizmada genin tiim ifadesinin
ortaya ¢ikmasi
Transgenik ¢alismada ilk adim,

istenen genin klonlanmasidir (Sekil 4).

Bunu yapmak ig¢in secilen tiiriin
kromozomundan segici enzimler ile
hedeflenen gen ¢ikarilir. Sonra gen

bakteri plazmidi icerisine yerlestirilir.
Bunun i¢in Once bakteri yerlestirilecek
genin yapisinda belirli yerden segici
enzimler ile kesilir, gen yerlestirilir ve

Plazmit

Endoniikleaz
ile muamele

Yabanecr%
DNA

baglayic1 enzimler ile plazmid kapanir.
Olusturulan bu plazma — gen karigimi
ozmotik sok yoluyla bakteriye aktarilir ve
daha sonra bakteri kiiltiire alinir. Bakteri
boliiniip geligirken plazmidleri de esler ve
bu islem milyonlarca plazmayr ve
plazmaya baglhi olan geni iretir.
Hedeflenen miktarda gen olusuncaya
kadar bakterinin iremesine izin verilir ve
yeterli miktarda gen kopyasi olusunca
bakteriler oldiiriilir ve bdylece gen
kopyalar1 serbest hale geger. Plazmalar
bakterilerden temizlenir ve gen kopyalari
plazmadan segici enzimler kullanilarak
¢ikartilir (Turan, 2000).

" + Baz eslesmesi

l Ligaz ile baglanma

Transformasyon

Plazmit

Ana bakteri kromozomu

Sekil 4. Hedeflenen genin klonlanmasi (Keeton ve dig., 1993).
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Yeni bir genin, genetik transferinin
etkili kilinabilmesi i¢in uygun bir
zamanda, hiicre nukleusu igine bu genin
kopyalarinin enjekte edilmesi
gerekmektedir. Eger bu islem, dollenmis
yumurtanin ilk mitotik bdliinmesinden
evvel gerceklestirilebilirse, o zaman
birlesen materyal gelecekteki  biitiin
hiicrelere aktarilacaktir. Eger birlesme
oncesi bir veya daha ¢ok mitotik boliinme
gergeklesirse bazi  hiicreler bu  geni
igerirken bazilarinda olmayacaktir. DNA,
yumurtanin animal kutbuna enjekte edilir.
Her bir yumurta i¢ine klonlanmig DNA
molekiiliinlin yiiz binlerce kopyast enjekte
edilmelidir, ¢linkii bunlarin biyiik bir
¢ogunlugu hiicre enzimleriyle tahrip olur
ve herhangi bir tanesinin birlesme
olasiligr ¢ok diigiikktiir (Purdom, 1993).
Gen aktariminda diger bir metot ise
elektroporasyondur. Bu yoOntemde kisa
elektrik dalgalarinin kullanilmasiyla hiicre
zarmin gegirgenligi saglanir, bu suretle

DNA dahil makromolekiillerin gecisi
miimkiin olur (Lutz, 2000).

Insan  biiyime hormonu  geni
nakledilmis  ilk  transgenik  baligin

iretiminden bu yana buna benzer bir¢ok
basarili ¢alisma gergeklestirilmistir (Jiang,
1993). Son yillarda birgok arastirict hizlt
gelisme, viral enfeksiyonlara karst direng
ve donma sicakligina karst direng gibi
amaglar dogrultusunda ticari baliklar
iizerinde gen transferiyle ilgilenmisler ve
genelde basariya ulagmiglardir.

Sonug olarak, diinya ¢apinda bir¢cok
arastirict, hayalleri gerceklestirme
yolunda ¢abalamaktadir ve bu noktada
biyoteknolojik ~ yoOntemler,  &zellikle
transgenik calismalar, {irlin verimliligini
arttirma yoniinde ¢ok Onemli firsatlar
sunmaktadir. Bunun yaninda, Tiirkiye i¢in
yabanci tiirler olan tilapya, ot sazani gibi
tiirlerin ticari dlgekte liretimi planlandig:

takdirde ¢evreye olasi  zararlarm
gidermek amaciyla, oncelikli olarak tam
kontrolli iiretim stratejileri

gelistirilmelidir. Bu ydnde biyoteknolojik

yontemlerin  kullanimiyla  kontrolsiiz
iireme engellendigi gibi, daha fazla verim
elde edebilmek maksadiyla tek cinsiyetli
veya kisir populasyonlar olusturulmalidir.
Bu sayede dogaya kagmalart durumunda
dogal ortamda treme imkanlar yok
edildigi gibi, tek cinsiyetli veya kisir
populasyon ile yapilan iiretimde daha
fazla verim elde edilebilecektir.
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