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Otolitten Yas Tayininde Kesit Alma Teknigi
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Abstract: The Sectioning Technique in Age Determination by Otolith. Different
techniques could be used in age determination by otoliths. Direct observation, dying, break-
and-burn, acidification and sectioning are the most commonly used methods. Sectioning is
the widely accepted technique among the mentioned methods. This is appropriate for adult
individuals and particularly for thick otoliths that we difficult to examine under stereoscopic
microscope. Additionally, dying and acidification process gives more precise results in age
determinations.In the present study, it is aimed to give detailed information on sectioning
method, which is widely accepted method.
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Ozet: Otolitten yas tayini degisik teknikler kullanilarak yapilabilir. Stereoskobik mikroskop
altinda direkt gozlem, boyama, kirma-yakma, asitlendirme ve kesit alma teknikleri yaygin
olarak kullanilan yontemlerdir. Bunlar iginde pek ¢ok arastirici tarafindan kesit alma teknigi
genis Olglide kullanilmaktadir. Bu teknik o6zellikle ergin bireylerde ve stereoskobik
mikroskop altinda yeterli goriilemeyen kalin otolitlerin degerlendirilmesinde ¢ok iyi sonug
vermektedir. Ayrica kesit alman otolit yiizeyine asitlendirme ve boyama islemleri
uygulanarak, yas degerlendirmelerinin daha saglikli yapilma imkani saglanmaktadir. Bu
calismada, otolittten yas tayininde 6nemli bir metot olan kesit alma teknigi lizerine detayli
bilgi verilmeye caligilmugtir.

Anahtar Kelimeler: Otolit, kesit alma , yas tayini.

Giris (Christensen, 1964; Aprahamian, 1987)

asitlendirme (Secor ve dig., 1991),
Baliklarda yas tayini genis Ol¢iide sagittal ~boyama (Bouain ve Siau, 1988; Francillan
otolitlerden yapilmaktadir. Mevsimsel ve Meunier,1985), ve kesit alma

olarak gelisen opak (15181n gegcmedigi,
hizl1 biiyiime halkas1) yada hyalin (15181n
gectigi yavas, biilylime halkasi) halkalarin
sayilmasina dayanan yas tayini ¢ok ¢esitli
teknikler kullanilarak yapilabilmektedir.
Dogrudan mikroskop altinda yapilan
gozlemlerde kiigiik bireylerin otolitleri
rahatlikla  incelenebilir. Fakat ergin
bireylerin yaninda, Gadidae tiirleri ile baz1
Sparidae tiirlerinde CaCOj; birikiminin
fazla olmasi nedeni ile otolitlerden yas
tayini yapabilmek giiclesmektedir. Bu
nedenden dolayr arastiricilar  yeni
tekniklerin arayisi i¢ine girmislerdir. Bu
tekniklerin basinda, kirma-yakma

teknikleri gelmektedir. Son teknolojik
ilerlemeler otolit, pul gibi kalsifiye yap1
gelisimlerinin =~ dogru  bir  sekilde
Olciilmesini miimkiin ve nisbeten kolay
hale getirmistir (Casselman, 1990). Bunun
icin tetrasiklin ya da floresan 0Ozellik
gosterecek boyalar, Acetazolamid gibi
kimyasallar kullanilarak otolitler
markalanmustir (Brothers, 1990; Wilson et
all. 1987; Hettler, 1984).

Bu yontemler igerisinde ¢ogunlukla
kesit alma teknigi uygulanmaktadir.
Rauck (1972), yilan baligi otolitlerinin
ince olarak parlatilmig kesitler halinde
hazirlandiginda kolaylikla okunabildigini
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kaydetmistir. Arastirici, kesit makinasina
otolitin  yerlestirilmesi  giigliigiinden
dolay1 otolitin polyester i¢gine gomiilebile-
cegini belirtmistir. Kesit alma teknigi
genel olarak, saydam bir kalip icindeki
otolitten, nukleusunun i¢inde bulundugu
bir kesit pargast alinarak mikroskop
altinda gozlenmesi esasina dayanmak-
tadir. Bu teknik sayesinde yas halkalari
daha iyi gozlenerek, baligin yas ile ilgili
degerlendirmeler daha saglikli bir sekilde
yapilabilmektedir. Ayrica kesit parca

iizerinde ¢esitli boyama  teknikleri
uygulanarak degerlendirmeler giiglendiri-
lebilmektedir. Yapilmis olan bu ¢aligmada
baliklarda yas tayininde onemli bir yeri
olan otolitten kesit alma teknigi iizerine
detayl bilgiler derlenmeye galisiimisgtir.

Kesit Alma Teknigi: Otolitlerden kesit
alma islemi antero-posterior, sagittal,
transversal (dorso ventral) diizlemlerinde
yapilabilir (Morales-Nin, 1987) (Sekil 1).

M ¥inagly e
FEER iy

Sekil 1. Otolitten kesit alma diizlemleri. A: sagittal, B: antero-posterior, C: transversal (dorso-ventral),
(Pannella 1980)

Kesit alma teknigi su asamalardan meydana
gelir.

- Kalip hazirlama
- Kesitalma

- Zimparalama

- Parlatma

- Gozlem

Kalip hazirlama: Otolitten kesit alma
isleminin kolay bir sekilde yapilabilmesi
icin polyester yada epoksi kullanilabilir.

Polyester genellikle 151k mikroskobu
gozlemlerinde, epoksi ise polyestere gore
daha saydam olmasi nedeniyle elektron
mikroskobu  goézlemlerinde  kullanil-
maktadir. Polyester kaliplar i¢gin SODY
33 tip polyester ve katilagmay1 saglayan
katalizor kullanilabilir. Epoksi i¢in ise
Araldite 2020 kullanilabilir. Polyester
karigim otolit biiylikliigline gore degisen
boyutlardaki kaliplara dokiiliir. Kaliplar
silikon materyalden yapilabilir. Bu tip
malzeme, kalip iginden polyesterin
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kolayca ¢ikarilmasina imkan verebilecek

yumusakliktadir.

Polyester ve epoksi karisim orani,
kullanilacak ~ kalibm  boyutuna  gore
secilirTablo 1 ve 2’de Fransa’mmn

IFREMER arastirma kurumu LASAA
(Laboratoire de Scélerochronologie des
Animaux Aquatiques) tarafindan uygulanan
polyester ve epoksi karisim oranlar
verilmektedir.

Tablo 1. Polyester karisim oranlari

Polyester Polyester Katalizér damla
hacmi agurlig sayis1
(ml) (gr) %1 i¢in %2 igin
91 100 20 40
455 50 10 20
23.3 25 5 10
11.5 12.5 2.5 5
9.1 10 2 4

Tablo 2. Epoksi karisim oranlart

Epoksi agirligt Katalizor Toplam
(gr) (gr) (gr)
100 30 130
76.9 23.1 100
50 15 65
46.2 13.8 60
38.5 11.5 50
25 7.5 32.5
20 6 26
12 3.6 15.6

Polyester karisim plastik bir kap i¢cinde ve
plastik bir karigtirict kullanilarak  ve
aspirator altinda hazirlanmalidir.
Katalizoriin  polyesterle homojen bir
sekilde karigmast gereklidir. Karigim
yaklasik 1 cm kalinhiginda silikon
kaliplara dokiiliir ve donmasi i¢in 35°C’de
etiivde yaklagik 20 dk. bekletilir. Donan
polyester iizerine otolitler i¢ biikey tarafi
iste gelecek sekilde yerlestirilir. Tersi
yapildiginda hava kabarcigi kalabilir ve
kalip istenen kalitede olmaz. Otolitleri
yerlestirilmesinden sonra daha Once
hazirlanan oranda polyester karigim

hazirlanarak otolitler iizerine ilave edilir
ve etliivde donmasi i¢in bekletilir.

Polyester karisim igine renklendirici
koyularak da degisik kaliplar elde etmek
miimkiindiir. Ilk kez Bedford (1977)
tarafindan  gelistirilen bu ydntemde
Polyester karigim igine siyah renk
maddesi ilave edilmekte ve bunlardan ¢ok
ince film kesitler almmaktadir. Tablo
3’de, 360mm x 48mm ebatlarindaki kalip
icin uygulanacak olan polyester karigim
oranlar1 verilmistir. Polyesterin yaninda
kaynastirict  olarak Morsodyne 204,
katilasmay1 saglayan katalizor icinse
Organik peroksit 104 ve siyah renk
maddesi kullanilmaktadir.

Epoksi kalip hazirlig1 da polyesterde
oldugu gibidir. Ancak epoksinin diizgiin
olmasi i¢in katalizor ile aralditin en az 5
dk. siire ile karistirilmast gereklidir.
Epoksi hazirlanip 1 cm kalinliginda kaliba
dokiilerek 1 gece etiivde bekletilir. Daha
sonra otolit, polyesterde oldugu gibi
yerlestirilerek tekrar epoksi ilave edilir ve
2 gece havalandirmali etiiv icinde
bekletilir. Polyester epoksiye gore daha
hizli donabilmektedir. Bu nedenle epoksi
karigimin 2 gece bekletilmesi uygundur.

Kesit Alma: Etiivde bekletilip sertlesen
otolitlere kesit alma iglemi uygulanir.
Kesit almadan 6nce lup altinda nukleusun
yerinin belirlenip isaretlenmesi gerekir.
Aksi taktirde kesitin nukleustan diizgiin
bir sekilde gegmesi zorlasir. Epoksi ya da
polyesteri  kesebilecek  ¢esitli  kesit
makineleri bulunmaktadir. Bunlar iginde
¢ok ince kesitler i¢in 0-5000 tur arasinda
devir yapabilen hizli devirli “Isomet
2000” ve normal kesitler icin yavas
devirli “Isomet 11-1180 Low Speed” kesit
makinesi kullanilabilir. Bu tip kesit
makinesi ile yaklagik 100p’luk kesitler
elde etmek miimkiindiir.Polyester ya da
epoksi  kalip igindeki otolit kesit
makinesine  diizglince  yerlestirilerek
istenen diizlemde kesit parca alinir.
Alman kesit termoplastik yapistiric
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Cristal Bond 405 yardimi ile lam iizerine
yapistirtlir. Cristal Bond oldukca saydam
yapida olup, oda sicakliginda kati halde
bulunur. 150°C’de 1sitict  bir tabla
iizerinde agzi1 kapali bir petri kabinda
eritilip spatula yardimi ile bir damla lam
lizerine alinarak kesit parcanin lama
yapismasi saglanir. Kesit parga direkt lam
lizerine yapistirilabilecegi gibi lamla kesit
preparatt arasimna kiigiikk bir cam parca
koyularak da yapistirma yapilabilir. Bu
sayede preparata yiikseklik kazandirilarak
cilalama isleminin daha kolay yapilmasi
saglanir (Sekil 2). Siyah polyester kalip
icinde bulunan otolitlerden film kesitler

almak i¢in 127 mm g¢apinda 0.25mm
kalinlikta bigaga sahip ve dakikada 2000
devir yapabilen kesit makinasi
kullanilabilir (Souplet ve Dufour, 1983).

Tablo 3. Renkli polyester karisim orant
(Souplet ve Dufour, 1983).

Madde Oran
Kaynagtirici 5 damla
Polyester 90 gr
Renk maddesi 15 gr

Katalizor 4 cm’

aA

Kesit
. — /
o |
>z
Polyester Dorsal
Ventral
Gzl Zimparalama

OEICINS Parlatma

Polyester

Cristal Bond

A=A

Cristal Bond

Sekil 2. Kesit alma teknigi agsamalart

Parlatma: Kesit alinan parcanin mikros-
kop altinda net bir sekilde gézlenebilmesi
icin Ornegin parlatilmasi gerekir. Parlatma
islemi nukleusun net bir sekilde
goriinebilmesine kadar devam ettirilir.
Otolit tizerinde nukleusun muhtemel yeri
“sulcus” kanali takip edilerek tespit
edilebilir (Sekil 3).

Parlatma iki asamadan meydana gelir:
a. Zimparalama
b. Cilalama

Parlatmanin ilk asamasi zimparalama iglemi
400-800-1200 p’luk zimpara kagitlar

kullanilarak yapilir. 400 p’luk kagittan
baslayarak otolite zarar vermeden yavas
dairesel hareketlerle zimparalama yapilir. Bu
islemin rahat ve zarar vermeden yapilabil-
mesi igin kagit lizerine az miktarda su
koyulur. Yeteri miktarda zimparalama
yapildiktan sonra cilalama asamasina gegilir.
Bunun i¢in 6zel parlatma diskleri kullanilir.
Cilalama {i¢ farkhh Olglide (Yap-1p-3p)
Aliiminyum oksit pudrast kullamlarak
kademeli sekilde yapilir. 3p’luk alimiinyum
oksit pudrasi dokiilmils diskten baglayarak
yavas hareketlerle preparat disk iizerinde
hareket ettirilir. Cilalamamin diizgiin yapilip
yapilmadigi  preparatin  siirekli  olarak
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mikroskop altinda gozlenmesi ile kontrol
edilir. 3p ve lp alimiinyum oksit pudrali
cilalamadan sonra en ince cilalama “ip’la
gerceklestirilir.  Preparatin  bir  yiiziinde

nukleusun belirmeye baglamast ile bu
yiizeyde parlatma iglemi bitirilerek preparat
ters gevrilir ve diger yiizeyde parlatma
islemine gegcilir. Siyah polyester kalipla
parlatma

hazirlanan ~ &rneklerde islemi

uygulanmadan direkt mikroskop altinda
gozleme gecilebilir. Epoksi o6rneklerin
zimparalama ve cilalama islemi icin 6zel
makineler kullanilir. Makinenin déner
tablasina yerlestirilen zimparalama ve
cilalama diskleri tizerine 6rnek koyularak
parlatma isleminin daha kolay ve diizgiin
yapilmasi saglanir.

Sekil 3. Kirma mercan (Pagellus erythrinus L. 1758) otolitinde transversal diizlemde alinmig
kesit ornegi, (2 yas)

Gozlem

Kesit almmis ve diizglin bir sekilde
parlatilmis olan otolit drnegi alttan ya da
istten aydmlatmali 151k mikroskobunda
incelenebilir. Mevsimsel olusan halkalar
acik ve koyu bantlar halinde o6zellikle
sulcus acusticus bolgesinde net bir sekilde
sayilabilir (Sekil 3).

Isik mikroskobu godzlemi, elektron
mikroskobu go6zlemlerine gore daha az
hazirliga ihtiyag duymas: agisindan
pratiktir ancak biiyiiltme giicliniin azlig1
dezavantajidir (Brothers, 1987). Video

goriintiileme yontemi goriintiiniin
biiyiiltiilmesi, parlaklik ve kontrast
degerinin arttirllmasinda yardimer olur.
Ancak ¢Oziiniirligii arttiramaz. Video
goriintiileme otomatik ve yar1 otomatik
imaj analiz sistemlerinin de bir
elemanidir. Video goriintiileri kolayca,
video  kasetlerinde  saklanip  diger
arastiricilarla  paylasilabilir.  Elektron
mikroskobu, ¢ok daha yiiksek biiyiitme ve
coziiniirlik  verir.  Ozellikle 151k
mikroskobunda fark edilmesi olduk¢a gii¢
olan, kalinlig1 1p’dan kiigiik halkalarin
gozlenmesinde etkilidir.
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Sonug¢

Kemikli balik tiirlerinin gesitliligi, biitiin
tirler icin ortak bir inceleme metodu
gelistirilmesini giiclestirir. Son yillarda
mikroyapisal ve kimyasal analizlerin
gelismesi ile otolitten yas belirleme
calismalarinda da gelismeler olmustur
(Brothers , 1987). Dogrudan gézlemde,
ozellikle ergin birey otolitlerinde ve kalin
tabakali otolitlerde yas halkalarinin
goriinebilmesi oldukca giictiir. Ayrica
kisa zamanda ¢ok sayida otolitin
gozlenmesi zor ve yorucudur. Kesit alma
tekniginde, polyester karisimin dokiildigii
kalip boyutlar1 biiyiiltillerek ¢ok sayida
otolitin aynm1  diizlemde siralanmasi
saglanabilir. Ozellikle biiyiik kaliplarda
¢ok sayida otolitten kesit alinmast
sayesinde kisa zamanda birgok otolit
gozlenebilir. Brothers (1987), sagittal
otolitte transvers ya da oblik kesit
uygulamasinin gelisim evrelerinin daha
iyi gdzlenmesi ac¢isindan uygun oldugunu
belirtmistir.  Ayrica  yillik  gelisim
bolgelerinin  detaylt incelenmesi igin
gelismis goriintii analiz ekipmanlar1 ve
elektron mikroskobu analizi kullanilabilir
(Casselman 1983, Ashford ve dig., 1993).
Kesit yiizeyleri {lizerine, %5-7 EDTA (pH
7.2-7-6) ile asitlendirme islemi uygula-
narak  gelisim bolgeleri  belirginles-
tirilebilir (Secor ve dig., 1992). Asitleme,
diizglin  parlatilmis otolit yiizeyinde
uygulandiginda biiylime zonlar1 ve kesikli
zonlar arasindaki farkin ortaya
koyulmasinda ¢ok etkili olmaktadir
(Secor ve dig., 1991). Ayrica gelisen
bilgisayar teknolojisi, otolitlerden
yararlanarak bilgisayar ortaminda biiyiime
hesaplamasini miimkiin kilmustir.
Hazirlanmis kesit preparatt bilgisayara
bagli mikroskopta gdzlenerek  6zel
hazirlanmis gorlintii ¢oziimleyici prog-
ramlar (TNPC-Traitement Numerique de
Piéces Calcifiées) yardimi ile baligin
bliylime modeli ortaya koyulabilmektedir
(Troadec, 1999).

Ulkemizde otolitten yas tayini
genellikle  stereoskobik  mikroskopta
dogrudan gozlem teknigi ile yapilmak-
tadir. Bunun yaninda kirma-yakma
teknigide uygulanmaktadir. Polat ve
Glumis (1996), Merlangius merlangus
euxinus Nord 1840, tiriinde kirma ve
yakma teknigi denemisler ve yontemin bu
tiir i¢in iyi sonug verdigini belitmislerdir.
Baliklarda yas belirleme c¢aligmalarinda
ileri tekniklerin uygulanmasi, sonuglarin
daha iyi alinmasi agisindan biiyiik 6nem
tagimaktadir.
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