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OZET

Zebra baliklari model organizma olarak, insan genlerini ve hastaliklarini incelemek amaciyla
biyomedikal arastirmalarda yaygin kullanilmaktadirlar.  Buna ragmen, zebra baliginin
yapay iiretimi zayif bir sekilde tanimlanmistir ve evrensel olarak kabul edilen herhangi bir
yapay kiiltiir protokolii yoktur. Biyomedikal alanda ¢alisan bilim insanlarini tatmin etmek
icin kontrollii laboratuvar kosullarinda standart bir zebra balig1 kiiltiir yOntemi
gelistirilmelidir. Bu tez ile laboratuvar kosullarinda zebra baliginin yapay kiiltiiri
arastirllmistir. Ek olarak embriyogenez, yumurta capt ve cinsiyet orani, incelenmistir.
Calismada, erkek ve disiler i¢in ortalama viicut uzunluklar sirasiyla 3,34 + 0,40; 2,97 £ 0,3
cm ve ortalama agirliklar sirasiyla 0,38 = 0,14; 0,25 + 0,27g olarak 6l¢iilmiistiir.
Yumurtlama kaplar1 ve ¢akillar anaglarin yumurtlatilmasi i¢in kullanilmamistir. Hem erkek
hem de disiler i¢in olgunlasma asamasi, kuluckadan 90 giin sonra saptanmuistir.
Abdomenleri sismis olan erkek ve disi anaglar 6nceden lrettigimiz stoklardan secilmistir.
Once ovaryumlara yapilan baski ile yumurtalar, sonra erkeklerden siit yumurtalar {izerine
almmustir. Déllenme kuru yontemle ile yapay olarak yapilmistir. Yumurtalar 28+1°C, 4- 5
ginde acgilmistir. Ortalama yumurta ¢aplart ve yumurta verimliligi oOlgiilmiistiir.
Embryogenez baslica yedi asamada tanmimlanmistir; zigot, boliinme, blastula, gastrula,
segmentasyon, fargula ve ¢ikis asamalaridir. Orneklenen 163 baligin cinsiyet oran1 109: 54
(erkek: disi) idi ve bu fark anlamli bulunmustur (p<0,05). Buna ilaveten, Disilerin canli
ortalama agirliklar1 erkeklerinkinden daha yiiksek (p>0,05) olarak kaydedilmistir. Bu
calisma sonuglari, cinsiyet oraninin erkekler lehine oldugunu ve dogru yapay kiiltiir kosullari
ve uygun el ile sagim yonteminde biyomedikal arastirma icin gerekli yumurta ve
embriyolarin kolayca elde edilebilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler : Sagim, Embriyogenez, Yumurta ¢api, Cinsiyet orani, Biyomedikal
caligmalar

Sayfa Adedi 43
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ARTIFICIAL ZEBRAFISH (Danio rerio, HAMILTON 1822) BREEDING AND SEX RATIO
UNDER CONTROLLED LABORATORY CONDITION
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ABSTRACT

Zebrafish are considered as model organism and widely used in biomedical research to study
human genes and human diseases. Despite this, the artificial reproduction of zebrafish is
poorly described and there is not any standard universally accepted artificial culture
protocol. In order to satisfy the scientist working in biomedical area, a standard culture
method of zebrafish under controlled laboratory conditions must be developed. This thesis
investigates artificial culture of zebrafish in the laboratory where culture conditions were
maintained. In addition, embryogenesis, egg diameter, sex ratio were investigated. Mean
body lengths for female and male were 3.34+0.40; 2.97+0.3cm and the mean weights were
0.38+0.14; 0.25+0.27g, respectively.

Spawn traps and gravels are not used for spawning of broodstock. The maturation stage for
both male and females was detected at 90 days after hatching. Female and male broodstock
were selected from our previously cultured stock, based on their swollen abdomens. First
eggs were squeezed from the ovaries then milt was taken from the testes onto the eggs.
Fertilization was done artificially by the dry method. The eggs hatched within 4-5 days at
28+£1°C. The mean diameter of eggs and fecundity were measured. Mainly seven
developmental stages of embryogenesis were described; the zygote, cleavage, blastula,
gastrula, segmentation, pharyngula and hatching stages. The sex ratio of the 163 sampled
fish was 109:54 (male: female) and this difference was significant (p< 0.05). Additionally,
final live mean weight of the females was higher than that of the males (p>0.05). The results
of the present study suggest that sex ratio was male biased and with the right artificial culture
conditions and proper manual stripping, the required number of eggs and embryos for
biomedical research can be easily obtained.

Keywords . Stripping, Embryogenesis, Egg diameter, Sex ratio, Biomedical studies
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, acgiklamalari ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Agciklamalar
% Yiizde

°C Santigrat derece
pH Asitlik Bazlik Dengesi
NOs Nitrat

C Karbon

CaCOs Kalsiyum Karbonat
Kisaltmalar Aciklamalar
BD Blastodisk

BK Besin kesesi

cm Santimetre

CS Cleavage stage
g Gram

K Koryon

K Kuyruk

I Litre

pm Mikrometre

n| Mikrolitre

mg Miligram

mg/| Miligram/Litre
mm Milimetre

ml Mililitre

N Notokort

ng/l Nanogram/Litre
oL Optiklens

OP Optik pleakod

ppm Parts per million



1. GIRIS

Zebra balig1 insan ve diger omurgalilarin hastaliklarinin arastirilmasinda miikemmel bir
model organizma olarak kullanilmaktadir. Son on yilda yapilan arastirmalarda kanserden
balik davranis bilimleri gibi olduk¢a genis bir alanda, biyomedikal ¢aligmalarda fare ve
ratlara alternatif bir model organizma olarak kullanildig: belirtilmistir (Cek, Shang, Perera,
Su ve Dunham 2016; Cek ve Aydin, 2016; Davis, Bryda, Gillespie, ve Ericsson, 2016a;
2016b; Gaulke, Barton, Proffitt, Tanguay ve Sharpton, 2016; Moon ve dig., 2016 ; Tsang,
Zahid, Ansari, Lee, Partap ve Gerlai., 2017; Meyers, 2018).

Zebra baligi insan hastaliklarinin arastirnlmasinda model organizma olarak ilk kez
Streisinger, Walker, Dower, Knauber ve Singer (1981) tarafindan kullanilmistir. Arastirma
sinir sistemi gelisimini etkileyen genetik mutasyonlar iizerine yapilmistir (Streisinger ve
dig., 1981). Cooper (2017) yaptigi derlemede, zebra baliklarinin insanlarda melanosit
hastaliklarinin nasil anlasildigi ve nasil tedavi edildigine gelistirmeye yonelik bilgiler
sunmustur. Gasch, Payseur ve Pool (2016) model organizmalarin genom dizilimlerinin
bilinmesi sayesinde insanlara ait hastaliklarin gelisim siiregleri, fizyolojik ve biyolojik

stireglerinin anlasilabilir oldugunu bildirmislerdir.

Insanlarda genetik kaynakl hastaliklarm arastirilmasinda en yaygi model organizma olarak
kullanilmasiin baslica nedeni gen dizilimi bakimindan (Howe ve dig., (2013)) insan ve
zebra baliklarinin %70 oraninda ortolok genlere sahip olmalaridir. Denek olarak kullanildig:
baslica diger alanlar ise organ rejenerasyonu (Shi, Fang, Li ve Luo, 2015). anjiyogenez
(Chavez, Aedo, Fierro, Allende ve Egafia, 2016), Norobilimdir. (Perathoner, Cordero-
Maldonado, Crawford, 2016). Ayrica, ¢oklu enfeksiyoz hastaliklar (Shan, Zhang, Zhuo,
Peng ve Fang, 2016), kok hiicre gelisimi (Staal, Spaink ve Fibbe, 2016) ve insanlarda
goriilen kanserlerdir (Feitsma ve Cuppen, 2008; Liu ve Leach., 2011). Insan organlarinda
goriilen tiim kanserler zebra baliklarinda da goriilmektedir. Melanoma, bobrek, karaciger,
beyin, pankreas, ovaryumlar ve testislerde olusan tiimorlerin hiicresel bazda mikroskop
altindaki goriiniimleri insan ve zebra baliklarinda olduk¢a benzerdir. Bu benzerlik iki
canlidaki kanser olusumunu, yayilmasini, tedavisini kiyaslamakta bilim insanlarina kolaylik

saglamaktadir.

Zebra balig: ile ¢alismanin avantajlarindan bir digeri ise, sucul omurgalilarin gevreden

yayilan ¢esitli stres faktorlerine diger canlilardan daha fazla maruz kalmalaridir. Zebra baligi



yumurta ve embriyolari toksik ajanlara karsi olduk¢a duyarhidir. Bu nedenle son yillarda
toksisite c¢alismalarinda zebra baligi yumurtalari, embriyolart ve anaglart siklikla
kullanilmaya baslanmistir (Hisaoka ve Battle, 1958; Kimmel, Ullmann ve Schilling, 1995;
Lele ve Krone, 1996; Din, 2002). Brundo ve Salvaggio (2018) nano toksikoloji ¢alismasi

icin yeni bir model olabilecegini bildirmislerdir.

Zebra baligi memeli olan fare ve ratlara gore bir¢ok avantaja sahiptir. Zebra baliginin koti
cevre kosullarina kars1 dayanikli bir tiir olmasi, tim diinya iilkelerine dagilmis ve kolay
bulunmasi, laboratuvar ortaminda kolay beslenebilmesi ve ¢ogalmast, ergin disilerin haftalik
araliklarla yiizlerce yumurta birakabilmesi, yumurta ve embriyosunun saydam olusu
(yumurta ve larva gelisiminin Kolay izlenebilmesine olanak saglar), ¢cok kisa bir yasam
dongiisiine sahip olmasi fare ve ratlara olan tstiinliikkleridir. Olduk¢a ucuz olmalar1 da bir
avantajdir. Fareler bir batinda 3-5 yavru verebildikleri halde zebra baliklari bir batinda her
hafta 100 ile 300 adet arasinda yumurta verebilmektedir. Bu durum biyomedikal
arastirmalarda denek olarak tercih edilmesinin en 6nemli nedenlerinden birisidir (Lawrence,
2007). Bilim insanlarmi istatistiksel olarak daha gii¢lii kilmaktadir. Ureme islevlerinin
incelenmesi bakimidan D. rerio’ nun 20 yil 6nce denek olarak yaygin kullanilan nematod
Caenorhabtidis elegans ve Drosophila sp’de mevcut olan temel pozitif 6zelliklerin bir

¢oguna sahip oldugu rapor edilmistir (Streisinger, Walker, Dower, Krauber ve Singer, 1981).

Bu temel oOzelliklerinden dolay1r zebra baliklari son on yilda en fazla biyomedikal
arastirmalarda denek olarak kullanilan omurgali olmasina ragmen yapay tliretimi lizerine ¢ok
az sayida c¢alisma yapilmustir. Laboratuvar kosullarinda Zebra baligi yapay olarak
iretilmesinde uluslararas1 standart bir yontem gelistirilememistir. Dogada iiremesi
genellikle akarsular, kanallar, hendekler, goletler, piring tarlalar1 ve durgun sular gibi yavas
hareket eden sularda muson yagmurlariyla birlikte sabahin erken saatlerinde
gerceklesmektedir. Dogal ortamlarda yumurtanin ddllenmesi ve c¢ikisi oldukca diisiik
orandadir (Lawrence, 2007; Adu ve Thomsen 2011).

Akvaryum ve laboratuvar kosullarinda en yaygin kullanilan yumurtlatma yontemleri ise
yumurtlama kaplarinin iizerlerinin bitkiler ile kaplanarak ve baligin yumurtlamaya tesvik
edilmesidir. Bir diger yontem ise yumurtlatma kaplari tabanina ¢akil taslari yerlestirilmesi
ve baligin ¢akil taglarina yumurtalarin1 birakmasidir (Lawrence, 2007; Adu ve Thomsen
2011). Ancak bu yontemlerde ayni yasta ve boyda ¢ok sayida embriyo elde etmek oldukga
zordur. Biyomedikal ¢aligsmalar igin ayn1 yasta ve boyda ¢ok miktarda embriyo elde etmek



amactyla yumurtlama yapay olarak yapilmalidir. Yumurta ve sperm sagim yolu ile alinmali
ve el ile dollenme yapilmalidir. Sadece yapay olarak yapilan déllemede yumurtalarin sayis,
yumurta biiyiikliigii, olgunlasma yasi, biiyiikliigii belirlenebilir ve deneylerin tasarlanmasi
icin son derece 6nemli olan ayni yastaki ¢ok sayida embriyolarin dogru bir sekilde elde
edilmesi saglanabilir. Bu nedenle, bu tezin birincil amaci, zebra baliklarini yapay olarak elde
etmek ve evrensel olarak kabul edilebilecek bir iiretim yontemini gelistirmektir. Bu
baslangi¢ noktasindan hareketle, laboratuvar kosullarinda gerceklestirilen doéllenmeyi
izleyerek dollenmis yumurtanin, diger bir ifade ile zigotun belli baz1 gelisim evreleri
incelenerek degerlendirilmistir. Yumurtanin ¢api, yumurta verimliligi, olgunlagsma yas1 gibi
parametreler de incelenmistir. Genel bir ifade ile diger bilimsel arastirmalar gibi bu
calisgmanin da c¢esitli deneysel uygulamalara ve biyomedikal calismalara zemin

olusturacagina inanilmaktadir.

Zebra baligi tiretilmesinde cinsiyetlerin belirlenmesi farklilagsmasi ve 6zellikle cinsiyet orani
da olduk¢a Onemli bir parametredir. Cinsiyet orani ¢ok sayida bilim insani tarafindan
arastirllmistir (Sharma ve Patino, 2013; Liang, ve dig., 2015; Ye, Zhu, Zhang, Xiong ve
Wong, 2019; Kossack, High, Hopton ve Yan, 2019). Yumurtadan ¢ikis1 izleyen 20 giin sonra
Liang ve dig., (2015) progesteron ve norgestrel uyguladiklart zebralarin 6nemli oranda
disilestiklerini kaydetmislerdir. Kossack ve dig., (2019) tarafindan yapilmis olan bir
calismada, insan ve zebra baliklarinin ortak atalarinda mevcut olan wnt4a geninin sonradan
kayboldugunu ve cinsiyet oraninin zebralarda erkek cinsiyet lehine oldugunu ileri
stirmiislerdir. wnt4a geni zamanla mutasyona ugrayip etkisini kaybettiginden dolay1 erkek
cinsiyeti baskilayict bir unsur kalmadigini ifade etmislerdir. Bu tez de ikincil 6nemli amag
olarak cinsiyet orani incelenmistir. Bdylece zebra baliklarmin kontrollii laboratuvar

kosullarinda tireme biyolojilerinin incelenebilmesi hedeflenmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Ureme Biyolojisi

Zebra baliklariin dogal ortamda iiremelerinin olduk¢a kolay ancak, dogal ortamlarda
yumurtanin doéllenmesi ve ¢ikisinin olduk¢a diisilk oranda oldugu saptanmistir. Zebra
baliklari ¢cevresel sartlara 6zellikle de su sicakligina kars1 dayaniklidirlar. Su sicakliginin 20-
35°C arasinda degisen araliklarda sorun olmadan yasayabilmektedir. Sik araliklarla tireme
icin optimum sicakliginin 28 °C (Dede ve Cek-Yalniz, 2018) ve pH’ nin 6,5-7,5 arasinda
olmasi gerektigi belirtilmistir (Lawrence, 2007; Hekimoglu, 2009; Dede ve Cek-Yalniz,
2019).

Carfagnini, Rodd, Jeffers ve Bruce (2009) disi zebra baliklar1 {izerine yapmis olduklari
aragtirmada, farkli iki grup tank kullanmislardir. Birinci grup tank sentetik bitkiler ile
donatilms, ikinci grup tanklar ise bos birakilmiglardir. Bitkilendirilmis olan tanklardaki disi
zebra baliklarinda tireme ve yumurta verimliligi, ikinci grup ve bos olan tanklardaki zebra
baliklarindan 6nemli 6l¢iide farkli bulunmustur. Bitkisiz olan tanklarda ¢iftlesme ve yumurta

verimliligi azalmistir (Carfagnini ve dig., 2009).

Lee, Tyler ve Paull, (2018) tank degisimlerinin zebra baliklarinin iireme performansi tizerine
etkilerini incelemis ve ¢alisma periyodu siiresince, farkli tanklara alinan zebralar ile siirekli
ayn1 tanklarda tutulan zebralarin lireme performanslari arasinda Onemli bir farklilik

saptamamiglardir.

Dabrowski ve Miller, (2018) 151k, tuzluluk ve besin miktarini kullanarak kontrollii kosullarda
zebra baliklari1 45 giin icerisinde eseysel olgunluga getirmeyi basarmiglardir. Deney
gruplarini, yumurta ¢ikisini izleyen 46-48 giin siiresince siirekli 1s18a tabii tutmuslar,
tuzluluk oranmi %o01,8-2,1 arasinda sabitlemis, besin olarak ise rotifer ve artemia
kullanmiglardir. Deneme siiresince canli yem haricinde bir yem kullanmamislardir
(Dabrowski ve Miller, 2018). Yazarlar bulgularina dayanak bir yilda sekiz generasyon zebra

balig iiretilebilecegini dnermislerdir.

Tsang, Zahid, Ansari, Lee, Partap ve Gerlai, (2017) yapmis olduklar1 derlemede zebra baligi
tiretim tekniklerini kiyaslamis ve bu farkli tekniklerde bir standardin olmadigini bildirmis
ve farkli laboratuvarlardan elde edilen sonuglar1 kiyaslayabilmek i¢in iiretim tekniklerinde

bir standardin olmasi gerektigini dnermislerdir.



Delomas ve Dabrowski, (2018b) farkli sicaklik derecelerinin zebra baliklariin tiremeleri,
yasama ve bilyiime oranlari iizerine etkilerini arastirmislardir. Onceki literatiirlerde yer alan
optimum 28 °C iireme sicakligi ile yazarlarin ¢alistiklar1 23 °C arasinda iireme biliylime ve

yasama oranlar1 arasinda 6nemli bir farklilik olmadigini bildirmislerdir.

Kucharczyk, Stepien, Nowosad, Kupren, Targonska ve Kujawa, (2018) zebra baliklarinin
yumurtlama araligina diisiikk sicaklik derecelerinin etkilerini aragtirmislardir. Arastirma

sonuglaria gore 19 °C de 20 giin araliklarla disilerin kaliteli yumurtlamas1 gergeklesmistir
(Kucharczyk ve dig., 2018).

Kontrollii laboratuvar kosullarinda, zebra baliginda yumurtlama dongilisii ve yumurta
verimliligi ilk kez Eaton ve Farley, (1974) tarafindan aragtirilmistir. Calismada yapay
yontem kullanilmamis baliklar akvaryum kosullarinda dogal yolla iremeye birakilmislardir.
Her bir ¢ift balik basina iiretilen giinliik yumurta miktarinin 23,1 ile 60,4 arasinda degistigi
kaydedilmistir. Yazarlar tarafindan anaglarin beslenmesi sadece canli yemler ile yapilmistir.
Anaglar stirekli canli yemlerle beslemenin yumurta verimliligini artirdigini belirtmiglerdir

(Eaton ve Farley, 1974).

Mills, (1986) ise bir disi zebra baliginin haftada yaklasik 100-300 adet yumurta biraktigini
bildirmistir. Zebra baliklarinin ovipar iireme ile ¢ogaldiklari ve d6llenmis olan yumurtanin
gelisiminin yiiksek omurgalilarinkine benzemekle birlikte, ovipar iireme gostermesini diger

yiikksek omurgalilar ve memelilerden iistiin olan bir 6zellik olarak belirtilmistir (Wixon,

2000; Dede ve Cek-Yalniz, 2018).

Brand, Granato ve Nusslein-Volhard (2002) zebra baliginin diger model organizmalarla
karsilastirildiginda, daha yiiksek dol verimine sahip oldugunu ve optimal sartlarda, bir

disinin haftada 200 yumurta iirettigini yapmis olduklar ¢calismalarla ortaya koymuslardir.

Canli yemler ve protein agirlikli yemlerle yapilan beslemenin zebra baliklarinin iiremesi
lizerine olumlu etkileri oldugu bazi yazarlar tarafindan kaydedilmistir. Karga ve Mandal
(2016) zebra baliklarinin iizerine yapmis olduklari bir besleme ¢aligmasinda zooplanktonun
yavru zebra baliklarinda daha iyi biliylime, lireme performansi ve hayatta kalma orani
sagladigini bildirmislerdir. Ulloa ve dig. (2013) eriskin zebra baliklarinin yemlerinde bitkisel
ve hayvansal protein kullanarak yaptiklar1 bir besleme ¢alismasinda bitki kaynakli protein
diyetin gen ekspresyonuna etki ettigini ve liremeyi olumlu yonde destekledigini ifade

etmislerdir.
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Ureme donemine gelmis olan bir zebra baligmin dogal ortaminda boyu 4-6 cm arasinda
degisirken, laboratuvar kosullarinda 2-4 c¢cm olmaktadir (Dede ve Cek-Yalniz, 2018).
Genellikle akarsular, kanallar, hendekler, goletler, piring tarlalar1 ve durgun sular gibi yavas
hareket eden sularda bulunduklar1 ve dogal ortaminda sivrisinek larvalar: ve diger bocekler

ile beslendikleri kaydedilmistir (Lawrence, 2007).

Ureme mevsimi Nisan ile Agustos aylar1 arasinda kiigiik akarsu havuzlarinda muson
yagmurlarinin gelmesi ile meydana gelir (Lawrence, 2007; Adu ve Thomsen, 2011). D.
rerio’ nun 6mrii kontrollii laboratuvar kosullarinda bes yildir, 3 ayda olgunlagsma agsamasina

ulastig1 ve yapay liremeye hazir hale geldigi bildirilmistir (Lawrence, 2007).

Wolenski ve Hart (1987) tarafindan D. rerio’ da spermatozoonun yumurtaya girisi ve

gametlerin morfolojileri tarama elektron mikroskopu ile ¢alisilmistir.

2.2. Cinsiyet Oram

Delomas ve Dabrowski, (2018a) ergin triploid zebra baliklari {izerine yapmis olduklar
arastirmada, bu bireylerin tamaminin erkek oldugunu bildirmislerdir. Triploid erkek zebra
baliklarin1 disilestirmek amaciyla uyguladiklart 100 ng/l estradiol (E2) etkili olmamustir.
Triploid erkeklerden elde edilen sperm ile yumurta dollenebilmis ancak déllenme orani
%1+3.1 olarak olduk¢a diisiik oldugu bildirilmistir. Yazarlar triploidinin oosit gelisimini

onledigi ve disileri erkeklestirdigi sonucuna varmiglardir (Delomas ve Dabrowski, 2018a).

Hofsten ve Olsson, (2005) yapmis olduklari derlemelerinde, zebra baliklarinda cinsiyeti
kontrol eden genlerin ve cinsiyet kromozomlarinin olmadigini bildirmislerdir. Zebra
baliklarinda cinsiyet steroidlerinin sentezlenmesini kontrol eden bazi genlerin cinsiyet
oranin belirlenmesinde etkin rol oynadigini belirtmislerdir. FTZ-FI genlerinin steroid

biosentezini giiclii bir sekilde kontrol ettiklerini ifade etmislerdir.

Sharma ve Patino, (2013) troid bezi hormonlarinin ciddi anlamda zebra baliklarinda cinsiyet
oranini etkiledigini belirlemislerdir. Disaridan triod hormonu uygulandigi zaman baliklarin

erkek cinsiyet lehine gelistikleri goriilmiistiir.

Insanlarda dogum kontrol haplarinin ana bilesenleri olan iki sentetik formdaki hormon,
progesteron ve norgestrel ‘in zebra baliklar1 cinsiyet orani iizerine etkileri Liang ve dig.,
(2015) tarafindan calisilmigtir. Bu hormonlarin, cinsiyet hormonlarinin salgilanmasini

kontrol eden genleri etkiledikleri sonucu ¢ikmistir (Liang ve dig., 2015).
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Zebra baliklarina progestin uygulandiginda erkekler lehine cinsiyetin degistigi Svensson,

Mustafa, Fick, Schmitz ve Brunstrom, (2016) tarafindan rapor edilmistir.

Zebra baliklarinda tireme kanali ve disi cinsiyetin gelisiminin Wnts genine bagli oldugu
Kossack ve dig. (2019)’nin yaptig1 arastirmalar sonucu, ifade edilmistir. Ayn1 yazarlar
memelilerde ve memeli olmayan tiim omurgalilarda Wnts geninin iireme kanali gelisimi ve

disi cinsiyetin olusumunu kontrol edebilecegini tartismaya agmislardir.

Ye ve dig. (2019)’nmin yaptiklar arastirmada erken embriyonik gelisim asamasinda germ

hiicrelerinin sayilarinin artis1 zebra baliklarinda disi cinsiyetin olusumunu saglamaktadir.

Cevresel faktorlerin zebra baliklari cinsiyet orani iizerine etkileri Lee ve dig. (2019)
tarafindan arastiritlmistir. Denemelerinde bazi akvaryumlar bitkilendirilmis ve bazi
akvaryumlarda ise akvaryum tavani bos birakilmistir. Bitkilendirilmis olan akvaryumlarda
yasama orani daha 1iyi iken, iki akvaryumdaki zebra baliklarinin cinsiyet oranlar1 arasindaki

fark 6nemli bulunmamuistir (Lee ve dig., 2019).

2.3. Embriyonik Gelisimi

Kimmel, Ballard, Kimmel, Ullmann, ve Schilling, (1995) zebra baliginin embriyonik
gelisimi iizerine calismiglardir. Yazarlar farkli su sicakliklarina bagli olmakla birlikte
embriyonik gelisimin olduk¢a hizli oldugunu bildirmislerdir. Embriyonik gelisim baslica 7
farkli evreye ayrilmistir. Her evre de ayrica kendi arasinda alt boliimlere ayrilmistir. Bu
evreler; zigot, segmentasyon, blastula, gastrula, faringula, kulugka ve larval evrelerdir.
Mevcut evreler birbirleri ile keskin bir sekilde ayrilmamakta ve her bir evre arasindaki
zaman uzunlugu basta su sicakligi olmak iizere ¢evresel faktorlere bagl olarak farklilik
gosterebilmektedir. Yumurta dollendikten sonraki 45 dakikalik evre zigot evresi olarak
tanmimlanmustir (Kimmel ve dig., 1995). Zigot evresi ile birlikte ilk boliinmeler gergeklesir
ve blastomerler her 15 dakikada bir boliiniirler. Yumurta dollendikten bir saat sonra 4
blastomer olusmakta ve boliinmeler meroblastik sekilde olusmaktadir. (Kimmel ve dig.,

1995; EKkici, 2007; Dede ve Cek-Yalniz, 2018).

Zebra baliklarinda embriyonik gelisim evrelerini inceleyen Sharmili ve Angel., (2015),
embriyonun, blastula evresinde blastodisk bir futbol topu gibi goriindiigiinii ifade etmistir.
Blastodisk olusumu elektron mikroskobu ¢aligsmalariyla Sarka ve Wallace (1993) tarafindan
asenkronize tipte ovaryuma sahip olan zebra baliklarinda arastirilmistir. Bu evrede embriyo,

128 blastomerli, diger bir ifade ile 8. hiicre boliinmesinin gergeklestigi evre olarak



tanimlanmaktadir. Blastula evresi gastrula evresinin baslangicina kadar devam eden evredir.
Gastrula evresinin, su sicakligina bagli olarak fertilizasyondan sonra 5. ve 24. saatler
arasinda gerceklestigi rapor edilmistir. Epibol olarak ifade edilen en yogun bdliinmenin
gastrula evresinde gozlendigi kaydedilmistir. Bu evrede boliinmeler yumurta sarisinin %50

sini kaplamaktadir.

Vitellusun kii¢iilmeye baslamasi, gastrulasyonun baslangici olarak kabul edilmektedir
(Sharmili ve Angel., 2015). Gastrulasyonda gerceklesen en Onemli olaylar kuyruk
tomurcugu ve bir kalkan gorevi goren germ halkasinin olusmasidir. Bu evrede bas bolgesinin
belirginlestigi ve evre sonunda somitlerin olusumunun tamamlandig1 rapor edilmistir
(Kimmel ve dig., 1995; Ekici, 2007; Sharmili ve Angel., 2015; Dede ve Cek-Yalniz, 2018).
Endoderm, ektoderm ve mezoderm katmanlarmin da bu asamada olustugu Roper ve
Tanguay (2018) tarafindan bildirilmistir. Gastrulasyon sirasinda olusan hiicre haraketleri

Warga ve Kimmel (1990) tarafindan incelenmistir.

Faringula evresi vitelliis kesesinin kiiglilmeye devam ettigi embriyonun bastan kuyruga
dogru uzanmaya basladigi evredir. Dollenmenin gerceklesmesinden sonraki 25. ve 48.
saatler arasindaki bu evrede, organeller olugsmaya baslamaktadir. Evrede yiizgegler
sekillenir, pigment hiicreleri farklilasir, beyin taslagi olusur. Dolasim sistemi olusmaya ve
kalp atmaya baslar (Kimmel ve dig., 1995). Ozet olarak bu evrenin en énemli 6zelligi,

organlarin olusmaya basladig1 evre olmasidir (Roper ve Tanguay, 2018).

Zebra balig1 embriyolar1 72. Saatten itibaren koryondan ¢ikar ve bu evre larval evre olarak
adlandirilir. Dollenmeyi izleyen 96. Saatte ise biitiin organeller tamamlanmistir. Zebra
baligi, gelisiminin 3. ayinda ergin déneme ulasir (Westerfield, 1995; Stern ve Zon, 2003;
Roper ve Tanguay, 2018).

Zebra baliklarinda embriyogenezin iyi tanimlanmasini izleyen arastirmalarda, Westerfield
(2000) ve Wixon (2000) yaptiklari ¢aligmalarda zebra balik embriyosunun norobiyoloji ve
gelisimsel biyolojide biiyiik bir model haline geldigini bildirmislerdir.

Carpio ve Estrada (2006) Zebra baligi, embriyo gelisimindeki genetik kontroliiniin kolayligi
ve deneysel avantajlarindan dolay1 son yillarda deneysel ¢alismalarda tercih edilen model
organizma haline geldigini ve bu baligin iiretiminin kolay ve hizli bir gelisim gosterdigini

bildirmislerdir.



Embriyonik gelisimin insan ve diger omurgalilarda olduk¢a benzer oldugu bildirilmistir
(Lele, Engel ve Krone 1996). Yazarlar bu nedenle, zebra balig1 insan ve diger omurgalilarin
hastaliklarinin arastirilmasinda miikemmel bir model organizma olarak kullanildigini ifade

etmislerdir.

Amsterdam ve Hopkins (2006) zebra baliginda; embriyo gelisiminin disi baligin viicudu
disinda olmasi, yumurtalarin transparan 6zellikte olmasi, morfolojik olarak mutantlarin
izlenebilmesi, kolay manipiile edilebilir olmasi nedeniyle su diirlinlerinde ve insan

hastaliklarinda model canli olarak kullanilmiglardir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Zebra Bahgr’nmin (Danio rerio) sistematikteki yeri ve dagilim

Zebra balig1 (Danio rerio) tropikal tatli su tirtidiir ve Spence, Gerlach, Lawrence ve Smith

(2008)’ in siniflandirmasina gore en zengin omurgali aile olan Cyprinidae’nin bir {iyesidir.

Alem Animale

Sube Chordata
Sif Actinopterygii
Takim Cypriniformes
Aile Cyprinidae
Alt-aile Danioninae
Cins Danio

Tiir Danio rerio

Gilinay Asya orjinli bir tiirdiir. Himalaya bolgesine 6zgili, Hindistan, Banglades, Nepal,
Myanmar'dan Pakistan'a genis bir dagilima sahiptir (Lletta ve Kwong, 2018). D. rerio diinya
capinda yaklasik 45 Danio tiirlinden biridir. Cyprinidae familyas: igerisindeki en kiigiik
boylu tiirdiir.

3.1.2. Deneme yeri

Bu calisma Iskenderun Teknik Universitesi Deniz Bilimleri ve Teknolojisi Fakiiltesi

Yetistiricilik Boliimii akvaryum {initesinde yapilmistir.

3.1.3. Deneme akvaryumlari ve suyun ézellikleri

Zebra baliklar1 denemenin yapildig1 iskenderun Teknik Universitesi Deniz Bilimleri ve
Teknolojisi Fakiiltesi Yetistiricilik Boliimii akvaryum iinitesinde ebatlar1 23x35x37 cm
(yiikseklik, en, boy) ve kapasitesi 29 litre olan akvaryumlara yerlestirildi. Haftalik su
degisimleri elle %70 oraninda yapildi.
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Resim 3.1. Arastirmanin gerceklestirildigi deney diizenegi

Akvaryumun bulundugu ortam fotoperiyodu saglamak i¢in 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik
olacak sekilde 1siklandirilmistir. Optimum su sicaklik ihtiyact 28,5 °C oldugu bildirilmistir
(Mayers, 2018), bu caligmada ise suyun sicakligi 28+1 °C’ ye ve pH 7,06-7,08 olacak sekilde
ayarlanmistir. Denemede toplamda 9 adet akvaryum kullanilmistir. Deneysel calisma
sirasinda, baliklar artemia ve dafniya olarak beslenmistir. Yemleme giinde 2 kez at libutum

sekilde yapilmistir.

3.1.4. Deney baliklari

Calismada kullanilan 20 adet disi 40 adet erkek damizlik zebra baligi Antakya’daki

akvaryumculardan temin edilmistir.
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Resim 3.2. Anag baliklarinin bulundugu akvaryum diizenegi (orijinal resim)

Calismada baliklar 5 disiye 3 erkek gelecek sekilde 23x35x37 cm (yiikseklik, en, boy)

ebadinda ciftlestirme akvaryumlarina birakilmistir.

3.1.5. Calismada kullanilan cihaz ve ekipmanlar

Resim 3.3. Suyun 6l¢iimiinde kullanilan Y ST Oksijenmetre (orijinal resim)
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Resim 3.4. Yumurtalarin 6lgiimiinde kullanilan mikroskop (SEILERSCOPE SXS-820)
(orijinal resim)

3.1.6. Balik yemleri

Deneysel calismalar buyunca, zebra baliklar1 iki farkli canli yem Daphnia (Tropical) ve
Artemia (AqQ) kullanilarak beslemeleri yapilmistir. Besleme alt1 ay boyunca giinde iki kez
at-libutum olarak yapilmigtir. Balik deneyleri, hayvan etigi komitesi yonergeleri ile uyumlu
bir sekilde yiiriitilmiistiir. Artemia salina Kistleri 28-30°C sicaklik, %0,25 tuzluluk ve pH 8-
8,5 degerleri olan su igerisinde, hava difizorii kullanilarak ve tam zamanli aydinlatma

uygulanarak inkiibe edilmistir (Karaguha ve Aral, 2008).

Resim 3.5. Artemia salina (orijinal resim)
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3.2. Yontem

Bu calismada kullanilan erkek ve disiler daha dnceki stoklarin karni sigsmis anaglarindan
secilmistir. Deneme de ortalama boylar1 3,34 + 0,40; 2,97 £ 0,3 cm ve ortalama agirliklar
ise 0,38 +0,14; 0,25 £ 0,27 g olan disi ve erkek zebra baliklar1 kullanilmistir. D6llenme kuru
yontem ile yapay olarak yapilmistir. Yumurtalar 4-5 giin icinde 28 + 1 °C' de inkiibe

olmustur. Yumurtalarin ortalama ¢aplart mikroskop altinda dlgiilerek hesaplanmistir.

3.2.1. Disi anaclardan yumurta elde edilmesi

Ureyebilecek olgunluga ulasan zebra baliklarin segimleri yapildi. Anag baliklardan dél alimi
sirasinda baliklarin stres altinda kalmasini engellemek ve bu uygulama sirasinda nadir de
olsa meydana gelebilecek balik 6liim Gliimlerinin Oniine gegebilmek igin baliklar anestezi
soliisyonunda tutulmustur. Anestezi uygulamasinda 10 pl/l lik bir Kinaldin soliisyonu
kullanilmigtir. Baliklarin anestezi soliisyonunda ¢ok uzun siire tutulmamasma dikkat

edilerek zebra baliklar soliisyondan ¢ikarilmislardir.

Resim 3.6. 1/10ul kinaldin ¢6zeltisi ile anestezi uygulamasi
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Resim 3.8. Zebra baliginda morfolojik olarak erkek ve disi ayirimi; a, Erkek; b, Disi (orijinal
resim)
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Erkek ve disiler i¢in ortalama viicut uzunluklar1 sirasiyla 3,34 + 0,40; 2,97 = 0,3 cm ve
ortalama agirliklar sirasiyla 0,38 + 0,14; 0,25 £ 0,27g olarak Olgiildii. Anestezi
sollisyonundan ¢ikarilan disi baligin viicudu hafif nemli kalacak sekilde genital bolge ise
tamamen kurulanmistir. Disi baliktan yumurta, iki parmak kullanilarak serge parmag: ile
abdomen bolgesine uygulanan hafif baski ile masaj yapilarak pipet ve yardimiyla elde

edilmistir.

Resim 3.9. Pipet yardimi ile disi anagtan alinmig yumurtalar

Elde edilen yumurtalar spatula yardimiyla 90 mm’ lik steril petri kaplarina aktarilmigtir.
Erkekten alinan sperm ile kus tiiyii ile karistirilarak déllenme kuru yontemle ile yapay olarak
yapilmistir. Disi baliktan yumurta eldesi sirasinda yumurtalarin su ile temas etmemesine
dikkat edilmistir. Yumurta alimindan sonra disi baliklar anestezinin etkisinden kurtulmalari

amaciyla akvaryum suyuna birakilmistir.

3.2.2. Erkek anaclardan sperm elde edilmesi

Sperm almaya hazir erkekler anaglar arasindan birincil olarak kur yapma davranislarina
bakilarak secilmistir. Eger erkek siirekli disi baligi takip ediyor ve disiyi sikigtirtyor ise o
erkek sperm alim1 i¢in hazir olarak degerlendirilmistir. Erkegin agresif davranislar1 da sperm
alimi i¢in bir gdsterge olmustur. Ikincil olarak erkegin yas1 oldukg¢a dnemli bir unsurdur en

az yasinin 6-7 aylik olmas1 gerekir. Ugiinciil zellik olarak erkek bireyin biitiin yiizgegleri
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incelenmistir. Yiizgegler olduk¢a uzun, parlak ve canli renklere sahip olmasi da 6nemli bir
gosterge olarak kullanilmistir. Erkek baliklar akvaryumdan segildikten sonra her birine
anestezi uygulanmistir. Anesteziden sonra genital papillalar1 morfolojik olarak
incelenmistir. Eger genital papilla hafif uzun, siskin ve hafif kirmizimsi ise bu da sperm
almadan once bir parametre olarak kullanilmistir. Anestezi igerisinde yan yatmaya baslayan
erkek baliklar nazikge el ile alinir ve pegete yardimi ile yumusakga silinerek fazla sular,
disgkilar vs alinmigtir. Sperm aliminda Resim 3.10°da goriildiigii gibi atilabilir mikro pipetler
kullanilmistir. Steril olan mikro pipetler (DRUMMOND, U.SA), her erkek balik icin 1 kez
kullanildiktan sonra atilmistir. Sagim sirasinda siirekli biiylite¢ kullanilmistir. Sagim her

zaman iki kisi ile gergeklestirilmistir.

Resim 3.10. Erkek anaglardan sperm aliminda yararlanilan mikro pipet

3.2.3. Cinsiyet oram

Bu calismada, yumurtadan ¢ikisi izleyen 90 giin siiresince, laboratuvar kosullarinda tiretilen

Danio rerio’ nun cinsiyet orani belirlenmistir.

3.2.4. Dollenmis yumurtalarin bakim ve ¢aplarinin 6l¢iimii

Dollenmis yumurtalar embriyonik gelisimleri siiresince 90 mm gapindaki steril petri kabinda
inkiibatorde (WiseCube WIG-50) 28 °C de sabitlenmis sicaklikta muhafaza edilerek
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inkiibasyonlar1 gergeklestirilmistir. Yumurta c¢aplart 151tk mikroskobuna yerlestirilmis

mikrometre kullanilarak alinmustir.

Resim 3.11. Gelismeleri takibe alinmig dollenmis yumurtalar

Doéllenen yumurtalar (127 adet) mikroskop alinda ¢aplari oOlgiilerek sayim islemi
gergeklestirildi.

3.2.5. Iistatistiksel analizler

Akvaryumlardaki D. rerio igin cinsiyet oran1 Ki-kare (2) testi ile belirlenmistir (Zar, 1984).
Erkek ve disi D. rerio cinsiyet oranlari iliskisi korelasyon analizi ile yapilmistir. Erkekler ve
disilerin viicut agirligr ve uzunlugu arasindaki farklar Kruskal-Wallis tek yonlii varyans
analizi ile (Windows 10.0; SPSS, Chicago, 17), ve Duncan parametrik olmayan ¢oklu

karsilastirma prosediirii ile test edildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Su Kalitesi Parametreleri

Deneysel ¢alismalar sirasinda su kalitesi parametreleri ol¢iilmistiir. (Cizelge 4.1). Deneme
stiresince su sicakligi klima kullanilarak 28 + 1 °C de tutulmustur. Deney siiresince pH 7,06
ve 7,08, karbon konsantrasyonu 15,09-17,02 mg/l arasinda degismistir. Oksijen seviyesi 4,9
ila 6 mg/l arasinda degismistir. Toplam alkalinite 225-250 CaCOsz mm/|l arasinda

bulunmustur.

Cizelge 4.1. Deneysel caligsmalar sirasinda su kalitesi parametreleri, ortalama + sd

Zaman - Oksijen pH (mg/l) PO4 (mg/l) NO3(mg/l)  C (mg/l)
(Aylar) (mg/l) +sd +sd +sd +sd +sd
Mayis 28+1 5,9+0,71 7,08+0,38 0,69+0,51 70,57+6,35 16,8+0,47
Haziran  28+1 7,5+0,84 7,08+0,49 0,81+£0,79 73,86+591  15,9+0,55
Temmuz 28«1 6,42+0,91 7,7+0,21 1,41+0,57 62,62+4,70  17,3+0,66
Agustos 28+]  6,18+0,98  7,08:021  1,70:0,51  59,63+7,0  16,8+0,71
Eyliil 28+1  7,03+0,70  7,06+0,21  0,90+0,53  60,65+2,55 17,02+0,12
Ekim 28+1  6,86+0,42 7,7£0,38  1,954+0,97 58,61+5,23  16,6+0,29

4.2. Yumurta Verimliligi ve Cap1

Tek bir yumurtlama zamaninda iiretilen yumurta sayisi ile toplu olarak elde edilen yumurta
oranini bireyler arasinda biiytik farkliliklar gostermektedir. Yumurta sayis1 7 ile 110 arasinda
olup baliklarin boylar1 ve agirliklart 3,34 ile 2,97 cm uzunlugunda ve 0,38 ve 0,25 g’ dir.
Zebra baliklart 4 aylik iken yumurtlama islemi ger¢eklesmistir. Yumurtalar yapiskan
olmay1p seffaftirlar.

Dollenmeden kulugkalamaya kadar olan gelisme donemi, 28 + 1 °C de 4 giinde
gerceklesmistir. Yumurtalarin ¢apinin Ortalama 405 + 0,001 ila 570 + 0,001 um arasinda

PR

degistigi kaydedilmistir. Ortalama yumurta ¢ap1 degeri ise, 490 + 1,45 olarak bulunmustur.

4.3. Cinsiyet Orani

Farkli akvaryumlara yiliksek ve diisiik stoklama yogunlugunda yerlestirilen baliklarin
cinsiyet oranlar1 Cizelge 4.2’de ve Cinsiyet oranlar1 korelasyonu ise Sekil 4.1’de verilmistir.

Erkek ve disi cinsiyeti arasindaki regresyon degeri 0,65 (R?= 0.6495) olarak kaydedilmistir.
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Bu deger zebra baliklarinda cinsiyetin erkekler lehine oldugunu gostermistir (Sekil 4.1).
Stok yogunlugunun en yiiksek oldugu IX nolu akvaryumda en yiliksek miktarda erkek balik
oldugu saptanmistir. En diisiik erkek cinsiyet ise VI no lu akvaryumda not edilmistir. Bu

akvaryum stoklama yogunlugunun da en az oldugu akvaryumdur.

14
12
10
- 8
1723 P
a Erkek /Disi
6
R2=0,6495
4
2
0
0 5 10 15 20 25 30 35
Erkek

Sekil 4.1 Danio rerio’ nin erkek ve disi arasindaki cinsiyet oran iliskisi

Cizelge 4.2. Farkli akvaryumlardaki zebra baliklarinin (Danio rerio) cinsiyet dagilimi ve
orani (%).

Cinsiyet Dagilimi Cinsiyet Orani (%)
Akvaryum sayisi Erkek: Disi E:D o)
(E:D)

I 4:1 (n=5) 80;20 -

I 5:3 (n=8) 62.5;37.5 --

i 13:13 (n=26) 50;50 --

v 11:11(n=22) 50;50 -

\Y 7:2 (n=9) 77.77,22.22 --

VI 2:3 (n=5) 40;60 --
VII 27:5 (n=32) 84.37,15.62 15.1252

VIII 12:9 (n=21) 57.14;42.85 --
IX 29:8 (n=37) 78.37;21.62 9.7572
Toplam 109:54(n=163) 66.06;33.30 18.5582

D. rerio i¢in gbzlenen cinsiyet orani, iki akvaryumda beklenen 1: 1 Erkek: Disi oranindan
onemli 6l¢iide farkli olarak bulunmugtur. Bu iki akvaryumda baliklar yiiksek yogunlukta
stoklanmistir (Cizelge 4.2). Diger akvaryumlarda cinsiyet orani, 1:1 beklenen cinsiyet
oranindan Ve istatistiksel olarak farkli degildi. Ancak, yumurtadan ¢iktiktan sonraki 3 ay

sonunda alman 163 balikta gbézlenen cinsiyet oranit 109: 54'tur (Erkek: Disi); bu fark
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istatistiksel olarak anlamliydi (p <0,05), (Cizelge 4.1). Tim akvaryumlar géz Oniine
alindiginda, Disilerden daha fazla erkek kaydedilmistir. Cinsiyet orani, yiiksek stoklama
yogunluklu akvaryumlarda (akvaryum VII ve akvaryum IX) beklenen 1M : 1F (P <0,05)
oranindan 6nemli 6l¢iide farkliydi. Akvaryumlarin ¢ogunda, Disi D. rerio’ dan daha fazla

erkek D. rerio kaydedilmistir.

4.4. Yumurta Capi ve Boy Agirhk iliskisi

700,00
600,00
500,00
g- 400,00
E ' Yumurta Capi= 20,09 Agirlik+ 39,355
8
= 200,00
=
=
- 100,00

0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20

Agirhik(g)

Sekil 4.2. Disi Danio rerio’ nun viicut agirligi ve yumurta gap1 arasindaki iligki

Sekil 4.2°de yumurta capi ile disi D. rerio viicut agirlig1 arasinda pozitif bir iliski vardir (R?
= 0,785). Bu, zebra baligiin viicut agirliginin yumurta gapi ile artma egiliminde oldugunu
gostermektedir. Yumurta ¢ap1 405 um ile 570 pm arasinda degismekte olup, ortalama 490
um degerindedir. Disi viicudu agirligi da 0,228g ile 1,022g arasindadir. Ortalama agirhik ise
0,625 g oldugu tespit edildi (Sekil 4.2).

4.5. Embriyogenez

Calismada 7 adet embriyogenez periyodu agik¢a tespit edilmistir. (Cizelge 4.3). Tim
donemler 4 giinde gergeklesti. Bu gelisim agamalari kKisaca 7 agamaya ayrildi. Bu agsamalar:
zigot, boliinme, blastula, gastrula, segmentasyon, pharyngula ve ¢ikis asamalaridir. Embriyo
gelisiminin evreleri, dollenmis yumurtanin morfolojik 6zelliklerinde meydana gelen

degisikliklerin gozlemleri temelinde siniflandirilmastir.
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Cizelge 4.3. D. rerio' daki embriyogenezin 28 + 1°C'de evreleri

Zaman
Asamalar Tamm
(Saat)
Zigot 0-15 dpf Caligmamizda déllenmeden 15 dakika sonra tespit edildi.
Clavage Saris1 dagilim telolektandir, bu da sadece kiiciik bir bolgenin
15 dpf-2 hpf )
yumurta sarisi icermedigi anlamina gelir.
Blastula 2 5hof Somatik hiicre dongiisii bu asamada dodllenmeden 1-2 saat sonra
P tespit edildi.
Gastrula = 10hof Bu agamada embriyonik kalkan olusturuldu ve embriyonun
-1Unp
dorsal tarafi yapildi.
Segmentasyon 27 hof Bu asamada kuyrugun olusumu net olarak tespit edilmistir.
10- P
27-50hpf Omurganin dogrultulmasi, dolasim, pigmentasyon, yiizgeg
Pharyngula
gelisimi gozlendi.
Kulugka Bu asamada birincil organ sistemlerinin olusumu gerceklesti.

73- 96 hpf
Bu asama cogunlukla déllenme sonrasi 4 giinliikken saptandi. .

Déllenen yumurtalarin mat goriiniimlii oldugu gézlemlenmistir (Resim 4.1, 4.2). Déllenmis
yumurtalar gelisim esnasinda bozularak yapisal degisikliklere ugramigtir. Fertilizasyondan
30 dakika sonra animal kutupta, blastodiskin olusumu goriilmiistiir (Resim 4.3). Bolinmeler
dollenmeden sonraki 45 dakikada cleavage asamasinda baslamaktadir (Resim 4.4). Sekiz
saatlik siirenin ardindan blastuladisk olusmus ince bir yapiya donmiistiir (Resim 4.5).
Blastuladisk olusumunun ardindan vitellus hiicreler tarafindan sarilmaya baslamistir ve
gastrulasyon asamast ger¢eklesmektedir. Optik lens, kuyruk olusumu da bu evrede
gozlenmektedir (Resim 4.6). Segmentasyon evresi dollenmeden sonra 27. Saatte
kaydedilmis olup otik pleokod ve notokord yapist géze ¢carpmis bulunmaktadir (Resim 4.7).
Segmentasyonun son asamalarinda ise goz olusumu tamamlanmistir ve besin kesesi
incelmeye baslamistir (Resim 4.8). 27 ila 50 saatler arasinda frangula asamasinda
melanositler ve dolasim sisteminin olustugu gortilmiistiir (Resim 4.9). Doéllenmeden sonraki
72 saatlik bir siirenin ardindan inkiibasyonu tamamlayan bireyler elde edilmistir (Resim

4,10).
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Resim 4.1. Déllenmis ii{frhurtalarln petri kabindaki gértiniimii (orijinal resim)

Resim 4.2. Dollenmis yumurta hiicresinin stereo mikroskop altindaki goriintiisii (5X
Biiyiitme) (orijinal resim)



Resim 4.3. Zigot asamasindaki embriyo.Z, Zigot (5X Biiyiitme) (orijinal resim)

Resim 4.4. Cleavage evresindeki embriyo. K, Koryon; CS, Cleavage stage (5X Biiylitme)
(orijinal resim)



Resim 4.5. Blastodisk evresindeki embriyo. K, Koryon; BD, Blastodisk (5X Biiyiitme)
(orijinal resim)

Resim 4.6. Gastrulasyon evresindeki embriyo. OL, Optik lens; BK, Besin kesesi; K,
Kuyruk (5X Biiytitme) (orijinal resim)



Resim 4.7. Segmentasyon evresinin baslangicindaki embriyo. OL, Optik lens; OP, Otik
pleakod; BK, Besin kesesi; N, Notokord (5X Biiyiitme)(orijinal resim)

Resim 4.8. Segmentasyon evresinin son zamanlarinda ki embriyo. G, G6z; BK, Besin kesesi;
N, Notokord; K, Kuyruk (5X Biiyiitme) (orijinal resim)



Resim 4.9. Faringula asamasinda bulunan embriyo. M, Melonosit (5X Biiyiitme) (orijinal
resim)

Resim 4.10. inkubasyon siirecini tamamlamis zebra balig: (D. rerio) (5X Biiyiitme)
(orijinal resim)
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5. TARTISMA

5.1. Su Kalitesi Parametreleri

Calismamizda, kontrollii laboratuvar kosullarinda kiiltiire alinan zebra balig1 i¢in en uygun
su kalitesi parametrelerini belirlemek hayati 6nem tasimaktadir. Boylece hayatta kalma orani
maksimize edilerek baliklar hizli biiylir ve boylece siirekli olarak ¢ok sayida yiiksek kalitede
embriyo {retebilir. Lawrence (2007) ve Delomas ve Dabrowski (2018) yaptiklar1 bir
caligmada zebra baliginin 6,7-41,7°C arasinda 6nemli bir termal toleransa sahip oldugunu
gostermislerdir. Yaptigimiz calismada zebra baliginimim g¢ogaltilmasinda gerekli olan
sicaklik 28 = 1 °C'de tutulmustur. Diigiik sicakliklarda ¢ok verim alinamadigi bildirilmistir.
Delomas ve Dabrowski (2018b) literatiirdeki onceki c¢aligmalara kiyasla, larva ve yavru
zebra baliklarinin 23 °C'de yeni bir yontemle hizli biiyiidiiklerini gostermislerdir. Sicaklik,
pH ve ¢6ziinmiis oksijen seviyesi gibi parametrelerin zebra balig1 yapay tiiretimi {izerinde
derin etkileri vardir. Bu ¢alismada optimum pH ve ¢6ziinmiis oksijen seviyesi sirastyla 7,6
ve 6,86 mg/l’ dir. Andrade ve dig. (2017) zebra baliginin embriyonun gelisimindeki oksijen
ve pH tolerans sinirlarini arastirmistir ve pH icin 3,68 ve 10,21 araliginin dis1 dldiiriicii
konsantrasyonlar (LC50s; 96 saat) oldugunu belirlemislerdir. Embriyonun sag kalimi, 96
saat-LC50 0,42mg / L ile oksijen tiikkenmesine karsi nispeten direngli goriinmektedir.
Bununla birlikte, 6mg / L ve altindaki konsantrasyon diizeylerinin 6dem ve gelisimsel

gerilemelere neden oldugu sonucuna varmiglardir.

Sicaklik en 6nemli parametrelerden biridir. Sicaklik diisiik oldugunda, erkeklerin ve disilerin
sagimi basarili olmamistir. Farkli balik tiirlerine ait yumurta hiicresinin morfolojik yapisi
birbiriyle benzerlik gostermektedir. Balik yumurtasi; chorion adi verilen bir yumurta kilifi
ile ¢evrili olup, animal ve vejetatif kutup olmak {izere 2 parcaya ayrilir. Bunlar oogenez
sirasinda yumurta folikiiliinli ¢evreleyen zona radiata ile temas halindedir ve fertilizasyon
sirasinda perivitellin boslugun olusumunda 6nemli rol oynar. Balik yumurtasinin yiizeyinde
bulunan mikrofil deligi vasitasiyla sperm hiicresinin yumurta hiicresi igerisine girisi ile
fertilizasyon gergeklesir (Poleo, Denniston, Reggio, Godke ve Tiersch, 2001; Savas, 2001).
Zebra baliginin yumurta hiicresi 0,7-0,8 mm ¢apinda olup biiyiik bir bolimii vejetatif
kutuplu yumurta kesesinden olusur (Kimmel ve dig., 1995; Poleo ve dig., 2001).
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5.2. Zebra bahgmn (D. rerio) Yumurta Verimliligi ve Capi

Tek bir yumurtlama zamaninda iiretilen yumurta sayist ile toplu olarak elde edilen yumurta
orani bireyler arasinda biiyiik farkliliklar gostermektedir. Yumurta sayist 7 ile 110 arasinda
olup baliklarin boylar1 ve agirliklar1 3,34 ile 2,97 cm ve 0,38 ve 0,25 gr dir. Zebra baliklari
4 aylik iken yumurtlama islemi ger¢eklesmistir. Yumurtalar yapiskan olmayip seffaftirlar.
Eaton ve Farley (1974) yumurta verimligi ve yumurta kalitesi lizerinde c¢aligmalar
yapmiglardir. Calisma gruplarinda, verimlilik oranini ¢ift bagina 60 yumurta oldugunu
belirtmislerdir. Yaptigimiz ¢alismada ise, verimlilik oran1 daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Eaton ve Farley'in calismalarindaki veriler yapay yumurtlatma verileri olmayip dogal
ortamdaki verileri igermektedir. DoOllenmis yumurtalarin sayimi gerceklestirilmis,
calismanin sonunda, tek bir yumurtlama zamaninda iiretilen yumurta sayisinin bireyler
arasinda biyiik farkliliklar gosterdigi rapor edilmistir. Adu ve Thomseni (2007)’nin
yaptiklar1 calismada elde ettikleri yumurta verimi ¢ift basina 40 adettir. Mevcut ¢alismada,
bir ¢iftte 110 adet yumurta edilmis. ve 6nceki ¢aligmalarda iiretilen 40 adet yumurta tizerinde
bir gelisme kaydedilmistir. Elde ettigimiz sonuglar, yapay kiiltiir durumu ve prosediiriin
uygun sekilde optimizasyonu ile biyomedikal arastirma i¢in gerekli olan yumurta ve

embriyo sayisinin elde edilebildigini gostermistir.

Dollenme asamasindan ¢ikis asamasina kadar gegen siire, 28 + 1°C'de 4 giin olarak
bulunmustur. Yumurtalarin ortalama ¢ap1 405 ile 570 um arasinda degismektedir. Ortalama
deger 490 + 1,45 um olarak hesaplandi. Déllenme ve yumurtadaki ¢ikis oraninin yiiksek
olmas1 yumurtlamadaki basariy1 ortaya koymustur. Cek, (1997) daha biiyiik yumurtalardan
daha biiyiik yavru ¢iktigini bunlarin ve daha kiigiik olanlara gore hayatta kalma sansinin
daha yiiksek olduguna dikkat c¢ekmistir. Viicut uzunlugu ve viicut agirlignr da biytik
baliklardan daha biiyiik yumurtalar iretilebilecegini agiklayabilir. Ancak Bromage ve
Cumaranatunga (1987), kii¢iik ve biiyiik yumurtalar esit hayatta kalma sansina sahiptir. Bu
caligmada, yumurta sayisi, boy, viicut agirligi ve yumurta c¢api arasinda herhangi bir iligki
arastirtlmamistir. Bununla birlikte, hayatta kalmada daha biiyilik ve daha kii¢lik yumurtalar
arasinda herhangi bir farklilik gozlemlenmemistir (Bromage ve Cumaranatunga, 1988).

Zebra baliklarinda yumurta ¢apinin 6lgiildiigi bir literatiire rastlanmamustir.
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5.3. Cinsiyet Oram

Bu tezde kaydedilen cinsiyet orani beklenen (1:1) cinsiyet oranindan farkli bulunmustur.
Zebra baliginda cinsiyetlerin farklilasmasini kontrol eden faktorler tam olarak belli degildir,
fakat genetik, ¢cevresel ve sosyal faktorlerin kontroliinde olabilir. Liew ve dig., (2012) ‘nin
onerilerine gore cinsiyetler polygenik bir sistem ile kontrol edilmektedir. Clinkii yazarlar
cinsiyetleri kontrol eden cinsiyet kromozomlarina rastlamamiglardir. Cinsiyetlerin zebra
baliginda farklilasmasi ve oranininda genetik faktorlerin etkili oldugu Kossack ve dig.,
(2019) tarafindan iddia edilmistir. Wnt4 insanlarda disi cinsiyet gelisimimi desteklemekte
ve erkek cinsiyetin olusumunu Onlemektedir. Zebra baliklarinda Wnt4 fonksiyonlari

kayboldugu i¢in erkek cinsiyet baskin olarak ortaya ¢ikmaktadir (Kossack ve dig., 2019).

Zebra baliklarinda cinsiyetlerin farklilagsmasi ve orani {izerine ¢evresel faktorlerin etkileri
Abozaid ve dig. (2011), Lawrence ve dig. (2008) tarafindan yapilan arastirmalarda
gosterilmistir. Abozaid ve dig. (2011) sicakligin etkileri lizerine ¢alismis ve yliksek sicaklik
derecelerinde erkek cinsiyetin disi cinsiyetten 6nemli 6l¢iide farkli oldugunu bildirmislerdir.
Yiiksek sicaklik derecelerinde daha fazla erkek cinsiyet goriilmiistiir. Yetersiz beslenmenin
etkileri ise Lawrence ve dig. (2008) tarafindan arastirilmistir. Yazarlar cinsiyetlerin
farklilagma doneminde yetersiz miktarda besin alan larvalarin istatistiksel olarak onemli
olctide erkek cinsiyet olarak gelistigini ifade etmislerdir (Lawrence ve dig., 2008). Ancak,
ayni yazarlar izleyen calismalarinda deneme desenlerinde hicbir farklilik yapmadan,
denemelerini tekrarladiklar1 zaman, diger bir ifade ile yaymlanmis olan bagka bir
makalelerinde, zebra baliklarinin cinsiyetlerin farklilastigi donemde aldiklart yetersiz besin
sonucunda erkek ve disi cinsiyet arasinda anlamli bir fark bulamamislardir. Bu kez aym
yazarlar yetersiz beslenmenin cinsiyetler iizerinde etkili olmadig1 sonucunu ¢ikarmislardir

(Lawrence ve dig., 2012).

Cinsiyetlerin farklilagmasi ve orani iizerine sosyal faktorlerin etkileri Ribas ve dig., (2017)
tarafindan arastirilmistir. Yazarlar yliksek ve diisiik stok yogunluklarinin etkilerini
incelediklerinde, yiiksek stok yogunlugunda 6nemli 6l¢iide erkek cinsiyet kaydedilirken,
diistik stok yogunlugunda oldukca az sayida erkek cinsiyet not etmislerdir. Ancak yazarlar
kontrollii laboratuvar kosullarinda yaptiklar1 denemelerinin sonucunu, stok yogunlugunun
etkilerini ifade etmekten ka¢inmis ve bir sonug belirtmekten sakinmiglardir. Zebralarda
cinsiyeti kontrol eden mekanizmanin oldukga ayrintili incelenmesi gerektigini 6nermislerdir

(Ribas ve dig., 2017).
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Bu tezde yiiksek stoklama yogunlugunda onemli Olgiide daha fazla erkek cinsiyet
kaydedilmistir. Su sicaklig1 biitiin akvaryumlarda sabit ve 28 °C idi. Diger su kalitesi
parametreleri biitiin akvaryumlarda ayni idi. Beslenme ise diizenli ve tiim akvaryumlarda at-
libutum olarak yapilmistir. Zebra baliklarinda cinsiyet oraninin daha ayrintili arastirilmasi
gerektigini onermekle birlikte, bu tezin sonuglart Ribas ve dig. (2017)’nin sonuglarini

desteklemektedir.

5.4. Yumurta ¢ap1 ve boy agirhik iliskisi

Balik tiirlerine bagh olarak yumurta ¢ap1 ve balik agirligi arasinda pozitif bir korelasyon var
gibi goriinmektedir. Biitiin olarak incelendiginde, i¢ su baliklarinin yumurtalar1 deniz
baliklar1 yumurta ¢aplar ile kiyaslandiginda daha biiyiik caplidirlar. i¢ su baliklar1 ayn
zamanda daha az yumurta iiretirler. Diger yandan biyomedikal aragtirmalarda denek olarak
kullanilan zebra baliklarindan ihtiya¢ duyulan her anda ¢ok sayida yumurta elde etmek zor
olabilmektedir. Bu durum bilim insanlarini ¢ok sayida anag¢ zebra baliklarin1 barindirmaya
zorlamaktadir. Zebra baliklar1 asenkronize yumurtlama modeli gostermektedir ve her
yumurtlama da az sayida yumurta birakmaktadir. Bu nedenle kontrollii laboratuvar
kosullarinda ¢ok sayida disi anaci barindirmak elzemdir. Zebra baliklar her iki giinde bir
yumurta birakmakta ve oldukca verimli bir balik tiiridiir. Ancak baz1 6zel ¢calismalarda ve
denemelerde, ayn1 anda ¢ok yumurtaya ihtiya¢ duyulabilmektedir. Bu tezde ortalama
yumurta ¢apt 490+1,45 ve minimum yumurta ¢api degeri 405um maksimum ise 570 um
olarak ol¢iilmistiir. Ek olarak yumurta ¢ap1 ve viicut agirligi arasinda pozitif bir korelasyon
saptanmistir. Bu sonucglar 6nemlidir ¢iinkii biiyiik zebra baliklari, biiyiik ¢apli yumurta
iretebilirler. Ciinkii biiyiikk yumurtadan ¢ikacak olan larvalar, daha biiyiik boylu ve belki de
kii¢iik yumurtada ¢ikan kiiciik boylu larvalara gére daha biiyiik yasam oranina sahiptirler.
Bromage ve Cumaranatunga (1988), salmonlar iizerinde yapmis olduklar1 ¢aligmalarda
biiyiik ¢apli yumurtadan ¢ikan larva ile kii¢lik capli yumurtadan ¢ikan larva eger uygun ilk
yem temin edilebilir ise ayn1 yasama sanslarina sahip olduklarini ifade etmislerdir. Cek,
(1997) kiiciik ¢apl1 ve biiyiik ¢apli yumurtalarin agilma ve yasama oranlar1 arasinda herhangi
bir fark bulamamistir. Bu tez de bir sonuca ulasmak, calismanin sadece yumurta ¢api ve
viicut agiligi ile regresyonunu igerdiginden dolayr miimkiin olmamistir. Ancak, ¢aligma
oldukea kii¢iik ¢apli olan zebra yumurtalarindan ¢ikan larvalarin ilk yemleri mikroskobik

canli yem olmasi gerektigini 6nermektedir.
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5.5. D. rerio’ daki Embriyogenezin Evreleri

7 adet embriyogenez periyodu acgik¢a tespit edilmistir. Tim donemler 4 giinde
gerceklesmistir. Bu gelisim asamalar1 kisaca yedi asamaya ayrildi. Yani: zigot, boliinme,
blastula, gastrula, segmentasyon, pharyngula ve c¢ikis asamalari. Embriyo gelisiminin
evreleri, dollenmis yumurtanin morfolojik 6zelliklerinde meydana gelen degisikliklerin
gozlemleri temelinde siniflandirilmistir. Bu agamalar sirasinda, degisiklikler Kimmel ve
dig., (1995); Sharmili ve Angelin, (2015) tarafindan bildirilenlere benzerdi. Yukaridaki
caligmalardan tek fark, inkiibasyon stiresinin 4 giin oldugu ile alakalidir. Bu fark, bu ¢alisma
ile onceki ¢aligsmalar arasindaki sicaklik farkliliklarina baglanmistir. Kimmel ve dig., (1995)
zebrafish'in embriyonik gelisim evrelerini incelemislerdir. Caligmalar1 kapsamli ve ayrintili
olarak tanimlanan gelisim evreleri daha yiiksek sicakliklar daha kisa inkiibasyon siiresine
neden olmustur. Kulugka siiresinin siiresi, zebrafish dahil cogu teleost tiiriinde su sicakligina
baglidir, inkiibasyon sicakligindaki degisiklikler hayattta kalmay1 degistirir, yavru fenotipini
ve gelisme maliyetini azaltir (Mueller ve dig., 2015). Malek, Sojadi, Abraham, Grundy ve
Gerhard (2004) tarafindan yapilan bir ¢alismada, sicakligin azaltilmasi ile zebra baliginin
omriiniin uzadigimi gozlemlemislerdir. Ancak, arastirmacilar sicakligin diisiiriilmesinin
zebra baliginin hayat dongiisinde olumsuzluklara sebep olabilecegi konusunda
tereddiitlerinin olabilecegini ifade etmistir. Yumurta kiitlesel miktarda yumurta saris1 igerir
ve sadece kiiciik bir bolge yumurta saris1 icermez. Biiyiik yumurta saris1 hacmi hiicre
boliinmesini mikropile yakin kiiclik bir bolge hayvani diregine sinirlar. Bu 6zellikler
Kimmel ve dig., 1995; Sharmili ve Angelin, 2015 ile benzerlik gostermistir. Emtranslucent
ve embriyonun optik berrakligi, tek tek hiicrelerin dogrudan gorsellesmesine ve gelismekte
olan embriyoda meydana gelen hiicre hareketlerine izin vermistir. Yapilan ¢alismada,
dolleme, yumurtlama basarisi ve kulucka orani oldukca yiiksek bulunmustur. Elde ettigimiz
sonuglar, yapay kiiltiir durumu ve usuliine uygun optimizasyonu ile biyomedikal aragtirma
icin gerekli olan yumurta ve embriyolarin gerekli sayisinin elde edilebilecegini
gostermektedir. Embriyo yar1 seffaf ve optik berrakligi ve embriyoda meydana gelen hiicre

gelisim hareketleri goriilmiistiir.

6. SONUC VE ONERILER

Su kalitesi parametreleri 6zellikle su sicakligi zebra baliginin yapay iiretiminde 6nemli bir

yere sahiptir. Bu tez de basarili bir iiretim igin, su kalitesi parametrelerinden su sicakligi 28
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+ 1 °C derece, pH degeri 7,6 oksijen seviyesinin ise 6,4 olmas1 onerilmistir.

Zebra baliklarinda ortalama yumurta ¢ap1 490 + 1,45 olarak 6l¢lilmistiir. Verimlilik birey
basina 7 -110 yumurta arasinda degismektedir. Baska caligsmalar ile kiyaslandiginda bu tez
de tanimlanan yumurta ve sperm alma yontemleri ile ayni yasta olan daha fazla sayida
embriyo elde edilmistir. Literatiirde yapilan {iretimin tamamina yakini, yumurtlatmayi ve
sperm birakimini tesvik amagh ¢akil taslari, kapanlar ve bitkilerin kullanildigi saptanmistir.
Disi bagina yumurta verimliligi hafta da 200-300 olarak belirtilmistir. Yeni ¢alismada disi
basma gilinliik yumurta sayist olduk¢a degisken olmakla birlikte 110 adete kadar
cikabilmektedir. Tezin Materyal ve yontem boliimiinde tanimlanan teknikler uluslararasi
standart hale gelebilir boylece insan hastaliklarini aragtirmak i¢in denek olarak kullanilan
zebra baliklari ile ilgili sonuglari kiyaslamak daha kolay olabilir. Ayni zamanda biyomedikal
caligmalar i¢in eszamanli gamet elde edilebilir. Bu ¢alisma zebra baliklari iiretimini tez de
tanimlanan yapay iiretiminin kullanilarak yapilmasini 6nermektedir. Bir biitiin olarak
diisiiniildiigiinde, zebra baliklar1 uygun yapay kiiltiir kosullari ve prosediiriin uygun
optimizasyonu ile gerekli olan yumurta ve embriyo sayisinin elde edilmesi ile biyomedikal

arastirmalar yapilabilecegi onerilmektedir.

Zebra baliklarinda cinsiyet orani beklenen 1E: 1D oranindan onemli Ol¢iide farkli
bulunmustur (p<0.05). Zebra baliklarinda cinsiyetlerin farklilagsmasi ve orani tizerindeki
etkiler tam olarak belirlenebilmis degildir. Yeni calismada yiiksek stok yogunlugunda
onemli 6lgiide erkek cinsiyet tespit edilirken diisiik stok yogunlugunda az sayida erkek tespit
edilmistir. Diger tiim g¢evresel faktorler tiim akvaryumlarda ayni oldugundan dolayi, bu tez
stok yogunlugu gibi sosyal ¢evre unsurlarinin zebra baliklarinin cinsiyeti {izerine etkili
olabilecegini gostermistir. Erkek ve disi cinsiyeti arasindaki regresyon degeri 0,65 (R2=
0.6495) olarak kaydedilmistir. Bu deger zebra baliklarinda cinsiyetin erkekler lehine
oldugunu ve stok yogunlugunun bu sonuca etki ettigine dair gii¢lii bir kanit niteligindedir

(Sekil 4.1).

Zebra baliklarinda yumurta ¢ap1 405um ile 570 um arasinda degismekle birlikte ortalama
490+1,45 olarak kaydedilmistir. Disi viicut agirliklar ise 0,228 g ile 1,022 g arasinda ve
ortalama 0,625 olarak 6l¢iilmiistiir. Yumurta ¢ap1 ve disi zebra baliklarinin viicut agirlig
arasinda pozitif bir korelasyon vardir (R?=0.785). Bu sonug, biiyiik boylu zebra baliklarmin

biiyiik ¢apli yumurta {iretebilecegini dnermektedir.
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Zebra baliklarinda embriyo gelisimi 7 asamadan olusmaktadir. Bunlar; zigot, boliinme,
blastula, gastrula, segmentasyon, pharyngula ve ¢ikis asamalardir. Sonug¢ olarak
vurgulanmasi gereken ilk husus, laboratuvar calismalari ve Ozellikle de embriyonik
arastirmalarda kullanilmak igin D. rerio’ nun ¢ok uygun bir tiir oldugudur. ikinci olarak;
sunulan bulgularin karsilagtirmali olarak degerlendirilmesinden de anlasilacagi tizere,
embriyolojik gelisim asamalari ¢cok farkli arastirmalara konu olacak kadar genis kapsamlidir.
Temel ve yapisal verileri belli 6l¢iide ortaya koymaya yonelik olarak gerceklestirilen bu
arastirma, ince yap1 arastirmalari ve biyokimyasal calismalarla genisletildigi ol¢iide,
embriyonik geligim siirecine dair daha ayrintili bilgiler elde edilecektir. Zebra balig1 yiiksek
iireme potansiyeline sahip olmasi, yumurtalarin seffaf olmasi, embriyo gelisiminin disi
viicudunun disinda ve hizli olmasi ve birgok insan hastaligi ve gelisimi genlerinin ¢ok
benzerinin zebra baliginin genlerinde bulunmasi gibi ideal nedenlerle pek ¢ok genetik ve

deneysel arastirmada omurgalt model organizma olarak tercih edilmesi 6nerilmektedir.
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