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ONSOZ

Artan diinya niifusu ve besin ihtiyacinin kargilanmasi i¢in hayvansal orijinli gidalar
biiyllk O6neme sahiptir. Su driinleri olarak nitelenen baliklar (Pisces), kafadan
bacaklilar (Cephalopoda), yengeg-istakoz (Decopada) gibi canlilar insanlar igin
Oonemli esansiyel amino asitleri ve proteinleri icermektedir. Bu nedenle deniz
triinlerinin gelismekte olan iilkelerde avcilik yoluyla elde edilmesinin kolay

olmasindan dolay1 temel gida olarak tiiketilmektedirler.

Giinlimiizde su {irtinleri yetistiriciligi dilnyada en hizli gelisen sektorler arasinda
yer almaktadir. Gida sektoriinde, son 30 yilda en biiyiik gelisme gosteren sektor ise
su driinleri yetistiriciligi (Aquaculture) olmustur. Akdeniz tilkeleri igin biiyiik 6neme
sahip olan c¢ipura ve levrek baliklar1 bu iilkelerdeki su iriinleri liretimin yaklasik %
65’1 olusturmaktadir. FAO verilerine gore, Tiirkiye ¢ipura liretim miktar1 agisindan 2.
sirada yer almaktadir fakat iilkemizde bu konuda bilimsel calismalarin oldukga
yetersiz oldugu ve desteklenmesi gerektigi bilinmektedir. Cipuralar 2. yasla birlikte
% 80 oraninda disi olmalar1 nedeni ile hizli gelisim gosteren, yiiksek genetik

kapasiteye sahip erkeklerin 2 yasindan dnce spermalarinin dondurulmasi gereklidir.

Doktora egitimi ve ¢alismam siiresince, benden yardim ve dsteklerini
esirgemeyen basta Danigman Hocam Sayin Dog¢. Dr. Ergun AKCAY’a, Anabilim
Dali Bagskanmimiz Sayin Prof. Dr. Necmettin TEKIN ile Anabilim dalimizin tiim
akademik ve teknik personeline, ¢aligmamin istatistiki degerlendirmesinde katkida
bulunan Orcun YUCEL’e, miistakbel esim Meltem ATAKARA’ya, Kilic Deniz
Uriinleri Isletmesinden Saym Oguz UCAL ve Sayin Hakan KUCUKSARI’ya ve
isletmenin tiim personeline, ayrica hayatimin her agsmasinda oldugu gibi bu donemde

de bana her zaman destek olan AILEME siikranlarimi sunarim.
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1.GIRIS

1.1. Genel Bilgiler

Pek ¢ok diinya iilkesinde su iiriinleri, gida zincirinde ¢ok dnemli bir yere sahiptir.
Baz1 bolgelerde temel gida durumundadir. Diinyada en fazla su iiriinleri tiiketen {ilke
yillik kisi basi 153 kg ile Maldive adalaridir. Bu iilkeyi takiben izlanda 91 kg,
Kiribati adas1 78 kg ve japonya 70,6 kg su iiriinleri tiiketmektedirler. Ulkemizde ise
ortalama 8 kg dolayinda tiikketim vardir. FAO kayilarina gore iilkemiz ¢ok az veya
hi¢ balik tiiketmeyen {ilkeler arasinda sayilmaktadir. Bu ylizden iilkemizde balik
tiiketiminin artirilmast ve bu konuda ¢aba harcanmasi saglikli nesiller yetistirilmesi

acisindan biiyiik 6nem tagimaktadir (Alpbaz, 2005).

Su ftriinleri yetistirciliginin gelisimine rakamsal olarak bakilacak olursa son 25
yil igerisinde yetistircilik yolu ile saglanan iretimin yaklasik 8 katmna ¢iktigini
goriiyoruz. Soyle ki, 1976 yilinda yetistiricilik yoluyla saglanan iiretim 6 milyon ton
iken bu iretim 2001 yili i¢in 48 milyon tona c¢ikmistir. Bu rakamsal sonuglar
gostermektedir ki, su iirlinleri yetistiriciligi diinyada gida iiretimine yonelik sektorler

icerisinde en hizli gelisen durumundadir (Alpbaz, 2005).

Ulkemiz, 8333 km.lik kiy1 seridine ve 80791 km?’lik hiikiim ve tasarrufu altinda
bulundurdugu deniz alanna, 10.000 km*lik dogal géller, 70.000 hektarlik lagiin
golleri, her gegen giin artan 342.377 hektarlik baraj golleri ve 15.000 hektarlik golet
ile 177.714 km uzunlugundaki akarsu sistemine sahiptir. Ulkemiz tiim bu potansiyeli
ve su {riinleri olusturan ¢esitli canlilarin gelisimi ve yetistirilmesine kolaylik
saglayan cografik konumu ve uygun ekolojik 6zellikleriyle balik¢ilik agisindan sansli

konumdadir (Benli ve ark., 1997).



Baliklar (pisces), birincil olarak suda yasamaya uyarlanmis, solungaglariyla
solunum yapan ylizge¢ bigimde extremiteleri olan, derileri gogunlukla pullarla ortiili,

sogukkanli ve en ilkel omurgalilar olarak tanimlanabilir (Celikkale, 1988).

Cipura (Sparus aurata) iilkemiz denizlerinde var olan yiiksek kalitede ete sahip
balik tirtidiir. Cipura akdeniz bélgesi i¢in biiyiik 0neme sahip kiiltiir baligidir
(Alpbaz, 2005).

Gilinlimiizde yogun iiretimi tiretimi yapilan tiilerden olan levrek, ilk kez Fabre-
Domerque (1905) tarafindan yapay yolla iiretilebilecegi bildirilmis olup, Barnabé
(1971) levreklerin hormon miidahelesi ile kontrol altina alinabilecegini rapor
etmistir. Barnabé (1972), levrekleri jiivenil (geng) hale kadar getirmeyi basarmis ve
bugiin Avrupa iilkelerinde yumurtadan pazar boyuna kadar genis bir endiistri kolu
haline gelmesine Onciiliik etmistir. Cipura 6zellikle Ege Bdlgesi’inde ¢ok aranilan,
cok sevilen bir balik tiiriidiir. Bu nedenle yetistiriciligine karsi devamli bir ilgi
duyulmustur. 1980’lerden sonra baslayan calismalar sonucu iiklemizde oldukca
basaril yetistiricilik uygulamalarina ulasilmistir. Tiim akdeniz tilkelerinde sevilerek
tiiketilsede 6zellikle Yunanistan, Italya ve Fransa’da ¢ok degerli bir baliktir. Bu
nedenle bu iilkelerde yetistiricilik calismalari 6nemli gelismeler gostermistir (Alpbaz,

2005).

Ulkemizde 80’li yillarda oncelikle ¢ipura yavrularmin dogadan toplanarak
besiye alinmasiyla baslayan caligsmalar, daha sonra levrek larva yetistiriciligine
gecilmesiyle devam etmistir. Levrek larva yetistiricilik ¢alismalari 1984 yilinda 6zel
bir isletme ve E.U. Su Uriinleri Fakiiltesi'nde baslamistir. 1980'li yillarmn sonunda
tiretimlerini binli rakamlar ile ifade eden balik¢ilik tesisleri giiniimiizde yillik larva
tiretimlerini milyonlar ile ifade edilmektedir. Levrek larva iiretiminde saglanan bu
gelisim, ¢ipura ile birlikte yeni tiirlerin aquakiiltiiriine de Onciiliik etmektedir (Firat

ve Saka, 2006; Kamaci, 1998).



1.2. Cipuranin Sistematikteki Yeri

Chrysophrys aurata sinonimi ile de adlandirilan ¢ipura,

Hayvanlar alemi (Regnum): Animale

Hayvanlar alt alemi (Subregnum): Metazoa

Kol (Phylum): Vertabrata

Alt Kol (Subphylum): Pisces

Sinif (Clasis): Osteichthyes

Takim (Ordo): Perciformes

Alt Takim (Subordo): Percoidei

Familya (Familia): Sparidae

Cins (Genus): Sparus

Tiir (Species): aurata (Linneaus, 1758)

sekli ile sistematikteki yerini almigtir. Herhangi bir alt tiirii veya irki bildirilmemistir.

1.3. Cipuranin Diinyadaki Yayilim

Klimatik yapidan c¢ipura baligina tiim Akdeniz’de rastlanmakla birlikte dogu ve
giiney dogu Akdeniz iilkelerinde, Kanarya Adalari'nda, Ingiltere kiyilarinda, Verde
Burnu’'nda ve nadir olarak Karadeniz kiyilarinda rastlanir. Genellikle tropikal,
subtropikal ve 1liman kusaklarda yayilim gosteren ¢ipura deniz fenogramlarinin
bulundugu kumlu—camurlu ve ¢amurlu ortamlarda yagamini siirdiirir. Bunun yani
sira nehir agizlaria ve lagiiner bolgelere de girer, lilkemizde daha ¢ok Ege bolgesi

ve Akdeniz kiyilarinda bulunmaktadir (Alpbaz, 2005).



Sekil 1.1. Cipura balig1 dogal yayilim alani (Fishbase, 2009)

1.4. Cipura Balig Uretim Miktarlar

Kiiltiir baliklan iiretimi

Ton
Balik tiirii 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007
Toplam 79031 67244 61165 79943 94010 118277 128943 139873
igsu
Alabalik 42572 36827 33707 39674 43432 48033 56026 58433
Aynali sazan 813 687 590 543 683 571 668 600
Deniz
Alabalik 1961 1240 846 1194 1650 1249 1633 2740
Cipura 15460 12939 11681 16735 20435 27634 _28463 33500
Levrek 17877 15546 14339 20982 26297 37290 38408 41900
Midye 321 5 2 815 1513 1500 1545 1100
Karides 27 - - - - - - -
Diger - - - - - 2000 2200 1600
Cizelge 1.1. Tiirkiye’de kiiltiir baliklari iiretim miktarlar1 (TUIK, 2007)



Tiirkiye Istatistik Kurumu verilerine gore 2007 yilinda, yaklasik 632 bin tonu
avcilikla, 140 bin tonu yetistiricilikle olmak iizere toplam yaklasik 772 bin ton su
riinleri iretilmistir. Toplam su iriinleri iretiminin yaklasik % 67.1°1 deniz
baliklarindan, % 9.2°i diger deniz firiinlerinden, % 5.6’1 ig¢su iriinlerinden ve %
18.1°1 yetistiricilik yoluyla elde edilmistir. En ¢ok yetistirilen tiirler icsularda % 41.8
ile alabalik, denizlerde % 30 ile levrek, % 24 ile ¢ipuradir.

FAO (2004) verilerine gore Tiirkiye ¢ipura tiretiminde avrupada Yunanistan’in
ardindan 2. sirada yer almaktadir. Tiirkiye’nin ardindan sirastyla Ispanya, Italya,

Portekiz, Fransa ve Giiney Kibris Rum Kesimi yer almaktadir.
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Sekil 1.2. Ulkelere gore ¢ipura iiretim miktarlari (Ton) (FAO, 2004).

1.5. Cipuranin Morfolojisi

Anatomik yap1 bakimdan, sirt yiiksekligi fazla olup lateralden yassilasmis simetrik
bir yapiya sahiptir. Bas iri, burun kiit ve agiz terminal konumlu olup diizdiir. Ust
dudak, alt dudaga oranla daha kalin olup goziin basladig1 noktanin paralelinde biter.
Gozler orta derecede gelismistir. G6z ¢ukuru Oniindeki mesafe, g6z ¢apindan en az
iki kat daha uzundur. Gozler arasinda V seklinde yildizs: bir bant vardir. Yanal ¢izgi
hafif egimli olarak operkulumdan kaudal yiizgece kadar kesintisiz olarak devam
eder. Dorsal yiizge¢ anal yiizgecten daha uzundur. Pektoral yiizgec aniise kadar

uzanir. Kaudal ylizge¢c homoserk yapidadir. Renk dorsalde gri-esmer, ventralde



glimiisidir. Pektoral yilizgecin dorsalinde ve operkulum iizerinde kirmizi-menekse
renkli bir leke karakteristiktir, baz1 bireylerde bu leke kaybolabilmektedir (Alpbaz,
2005).

1.6. Cipuranin Genel Biyolojisi

Cipuralarin lireme periyodu iilkemizde Ekim-Aralik aylari arasinda olup en iyi
gelisim 22 - 25 °C araliginda gozlenmektedir. Yasayabilecekleri sicaklik araligt 3 -
34 °C, tuzluluk degeri ise %o 5 - 40 olarak belirtilmistir. Binde 1 tuzluluga kadar
yasayabildikleri Chervinski ve Chanin (1985) tarafindan bildirilmistir. 7 - 8 mg/It
¢Oziinmiis O, diizeyinde yagamay1 tercih ederler (Alpbaz, 2005).

Genellikle 5 - 25 m aras1 derinliklerde yayilim gosterirler. Yaslar ilerledikce
derinlerde yasamay1 tercih ederler. Bunun i¢in dalyan alanlarinda ergin bireylere
rastlanmaz. Yaz aylarinda 0,5 - 9 m derinlige kadar olan sig sulara giris yapan
cipuralar, kis aylarinda 35 - 40 m derinlige kadar inerler. Maximum boylar1 70 cm’ye
ulasan ¢ipuralarin ortalama uzunluklart 25 - 40 cm arasindadir (Alpbaz, 2005; Saka

ve Frrat, 2006).

Cipura baliginin 30-50 gr arasi olanlarina ince lidaki, 100 gr dolayindakilere

lidaki, 100-180 gr olanlarina kaba lidaki, 200 gr ve daha fazla olanlarina ¢ipura adi



verilir. Yetistircilikte baliklar ikinci yazin ortalarindan itibaren 250 - 350 gr’a
ulastirtlip pazarlanmaya baslanir. Yumurtalama en c¢ok 14 - 19 °C’de
gerceklesmektedir. Bu nedenler kuzeye cikildikca Ingiltere dolaylarinda yumurtlama

yaz aylarinda goriilmektedir.

Ug yasa kadar olan cipuralarin mide igerikleri incelendiginde bu tiiriin karnivor
bir form oldugu ve 6zellikle ergin bireylerin Crustacea ve Mollusca familyasina ait

tiirlerle beslendigi ortaya ¢ikmistir (Alpbaz, 2005).

1.7. Cipurada Reprodiiksiyon

Baliklarda iireme, i¢ mekanizmalar1 harekete geciren ¢evresel olaylar yardimiyla
baslamaktadir. Baliklarda iiremeyi uyaran eksternal faktorler tiirlere gore farklilik
gostermesine ragmen, internal mekanizmalar birbirine benzemektedir. Baliklarda
tiremenin kontrolu i¢in hormon kullanimi yaklagik 60 yildir uygulanmaktadir

(Rottmann ve ark., 1991).

Diger canlilar gibi, baliklarda da hayatlarm siirdiirebilmek ve gelistirebilmek
icin kendilerini bulunduklar1 ortama (tath su veya deniz suyu) adepte etmek
zorundadirlar. Dogada varolabilmek i¢in verilen bu miicadelede, en 6nemli nokta
tiremedir. Bu nedenle yumurtalarin birakilacagi bolge, cevre sartlar1 ve zamanda

biiylik 6nem tagimaktadir (Celikkale, 1991).

Baliklarda iireme birgok eksternal (dis) faktoriin etkisi altindadir. Bu
faktorlerden en onemlileri; fotoperiyot, su sicakligi, su kalitesi (¢Oziinmiis oksijen,
ph, sertlik, tuzluluk, alkalilik), su taskinlari, sel, su akintisi, gelgit ve ayin sathalari,
hava sartlar1 (atmosfer basinci, yagmur) yumurta birakilacak yer (su bitkileri, odun
pargalari, koguklar), beslenme, hastaliklar, parazitler ve diger baliklarin varligidir.

Bu faktorler birbirlerinden bagimsiz olmayip, birbirleriyle baglantilidir (Rottman ve



ark., 1991). Deniz baliklarinin hemen hepsi ovipar olup, external fertilizasyon (dis

dollenme) goriiliir (Saka, 1995).

Belirtilen bu etkenler balik tiirii i¢in uygun olan ¢evre kosullar1 saglanincaya
kadar gonadlar hareketsiz ve dinlenme durumundadir. Yaklasan tireme mevsimi ile
uygun ¢evre kosullar1 endokrin sistemi harekete gegirir ve gonadal gelisimi hizlanir.
Ancak, cevre kosullarinda meydana gelecek ani degismeler gonadal gelisimi
durdurabilmektedir. Bu durumda gonadlar tekrar cevre sartlar1 diizelene kadar
dinlenme fazinda bekler. Olumsuz sartlarin uzun siire devam ederse gametler viicut

tarafindan rezorbe (emilme) edilir (Billiard 1992).

Baliklar genellikle yumurta ile iireyen canlilardir. Baliklarin % 95 ’den
fazlasinda dis dollenme gerceklesmektedir. Disi balik tarafinda birakilan yumurta su
icerisinde erkek balik tarafindan déllenir ve tiirlere gore degisen siire sonunda yavru

(larva) ¢ikar (¢ipurada ortalama 60 — 72 saat, alabalikta 20 — 24 giin).

Cipura baliklar1 son 15 - 20 yilda ilgi ¢ceken ve yetistirilmeye alinan bir tiir
oldugundan tiirlin her an cinsiyet degistirebildigi zaman zaman goézlenmektedir.
Dogadan yakalanan yash baliklarin 6nemli boliimiiniin disi olmasi ve iki yash
baliklarda erkek bireylerin yiiksek oranda olmasi, bu tiirde baliklarin 2. yastan sonra

cogunlukla disi olduklarini gostermektedir (Alpbaz, 2005; Saka ve Firat, 2006).

Ureme yoniinden, protandurus (ilkin erkek olma hali) hermafrodit, asenkronize
ovaryum gelisimi ve ¢oklu giinlik yumurtlama goriiliir (Francescon ve ark., 1994;
Zohar ve ark., 1995). Yapilan caligmada, 21 + 3 °C de 4 aylik ¢ipuralarin
gonadlarinda sitolojik ve topografik olarak hicbir farklilagma olmadigini, 5. ayda
topografik farklilasma bagladigir bildirilmistir. Konjektif (bag doku) gonadin
dorsalinde ovaryum, ventralinde testikiillerin olusumu baslar. Gonadin ventralinde 5
aylik baliga gore daha fazla spermatogonium vardir. 8. ayda gonadin dorsal kismi

geng bir ovaryum goriiniimiindedir. Ovaryumlarda yumurtanin olustugu lameller



(ovogaroz lameller), dorsal kisimda biiyiik bir boliimii isgal ederler. 9. ayda ovagardz

lamelerin i¢leri, oogonia dejenerasyonu sonucu bosalmustir.

10 - 11. aylarda, gonadin ventral kisminda spermatogenezis baslamistir.
Testikiiler tiiplerdeki spermatozoitler yola ¢ikarak germinal hiicrelerin bulundugu
boliime yerlesir. Testikiiler kisim gonadin dorsal kismini ¢evirmeye baslar ve biiyiir.
Spermatozoit kanali ovaryum ile testikiillerin arasindadir. 1 - 2 disi germinal hiicre
yatag1 merkezin kenarinda sikisip kalir. Bunlar ovogoniumlardir ve oositleri mayoz
boliinmesi ile primer vitellogenesis (sart kese olusumu) olaymin olusmasini
saglayacaklardir. 12. ay tiremenin ilk sezonudur. Populasyonun tiim bireyleri erkek
ozelligi gosterir. Gonadin  ventral kisminda olgun bir testikiil vardir.
Spermatozoitlerin doldurdugu tiiplerde spermiasyon olay1r meydana gelir (Francescon

ve ark., 1994; Zohar ve ark., 1995).

Cinsiyet dontigimii 13 - 16. aylar arasinda baglar. Bu donemde gonadin
testikiiler boliimii bosalmaya baslar ve dinlenme durumuna geger. Ovaryum
kisminda ovogoniumlar hizli bir sekilde ¢ogalmaya baslar. Primer oositler hizli bir
sekilde previtellogenesis donemine girer. 16. ayda ovaryum gonadin % 80'lik
boliimiint kaplar. 17. ayda bazi bireylerde gametogenezin yonii degisir. Bireylerin
yaklagik % 80’1 disilesme yoniinde cinsiyet degisimini silirdiiriir. Bu baliklar
gonadlariin dorsal kisminda oositlerin previtellogenetik gelisimleri biter ve hizla
vitellogenezis sathasma (350 - 800 p) girerler. Bu sirada gonadin ventral kismu,
tedrici olarak dejenere olur ve spermagonialarda atrezi goriiliir. 23 - 24. aylarda
ikinci lireme sezonuna girerler. Populasyonun % 20’lik kisminda cinsel degisim
durur ve gonadin dorsal kisminda previtellogenezis sathasindaki oositler hizla
atreziye ugrar. Ikinci yastan sonra takip eden yillarda disiler fonksiyonel olarak

gbrev yapmaya devam eder (Francescon ve ark., 1994; Zohar ve ark., 1995).

Dogal kosullarda iki yasinda disi 6zelligi gosteren anaclar lic yasinda intersex
ozelligi tasiyabilmektedir. Bu bireylere hormon miidahalesi yapilirsa erkek olarak

gorev yaparlar. Aksi halde 4 yasinda disi 6zelligi gosterirler. Bu cinsiyet doniisiimleri
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bulunduklar1 populasyonun disi erkek oranmma gore degisim gosterebilir. Cipura
baliklarinin erkek bireylerinde spermatogenesis tamamlandiginda disilerin ¢ogunda
oosit hiicrelerinin olgunlagmasi ve yumurtalarin atilmasi i¢in gereken hazirlik devam
etmektedir. Cipura erkeklerinden Ekim ve Mart aylar1 arasinda sperma almak

miimkiindiir (Saka ve Firat, 2006).

Yumurtlama olgunluguna gelmis damizliklarda, morfolojik olarak disilerin karin
kisminda belirgin bir sislik, karinda sari-yesil bir bant goriiliir. Bu bant yumurtlama
yaklastik¢a koyulasir. Erkek baliklarda bu bant saridir ve karin sivazlandiginda siit
gelir (Alpbaz ve ark., 2005). 2 ve 3 yasindaki baliklar denizdeki kafeslerinde
kendiliginden iireyebilmektedir. Y1l boyunca viicut agirliginin 0,5 - 2,0 kat1 arasinda
yumurta birakabilirler. 3 - 4 aylik yumurtlama periyodunda ortalama yumurta
veriminin 20 - 30 bin yumurta/kg anag/giin olabilecegi yani bir ireme sezonunda 2 -
3 milyon yumurta/kg canli agirliga ulasabilecegi belirtilmistir. Yapilan bagka bir
calismada protandrous hermaphodit Sparidae ailesine ait tiirlerin triploid bireyleri,
erkek olarak kalmakta ve histolojik incelemelerde oosit ve ovaryum yapilarina sahip

olmadig bildirilmektedir (Haffray ve ark, 2005; Zohar ve ark., 1989).

1.7.1. Erkeklerde Reprodiiktif Fizyoloji

1.7.1.1. Pubertas

Erkek Baliklarda reprodiiktif etkinligin baglamasi, belirli bir viicut gelisimine
ulagmasi, uygun sicaklik derecesinin varlhigi, 1sik ve hormonal mekanizma ile
dogrudan iligkilidir. Genellikle baliklarda erkekler, disilerden daha erken cinsel
olgunluga ulasirlar. Cipurada ise ilk yil popiilasyonun tiim bireyleri erkek 6zelligi
gosterir. Pubertaya ulasma yas1 agisindan balik tiirleri arasinda Tilapia’a 4 - 6 ay ile
ilk siray1 almaktir. Pubertas yasi alabalikta 2 - 3 yil arasi, mersin baliginda 15 yil,
levrek erkeklerinde 2. yil, disilerinde 3. yil ve ¢ipurada 1 yildir (Billiard, 1992;
Alpbaz, 2005).
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1.7.1.2. Spermatogenesis ve Endokrin Diizeni

Spermatozoon, testislerde spermatogenesis olarak adlandirilan bir dizi sitolojik
asamalarin sonucunda spermatozoon’un ana hiicreleri olan spermatogonia’lardan

olusmaktadir.

Ureme mevsiminde endokrin sistemin harekete gegmesiyle testislerdeki
spermatogenetik  birimlerin  germativ  epitelden  koken  almakta  olan
spermatogoniumlar, mitoz yoluyla ¢ogalip diferensiye olarak spermatogonia A ve B

gonositlerini meydana getirmektedirler (Billard, 1992).

Spermatogonia B mitoz yoluyla bdoliinerek primer spermatositleri olusturur.
Primer spermatositlerde kromozom sayisi 2n (¢ipurada 48), yani diploid’dir. Primer
spermatositlerin . rediiksiyon bdliinmesiyle sekunder spermatositler olusur.
Sekunder spermatositlerin II. mayotik bolinmeden sonra spermatidler olusur.
Spermatid’ler metaformoza ugrayarak spermatozoonlari olustururlar. Olusan
spermatozoa lumene (testis kanal boslugu) verilir ve kanal sisteminin (gonaduct) 6zel
salgisiyla birleserek spermayr (siit, milt, balik siitii) olusturur. Sperma iireme
mevisiminde uygun sartlar olusana kadar dinlenme durumunda kalir (Billard ve

Cosson, 1992; Fishbase, 2009; Loir, 1990).

Spermatogenesis, hipotalamustan salgilanan gonadotropin salgilatict hormonun
(GnRH) etkisi ile hipofizden salgilanan gonadotropinlerin kontrolii altindadir.
Seksiiel olgunluga ulasan yada iireme mevsiminde bulunan erkegin endokrin sistemi
ozellikle sicaklik ve 151k basta olmak tizere, tuzluluk ve pH gibi ¢evre kosullarina

bagl olarak gelisim gostermektedir (Von Schalburg ve ark., 1999).

Hipofizden salgilanan gonadtropinler (GtH I ve GtH II), spermatogenezis ve
testikiiler steroitlerin iiretimini diizenlemektedir. Bu diizenlemeyi GtH I (LH) i¢in
Leydig hiizrelerinde, GtH II (FSH) i¢in ise Sertoli hiicrelerinde bulunan reseptorler
vasitastyla yapmaktadir. GtH TI’in biyolojik etkisi testislerdeki intersitisyel



12

bagdokuda bulnunan Leydig hiicrelerinden erkek baliklarda cinsiyet steroidi olan 11-
ketotestosteron salgilanmasini diizenlemektir. GtH II ise etki mekanizmasinin
baliklarda tam belli olmamakla birlikte spermatogenezisi diizenlemektedir (Koldras

ve ark., 1990; Schulz ve ark., 2001).

Erkeklerin, disilerin yumurta birakma zamanindan 2 ay dnce, Gonadosomatik
indekslerinin (GSI) yiikselmesiyle beraber spermiasyonun basladigini bildirmistir.
Erkeklerde spermiasyon, disilerin GSI’nin diistiigli yumurtlama peryodundan 1 ay
sonraya kadar stirebilir. Erkekler, sperma vermeye baslamasiyla beraber plazma 11-
Ketotestoteron (11 - KT) artmaya baslar ve sonra hemen diiser. 11 - KT nin levrek
erkeklerinde spermiasyonun baslamasiyla ilgili oldugu diisiiniilmektedir (Fauvel ve

ark., 1999).

1.7.1.3. Spermatozoon ve Sperma

Balik spermatozoonu iizerinde yapilan ¢aligmalar tiirler arasinda ¢ok ¢esitli sekil ve
ultrastriiktiirel yap1 varligint ortaya koymaktadir. Balik tiirlerinde aflagella
(kuyruksuz)’dan biflagella (¢ift kuyruklu)’ya kadar degisen, cok cesitli sekil
bliyiikliik ve yapida spermatozoonlar oldugu bilinmektedir. Spermatozoonun yapisal
farklan tiirler arasindaki filogenetik yatkinligi ortaya koymakta yardimci olmaktadir

(Jameison, 1991; Maricchiolo ve ark., 2007).

1970 yilinda Mattei tarafinda tanimlanan Sparidae spermatozoonu, ¢ipura
spermatozoonu (Mattei, 1991) ile aymi yapiya sahiptir. Kiire seklinde, akrozomsuz
bir basa sahiptir. Kisa ve bi¢imsiz orta kisim, silindirik ve uzun bir kuyrugu vardir.
Ailenin tiirleri arasindaki farklar yan kanat sayisi, mitokondri sayist ve hiicre
organelerin organizasyonudur. Spermatoozonun mikroskopik yapisinin bilinmesi
dondurma sonrasi olusacak hasarlar1 arastirmak icin de 6nemlidir (Maricchiolo ve

ark., 2007).
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Maricchiolo ve ark. (2007)’1n yaptig1 ¢alismada olgunlagsmis spermatozoon basi
1.87 £ 0.19 um (n=50) olup yogun graniiler kromatain igermektedir. Orta kisim kisa
ve diizensiz bir sekile sahiptir. Bir mitokondri orta kisimda goriilebilmektedir.
Mitokondride yogun elektronlu matrix ve diizensiz yapidaki yerlesen tubuler krista
goriilmektedir. Orta kisim seviyesinde aksonema, plasma membranindan ince bir
sitoplazmik kanal sayesinde ayrilmaktadir. Aksonema tipik 6karyotik organizasyon
gosteren, 9 ¢ift dis mikrotiibiil ve bir ¢ift merkezi mikrotiibiile sahiptir. Silindirik
yaptya sahip kuyruk kismi 53.27 £ 5.57 um (n=50) uzunlugunda ve niikleusa dik yer

almaktadir.

Sekil 1.4. Cipura spermatozoonu (Maricchiolo ve ark., 2007)

Cipura spermatozoonu Jameieson’un (1991) tarif ettigi akrozomsuz, tek
kuyruklu, tipik dis dollenme yapan spermatozoon ile ayni yapiya sahiptir. Bu yap1
spermatozoon kiiresel yada ovoid yapida niikleus (¢ekirdek), kisa bir orta kisim ve bu
kisimda kiiresel yapida birka¢ mitokondri ve tek flagellar kuyrugunda 9 + 2
mikrotubuler yapiya sahiptir.

Cipura spermatoozonu Sparidae ailesindeki pek ¢ok tiir gibi (Diplodus sargus,
Diplodus puntazzo, Pagrus major) orta kisimda tek mitokondriye sahiptir. Ailenin
baz1 diger tlirlerinde yine tiire baglh 3 veya 4 mitokondri oldugu belirtilmistir.
Spermanin motilitesi spermatozoonun orta kisimin biiytikligi, igerisindeki
mitokondrilerin sayis1 ve mitokondrinin biytlikligi ile ilgilidir. Mitokondriyal
respirasyon ile iiretilen ATP spermatozoonun ana enerji kaynagidir (Lahnsteiner ve

Patzner, 1995; Maricchiolo ve ark., 2007).
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1.7.1.4. Spermanin Elde Edilmesi

Baliklarda sperma genelikle abdominal masaj yontemiyle sagim yapilarak alinir. Bas
tarafi yukar1 gelecek sekilde tutulan baligin karin bdlgesine sivazlama seklinde

yapilan masaj ile sperma bir kabin i¢ine alinir.

Baliklardan gamet toplamak i¢in Oncelikle anasteziye alinmasi dnerilmektedir.
Bu islem icin MS 222 (Tricaine Methane Sulphonate), Phenoxyethanol
(Fenoksietanol), Chinalgine, Clorbutanol ve karanfil yagi banyolar1 kullanilabilir

(Akgay ve ark., 1995).

Vakum yontemiyle erkeklerden sperma alimi i¢in bir sisenin agzina gegirilen
mantara, biri ince digeri kalinca iki lastik boru takilir. Ince boru sisenin dibine kadar
iner, kalin lastik boru mantarin hemen altinda son bulur. Ince borunun diger ucu
erkek baligin cinsiyet deligine gegilir, kalin borunun ucuyla agizdan emilir. Boylece
sperma sisenin igerisine dolar. Bir diger yontem ise hava basincit yontemidir.

(Celikkale, 1994).

Sperma iiretilmesinde ve elde edilmesinde, disilerin olumlu etki yaratigi, bunun
nedeni olarak disilerin  feromonlarinin  etkili oldugu  diisliniilmektedir

(Biiytikhatipoglu ve Holtz 1984).

Cipurada ise genelikle karina uygulana hafif basingla sagim ydntemi veya
genital kanaldan ugsuz enjektér ile aspirasyon yontemi kullanilarak alinmaktadir. Tki
yontemde de karin bolgesine hafif bir basing uygulanmaktadir (Cabrita ve ark.,

2005a,b; Fabbrocini ve ark., 2000)

Cabrita ve ark. (2005a) ¢ipurada gamet toplamak i¢in 2 yash ortalama 1,2 kg
olan erkekler ve 3 yash ortalama 3,5 kg olan disiler seg¢ilmislerdir. Arastirma,

cipuranin iireme sezonun ortasinda (Giiney Ispanya’da iireme sezonu Aralik-Mart)
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yapilmistir. Arastirmada yapay kosullar altinda 7 saat 151k 17 saat karanlik uygulanan
disi ve erkeklerin bir arada bulunduruldugu 20 tonluk tanklarda su sicakligi 19 + 1

°C olarak ayarlanmistir (Cabrita ve ark., 2005a).

Cabrita ve ark. (2005a) ise sperma almadan 6nce baliklart 125 mg/l MS-222
(Sigma) ile anasteziye alinmiglardir. Abdominal masaj yontemi ile 1 ml sperma
enjektore cekilmistir. Sperma alinmadan 6nce idrar yollarina hafif baski1 yapilarak
olast idrar karigmasinin Oniine ge¢ilmilmeye calisilmistir. Ardindan genital bolge
temizlenip, spermaya idrar ve diski karismasi engellenmistir. Alinan spermalar

hemen 15 ml’lik plastik kaplarda birlestirilmigtir.

Kalkan baliginda yapilan bir calismada sagimla elde edilen spermanin
motilitesinin, intratestikiiler (testis i¢i) spermanin motiltesine gore daha yiiksek
oldugu ortaya konulmustur. Genital kanal ile {iriner kanalin yakinligindan dolay1
sperma siklikla idrar ile kontamine olmaktadir. Kalkan baliginda (Scophthalmus
maximus) yapilan bir ¢alismada kontaminasyonun % 15,3 oldugu gozlenmistir
(Suquet ve ark., 2000).

Spermaya idrar karigmasi spermatozoonun motilitesini, hizini, dolleme
kapasitesini ve donma kabiliyetini olumsuz etkilemektedir. Spermanin idrar veya
mukusla karismasi osmolaritenin ve pH’nin diismesine neden olur. Levrek ve ¢ipura
gibi yiiksek spermatozoon yogunluguna sahip baliklarda idrar kontaminasyonu renk
degisikliginden ve viskoziteden dolayr ¢ok kolay tespit edilebilemektedir.
Kontaminasyonu Onlemek i¢in kateter uygulamasi yapilabilir. Spermanin digki ve
idrarli1 kontamine olmasini 6nlemek i¢in genital bolge kuru bir bez veya kagit havlu
ile kurulanmalidir (Cabrita ve ark., 2005a,b; Fauvel ve ark., 1999; Suquet ve ark.,
2000).
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1.7.1.5. Spermatolojik Ozellikler

1.7.1.5.1. Sperma Rengi

Spermanin rengi bir ¢ok balik tiirlinde oldugu gibi ¢ogunlukla beyaz-krem renge
sahiptir. Zaten bu beyaz renginden dolay1 balik spermasina “balik siitii — ersuyu”

veya milt denilmektedir (Secer, 1998).

Spermanin renginin bazi durumlarda beyazin yaninda soluk kirmizi ve soluk sar1
renkte de olabilecegi belirtilmistir. Bu renk farkililar1 6zellikle bakim besleme
sartlari, bireysel oOzelliklere, ¢evresel faktorler ve hastalik etkenlerinden

kaynaklanmaktadir (Aas ve ark., 1991).

1.7.1.5.2. Sperma Miktan

Barbato ve ark. (1998) yaptiklari ¢alismada ¢ipuradan 0 — 3,1 ml sperma elde
etmiglerdir. Cabrita ve ark. (2005a) c¢ipurada abdominal masaj yontemi ile 1 ml
spermay1 enjektore ¢ekmislerdir fakat alinanabilecek miktar belirtilmemistir. Fauvel
ve ark., (1999) ise levrekte yaptigi calismada, her bireyden 2 ml olacak sekilde
enjektore ¢ekilmistir. Turbot (Psetta maxima), sar1 kuyruk (Seriola dumerilli) ve dil
balig1 (Pleuronectes ferrugineus) gibi tiirlerde ise 1 ml’den daha az sperma
aliabilmektedir (Clearwater ve Crim, 1998; Suquet ve ark., 1992).

Salmonidea familyasinda sperma miktari tiirlere gore degisim gostermektedir.
Bunun yaninda ayni tiirlin bireyleri arasinda da farkliliklar olabilmektedir. Yine
reprodiiktif sezonun basi, ortas1 ve sonunda diger spermatolojik farktorlerde oldugu

gibi degisiklikler gozlenmektedir (Biiyiikhatipoglu ve Holtz, 1984).
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Gokkusag alasinda sperma miktar1 ortalama 6 - 12 ml olarak bilidirilmesine
karsin bu miktar pek cok faktore gore degisebilmektedir. Bunlarin basinda suyun
sicakligl, spermanin sagim araligi, yas, oratamdaki disi varligi ve ozelliklede bakim
besleme sartlar1 sperma miktar1 {izerine olduk¢a etkili faktorler olarak

bildirilmektedir (Biiyiikhatipoglu ve Holtz, 1984; DeGraaf ve ark., 2004).

Tekin ve ark. (2003) gokkusagi alasinda yaptig1 calismaya gore sperma miktari
ile viicut agirhigi ve viicut uzunlugu arasinda pozitif bir iliski bunmaktadir. Barbato

ve ark. (1998) ’a gore ise ¢ipuralarda bdyle bir korelasyon olmadig belirtilmistir.

1.7.1.5.3. Sperma Motilitesi

Bir yonde ve giiclii hareket eden spermatozoon’larin hareketsiz ve diger hareket
bicimi gdsterenlere oranidir. Yanliz motil spermatozoonlarin dolleme giicleri oldugu
kabul edildiginden, yapilacak muayenelerde motilite saptanmasi 6nemli yer tutar.
Motilite oranin1 belirlenmesiyle, hem erkek hayvanlarin déllenme giicleri biiyiik
Ol¢iide  belirlenir hemde ejekiilatin  degisik amaglarla  kullanilmas1  ve

degerlendirilmesine olanak saglar (Tekin, 1994).

Alinan spermanin kullanilmadan 6nce motilitesine bakilmasi gerekmektedir.
Balik spermasi testislerden ¢iktiginda motil olmamasindan dolay1 tiirlere uygun (tath
su tiirli yada deniz balig tiirii) sekilde aktive edilmesi gerekmektedir (Suquet ve ark.,
2000). Spermanin aktivasyonu i¢in bir ¢ok hiicre dis1 etken bildirilmistir. Deniz
baliklarinda flageller aktivasyonu hiperosmotik osmotik (500 - 1100 mOsm), tath su
baliklarinda ise hipoosmotik ortam (0 — 100 mOsm) saglamaktadir. Salmonid’lerde
ve mersin baliginda motilite aktivasyonun en dnemli tetikcisi K™ konstarasyonudur
(Billiard, 1983; Zilli ve ark., 2008). Deniz baliklar1 ile ilgili literatiirlerde bdyle bir
bulguya rastlanmamustir. Zilli ve ark., (2008) cipurada K™ ve Ca®" ‘in sperma
aktivasyonda hig etkisi olmadig1 ve spermasini aktive etmek i¢in optimum osmolarite

1100 mOsm/Kg olarak belirtilmistir.
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Billard ve Cosson (1992)’ na gore spermatozoonlar1 aktive etmek icin yiiksek
oranda sulandirma yapilmasi gerekmektedir. Ancak bu durumda tim
spermatozoa’larin eszamanli ve aym1 oranda hareket kabiliyeti kazandiklari
belirtilmistir. Diisiik oranli sulandirildifinda spermatozoonlarin sadece bir kismi

motil duruma gegmektedir.

Zilli ve ark, (2008) nativ ¢ipura spermasinin motilitesini % 90 - 100 olarak
vermislerdir. Rideout ve ark., (2004) kod (Gadus morhua) ve Melanogrammus
aeglefinus baliklarinda sperma alma zamanin motilite a¢isinda biiyiik 6nem arz ettigi
belirtilmektedir. Iki tiirde de iireme sezonun baslarinda ( 1. ve 2. haftada) alman
spermanin sonlarinda (bitime 1 veya 2 hafta kala) aliman spermadan dondurma
sonras1 en az % 40 motilite fark: yarattig1 gozlenmektedir. Ayni sekilde Chao ve ark.
(1986) ¢ipura gibi Sparidae ailesine ait Acanthopagrus schlegelii’in spermasinin
tireme sezonun baslarinda alinmasinin dondurma basarisinda biiyiikk 6neme sahip

oldugunu belirtmislerdir.

Kalkan baligi (Scophthalmus maximus) spermasina katilan sulandiricin
icerisinde dimetil stilfoksit (DMSO, Me,SO) gibi kriyoprotektanlarin katilmasi
osmolariteyi 1100 mOsmol/kg’a getirmekte ve spermatozoonlarin 1 dk’a yakin siire
hareketlenmelerine neden olmaktadir. Buda spermatazoon i¢in biiyiik 6neme sahip
olan ATP’nin azalmasina neden olmaktadir fakat, kalkan balig1 spermasinin bu
hareket sirasinda enerji sentezledigi icin hakeret kabiliyetini etkilemedigi

diisiiniilmektedir (Dreanno ve ark., 1997).

Genel olarak baliklarda yasca ileri ve tecriibeli erkeklerin daha gen¢ olanlara

oranla; miktar, kalite, yogunluk ve fertilizasyon kabiliyeti yoniinden daha iyi sperma

verdikleri bildirilmistir (DeGraaf ve ark., 2004).
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1.7.1.5.4. Spermatozoanin Canhlik Siiresi

Rainis ve ark. (2003), yaptiklar1 bir ¢alismada canlilik siiresini Salmo trutta i¢in 90
saniye, alabalik i¢in ise 60 saniye olarak, ¢ipura i¢in ise bu siire 50 dakika gibi ¢ok
uzun bir siire olarak belirtilmistir. Zilli ve ark. (2008) ise bu siireyi ¢ipura ve ayni
aileye ait bir tiir (Lythognathus mormyrus) i¢in de 7 - 10 dk olarak belirtmislerdir.
Fabrocini ve ark. (2000) ise iki arastirmacindan da farkli olarak ¢ipuranin motilite

siiresini 23 — 24 dk olarak vermislerdir.

Cipura spermasinin canlilik siiresindeki bu farkiliklarin, levrek spermasininda da
s6z konusu oldugu fakat degerlerin birbirlerine daha yakin oldugu goriilmektedir.
Dort farkli arastirmaci levrek spermasini motiltesini siiresini 40 sn, 0,9 - 1,2 dk, 2 dk
ve 3 dk olarak vermislerdir (Billard, 1978; Fauvel ve ark., 1999; Rainis ve ark., 2003;
Sorbera ve ark., 1996).

Motilite siiresinde ayni tiiriin bireyleri arasinda dahi farklar olabilmektedir. Bu
siirenin uzunlugu ortamin sicakligindan, ATP seviyesinden, sulandiricidaki Ca™
yogunlugundan ve pH’dan etkilenmektedir (Billiard ve Cosson, 1992; Tekin ve ark.,
2003).

Balik spermasinin motilite siiresinin kisa olmasini, motilite tayininde ¢ok seri
olmay1r gerektirmektedir. Fauvel ve ark. (1999) levrekte yaptig1 c¢alismada
aktivasyondan 10 sn sonra spermanin en yiikksek motiliteyi gosterdigi ve hizla

motilitesinin azaldigini , 40 sn sonra motilitenin sifirlandigini rapor etmislerdir.

1.7.1.5.5. Spermatozoa Yogunlugu

Birim hacim spermada bulunan spermatozoa sayisi olarak tanimlanabilir. Spermanin

1 mm’ veya cm’’de bulunan toplam spermatozoa sayisinin bilinmesiyle ancak, motil
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spermatozoon orani veya diger spermatolojik 6zellikler sayisal olarak ifade edilebilir

(Tekin, 1994).

Balik spermasinin yogunlugun saptanmasi i¢in hemositometrik, spermatokrit ve
spekrotofometrik yontemler olmasina karsin genelde spektrofotometrik yontem (260
nm dalga boyu) kullanilmistir. Yogunluk tayininden 6nce sperma distile su ile

sulandirilmistir (Fauvel ve ark., 1998, 1999; Suquet ve ark., 2000).

Cabrita ve ark. (2005a) ¢ipura spermanin yogunlugunu 5,5 - 17,5 x 10°
spermatozoa/ml olarak vermislerdir. Barbato ve ark. (1998) ise yogunlugun 11,6 —
26,7 x 10° olarak degistigi, ortalamanm ise ml’de 17,95 x 10°  oldugunu

bildirmislerdir.

Levrekte yapilan calismada Fauvel ve ark. (1999) spermatozoon yogunlugunun
60 x 10’ olabilecegini belirtmislerdir ve bir balik igin tespit edilmis en yiiksek
yogunluga (60 x 10) iireme sezonunun ortasinda rastlandigi bildirilmislerdir.
Sivriburun karagoéz (Diplodus puntazzo, Sparidae) spermasinin yogunlugu ise lireme
sezonun ortalarinda 27,1 x 10° sonlarma dogru 12 x 10° olarak bildirilmistir

(Papadaki ve ark., 2008).

1.7.1.5.6. Spermanin pH’s1

Baliklarda da diger tiirlerde odugu gibi spermanin pH’simin bilinmesi spermaya
uygulanacak islemler agisinda olduk¢a 6nemlidir. Balik spermasit pH’s1 genel olarak
5,5 — 9,5 arasinda degisim gostermektedir (Suquet ve ark., 1993; Akcay ve ark.,
1995). Cabrita ve ark. (2005a), ¢ipura spermasimin pH’sim1 8,3 olarak

belirlemislerdir.
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1.7.1.6. Spermanin Dondurulmasi

Kontrollii balik iiretimi, hayvansal protein ihtiyacinin karsilabilmesi i¢in giiniimiizde
oldukca biiylik boyutlara ulagsmistir. Baliklarin genetik potansiyeli, tiirlerin ve
soylarin ¢aprazlanmasi ve gamet maniplasyonlar1 yoluyla 1slah edilebilmektedir. Bu
uygulamalarin bazilari spermanin saklanmasini (preservasyon) gerektirir (Akcay ve

ark., 1995).

Spermanin  saklanmasi  balik  yetistiriciliginde uygulanan  seleksiyon
programlarinda biiylik 6nem tagimaktadir. Ayni tiir baliklarin jenerasyonlar boyunca
ayn1 ortam ve kosullarda yetistirilmesi mevcut populasyonunda az bulunan genlerin
kaybolmasina ve heterozigotlugun azalmasina neden olmaktadir. Genetik
varyasyondaki bu azalma; mevcut balik stokunun ileri donemlerde seleksiyon

programlarinda kullanilma potansiyelini sinirlamaktadir (Bozkurt, 2004).

Baliklarda dondurulmus sperma heniiz genis kullanim alan1 bulamamustir. Deniz
baliklarinin spermalarinin  dondurmaya kars1 daha dayanakli oldugu, bununda
nedenin spermatozoon membranindaki kolestorol/fosfolipit oraninin yiiksek olmasi
ve baslangigtaki ATP igeriginin oldugu diisiiniilmektedir. Yine soguga kars1 direngte
deniz baliklarinin spermatozoon membraninda bulunan fosfatil kolinin etkili

olabilecegi vurgulanmistir (Drokin 1993; Suquet ve ark., 2000).

Balik spermatozoonlarinin kiigiik yapisindan dolayr sulandirma sonrasinda
penetrasyon hizlica meydana geldiginden equlibrasyon (alisim) sathasina gerek
yoktur. Alisim asamasimin uygulanmamasi kriyoprotektanlarin toksik etkilerinide
minimize etmektedir. Cipuralarda yapilan ¢alismada, DMSO katilan spermalarin 2
dakikadan fazla alisima birakildiginda dolleme oranlarimin daha diisiik oldugu

gbzlenmigtir (Billard 1978; Jamieson 1991).
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Bundan farkli olarak Ogier de Baulny (1997)’nin bildirdigine gore, gokkusagi
alasinda DMSO’nun spermazatozoonlara penetrasyonu icin 10 dakika siireye ihtiyaci

oldugu fakat alistmin uygulanip uygulanmamasinin fertiliteyi etkilemedigi

bildirilmektedir.

Gliseroliin kriyoprotektan olarak basart ile kullanildigi tiirlerde ise alisim
asamasinin uygulanmasi gerektigi bildirilmektedir, Doi ve ark. (1982), mavi ylizgecli
tuna baliginda yaptiklar1 calismada  gliserolun  penetrasyonunun yavas

gerceklesmesinden dolay1 30 dakikalik bir alisim uygulamislardir.

Bir tiiriin spermasint dondurmak igin ideal prosediirii belirlemek kolay degildir.
Dondurmanin basaris1 etkileyen bir ¢ok faktor vardir. Bu faktorler sulandirma,
kriyoprotektan, alisim siiresi (ekulibrasyon), sulandirma orani, sogutma orani,
¢ozdiirme sicakligi ve siiresi, ¢ozdiirme sonrasi aktive edilene kadar gecen siire ve
baz1 diger faktorler olarak belirtilmektedir. Bir diger onemli faktdr ise spermanin
alindig1 zaman (lireme sezonun basi, ortasi, sonu) olarak belirtilmektedir (Rideout ve

ark., 2004; Suquet ve ark., 2000).

Baliklarda spermanin dondurularak saklanmasinin yararlari;

1- Melezleme caligmalarinin, iireme mevsimi farkli tlirler arasinda yapilmasini
saglamaktadir.

2- Mevcut spermanin tiimiiniin dondurulmasm saglar. Ozellikle spermanm eldesi
zor olan tiirler ve tutsak olarak yasadigi i¢in sperma eldesi diisiik olan tiirler i¢in
(6r. japon yilan baligi (Anguilla japonica)) 6nem tagimaktadir.

3- Ureme mevsimi disinda yavru elde etmek igin isletme giderlerini artic1 sicaklik
ve fotoperiyot gibi senkronizasyon calismalarinin sadece disilere uygulanarak
giderlerin azalmasini saglar.

4- Gamet tasinmasmm kolaylastirir. Ozellikle farkli yerlerden toplanan yumurta ve
sperma i¢in Onem tagimaktadir. Ayni zamanda dogal hayattaki genlerin

kulugkalara aktarimini kolaylastirir.
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5- Sperma yaslanmasimi 6nler. Ureme sezonu boyunca sperma kalitesi cesitlilik
gostermektedir. Kriyopreservasyon uygulanacak spermalarin en yiiksek kalitede
olanlardan secilebilmesine olanak saglar.

6- Deney ve arastirmalarda biiyiik 6nem tasir. Genetik ¢alismalarda ve yetistiricilik
performansi kariglastirmalarinda yarar saglamaktadir.

7- Istenilen karakterler elde etme, istenen karakterlerde seleksiyon yaparak bir
orneklilik olusturmaya katki saglar.

8- Gen kaynaklarmin korunmasinda kullanilir. Ozellikle nesli tiikenmekte olan ve
protogynus hermafrodit (ilkin disi olma hali) tiirlerde 6nem tasimaktadir. 5 — 10
yasinda erkek olan tiirler i¢in gen kaynaklarimin korunmasinda kullanir

(Fabbrocini ve ark., 2000; Suquet ve ark., 2000).

Dondurulmus spermada hem viabilite (canlilik) orani diismiis, hemde
spermatozoonlarin fonksiyonlar1 azalmistir. Bunun nedenleri arasinda soguk sokuna
ugramalari, osmotik strese maruz kalmalar1 ve hiicre i¢i kristalizasyon gosterilebilir
(Cabrita ve ark. 2005a; Chambeyron ve Zohar, 1990; Fabbrocini ve ark., 2000).
Dondurma ¢o6zdiirme sirasinda olugan hiicre hasarinin nedeni plazma membraninin
buz kristallerin olusumundan olumsuz etkilenmesidir. Bu etkiyi en aza indirmek i¢in

kryoprotektanlar kullanilir (Fabbrocini ve ark., 2000).

Kriyoprezervasyon isleminin spermatozoa lizerine bircok olumsuz etkisi vardir.
ozellikle, sperma kalitesinin diismesine, dolleme yeteneginin azalmasina ve larval
sag kalma oraninda diismeye neden olur. Kriyoprezervasyon sirasinda spermatozoon
genomunda olusan degisiklik sadece ge¢ embriyonik sathayi etkileyebilmektedir
(Suquet ve ark., 1998; Zilli ve ark., 2005). Dondurulmus spermanin taze sperma ile
benzer fertilizasyon ve yakin motilite oranina sahip oldugu tespit edilmistir (Suquet

ve ark., 1992, 2000).

Dondurulmus spermanin motilite sliresinin daha kisa, metabolizmasinin ise daha
farkli oldugu ve ek olarak suni tohumlamada kullaniminda déllenen yumurtalarin

kuluckadan ¢ikis oranlarinin diisiik oldugu saptanmistir (Fauvel ve ark., 1998; Zilli
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ve ark., 2005). Spermanin aktive edilmesinden 10 saniye sonra taze sperma ile
dondurulmus spermanin motilitelerinin birbirine yakin oldugu, buna ragmen motilite
sliresinin taze spermada 50 saniye iken, dondurulmus spermada 40 saniye oldugu
belirtilmektedir. Yine taze ve dondurulmus spermanin ayni yogunluklarinin délleme
oranlariin farkli oldugu, taze spermanin daha fazla yumurtay1 dolledigi bildirilmistir

(Fauvel ve ark., 1998).

Ozellikle Serranidae ailesine bagl bir ¢ok tiirde goriilen protogynus
hermafroditlik, yani disi olarak pubertaya ulasip 3 - 5 yasma kadar disi kalmalari,

spermanin dondurulmasini daha 6nemli kilmaktadir (DeGraaf ve ark., 2004).

1.7.1.6.1. Spermanin Sulandirilmasi

Sperma, sulandirilmadan dondurmaya uygun degildir. Deniz baliklar1 spermasinin
dondurulmasi i¢in kullanilan sulandiricilar ¢ogunlukla tuzlu (% 1-10 konsantrasyon)
veya sekerli (% 1-10) solusyanlardir. Sulandiricilarin spermanin motilitesini aktive

etmemesi gerekmektedir (Suquet ve ark., 2000).

Mounib sulandiricist (Mounib 1978) bir ¢ok tatli su ve deniz baliklarinda
basariyla uygulanmaktadir. Sulandirma oram1 1 : 1 ve 1 : 20 aras1 degismektedir.
Sulandirma orami arttirilan ¢alismalarda, motilite oran1 ve siliresi dismistiir.
Sulandirma orani arttig1 zaman olusan hasarin nedeni, seminal plazma proteinlerinin
yiiksek sulandirma oraninda koruyuculugunun azalmasi olarak gosterilmektedir.
Seminal plasma proteinlerinin bu 06zelligi sadece tatli su baliklarinda ve kalkan
(turbot) baliginda bildirilmektedir (Billiard, 1983; Chauvaud ve ark., 1995; Fauvel ve
ark., 1998).

Cipura spermanin sulandirmasinda bir ¢ok aragtirmact % 1 NaCl kullanmistir.
(Barbato ve ark. 1996, 1998; Fabrocinni ve ark., 2000; Cabrita ve ark., 2005a,b).
Cabrita ve ark, (2005a,b) kriyopreservasyon i¢in Fabbrocini ve ark. (2000)’nin
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kullandig1 sulandiricilara (% 1 NaCl, 300 mOsm/kg ve %5 Me,SO) ek olarak plazma
membranini korumasi ve spermatazoonlarin bir araya toplanmalarini 6énlemek i¢in 10
mg/ml BSA ilave edilmesi gerektigini bildirmislerdir.

DeGraaf ve ark., (2004) yaptiklar1 calismada sulandiricilarinin glutatyon ve
sukroz icermesi osomotik basinci artiracagini, sperma osmolaritesine gore yiiksek
olmast durumunda ise ¢6ziim sonu motiliteyi olumsuz etkileyecegi bildirmislerdir.
Yaptiklar1 ¢alismada, osmatik basinci 427 ve 766 mOsm olan Mounib ve modifiye
Herring solusyonlarinin, 324 mOsm olan modiye Mounib solusyona gore (taze
sperma ~ 334 mOsm) daha diisikk motilite verdigini bildirmislerdir. Sulandiricilara
sukroz katilmas1 dondurma sirasinda libozomal membranlar1 kararli hale getirdigi ve
DMSO ile birilikte hiicre dehidrasyonunu  Onledigi  belirtilmektedir.
Sulandiricilardaki glutatyon seviyesinin diisiiriilmesi, hiicre membranlarini lipid

peroksidasyonu ve serbest radikallere karsi korudugu belirtilmektedir.

Rideout ve ark., (2004) Gadus morhua (Kod baligi) ve Melanogrammus
aeglefinus spermasi tuz veya sukroz agirlikli sulandirirken, kriyoprotektan olarak
DMSO, propilen glikol (PG) ve gliserol kriyoprotektan olarak kullanildiklarini rapor
etmiglerdir. Sonugta iki tiirdede tuz agirhikli sulandirma ve sukroz agirlikli

sulandirma arasinda istatistiksel bir fark bulunamamastir.

Cipura ile ayn aileye ait mercan (Pargus major) spermasi {izerine yapilan bir
calismada (Liu ve ark., 2006) bir ¢ok sulandirici; Cortland, Ringer, Hanks dengeli
tuz solusyonu (HBSS), modifiye Mounib mediyumu (MMM), Mounib mediyumu
(MO) ve tuzlu Mounib mediyumu (MNM) denenmis olup ¢6zlim sonu en iyi motilite
Cortland ve HBSS mediumlarina % 15 DMSO katilarak alinmistir. Taze sperma ile
DMSO katilan dondurulup-¢ozdiiriilen sperma arasinda motilite, délleme orant,

kulugka ¢ikis oranlarini agisindan énemli fark bulunamamustir.

Miyaki ve ark. (2005), Serranidae ailesine ait Epinephulus moara tiiriinde

yaptig1 calismada sulandirict olarak kriyoprotektif ve antioksidan 06zelligi olan
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trehalose solusyonun tek basina kullanilmasinin basit, kolay uygulanabilir ve

giivenilir bir yontem oldugunu bildirmislerdir.

1.7.1.6.2. Kriyoprotektanlar

Kriyoprotektanlar hiicre i¢i (internal) ve hiicre dis1 (external) olmak tizere iki gruba
ayrilir. Hiicre i¢i kriyoprotektan olan etilen glikol (EG), PG, gliserol, dimetil
asetamid (DMA), DMSO ve methanol arasinda genellikle DMSO yaygin olarak
kullanilmaktadir. DMSO’nun digerlerine gore daha etkili olmasinin nedeni olarak
hizli penetrasyon yapmast ve spermanin fosfolipit tabakasiyla etkilesime

girmesinden kaynaklandig belirtilmektedir (Suquet ve ark., 2000).

Methanol, deniz baliklar1 spermasinin dondurulmasi agisindan ¢ok diisiik bir
etkinlige sahiptir. EG ve PG ise birka¢ tiirde tatmin edici sonuglar verdigi
bildirilmektedir (Suquet ve ark., 2000; Zilli ve ark., 2005). Deniz baliklar1 ile ilgili
degisik kriyoproktanlarin etkilerinin arastirildigi calismalarda genellikle DMSO’nun

en iyi sonucu verdigi bildirilmistir (Suquet ve ark., 2000).

Acanthopagrus latus’da Glyserol’iin, DMSO’dan daha iyi sonuglar verdigi
rapor edilmis, fakat levrek ile ayni aileden (Serranidea) olan Mycteroperca bonaci
’de hig, kalkan baliginda ise ¢ok az bir koruyucu 6zellik gosterdigi bildirilmistir
(Dreanno ve ark., 1997; Zilli ve ark., 2005). Bu bilgiler 1s18inda, her tiir i¢in farkl

dondurma metodunun benimsenmesi gerekligi ortaya ¢ikmaktadir.

Fabbrocini ve ark. (2000) ¢ipurada, kryoprotektanlarin etkiligin arastirildig: bir
calismada, EG, PG, gliserol ve DMSO gibi kriyoprotektanlar arasinda en az toksik
etkiyi % 5 DMSO’de gozlediklerini bildirmiglerdir. Barbato ve ark. (1998) ise yine
cipura spermasinin dondurulmasinda DMSO oranin1 % 15 olarak kullandiklarini
bildirmislerdir. Sulandirma sonrasit diisiik konsantrasyondaki DMSO motiliteyi

olumsuz etkilese de, ¢ozdiirme sonrasi diger kriyoprotektanlara gére daha az toksik
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ve daha uzun siireli motilite sagladigini belirtmektedirler. Sulandirma sonrasi
motilite oraninda en az disiisiin gozlendigi kriyoprotektan ise EG olarak
belirtilmektedir. (Fabbrocini ve ark., 2000). DMSO’nun toksik etkisinin balik tiirlere
bagl olarak degistigi belirtilmektedir. Yapilan bir ¢aligmada, Centropristis striata
tiirdi i¢in en uygun oranin % 10 DMSO oldugu belirtilmistir (DeGraaf ve ark., 2004).

Liu ve ark (2006), cipura ile ayni aileye ait mercan bali§1 spermasinin
dondurulmasma kullanilan kriyoprektanlarin  optimum diizeylerini saptamak
amaciyla arastirma yapmigslar ve her bir kriyoprotektan icin 5 farkli oran (%6, %9,
%12, %15) kullanilacak sekilde dondurulmustur. Sonugta en iyi ¢éziim sonu motilite
% 88,6 ile %15 DMSO kullanilan denemede goriilmiistiir. DMSO’yu sirasiyla %
84,8 motilite ile %12’lik PG , % 84,5 motilite ile % 9’luk EG, % 69,1 ile DMA ve

son olarak % 64,4 motilite ile % 12 gliserol izlemistir.

Kriyoprotektanlarin etkinliginin arastirilmasinda, dondurmadan sonra olusan
plasma membrani {izerindeki hasarin degerlendirmek i¢in, hypoosmotik ve
hiperosmotik solusyonlar kullanilmaktadir. Spermatozoonlar1 viabilitesini akim
sitometrisi kullanilarak ve floresan mikroskopta ikili boyama yontemi ile

belirlenmektedir (Cabrita ve ark., 2005a,b).

1.7.1.6.3. Dondurma Yontemleri ve Dondurma Sicakliklar:

Spermanin dondurulmasi sirasinda genellikle iki yontem kullanilmaktadir. 1 -
Spermanin sivi nitrojen buhari (LN) ile dondurulmasi 2 — kuru buz (CO,) ile
dondurulmasi. Azot buhari ile dondurmada sogutma oran1 azotun kondugu kaba bagh
olarak sivi seviyesine olan uzakliga baglidir. Kuru buz ile dondurmada ise sicaklik
diisiisii yaklasik olarak dakikada 35 °C olarak hesaplanmaktadir (Fauvel ve ark.,
1999; Suquet ve ark, 2000).
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Dondurulmak tizere alinan sperma, payetlere (0,25 - 0,5 ml), dondurma tiiplerine
(1,5 - 2 ml) veya makro tiiplere (5 ml) almabilir. Azot buhar1 ile dondurmada
sogutma orant azotun kondugu kaba bagli olarak azot seviyesine olan uzakliga
baglidir ve kullanilan hacime gore dondurma siiresi ve sicakligi degismektedir.
Payetler (0,25 — 0,5 ml) s1v1 nitrojen buharinda, nitrojen seviyesinin 6,5 cm iizerinde
15 dakikada dondurulur. Daha sonra sivi azota i¢inde depolanir (Fauvel ve ark.,

1999; Suquet ve ark, 2000).

Spermanin dondurulmasinda kullanilan diger bir yontem ise; yine azot gazina
baglanan programlanabilir dondurma makineleri ile uygulanmaktadir. Bu makineler
payetleri istenilen sicakliga (istenilen sogutma oranlar1 ile) diisiiriilmesinde
kullanilmaktadir. Cipura spermasint dondurma esnasinda sogutma oranlari ile ilgili
yapilan bir ¢aligmada 1 °C’den 100 °C’e kadar 6 grup arasindan, sicakligin dakikada
10 °C diistiriilmesinin en iyi sonucu verdigi saptanmustir (Billard, 1978; Chen ve
ark., 2004). Fabbrocini ve ark. (2000) da sogutma oranlar ile ilgili olarak 10
°C/dk’lik sogutma oranin 15 °C/dk’den daha basarili oldugunu bildirmislerdir.

Ozellikle tath su baliklarinda pelet yontemi ile dondurulmasi sikca
kullanilmaktadir. Bu yontemde sulandirilan sperma kuru buz iizerinde — 79 °C de
pelet biciminde dondurulur. Optimum pelet biiyiikliigii 0,1 ml oldugu ve sulandirma
— dondurma arasindaki siirenin 2 dk’i1 ge¢gmemesi gerektigi belirtilmektedir.
Dondurulan peletler direkt nitrojen igine transfer edilmekte ve saklanmaktadir

(Akcay ve ark. 1995; Holtz, 1993).

Levrekte, Barbato ve ark. (1996), 10 °C/dk sogutma orami kullanmalarina
ragmen Fauvel ve ark. (1998) 65 °C/dk sogutma oraninin daha basarili oldugunu
belirtmektedirler. Kalkan baliginda ise 99 °C/dk sogutma orani daha basarili

bulunmustur (Dreanno ve ark., 1997).
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1.7.1.6.4. Spermanmin Cozdiiriilmesi

Cozdirme asamasimin hizli gecilmesi kristalizasyonu onlemek i¢in gereklidir.
Cozdiirme sicakliklar: levrek spermasinda 35 °C/dk ¢ipurada spermasinda 26 °C/dk
olarak uygulama alani bulmustur (Suquet ve ark., 2000; Fauvel ve ark., 1998;
Barbato ve ark., 1996). Mercan tiiriinde (2ml’lik dondurma tiipleri) ise en iyi

¢Ozdiirme sicakliginin 40 °C/dk oldugu belirtilmistir (Liu ve ark., 2006).

Tiir Cozdiirme sicakligr (°C/dk)
Cipura 26  (Barbato ve ark., 1996)
Levrek 35  (Fauvel ve ark., 1998)
Kalkan 30  (Dreanno ve ark., 1997)
Kod 38  (Mounib, 1978)

Cizelge 1.2. Bazi balik tiirlerinde ¢6zdiirme sicakliklar1

1.7.2. Disilerde Reprodiktif Fizyoloji

1.7.2.1. Pubertas

Ureme yoniinden, protandurus (ilkin erkek olma hali) hermafrodit olan ¢ipuralar 2
yasindan sonra populasyonun %80°’i disi 0zelligi gostermektedir. Cipuralarda 1 yas
tiremenin ilk sezonudur ve bu donemde populasyonun tiim bireyleri erkek 6zellik
gosterir. 3 yasindaki ¢ipularin bazilar intersex 6zelligi gosterebilmektedir (Alpbaz,

2005; Zohar ve ark., 1995).
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1.7.2.2. Oogenesis ve Yumurtlama

Cipuralarda yumurtalik i¢indeki yumurta hiicresinin gelisimi 7 asamada meydana

gelmektedir.

1- Ilkel yumurta hiicreleri ¢ok kiiciik olup boyutlar1 8 — 12 mikron arasindadir.
Hiicreler mitoz boliinme ile gogalir.

2- Yumurta hiicresinin etrafinda folikiill (yumurta hiicrelerin beslenmesini
saglayan ve hormonlarin sentezlendigi yer) olusmustur. Bu, hiicrenin ikinci
katin1 olusturur.

3- Hiicrelerin boyutlart 40 - 200 mikron biiyiikliige ulasir. Etrafi folikiil ile
tamamen ¢evrilidir.

4- Vitellogenesis baglamistir. Yumurta c¢apt 200 - 350 mikron arasindadir.
Yaglarin sitoplazma i¢inde birikimi baglamistir.

5- Sitoplazma yag damlaciklarla doludur. Vitellogenesis hizlanmistir. Yumurta
blytikligi 300 - 350 mikron arasindadir.

6- Yumurta sarist tabakasi, yag damlasini ikinci halkanin olusumaya basladigi
yer olan hiicre kenarina dogru iter. Cekirdek i¢ci maddeler protein sentezinde
ve besin maddesi birikimde rol oynayan ¢ekirdek i¢i maddelerin g¢ekirdek
zarma yapistig1 goriiliir. Yumurta ¢ap1 600 mikrondur.

7- Vitellogenesis tamamlanmustir. Yumurta ¢apt 700 - 800 mikron arasindadir.
Cekirdek i¢i maddeler merkeze dogru ¢ekilmeye balsamistir. Mikropil deligi
bu donemde olugmustur. Yumurta degisme ugrakmaksizin birka¢ hafta bu

durumda kalir.

Uygun sartlar saglandiginda folikiil tekasindaki kaslarin kontraksiyonu ile
ovulasyon meydana gelir. Eger biotik ve abiotik sartlar uygun hale gelmezse
yumurtalar geri emilir. Yumurtlama sezonu siiresince oositlerin bir kismi
vitellogenesis sathasina baslarken diger bir kismi vitellogenesisin son safthasini
gecirir. 3 - 4 aylik yumurtlama periyodu boyunca viicut agirliginin 0,5 - 2 kati

yumurta birakirlar (Alpbaz, 2005; Saka ve Firat, 2006).
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Isletmelerde yumurta temini icin kullanilan rutin yéntem damizlik tanklarmna
bagl kollektor sistemidir. Tekli yada ¢iftli olabilen bu sistem ile yilizeydeki
yumurtalarin toplanmasini saglar. Kollektdr sistemi ile teymin edilen yumurtalar
kulugka sistemine (inkiibator tanklarina) yerlestirilmelidir. Sicaklik farki 40,5 °C’i
geememelidir. Yumurta ¢atlatma sicakligi 16 - 18 °C arasinda olmalidir. Kulugka

sisteminde dogal deniz suyu tuzlulugu kullanilmalidir (Alpbaz, 2005).

1.7.2.3. Yumurta ve Yumurta Ozellikleri

Balik (Teleost Baliklar) yumurtalar1 koriyon olarak bilinen ince glikoprotein ortii ile
kaplhidir. Yeni yumurtlanmis ¢ipura yumurtalart ortalama 0,9 — 1 mm capinda ve
saydamdir. Normalde tek bir yag damlasi icerir. Pelajik yani suda yiizen bir yapiya
sahiptir. Yumurta zar1 seffaf ve ince olup mikropil deligi yaklasik 14 mikrondur
(Alpbaz, 2005; Andoh ve ark., 2008). Cipura yumurtalar1 olgunlagsmalarini
tamamlamasinin ardindan suya birakilmasi ve hidrolize olduklari zaman yumurta

capt 1100u kadar olabilmektedir (Modig ve ark., 2008).

Cansiz yada dollenmemis yumurtalar birka¢ saat i¢cinde opak renge doniisiir ve
tankin (veya inkiibatoriin) dibine c¢oker. Yumurtalarin pelajik yapisindan dolay1
sadece suda yiizen yumurtalarin yasayabilir ve embriyo olusturabilir oldugu
belirtilmistir (Alpbaz, 2005). Buna bagli olarak yumurtalarin déllenip déllenmedigi
veya canlt olup olmadig1 Barbaro ve ark (1991) belirttigi yontemle yapilmaktadir: 1-
Yiizeyde kalan ve boliinen yumurtalar canli yumurta olarak 2- Dibe c¢oken
yumurtalar (dollenmis burusuk ve katinden once biraklilan) bozuk yumurta olarak

degerlendirilir.
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1.7.2.4. Yumurtalamada Hormon Kullanimi

Baliklarda iiremenin kontrolu i¢in hormon uygulamalar yaklasik 60 yildir
kullanilmaktadir (Rottmann ve ark., 1991). Yumurtlamada kullanilan hormonlar 3

grupta toplanabilir:

1. Hipofiz ekstraktlari,
2. Ovaryum ve testisleri uyarmak icin piirifiye gonadotropinler,
3. Hipofizi stimiile etmek icin GnRHa (LHRHa) ve bazi balik tiirlerinde sperma

tiretimini diizenlemek i¢in kullanilan steroidlerdir (Anonymous, 1997).

Baligin kondiisyonu ve stress durumu, cinsel olgunluk safhasi, baligin
biiyiikliigii ve beslenmesi, onceki donemlerde ne zaman yumurta alindigi, su
sicakligi ve mevsim gibi faktdrler hormon kullanimmin basarisin1 etkiler
(Anonymous, 1997; Rottman ve ark., 1991). Cipuralardan hormonla yumurta
aliminda ilk kez gonadotropik etkisi olan Human Chorionic Gonadotropin (HCG)

kullanilmigtir (Zohar ve Gordin, 1979).

Sekil 1.5. Cipurada hormanal enjeksiyon (Alpbaz, 2005)

Cipuralarin aralikli yumurtlama gostererek bir ¢ok kez yumurta birakmasi,
yumurtalarim sagim esnasinda zedelenmesi ve sagim sirasinda pullarin dokiilmesine
bagli meydana gelen enfeksiyonlardan dolay1 ¢ipura yetistiriciliginde (rutinde) sagim

pek tercih edilmez (Atay ve Bekcan, 2000). Levreklerde ise sagim yontemi ile
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yumurta alimi yapilan ¢alismalar mevcuttur (Firat ve Saka, 2006). Buna ragmen
sagim yontemi yumurtalarin kiigiik olmasindan ve déllenme oraninin diistikliiglinden

dolay1 fazla uygulama alani bulamamustir.

HCG ile uyarilan anacglarda kuvvetli bir bagisiklik sistemi olusur. Hipofizden
gonadotropin (GtH) salgilanmasindaki basarisizliktan dolay1 daha 6nceden kullanilan
anaclarda yumurtlama ve yumurtalarin olusumu sirasinda sorunlar olustugunu
saptanmistir. HCG enjekte edilen anaglarda hipotalamus-hipofiz eksenindeki eksilme
sonucunda, anaglariin yumurtalarini olusturmasinda azalma goriiliir. Bunun sebebi
hipofizde gonadotropin seviyesinin artmasina ragmen dolasim sistemine

salgilanmamasidir (Firat ve Saka, 2006; Zohar ve ark, 1990).

HCG hormonu kullaniminda olusan sorunlar arastirmacilar1 yeni arayislara itmis
ve GnRH veya GnRH analoglarinin kullanilabilecegi orataya konulmustur. GnRH ve
GnRHa’nin ¢esitli tiirlerin plazmalarindaki gonadotropin (GtH) diizeyini yiikselttigi
ve HCG hormonuna gore daha avantajli oldugu saptanmistir. Bu hormonlarin HCG
hormonuna gore avantajlar1 ise; GnRH (LHRH) baligin kendi GtH iiretimini saglar.
Kiiciik molekiilliiddiir ve GnRH kolayca sentezlenebilir ve saf olarak temin edilebilir.
Yumurtlama sirasinda kullanilan miktar azdir. GnRH tiirlere gore diisiik miktarda
kullanilabilir. Kiiciik polipeptidlidir ve bagisiklik gelismez (Barbaro ve ark., 1997,
Zohar ve ark, 1990).

Yapilan bilimsel c¢aligmalar sonucunda yumurtlamayr uyarmak icin en etkin
yolun GnRHa’nin siirekli salinimi saglamak oldugu agiktir ve giliniimiizde ticari
olarak uygulanmaya baglanmistir. Uzun salinimli LHRHa sistemleri, implantlar (3
mm c¢apinda), mikrokiireler (50 - 150 pum capinda) seklinde intramuskuler veya
intraperitonal olarak uygulanmaktadir. GnRHa’nin etkin dozlar1 kullanilan uygulama
yoluna gore 25 - 100 pg/kg arasinda degismektedir. Yumurtlama, hormon
uygulamasindan 48 - 72 saat sonra baslar (Zohar ve ark., 1995).
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1.7.3. Fertilizasyon ve Fertilizasyon Teknikleri

Dis dollenme goriilen baliklarin dogal déllenmesinde, disi yumurtlamak icin yer
ararken, erkek disiyi devamli yumurtlamaya zorlamaktadir. Disi yumurtalarini
biraktiktan sonra erkekde spermasini yumurtalarin {izerine birakir ve dollenme
gerceklestirilir (Woynarovich ve Horvath, 1980). Yeni yumurtlanmis yumurta hizla
su alarak siser, spermatozoonun yumurtadaki mikropili hizlica bulmasi ve mikropil
deligini kullanarak yumurtaya girmesi i¢in en fazla 2 dakika siiresi vardir (Kime ve

ark., 2001).

Yeni sagilmig yumurtada bulunan mikropil igeriye dogru kivrilan kiigiik bir
huniye benzer. Gozeneklerden giren su perivitellin siv1 ile birlestikten sonra, dis
kabukla yumurta saris1 zar1 arasindaki boslugu doldururken, mikropil bir tarafa dogru
yatmaya baglar. Perivitellin boslugunun dolma islemi mikropil iyice kapanincaya
kadar devam eder. Mikropil aciklig1 ne kadar kii¢lik olursa yumurta dollenmesi de o
kadar zor olmaktadir. Yumurta ve sperma ancak belli bir siire dolleme gii¢lerini

muhafaza edeceklerinden sagim zamanin iyi ayarlanmasi gerekir (Atay, 1980).

Yanagimachi ve Kanoh (1953) ringa balig1 spermatozoonlarinin deniz suyunda
motilitesinin zayif oldugunu, mikropil bolgesindeki koriyon zararina temas ettiginde
aktivenin arttigini ve birer birer mikropilden girdiklerini bununda Ca®" iyonuna bagli
olan kemotaksisin etkili oldugunu bildirmislerdir. Suziki (1958) baz1 balik tiirlerinde
spermatozoonlain mikropil bolgesinde toplandigini ve aktive oldugunu bildirmistir.
Bu c¢alismalarda spermatozoonun yumurtaya girmesinin rastgele olmadigi

vurgulanmaktadir (Andoh ve ark., 2008).

Mikropilden birden fazla spermatoozon girsede sadece bir tanesi yumurtanin
plazma membranina girebilmektedir. Mikropilin ¢ikis noktasi, tiire Ozel
spermatoozonun kafa c¢apinda oldugu bildirilmistir. Mikropilden giren diger
spermatozoonlar kortikal graniillerin ektositozi ile atilmaktadir (Andoh ve ark.,

2008).
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Polzonetti ve ark., (2002) cipura yumurtlarinin fertilizasyonu {izerine yaptigi
calismada sadece yiizen yumurtalarin gelisebilir ve embriyo olusturabildigi oldugunu
ve cADPR’m fertilizasyonla ilgili oldugunu belirtmiglerdir. Spermatozoonun
yumurtaya girmesinden sonra artmaya bagslayan cADPR, yumurta homojenati
icerisinde Ca®" iyonlarinin serbest birakilmasmni indiiklemektedir. Fertilize olmus
yumurtalarda NAD" ve onun metaboliti olan cADPR yami sira ADPR, ATP, ADP
Adenozin ve Adenin miktarlarin énemli dl¢iide arttigi saptamislardir (Polzonetti ve

ark, 2002)

Fertilizasyon teknigi olarak iki farkli yontem uygulanmaktadir. En ¢ok tercih

edileni kuru yontem olmakla birlikte diger yontem ise 1slak veya yas yontemdir.

1.7.3.1. Kuru Yontem

Bu metot ile yumurtalarin hemen hepsinin déllenmesi miimkiin olmaktadir. Bu
yontemde baligin viicudu baligin bir bezle silindikten sonra yumurtalar kuru bir kap
icine sagilir. Yumurtalarin {izerine viicudu silinmis olan erkek veya erkeklerin
spermast sagilir. Daha sonra yumurta ve sperma bir telek yada tiiy yardimiyla iyice
kanistirilir ve tizerlerine spermatoozonlar1 aktive edici fertilizasyon solusyonu (deniz
baliklar1 i¢in deniz suyu) eklenir. Birka¢ dakika yumurtalarin déllenmesi beklenir ve

inkiibasyona alinir (Celikkale, 1994).

1.7.3.2. Islak veya Yas Yontem

Islak yontemde icerisinde su bulunan bir kaba yumurta ve sperma sagilmasi
suretiyle yapilmaktadir. Bu yontemde su ile temas eden yumurtalarin su alip sismeye
hemen baglamasi ve mikropil deliginin kapanmasi dolayisla dollenme orani kuru

yonteme oranla 6nemli derecede diisiik ¢cikabilmektedir (Celikkale, 1994).



36

1.7.4. Yumurta ve Sperma Aliminda Anastezi

Damizlik erkek ve disi baliklarda sagim esnasinda zarar vermemek, kanama, ezilme
ve hatta oliimleri 6nlemek; ayrica anesteziyle kas gevsemesi sonucu yumurta alimini
kolaylastirmak icin baliklar anasteziye alinir. Bu amagla anastezi ile is giiciinden de
tasarruf edilmektedir. Anastezik dozun yliksek olmamasina dikkat edilmelidir ¢ilinkii
ylksek doz spermatozoanin hareket kabiliyetini olumsuz etkilemektedir (Emre ve

Kiiriim, 1997).

MS 222 ¢ok yaygin olarak kullanilan bir anesteziktir ve suda iyi ¢Oziiniir.
Bilimsel ¢alismalarda genellikle 100 — 120 mg/1 olarak kullanilmaktadir, alabalik i¢in
100 mg/l, ¢ipura i¢in 120 mg/l olarak uygulanmaktadir (Cabrita ve ark., 2005a,b).
Fenoksi etanol da MS 222 gibi yaygin bir kullanima sahiptir. Fenoksi etanoliin
dozaji, MS 222°de oldugu gibi 100 — 120 mg/1 olarak uygulanmaktadir (Zilli ve ark.,
2005; Fauvel ve ark. 1998).

Bonzacain, Quinaldine, Chorbutanol ve karanfil yaginin da anastezik madde

olarak kullanilabilecegi bildirmistir (Emre ve Kiirtim, 1997; Akcay ve ark., 1995).

1.7.5 Kulucka ve Prelarva

Kollektorlerden toplanan yumurtalar inkiibatorlere ortalama 1500 - 2500 adet/It
olacak sekilde konulur. Inkiibasyon siiresince 151k kullanilmaz. Inkiibatérlerde su
sicakligl 16 - 18 °C olmali ve %o 35 - 38 tuzluluk orani olan ortamlarda inkiibe
edilmelidir. Kollektorlerden alinan yumurtalar alindiklar1 ortamla aymi sicakliktaki
inkiibatdrlere aktarilmasi gerekmektedir. Inkiibatérlerin bulundugu tanklarda saatte
% 40-60 su degisimi uygulanmalidir. Inkiibatér sicakligi optimiim diizeyden
uzaklagtikca agilim yiizdesi azalir ve anomali orani artar (Alpbaz, 2005). Cipurada
levrekte oldugu gibi 425-530 p goz acikligina sahip inkiibatorler kullanilmaktadir
(Coban ve ark., 2004).
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Cipura prelarvalari, yumurtadan ¢iktiklarinda yaklasik 2,6 - 2,8 mm boydadirlar.
Vitelliis kesesi ¢aplar1 ise 0,9 - 1 mm’dir. Agiz ve aniis kapalidir. Bas viicuda oranla
kiiciik, gozler biiyilk ve pigmentsizdir. Cipura yumurtalarinin 18 °C’deki

embriyolojik gelisimleri Cizelge 1.7.5’de verilmistir (Saka ve Firat, 2006).

izelge 1.3. Cipura yumurtalarinin embriyolojik gelisimi (Saka ve Firat, 2006)

Embriyolojik Safhalar Olusum Siiresi (Saat)
2’1i Blastomer Safhasi 0.45s
8’li Blastomer 1.45s
Morula Safhasi 3.15s
Gastrulasyon Sathasi 10.00 s
Gastrulasyon Y5 11.00 s
Gastrulasyon ¥ 14.00 s
Embriyo 2 25.00 s
Somit Olugumu 26.30 s
Kupfer Cisimciginin Goriilmesi 28.00 s
Kalp olusumu 30.00 s
Pigmentasyon Baglangici 32.00 s
Embriyo % 43.00 s
Yiizgec olusumu 43.20 s
Yildizs1 Kromotoforlar 45.00 s
Kalp Atisi 46.00 s
Acilim 60.00 s

Cipura prelarvalari yogun iiretim kosullarinda 80 - 100 adet/It olacak sekilde
hacimleri 2 m*’ten 15 m’ e kadar olan tanklara yerlestirilir. Oksijen degeri 5-6 mg/lt
dir. Su girisi alttan, c¢ikis1 ise isttendir. 16 - 18 °C su sicakliginda ¢ipuralarda
prelarval donem 3. giinde sona erer ve postlarval donem baslar (Saka ve Firat, 2006).
Cipura larva yetistiriciligi ¢aligmalarinda kullanilan su sicaklik araligr 18 - 22 °C
arasinda degisim gostermistir. Su sicakligi ilk 15 giinliilk donem igerisinde 18 - 20 °C

arasindadir (Alpbaz, 2005).
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Sekil 1.6. Kapal1 kulugka sistemi (Alpbaz, 2005)

Bu arastirmada, bliylik ekonomik 6neme sahip ve yetistirciligi yapilan ¢ipura
baliginin baz1 spermatolojik 6zelliklerinin saptanmasi, spermasinin dondurulmasi ve
dondurulmus spermanin suni tohumlamadaki basarisin1 ortaya koymak amaciyla
yapilmistir. Spermanin dondurulmasi asamasinda, deniz baliklarinda yaygin olarak
kullanilan 4 farkli sulandirict (Mounib, Tuzlu Mounib, Ringer, % 1 NaCl), 3 farkh
kriyoprotektan (DMSO, EG, DMA) ve 2 farkli ¢6zdiirme isleminin (26 °C’de 20sn,
35 °C 15sn) motilite lizerine etkisi ortaya koymak ve bu dondurulmus spermanin

dolverimi yetenegi ile suni tohumlamadaki basaris1 degerlendirilmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Arastirmanin Yapildig1 Yer

Arastirma, Kili¢ Deniz Uriinleri Uretimi Ihracat ve Ithalat A.S.” nin Dalyan mevkii
Akyenikdy’deki ~ Bafa Yavru Uretim Merkez’ine ait damzlik tesislerinde

gergeklestirilmistir.

2.2. Calisma Materyali Secimi

Calismada kullanilan materyal, isletmede larva iiretimi i¢in kullanilan damizlik
nitelikli ¢ipuralardan saglanmistir. Calismada, toplam 100 disi, 150 erkek damizlik
cipura arasindan rastgele segilen 10 erkek, 4 disi ¢ipura kullanilmistir. Rastgele

secilen erkekler 800 — 1280 g, disiler 1100 — 2300 g aras1 olarak tartilmastir.

2.3. Cipura Damizlik Tanklarinin Ozellikleri ve Cevre Kosullar:

Damizlik erkek ve disi ¢ipuralar 2 : 3 (disi/erkek) oraninda 23 ton kapasiteli yuvarlak
pve tanklarda yetistirilmektedir. Ureme mevsiminde tankin su sicakligi 18 £0,5 °C
olarak ayarlanmistir. Sicaklik degisimlerinin minumum diizeyde tutulmasi i¢in giinde
2 kere sicaklig1 kontrol edilmistir. Tankdaki suyun tuzluluk orani1 %o 36, pH’s1 7,5 —
8,0, ¢oziinmiis oksijen ise 7 — 10 mg/It olarak kaydedilmistir.

Calisma, ¢ografi agidan ¢ipuranin iireme sezonun ortalarina denk gelen Ocak ay1
icerisinde gergeklestirilmistir. Calismada dogal kosullara uygun olarak 18 saat

aydinlik, 6 saat karanlik uygulanmistir. Aydinlatma igin floresans lambalar
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kullanilmigtir. Caligma sirasinda dis ortam sicakligi ise 15 +£3 °C olarak

kaydedilmistir.

Sekil 2.1. Damizlik tanklari.

2.4. Damizliklarin Beslenmesi

Ureme sezonu boyunca damizliklarm beslenmesinde temel olarak yas yem
kullanilmigtir.  Yas yem olarak miirekkep baligi (slibye) ve kalamar gibi

yumusakcalar kullanilmigtir. Yas yem yaninda ticari kesif yemler kullanilmstir.

e/

Sekil 2.2. Damizliklarm beslenmesinde kullanilan dondurulmus miirekkep balig (yas
yem)
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2.5. Sperma ve Yumurta Alinmasi

Sperma alinmadan dnce baligin hizlica anasteziye girmesi ve kolay yakalanmasi i¢in
tankin su hacmi azaltilmistir. Anastezik madde olarak fenoksietanol kullanilmistir.
Baliklarin anasteziye verdigi tepkiye gozleyerek, yavasca anasteziye alimustir.
Baliklar yar1 anastezik durumda 100 litrelik kii¢iik tanklara alinip, son titresi 100-120

mg/l 2-fenoksietanol olacak sekilde tam anastezi duruma getirilmistir.

Anasteziye alinan ¢ipura erkekleri bir havlu yardimi ile tutulup, genital bolgesi
kagit havlu ile kurulanmistir. Genital bolgesi temizlenen cipuralar basi yukarda
olacak sekilde tutulup 6nce bagirsaklar ve tireterleri dolu olup olmadig1 6grenmek
icin alt kismima c¢ok hafif bir basing yapilmistir. Varsa digki ve iire disar1 alinip,

genital bolge tekrar temizlenmistir.

Genital bdlgesi temizlenen cipura, list abdominal bolgeye yapilan hafif bir
basingla (cranio-caudal) sperma toplama kadehi i¢ine alinmistir. Sperma toplamak

icin 15 ml’lik dereceli plastik tiipler kullanilmistir.

Disi ¢ipuralardan yumurta almak i¢in de sperma aliminda belirtilen kosullara

uyulmustur. Disilerden sagilan yumurtalar ise 50 ml’lik plastik kaplara alinmistir.

Spermanin renginde veya viskostesinde bir degisiklik fark edildigi zaman digk1
ve ire karigmis olabilecegi siiphesi ile bu spermalar ¢alismada kullanilmamustir.
Alman spermalar numaralandirilarak soguk termos (0 — 4 °C) igerinde 151ksiz bir

ortamda labaratuvara nakledilmistir.
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Sekil 2.3. Kiigiik tanklarda tam anasteziye alinan damizlik ¢ipuralar.

Sekil 2.4. Spermanin abdominal masajla alinmasi.

2.6. Spermatolojik Muayeneler

Sperma alindiktan sonra makroskobik, mikroskobik ve kimyasal muayeneleri

yapilarak baslica spermatolojik 6zellikleri belirlenmistir.
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Sekil 2.5. Spermatolojik muayenelerin yapildig yer.

2.6.1. Makroskobik Muayene

Spermanin makroskobik muayenesinde renk gdzlem yoluyla, sperma miktar: ise

dereceli sperma alma tiiplerinden okunarak ml olarak belirlenmistir.

Sekil 2.6. Cipura Spermasi.
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2.6.1.1. Sperma Rengi

Plastik tiiplere alinan sperma, nispeten los bir ortamda florenans 1sik altinda

insepeksiyon yontemi ile hemospermi ve pyospermi yoniinden degerlendirilmistir.

2.6.1.2. Sperma Miktari

Toplanan sperma dereceli plastik tiiplere alinarak tiip tizerindeki skaladan mililitre

(ml) cinsinden miktar1 6l¢iilmiistiir.

2.6.2. Spermanin Mikrospobik Muayenesi

Spermanin mikrospobik muayenesinde; taze spermatozoa motilitesi ve dondurma

sonras1 spermatozoa motilitesi ile spermatozoa yogunlugu tespit edilmistir.

2.6.2.1. Spermatozoa Motilitesi

Ileri yonde ve aktif hareket eden spermatozonlarin, hareketsiz ve diger hareket bi¢imi
gosteren spermatozoonlara orani olarak ifade edilen spermatozoa motilitesi taze ve
dondurma sonrasi olarak 2 asamada tespit edilmistir. Motilite tayini 1sitma tablasi
kullanilmadan oda sicakligi olan 15 +3 °C’de yapilmistir. Motilite tayini i¢in lam
tizerine kiiclik bir damla sperma alinip iizerine 1:10 oraninda aktivasyon solusyonu
(30g/1 NaCl, 0,8 g/l KCl, 1,3 g/l CaCl,, 6,6 G/1 MgS0s, 0,18 g/l NaHCOs, pH 8,2,
osmolarite 987 mOsmol/kg) eklenerek hizlica karistirilip lamel kaparatak yapilmistir.
Aktivasyon solusyonu ile temastan itibaren 4-8 sn icinde lamel kapitilip, 400x

biiylitmede motilitesi tespit edilmistir. Motilite degerlendirmesi en az 3 kisi
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tarafindan 5 farkli mikroskop sahasi incelenerek subjektif olarak yapilmis ve %

olarak not edilmistir.

2.6.2.2. Spermatozoa Yogunlugu

Birim hacimde bulunan spermatozoon sayisi olarak ifade edilen spermatozoa
yogunlugu, hemositometrik yontem ile belirlenmis ve spermatozoon/ml olarak ifade
edilmistir. Bu ydntemde, spermatozoonlar1 tesbit eden ve mikroskop sahasinda
dengeli dagilimlarin1 saglayan, asagida bilesimi verilen Hayem soliisyonu

kullanilmistir (Tekin, 1994).

Hayem Solusyonu (eriyigi);
Sodyum Siilfat 5,0 gr
Sodyum Klortir 1,0 gr
Civa Kloriir 0,5 gr
Distile Su 200,0 ml

Thoma laminda sayim yapildiktan sonra yogunluk hesaplanmasi asagida verilen
formiile gore yapildi. Nativ spermadan alinan numuneler sulandirilmasi i¢in 10 ml
Hayem solusyonu igeren tiiplerden 10 ul soliisyon otomatik pitetle atilarak, 10 pl
sperma numunesi konularak sperma numuneleri 1/1000 oraninda sulandirildi. Daha

sonra Thoma laminda sayildi ve x 10” spz/ml olarak kayit edildi.

Sayilan Hiicre Sayisi (n)
Yogunluk (1 0°/ml)=

Sayilan Biiyiik X Biiylik Kare X Sulandirma Orani
Kare Hacmi Orani
(10) (1/250 pul) (1/1000)
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2.6.3. Spermanin Kimyasal Muayenesi

Spermanin kimyasal muayenesinde sadece pH degeri saptanmustir.

2.6.3.1. Spermanin pH Degeri

Spermanin pH’sin1 belirlemek i¢in pH indikator kagitlar1 kullanilmistir. pH degeri
sadece taze spermada saptanmistir. Bu amacla, bir damla sperma indikator kagidi
tizerine damlatildiktan sonra, kagit lizerindeki renk degisimine bakilarak, skalaya

gore okuma yapilmistir.

2.7. Spermanin Dondurulmasi

Uygun sulandirict ve kriyoprotektan ile sulandirilan sperma 0,25 ml’lik payetlere
cekilerek, payetlerin agik ucu Polivinil Alkol ile kapatilip hemen suya (12 - 13 °C de)
aktarilmigtir. Payetler Polivinil Alkol’{in sertlesmesi i¢in 1 - 2 dk suda bekletilmistir.
Payetler aligim safhasi uygulanmadan dondurulmak {izere hemen strafora
aktarilmiglardir. Strafor {izerindeki raflara dizilen payetler azot seviyesinin 4 — 6 cm
tizerinde 10 dk’da dondurma islemi gergeklestirilmistir. Dondurma islemi biter

bitmez s1v1 azot (-196 °C) icerisine daldirilmistir ve sivi azot iginde depolanmustir.
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Sekil 2.7. Sivi azot buharinda dondurulan payetler

2.7.1. Deney 1 (Sulandirici Se¢imi)

Alinan sperma soguk termos icerisinde 20 dk igerisinde labaratuvara nakledilmistir.
10 farkli ejakulat ayr1 ayr1 spermatolojik muayeneleri yapildiktan sonra (yogunluk
tesbiti vakit kaybetmemek i¢in dondurma sonrasi yapilmistir) 50 ml’lik plastik tiipde
birlestirilmistir. Birlestirilen (pooling) sperma split 6rnekler halinde dondurulmak
iizere 4 farkli sulandirici ile 1 : 3 oraninda sulandirilmistir. Tiim sulandiricilara % 10
DMSO katilip alisim asamasi uygulanmadan 3 — 5 dk i¢inde dondurma islemi
baglatilmistir. Dondurmak i¢in 0,25 ml’lik payetlerde ¢ekilen sulandirilmis sperma,

azot seviyesinin 4 — 6 cm tizerinde 10 dk tutulup azota birakilmigtir.

Sulandirict I: Mounib Mediyumu; Sulandirict II : Tuzlu Mounib Mediyumu;
10 mg/ml KHCO3 10 mg/ml KHCO3

2 mg/ml azaltilmis glutatyon 19,4 mg/ml NaCl

42,7 mg/ml sukroz 6,2 mg/ml NaHCO3 2H,0

10 mg/ml BSA 2,2 mg/ml glisin
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Sulandirict III: Ringer Solusyonu; Sulandirici IV; %1°lik Deniz Suyu;
6,5 mg/ml NaCl %1 NaCl (10mg/ml)

0,40 mg/ml KCl

0,12 mg/ml CacCl,

0,2 mg/ml NaHCO; 2H,0

2 mg/ml glukoz

Sulandirma sirasinda, alinan sperma ile sulandiricilarin birbirlerine yakin
sicaklikta (8 - 14 °C) olmasina dikkat edilmistir. Calismada 4 farkli sulandirici
arasinda ¢oziim sonu en iyi motiliteyi veren sulandirici ¢caligmanin ana sulandiricisi

olarak secilmis ve bu sulandirici ile ¢alismaya devam edilmistir.

Sekil 2.8. Spermanin sulandirilmasi ve payetlere ¢cekilmesi

2.7.2. Deney 2 (Kriyoprotektan Secimi)

En iyi sulandiricinin se¢iminden sonra bu sulandirictya 3 farkli kriyoprotektan katilip
bu kriyoprotektanlar arasinda hangisinin daha iyi ¢6ziim sonu motilite verdigine

bakilmustir.

Kullanilan kriyoprotektanlar:
Kriyoprotektan I: %10 DMSO (Dimetil sulfoksit)
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Kriyoprotektan II: %10 EG (Etilen glikol)
Kriyoprotektan III: %10 DMA (Dimetil asetamid)

(Coziim sonu en yiiksek motiliteyi veren kriyoprotektan ile galismaya devam

edilmistir.

2.7.3. Deney 3 (Spermanin Cozdiiriilmesi)

Cozdiirme islemi, su banyosunda 26 °C’de 20 sn ve 35 °C’de 15 sn olarak iki sekilde
uygulanmustir. En 1yi sulandirici, en iyi kriyoprotektan kombinasyonu uygulanmis
spermalar, 2 farkli sicaklikta ¢cozdiiriiliip motiltesi tayin edilmistir. En iyi ¢dziim sonu
motilite veren ¢Ozdiirme sicakligi ile fertilizasyon deneylerine gidilmesi
amaglanmistir. Bu amagla dondurulmus sperma istenen sicaklik ve siirede bir su
banyosu ic¢inde ¢ozdiriilmiis ve en yiiksek ¢Oziim sonu motiliteyi veren grup

fertilizasyonda kullanilmastir.

2.8. Suni Tohumlama ve Dolverimi

Calismanin sonunda en iyi sulandirici, en iyi kriyoprotektan ve en iyi ¢6ziim sonu
sicakligt kombinasyonu saglandiktan sonra bu sperma ile fertilizasyon deneyleri

yapilmigtir.

Fertilizasyon icin disi ¢ipuralardan yumurta sagilmasinin hemen ardindan
fertilizasyon islemi baglatilmistir. 4 farkli disiden alinan yumurtalar her grupta 5 gr
(yaklasik 5000 — 6000 adet) olacak sekilde ayarlanmistir. Yumurtalarin alinmasi
sirasinda inspeksiyonla seffaf olmayan bozuk yumurtalar ¢alismada kullanilmamustir.

Fertilizasyonda biri deney 3 tanesi kontrol olmak iizere 4 farkli grup olusturulmustur.
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I. Grup II. Grup (kontrol)

Dondurulmus sperma Sulandirilmis (inaktivasyon solusyon)
15 pul Taze sperma 10 pl

II1.Grup (kontrol) IV. Grup (kontrol)

Taze Sperma 10 pl Dogal Déllenmis Yumurta

Aktivasyon solusyonu; 30g/l1 NaCl, 0,8 g/l KCI, 1,3 g/l CaCl,, 6,6 G/1 MgSQs, 0,18
g/l NaHCO;3, pH 8,2

Inaktivasyon solusyonu (aktive etmeyen); 3,5 g/l NaCl, 0,11 g/l KCI, 0,30 g/l MgCl,,
1,68 g/l NaH,COs, 10 g/l BSA, pH 7,5

Fertilizasyon i¢in 50 ml’lik plastik kaplarin i¢ine 5 gr (yaklasik 5000 — 6000
adet) civart yumurta alinip iizerine sperma eklenmistir. Yaklasik 15 - 20 sn’lik hafif
karigtirma hareketinin ardindan spermalarin aktive olmasi ve yumurtlarin su alip
sismesi icin aktivasyon solusyonu eklenmistir. Aktivasyon solusyonun miktar
yumurtalarin yaklagik 3 kati olacak sekilde tiim gruplara 15 ml katilmustir.
Aktivasyon solusyonu plastik kaplarin kenarindan yavasca akitilmigtir. Aktivasyon
solusyonu baliklarin tank sicakligr ve yumurta sicakligr ile ayn1 olmasi i¢in 18 °C
suda bekletilmistir. Fertilizasyon sirasinda ortam sicakligi 16,5 °C olarak
Olctlmiistiir. Aktivasyon solusyonu ile fertilizasyon basatilmasindan 3 dk sonra
isletmede hazirlan 500 mikron géz acikligina sahip inkiibatorlere aktarilmislardir.
Aktarma islemi de olasi sicaklik ve osmotik sok olasilifini en aza indirmek igin

yavas yavas ve kademeli olarak yapilmistir.
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e ' ; 4
Sekil 2.9. Suni tohumlama ve spermatozoonlarin aktivasyonu

Yumurtalarin maruz kalacagi dig etkileri en aza indirmek i¢in fertilizasyonun
tamamlanmasi ve tiim gruplarin inkiibatorlere alinmasi toplam 20 - 30 dk siirmiistiir.
Kontrol grublarinda kullanilan spermalar % 90 ve iizeri motiliteye sahip, 3 farkh
erkekten alinan spermalarin  karisimindan elde edilmistir. Fertilizasyonda
spermatozoon, yumurta orani ortalama degerler iizerinden saptanmis ve dondurulmus
sperma (15 pl) ve taze sperma (10 pl) yaklasik olarak 1 — 1,5 x 10" spermatozoa /

yumurta olarak hesaplanmistir. Fertilizasyon denemeleri 3 kez tekrarlanmistir.

Inkiibatorlere alman her gruba oksijenasyon saglamak ve yumurtalarin
birbirlerine yapismalarini dnlemek icin hava borusu daldirilmistir. Inkiibatoriin
dibine daldiralan agirlik eklenmis hava borusu sayesinde yumurtalar inkiibator
icerisinde siirekli yer degistirmislerdir. Inkiibatoriin su sicakligi elektronik
termometre ile Sl¢iilmiistiir. Kulugka siiresi boyunca su sicakligi giinde 2 kere 17,9 £
0,4 °C olarak olgiilmiistiir. Kulugka siiresi boyunca inkiibatorlere karanlik ortam

saglanmistir.

Kulugkaya alinan yumurtalar 24 saat sonra havalari i¢lerinden alinip bozuk ve
dollenmemis yumurtlarin ¢cokmesi i¢in 3 - 5 dk beklenmistir. Yumurtalar ¢okdiikten
sonra inkiibatoriin bulundugu ortamda karanlik ortamin devami i¢in 151k a¢ilmadan el

feneri kullanilmistir. Coken yumurtalar cam boru sistemi vasitasiyla inkiiborlerden
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almmislardir. Ince uclu cam boru sistemi dezenfektan ile dezenfekte edilip steril
deniz suyu ile yikanmistir. Vakum etkisi ile toplanan yumurtalar sistemin diger
ucunda 500 p’luk agda tutularak alinmistir. Aliman yumurtalar gramin 100°de 1’1
hassasiyetindeki elektronik terazi ile tartilmistir. Tartilmadan Once yumurtalarin
icinde bulundugu su ¢ekilmistir. 24. ve 48. saatte alinan yumurtalar grublara gore not

edilip 70. saatteki kuluckadan ¢ikan larva oranlarina ulasilmistir. 70. saattede dipte

yumurta varlig aragtirilmistir.

- '1 Faha e Y )
O L =
disiden alinan

Sekil 2.10. Almman yumurtalarin  birlestirilmesi ve inkﬁbatérlér. 4 farkl
yumurtalarin birlestirilmesi ve elektronik terazi (a), 500 p goz acikligina sahip inkiibatorler
(b)

2.9. istatistiksel Degerlendirme

Arastirmada elde edilen verilerin ortalama degeri ve standart hatalar1 hesaplanmistir.
Sulandiricilar, kriyoprotektanlar ve dolverimi arasindaki farklarin ortaya
konulmasinda tek yonlii variyans analizi (ANOVA) testinden yararlanilmistir.
Farkliligin 6nemli oldugu gruplarin saptanmasi i¢in Tukey testi ile yapilmistir.
Cozdiirme sicaklarini arasindaki farki ortaya koymak igin ise “student t” testinden

faydalanilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Spermatolojik Muayene Bulgular:

Yapilan caligmada, 10 adet ¢ipura (Sparus aurata) erkeginden sagilan ejakulatlarda
baslica spermatozolojik Ozelliklerden sperma miktari, spermatozoa yogunlugu,

sperma pH’s1 ve sperma rengi tespit edilmistir.

3.1.1. Spermanin Rengi

Alinan tiim ejakulatlarda, spermanin rengi bir ¢ok balik tiiriinde oldugu gibi beyaz —
krem (siit beyaz) renge sahiptir. Herhangi bir hemospermi ve pyospermi bulgusuna

rastlanmamustir. (Cizelge 3.1.)

3.1.2. Spermamin Miktari

10 adet erkek ¢ipura baligindan alinan sperma miktar1 en fazla 13 ml, en az 2 ml ve
ortalama 6,77 + 1,25 ml olarak bulunmustur. Alinan spermalarin spermatolojik

ozellikleri Cizelge 3.1.’de verilmistir.

3.1.3. Spermatozoa Motilitesi

Alman 10 farkli ejakulatin motilite degerlerinin birbirlerine ¢ok yakin oldugu
gbzlenmistir. Nativ spermatozoa motilitesi en yiiksek % 95, en diisik % 85,
ortalama % 90,5 + 1,20 olarak kaydedilmistir. Muayeneler mikroskobun 40 X
objektifinde en az 5 degisik bolge degelendirilerek yapilmistir. Yapilan 6n
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calismalarda %o 37°lik (Deniz suyu, NaCl) solusyon ile aktive edilen spermalarin
motilitesi onemli oranda diisiik gdzlenmistir. Bu nedenle aktivasyon i¢in aktivasyon

solusyonu (%o 30) kullanilmistir. (Cizelge 3.1.)

Sperma aktive edilmesini takiben 10 sn igerisinde degerlendirmeye alinmistir.
Gozlendigi andan 20. sn’e kadar motile oran1 hizla artig1 20 - 30. sn’de maksimum
motiliteye geldigi ve kisa bir siire (yaklasik 1 - 2dk) maksimum motiliteyi korudugu

ve daha sonra azalmaya bagladig1 gézlemlenmistir.

3.1.4. Spermatozoa Yogunlugu

Alman ejakulatlar arasinda yogunluk agisinda biiyiik farklar oldugu gdzlenmistir
buna gére en diisiik yogunluk ml’de 11,6 x 10°, en yiiksek 32,2 x 10°, ortalama 21,55
+ 2,29 x 10’ spermatozoon olarak kaydedilmistir. (Cizelge 3.1.)

3.1.5. Spermanin pH’s1

Alinan spermalarin pH’lar1 birbirlerine ¢ok yakin tespit edilmistir. Calismada en

diisiik pH 7 en yiiksek 7,5 ortalama 7,3 + 0,05 olarak bulunmustur. (Cizelge 3.1.)

Cizelge 3.1. Cipura spermasinin spermatolojik 6zellikleri (n=10)

Miktar Motilite Yogunluk
Balik No 0 pH Renk
(ml) (%) (x 10°/ml)
1 2 95 16,6 7,25 Siit beyazi
2 10 95 14,1 7,50 "
3 9,2 85 17,8 7,25 "
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4 13 90 29,48 7,50 "
5 12 90 30,5 7,25 "
6 4,5 90 11,6 7,25 "
7 3,5 85 23,6 7,25 "
8 4 95 32,2 7,25 "
9 6 90 22,35 7,0 "
10 3,5 90 17,35 7,50 "
X £ Sx 6,77+1,25 90,5+1,20 21,55+2,29 7,3+0,05 -

3.2. Deney 1 (Sulandiric1 Secimi)

Rastgele segilen 10 adet damizlik erkek ¢ipura baligindan alinan spermalar; motilite
kontroliinden sonra zaman kaybetmeden tiim ejakulatlar 50ml’lik plastik tiipde
birlestirilmistir. Alinmasimi takiben 30 dk icerisinde materyal metot kisminda
belirtilen 4 farkli sulandirict ile sulandirp % 10 DMSO eklendikten sonra

dondurulmustur.

Yapilan denemeler ve sonuglar1 Cizelge 3.2.°de verilmistir. Sulandirma sonrasi
0,25 ml’lik payetlerde doldurulan spermada en yiiksek motiliteyi (% 73) III Nolu
Sulandiric1 olan Ringer solusyonunu vermistir. En yliksek motilitenin gdzlendigi
Ringer solusyonu, ¢alismanin ana sulandiricisi olarak se¢ilmistir ve bu sulandirici ile

calismaya devam edilmistir.

Calismada Ringer sulandiricisi ve Mounib sulandiricisi arasinda birbirlerine ¢ok

yakin sonuglar alinmistir. En iyi sulandirici tespitinde canlilik siireside géz Oniine
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alinmistir. Ringer solusyonunda, Mounib sulandiricisa gore 10 - 20 sn daha uzun

stire motilite siiresi gézlenmistir.

Yapilan istatistiki degerlendirmede (p>0,05) Ringer ve Mounib sulandirici
arasinda onemli bir fark bulanamamustir. Ancak rakamsal olarak Ringer sulandiricisi
daha yiiksek oldugu i¢in c¢alismaya bu sulandirict ile devam edilmistir. Diger

sulandiricilar arasindaki fark ise 6nemli bulunmustur.

Cizelge 3.2. Sulandiricilar arasindaki motilite farklar

Sulandirict Coziim sg(njfgil motilite
Mounib %66,75+1,18"
Tuzlu Mounib %10,75+0,75°
Ringer %68,25+1,97*
Deniz Suyu %] %350,75+0,75"

a¢ Farkli harflari tastyan grup ortalamalar1 arasindaki fark p<0,05 seviyesinde
onemlidir.

Sulandiricilar

70,00%
60,00%

50,00%
40,00%

30,00%

20,00%

10,00%

-7

U,OO% T T T T

Mounib Ringer Deniz Suyu %1 Tuzlu Mounib

Sekil 3.1. Sulandiricilar arasindaki motilite farklari
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3.3. Deney 2 (Kriyoprotektan Secimi)

Ringer solusyonun calismanin ana sulandiricist olarak secilmesinden sonra bu
sulandiriciya ayri ayr1 %10 DMSO (Dimetil sulfoksit), %10 EG (Etilen glikol), %10
DMA (Dimetil asetamid) katilarak ¢alismanin en iyi kriyoprotektani se¢ilmistir.

Kriyoprotektanlarin basarisi Cizelge 3.3.’de verilmistir. Calismada en iyi
motilite %10 DMSO’de alinmustir. Yapilan istatistiki degerlendirmede (p<0,05)

kriyoprotektanlar arasindaki fark 6nemli bulunmustur.

Cizelge 3.3. Kriyoprotektanlarin arasindaki motilite farklar

Etilen Glikol

%4266 +1,45°

. Coziim sonrasi Onemlilik
Kriyoprotektan motilite X £sx Derecesi
Dimetil Siilfoksit %61,66 +1,66" *
%

Dimetil Asetamid

%23,33 £1,66°

“¢ Farkli harfleri tastyan grup ortalamalar arasindaki fark p<0,05 seviyesinde

Onemlidir

Kriyoprotektanlar

70,00% -
60,00% -
50,00% -
40,00% -
30,00% -
20,00% -
10,00% -

0,00%

Dimetil Stlfoksit Etilen Glikol

Dimetil Asetamid

Sekil 3.2. Kriyoprotektanlarin arasindaki motilite farklari
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3.4. Deney 3 (Spermanin Cozdiiriilmesi)

26 °C’de 20 sn ve 35 °C’de 15 sn olarak iki sekilde uygulanan ¢ozdiirme sicaklari
Cizelge 3.4.’de verilmistir. Iki ¢dzdiirme sicakligi arasinda motilite yoniinden ¢ok
kiigiik farklar gozlenmistir. 35 °C’de 15 sn uygulanan ¢ozdiirme prosediirii kiigiik
farklarla da olsa daha iyi bir sonu¢ vermistir. Yapilan istatistiki degerlendirmede

(p>0,05) iki sulandirma sicaklig1 arasinda fark 6nemsiz bulunmustur.

Cizelge 3.4. Coziim sicakliklar1 arasindaki motilite farki

- o Motilite Onemlilik
(oziim Sicakhgr X £sx Derecesi
26°C %67+1,22 -
35°C %69+0,57 -

- Grup ortalamalar1 arasindaki fark p>0,05 diizeyinde 6nemsizdir.

3.5. Suni Tohumlama ve Doélverimi

Suni tohumlama, damizlik 4 adet disiden alinan yumurtalarin 5’er gramdan olusan 4

gruba ayrilmasinin ardindan yapilmistir.

Calismada kullanilan dondurulmus sperma, ¢alisma boyunca elde edilen ¢oziim
sonu en iyi motiliteye sahip, %10 DMSO katilan Ringer solusyonundan elde
edilmistir. iki ¢dzdiirme sicaklig1 arasinda motilite bakimindan istatistiksel fark tespit
edilmediginden yumurtalara yakin bir sicak olmast nedeni ile spermalarin

¢Ozdiiriilmesi i¢in 26 °C ‘de 15 sn kullanilmustir.

Yaklasik 5 gr yumurta {lizerine dondurulmus sperma (I. Grup), sulandirilmis taze
sperma (II. Grup), taze sperma (III. Grup) ve dogal déllenmis yumurtadan (IV. Grup)

olusan biri deney 3’ii kontrol olmak tizere 4 farkli grup olusturulmustur. 24. ve 48.
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saatlerde Olii yumurtalar dipten toplanmis ve tartilmistir. 70. saatte yapilan kontrolde

kalan yumurtalarin %100’e yakin1 agilmustir.

Suni tohumlama agilim yiizdeleri Cizelge 3.5.’de verilmistir. Yapilan istatistiki
degerlendirmede (p>0,05) dondurulmus sperma ile kontrol gruplari arasindaki fark

Onemsiz bulunmustur.

Cizelge 3.5. Suni tohumlamada agilim yiizdeleri

Gru Kullanilan )
P Sperma Sulandirict Agilim oran1 % X = Sx | Onemlilik
No . .
Miktari derecesi
1 15ul Ringer 1:3 0,25ml 43,48 + 1,87 -
1
5 10ul Sulandirilmis’ Taze 44,57 + 1,40 i
Sperma
3 10ul Taze Sperma 45,42 +1,30 -
4 - Dogal Doéllenmis 43,49 +£2,73 -

" Inaktivasyon (aktive etmeyen) solusyonu ile 1 : 3 oraninda sulandirilnus sperma
- grup ortalamlar1 arasindaki fark dnemsizdir

Kulucka orani %

H Kulugka oram %

45,42

Ringer 1:3 Sulandinlmis | Taze sperma Dogal
0,25ml Taze Sperma Dollenmis
1 2 3 4

Sekil 3.3. Suni tohumlamada ag¢ilim yiizdeleri
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Sekil 3.4. Tohumladan 3 saat sonra alinan yumurtalar a- dollenmis yumurta
(blastomer safhasi), b-dollenmemis, atrezik yumurta c- ayni anda dollenen yumurtalardaki
farkl1 blastomer sathast

. f

™ '-I e
Sekil 3.5. Soldaki resim; Alinan yumurtalarin ¢apt biiyiik oranda farklilik gostermistir.

Sagdaki resim; a- Dollenmis yumurta (embriyo sathasi) b- 48.saatte alinan dollenenmemis
yumurtalar
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_ i
Resim 3.3. Calismada tigiincii giinde (70. saat) agilan prelarvalar
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4. TARTISMA

4.1. Spermatolojik Muayeneler

Alinan 10 ejakulatta sperma rengi inspeksiyon yoluyla kontrol edilmis ve anormal bir
renge rastlanmamustir. Secer (1998), spermanin rengini bir ¢ok balik tiiriinde oldugu
gibi ¢cogunlukla beyaz-krem renge sahip oldugunu bildirmistir. Bu beyaz (siit beyaz)
renkden dolay1 balik spermasina “balik siitii — ersuyu” veya milt denilmektedir.
Yapilan ¢aligmada Secer (1998)’1 bildirdigi gibi beyaz — krem renk saptanmis olmasi

normal sinirlar i¢inde oldugunu gostermektedir.

Spermanin renginin bazi durumlarda beyazin yaninda soluk kirmizi ve soluk sar1
renkte de olabilecegi belirtilmistir. Bu renk farkililar1 6zellikle besleme sartlari,
bireysel 6zellikler ve hastalik etkenlerinden kaynaklanabilmektedir. Salmonidae’lerin
spermasinin renginde nadiren soluk kirmizi ve soluk sar1 rengine rastlanmistir (Aas

ve ark., 1991).

Yapilan c¢alismada, anestezi sonrasi abdominal masaj ydntemi ile sperma
alimmustir. Alinan sperma miktari en az 2 ml, en fazla 13 ml ve ortalama 6,77 + 1,25
ml olarak bulunmustur. Barbato ve ark. (1998), ¢ipuralardan 0 — 3,1 ml Cabrita ve
ark. (2005a, b) ise ¢ipurada abdominal masaj yontemi ile 1 ml sperma elde ettiklerini

bildirmislerdir.

Barbato ve ark. (1998)’nin yaptig1 ¢alismada cipuralardan alinabilecek sperma
miktar1 (0 - 3,1 ml) olarak bildirmelerine karsin, Cabrita ve ark. (2005a, b) ugsuz
enjektdre aspirasyon yoluyla 1 ml olarak aldiklarimi bildirmiglerdir. Fabbrocini ve
ark. (2000), Zilli ve ark., (2008) ve Maricchiolo ve ark., (2007) ¢ipura spermasi ile
ilgili calismalar yapmalarina karsin alinan yada alinabilecek miktar

bildirmemislerdir.
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Yapilan ¢alismada alinan sperma miktarinin (6,77 £ 1,25 ml) Barbato ve ark.
(1998)’den (0 - 3,1 ml) daha yiiksek oldugu bunun nedenin ise iki ¢caligma arasindaki
damizliklarin niteligi oldugu digiiniilmektedir. Calismada, agirligi 800 — 1280g olan
2 — 3 yash damizlik erkek baliklar kullanilmasia karsin, Barbato ve ark. (1998),
yaptiklar1 caligmada agirhig 118 — 444 g arasi1 olan (1 yash) ¢ipuralar kullanilmasi
olusan farklilig1 agiklamaktadir. Ayrica sperma alma kosullar1 ve sezonun sperma

miktarina etkisi oldugu dikkate alinabilir.

Eriskin teleost baliklarinin erkekleri yilda canli agirhgmn her kilogramma 10" ile
10'? aras1 spermatozoon verebildigi ve yasca ileri ve tecriibeli erkeklerin daha geng
olanlara oranla daha fazla miktarda sperma verdigi bildirilmistir (DeGraaf ve ark.,

2004).

Gokkusagi alabaliginda sperma miktari ortalama 6 - 12 ml olarak bilidirilmesine
karsin bu miktar pek cok faktore gore degisebilmektedir. Bunlarin basinda suyun
sicakligl, spermanin sagim aralifi, yas, ortamdaki disi varligi ve ozellikle de bakim
besleme sartlar1 sperma miktar1 {izerine olduk¢a etkili faktdrler olarak

bildirilmektedir (Biiyiikhatipoglu ve Holtz, 1984; DeGraaf ve ark., 2004).

Tekin ve ark. (2003) gokkusagi alasinda yaptig1 ¢calismaya gore sperma miktari
ile viicut agirligi ve viicut uzunlugu arasinda pozitif bir iligki bulunmaktadir. Barbato

ve ark. (1998) *a gore ise ¢ipuralarda boyle bir korelasyon olmadigi belirtilmistir.

Kiiltiir balig1 yetisiciliginde yavru verimi ¢ok 6nemli oldugundan ve buna bagl
olarak sadece motil olan spermatozoonlarin yumurtay1 dolleme yetenegine sahip
olmasi, alinan ejakulatlarin motilitesinin tespit edilmesini ¢ok Onemli hale

getirmektedir.

Alman spermanin kullanilmadan 6nce motilitesine bakilmasi gerekmektedir.

Ayrica balik spermasinin tiirlere uygun sekilde aktive edilmesi gerekmektedir
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(Suquent ve ark., 2000). Spermatozoon aktivasyonu icin bir¢cok hiicre dis1 etken
bildirilmistir. Deniz baliklarinda flageller aktivasyonu hiperosmotik osmotik ortam,
tatli su baliklarinda ise hipoosmotik ortam saglamaktadir. Salmonid’lerde ve mersin
baliginda motilite aktivasyonun en onemli tetikcisi K™ konstarasyonudur (Billiard,

1983; Zilli ve ark., 2008). Ancak ¢ipurada boyle bir bulgu bildirilmemistir.

Cipurada 500 mM NaCl ile % 50, 550 mM NaCl ile ise % 90 motilite
saglanmistir. Cipura spermasinda iyonik olmayan ¢6ziinmiis 1100 mM ¢ozelti ile de
aktivasyon saglanabilmektedir. Zilli ve ark., (2008) ¢ipurada K* ve Ca*" “in sperma
aktivasyonda hi¢ etkisi olmadigini ve spermatozoonlar1 aktive etmek i¢in optimum
osmolariteyi 1100 mOsm/Kg olarak bildirmislerdir. Spermatozoonlarin aktive olmasi
icin halibutda 900 - 1100 mOsm/Kg (Billard ve ark., 1995), kalkanda 300 - 1100
mOsm/Kg (Dreanno ve ark., 1999b) olarak degisik arastiricilar tarafindan genis

aralikli degerler verilmektedir.

Rideout ve ark., (2004), kod (Gadus morhua) ve Melanogrammus aeglefinus
baliklarinda sperma alma zamanin motilite acisinda biiyiik 6nem arz ettigi rapor
etmislerdir. Iki tiirde de iireme sezonun baslarinda ( 1. ve 2. haftada) alman
spermanin sezonun sonlarinda (bitime 1 veya 2 hafta kala) alman spermadan
dondurma sonrast en az % 40 motilite farki yarattig1 saptanmistir. Ayni sekilde Chao
ve ark. (1986) c¢ipura gibi sparidaec ailesine ait Acanthopagrus schlegelii’in
spermasinin iireme sezonun baglarinda alinmasinin dondurma basarisinda biiyiik
oneme sahip oldugunu belirtmislerdir. Levrekte de sperma alma zamaninin énemli
oldugu ve iireme sezonun sonlarma dogru motilitede onemli diisiisler gézlendigi
bildirilmistir (Rainis ve ark., 2003). Dreanno ve ark., (1999a)’da levrekte sperma
alma zamininin ¢ok 6nemli oldugununu, iireme sezonun basinda alinan spermanin,
tireme sezonun sonunda alinan spermaya gore motilite, yogunluk, kisa siire saklanma
kapasitesi (siiresi), dondurma basarisi, fertilizasyon yetenegi ve hiicre ici ATP
miktar1 6nemli 6nemli diisiisler tespit edildigi bildirmislerdir. Yapilan arastirmada

tireme sezonun ortalarinda sperma alinmigtir.
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Cabrita ve ark. (2005a,b) ¢ipura baliklarinda lireme sezonun ortalarinda (Aralik-
Mart — Giiney Ispanya) gamet almislardir. Gamet toplamak i¢in 2 yasl ortalama 1,2
kg olan erkekler ve 3 yaslh ortalama 3,5 kg olan disiler se¢ilmistir. Alinan spermada
spermatozoon aktivasyonu i¢in yapay deniz suyu (aktivasyon solusyonu)
kullanilmisgtir. Bu arastirmacilardan farkli olarak Barbato ve ark. (1998) ile
Fabroccini ve ark. (2000)’1 motilite aktivasyonu i¢in 1:10 oraninda deniz suyu (%o
37) kullanmiglardir. Cabrita ve ark. (2005a,b), yaptiklar1 2 calismada da aktivasyon
icin 1:10 oraninda %o 30’luk aktivasyon solusyonu (30 g/l NaCl, 0,8 g/l KCI, 1,3 g/l
CaCl,, 6,6 G/1 MgSQ4, 0,18 g/l NaHCO;, pH 8.2, osmolarite 987 mOsmol/kg)
kullanmiglardir. Yine Rideout ve ark., (2004), deniz baliklarinda yaptiklar
calismada motilite aktivasyonu i¢in %030’luk deniz suyu kullanmiglardir. Cipura ile
ayni aileye ait mercan baliginda yapilan bir ¢alismada (Liu ve ark., 2006) ise
aktivasyon i¢in 1 : 1000 oraninda deniz suyu kullanilmistir. Deniz baliklarinda
yapilan pek ¢ok ¢aligmada motilite aktivasyonu i¢in %o 36 — %o 38’lik deniz suyu
kullanmi yaygin olarak goriilmektedir (Chen ve ark., 2004; Sansone ve ark., 2002;
Zilli ve ark., 2005). Baz1 arastirmacilar ise deniz suyuna (%o 37) % 1 - 2’lik BSA
katarak daha yiiksek aktive etmeye calismiglardir (Fauvel ve ark., 1998; Rouxel ve
ark., 2008).

Bu arastirmada aktivasyon icin %o 37 oraninda NaCl katilan saf su, isletmeden
elde edilen %o 36’lik steril deniz suyu ve %030’luk aktivasyon solusyonu (30 g/l
NacCl, 0,8 g/l KCl, 1,3 g/l CaCl,, 6,6 G/1 MgSQO,, 0,18 g/l NaHCO3) test edilmistir.
Yapilan 6n calismalarda %o 37 NaCl ve %o 36’lik steril deniz suyu ile aktivasyonda
yeterli hareket saglanmadigi nativ spermalarin motiltesinin % 50 — 60 oraninda
kaldig1 ve hareketlerinin daha yavas oldugu gozlemlenmistir. Bu nedenden dolay1
calisma boyunca spermatozoa aktivasyonu igin %030’luk aktivasyon solusyonu
kullanilmistir. Solusyonlar arasindaki bu farkin nedeninin spermatozoa tlizerinde

olusan ozmotik sok oldugu diisiiniilmektedir.

Arastirmada, taze ¢ipura spermasindan elde edilen spermatozoa motilitesi en

yiiksek % 95, en diisiik % 85, ortalama % 90,5 £ 1,20 olarak kaydedilmistir.
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Cipurada yapilan bir ¢alismada, Fabroccini ve ark. (2000) nativ spermatozoa
motilitesinin hangi yiizdelerde oldugu ve standart hata bildirilmemesine karsin,
motilite siiresi verilen tabloda motilitenin % 95’in iizerine ¢iktig1 goriilmektedir.
Cabrita ve ark. (2005a, b)’da yaptiklart bu iki caligmada da motilite ortalamasi
belirtilmemistir. Fakat genel olarak nativ sperma % 95 motil olarak kabul edilmistir.
Fauvel ve ark., (1998, 1999)’nin levrekte yaptiklar1 ¢aligmalarda nativ spermanin
%90 ve lizeri motiliteye sahip oldugu saptanmistir. Aragtirmada elde edilen motilite

bulgulari tiim bu ¢alismalardaki bulgularla benzerlik gostermektedir.

Spermanin birim hacimde bulunan toplam spermatozoa sayisinin bilinmesiyle
ancak, toplam motil spermatozoon miktar1 veya diger spermatolojik 6zellikler sayisal
olarak ifade edilebilir (Tekin, 1994). Ayrica sayisal olarak ortaya koyulan yogunluk
degeri ile suni tohumlama sirasidan kullanilan toplam motil spermatozoa (TMS)

sayis1 saptanarak uygun tohumlama dozu kullanilabilir.

Testis i¢i gamet yaslanmasi bir¢ok balik tiiriinde gézlenmekte ve 6zellikle tireme
sezonunun sonunda sperma kalitesini olumsuz etkilemektedir. Yaslanan
spermatazoon yapisindaki degisiklikler, elektron mikroskopu ile gozlenmektedir.
Ureme sezonun basinda, sonuna gére daha uzun siire spermatozoon aktivitesi
korunmaktadir (Sorbera ve ark., 1996; Suquet ve ark., 2000). Bunlarin yaninda
alinan spermanin idrar ile kontamine olmasi ve spermatozoon yaslanmasi da alinan
spermanin kalitesini dnemli oranda etkiledigi belirtilmektedir (Suquet ve ark., 2000).
Sperma kalitesine etki eden bu faktorlerin spermatozoa yogunluguna da etki yapmasi

olasidir.

Yapilan bu arastirmada, c¢ipura spermasinin yogunlugunu tespit ig¢in
hemositometrik yontem kullanilmistir. Kullanilan bu yontem, Barbato ve ark. (1998),
Cevik (2000), Hatipoglu (2007) ve Tekin ve ark., (2003)’iin kullandig1 yontemlerle
aymdir. Fauvel ve ark., (1998, 1999) ve Ciereszko ve Dabrowski (1993) ise
spektrofotometrik yontemle balik spermasin  spermatozoa yogunlugunu tespit

etmislerdir.
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Balik spermasinin memeli spermalarina gore ¢cok daha yogun olmasi nedeniyle
diisiik sulandirma oranlar1 sayimi zorlastirmaktadir. Ayni oranda sayimdaki hata
payinida arttirmaktadir. Yapilan bu ¢alismada, ¢ipura spermasin en diisiik yogunlugu
ml’de 11,6 x 10°, en yiiksek 32,2 x 10°, ortalama 21,55 + 2,29 x 10’ spermatozoon
olarak kaydedilmistir. Barbato ve ark. (1998) ¢ipura da ml’de yogunlugun 11,6 —
26,7 x 10° olarak degistigi, ortalamamn ise ml’de 17,95 x 10° oldugu belirtilmistir.
Cabrita ve ark. (2005a), ¢ipura spermanm yogunlugunun 5,5- 17,5 x 10°
spermatozoa/ml olarak vermiglerdir. Yapilan c¢aligmada elde edilen yogunluk
degerleri her iki ¢alismadan da daha ytiksek kaydedilmistir. Olusan farkin nedeni ise
kullanilan damizliklarin yasi, beslenmesi, iireme sezonun hangi evresinde oldugu ve
diger c¢evresel faktorler (suyun sicakligi, pH’si, ¢Oziinmiis oksijen degeri) olarak
diisiiniilmektedir. Yapilan arastirma, c¢ipurada bildirilen en yiiksek spermatozoa

yogunlugu olmustur (32,2 x 10° spz/ml).

Baliklarda da diger tiirlerde odugu gibi spermanin pH’sinin bilinmesi spermaya
uygulanacak islemler acgisinda olduk¢a dnemlidir (Ak¢ay ve ark., 1995; Suquet ve
ark., 1993).

Yapilan arastirmada, spermanin pH’sin1 belirlemek i¢in pH indikatér kagidi
kulanilmistir. Bu yontem, Cevik (2000) ve Hatipoglu (2007)’un uygulandigi

yontemle aynidir. Cabrita ve ark., (2005a) ise elektronik pHmetre kullanmiglardir.

Yapilan calismada, en diisiik pH 7 en yiiksek 7,5 ortalama 7,3 + 0,05 olarak
bulunmustur. Elde edilen bu degerler Cabrita ve ark., (2005a), elde ettigi degerden
(pH 8,2) daha diisiik gdzlenmistir. Olusan bu farkin damizlik erkeklerin beslenmesi
ve spermatozoa yogunlugunun farkli olmasi yan sira, bulundugu suyun tuzluluk ve

pH’sinin olugan farkta 6nemli etki yaptig1 diistintilmektedir.
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4.2. Spermanin Dondurulmasi ve Cozdiiriilmesi

Deniz baliklar1 spermasinin dondurulmasi i¢in kullanilan sulandiricilar ¢ogunlukla
tuzlu (% 1-10 konsantrasyon) veya sekerli (% 1-10) solusyanlardir. Sulandiricilarin
spermatozoon motilitesini aktive etmemesi gerekmektedir (Suquet ve ark., 2000).
Spermanin sulandirilma oran1 aragtirmacilara ve uygulanan balik tiiriine gore 1 : 1 —
1 : 20 oraninda degismektedir. Sulandirma oram artirilan ¢aligmalarda ¢6ziim sonu
motilite orani ve siiresi dlismiistiir. Cambeyron ve Zohar (1990), ¢ipuralarda 1 : 50
oraninda sulandirilan spermanin, daha diisiik oranda sulandirilanlara gore c¢oziim

sonu motilitesinin daha diisiik oldugunu not edilmistir.

Yapilan c¢alismada kullanilan 4 farkli sulandiricinin  ¢ipura spermasinin
dondurulmasindaki basaris1 ortaya konulmustur. Calismada Mounib, tuzlu Mounib,
Ringer ve % 1’lik NaCl kullanilmistir. Calismada kullanilan sulandiricilar bir ¢ok
balik tiirlinde kullanilmaktadir. Cipura spermasinin dondurulmasinda ile yapilan
aragtirmalarda sulandiric1 olarak genellikle % 1 NaCl kullanilmaktadir (Barbato ve

ark., 1998; Cabrita ve ark., 2005a,b; Fabroccini ve ark., 2000).

Mounib (Mounib, 1978) sulandiricisi tek basina veya BSA eklenmis olarak bir
cok calismada ve balik tiiriinde kullanilmistir. Ornegin Chen ve ark. (2004) kalkan
(Scophtalmus maximus) baliginda, Rideout ve ark. (2004), kod baliginda, Fauvel ve
ark. (1998) ve Zilli ve ark. (2005) levrekte Mounib solusyonunu basar1 ile

kullanmiglardir.

Calismada kullanilan Ringer sulandiricisi da yine bazi degisikliklerle veya yalin
olarak bir ¢cok balik tiirlinde basari ile uygulanmistir. Dreanno ve ark. (1997) ve Chen
ve ark. (2004) kalkanda, Chao ve ark. (1975) gri kefalde bu sulandiriciy1 basar ile
kullanmiglardir. Dreanno ve ark. (1997)’m kalkan spermasinda Ringer tabanli bir
sulandirict ile elde etigi ¢oziim sonu % 69,9 motilite, yapilan bu calismaki Ringer

bulgusu (% 68,25) ile benzerlik gostermektedir. Liu ve ark. (2006) ¢ipura ile ayni
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aileden olan mercanda (Pagrus major) yaptiklari ¢aligmada, Ringer solusyonu (%
64,3) ile Mounib (% 42) ve tuzlu Mounib solusyonlarindan (% 63,6) daha basarili

sonuclar almiglardir.

Arastirmada kullanilan tuzlu Mounib solusyonu ise Liu ve ark. (2006)’1n tuzlu
Mounib solusyonuna, Mounib (Mounib, 1978) solusyonun igerdigi gibi 10 mg/ml
KHCO; eklenerek elde edilmistir. Liu ve ark. (2006) mercanda yaptiklart bu
calismada tuzlu Mounib solusyonu ile (% 63,6) normal Mounib solusyonuna (%42)
oranla daha iyi ¢6ziim sonu motilite basarisi elde etmislerdir. Genetik yakinlik
dikkate alinarak ¢ipurada arastirilmasi gerekliligi iizerine bu sulandirici ¢ipurada da

uygulanmistir.

Calismada kullamilan % 1’lik  NaCl solusyonunun ¢ipura spermasinin
dondurulmasi ile ilgili ¢alismalarda yaygin olarak kullanildigi ve basarili oldugu
rapor edilmistir. Bu arastirmada % 1 NaCl solusyonu test edilmis ve ¢ipura spermasi

icin en uygun sulandirict olup olmadigi aragtirilmistir.

Elde edilen bulgulara gore, ¢éziim sonu en yiiksek motilite veren Mounib ve
Ringer solusyonlari arasinda anlamli fark bulunmamistir. Calismanin ana
sulandiricist olarak secilen Ringer solusyonunun Mounib solusyonuna gore daha
ylksek motilite degerleri verdigi ve Mounib solusyona gére motilite siiresinin daha

uzun oldugu tespit edilmistir.

Calismadaki en diislik motilite ise mercan baliginda (Liu ve ark., 2006) yapilan
calismanin aksine tuzlu Mounib solusyonunda (%10,75) gézlenmistir. Bu sulandirici
ile almman basarisiz sonuglardan sonra sulandirma sonrasi motilitenin aktive olup
olmadig1 gozlenmistir. Almman basarisiz sonuglarin en Onemli nedeni ise bu
sulandirict igeresindeki % 19,4’lik NaCl ve % 10’luk DMSO’nun osmolariteyi
artirmasi ve spermatozoonlarin biiyiik bir boliimiiniin aktive olmasint sagladigi

gozlemlenmistir. Bu nedenle aktive olan spermatozoonlarin 3 — 5 dk igerisinde
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dondurulmak iizere sivi azot buharina konana kadar gecen siire, spermatozoonlarin
0,25 ml’lik payetlerde donma siire ve donmanin yarattig1 sok ve buz kristallerinin

basariy1 diisiik tuttugu dikkate alinmalidir.

Bu aragtirmanin diger bir bulgusu ise %1 NaCl solusyonun %50,75 motilite ile
basarili bir sulandirict oldugu fakat c¢ipura spermasi i¢in ideal sulandiricilar1 olan

Ringer (%68,25) ve Mounib (%66,75)’den daha basariz oldugu ortaya konulmustur.

Yapilan arastirmada, Fabbrocini ve ark. (2000)’nin (% 1 NaCl solusyonu) ve
Cabrita ve ark. (2005a)’da aymi sulandirict ile (10mg/ml BSA eklenmis) sirasiyla
¢oziim sonu % 67 ve % 70 motilite degerleri ile yapilan bu g¢alismadaki aym
sulandiricidan alinan ¢6ziim sonu motiliteden (% 50,75) farkli oldugu saptanmuistir.
Fabbrocini ve ark. (2000) yaptiklar1 ¢calismada, 1 : 6 oraninda sulandirilan spermada,
dondurma Oncesi uyguladiklar: toksisite testleri sonucu % 5 DMSO’u ¢aligmadaki
kriyoprotektan olarak se¢mislerdir. Ayni calismada sogutma orani olarak 10 °C/dk’in
15 °C/dk’a oranla daha iyi oldugu belirtilmistir. Cozdiirme sicakligi olarak ise 30
°C’de 10 °C/sn kullanildig1 bildirilmistir. Cabrita ve ark. (2005a)’nin da aym
prosediirii uyguladigi, tek farkin sulandirictya katilan BSA oldugu goriilmektedir.
Yapilan bu ¢alismada elde edilen ¢6ziim sonu motilitenin diger aragtirmacilardan
farkl1 olmasinin nedenleri ¢alismalar arasindaki sulandirma oranin farkli olmasi (1 :
3), kriyoprotektan oraninin farkli olmast (%10), dondurma ve ¢6zdiirme
prosediiriindeki farklardan kaynakladigi diislinilmektedir. Ayrica spermatozoa
yogunlugundaki  farkliliklarin ~ ve  dondurma  siiresinin  etkili  oldugunu
diisiiniilmektedir. Fabbrocini ve ark. (2000)’1n ¢6ziim sonu en iyi motilite veren
(%67) kombinasyonu (%1 NaCl %5 DMSO, 10 °C/dk) ile bu ¢aligmada Ringer
solusyonu %10 DMSO (%68,25) ile elde edilen ¢6ziim sonu motilitenin ¢ok yakin

oldugu gozlenmistir.

Yapilan kaynak taramalarinda dondurma sicaklik ve oranlarinin farklilik
gosterdigi gozlenmistir. Bu aragtirmada, 0,25ml’lik payetlere ¢ekilen sperma sivi

azot buharinin 4 — 6 cm tizerinde 10dk’a dondurulmustur. Buna karsin, Barbato ve
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ark. (1998) ise 0,5 ml’lik payetleri s1v1 azot seviyesinin 4,3 cm {izerinde 10dk’da
dondurmuslardir. Fabbrocini ve ark. (2000) ise 0,25 ml’lik payetlerde sogutma
oranilan ilegili yaptig1 calismada, payetlerin 0 °C’den -150 °C’e dakikada 10 °C
tutulmas1 15 °C/dk’dan daha iyi sonu¢ verdigini bildirmislerdir. Cabrita ve ark.
(2005a,b) ise sogutma oranlar1 ilgili Fabbrocini ve ark. (2000)’1n tarif ettigi sekilde
kullanmiglardir. Diger bazi balik tiirlerinde, Dreanno ve ark. (1997), Zilli ve ark.
(2005), Fauvel ve ark. (1998) dondurulmak {izere alinan spermalar1 0,25 ml’lik

payetlerde s1vi azot seviyesinin 6,5 cm iizerine 15 dk’da dondurmuslardir.

Balik spermasinin uygun bir sulandirici ile sulandirilmasinin ardindan dondurma
sirasinda olusabilecek zararlara karst kriyoprotektan katilmasi gerekmektedir. Balik
spermasinin dondurulmasi ile ilgili caligsmalarda, hiicre i¢i kriyoprotektanlar olan EG,
PG, gliserol, DMSO, DMA ve methanol arasindan genellikle DMSO’nun en iyi
sonucu verdigi bildirilmektedir. (Holtz, 1993; Suquet ve ark., 2000). DMSO’nun
digerlerine gore daha etkili olmasinin nedeni hizli penetrasyon yapmasi ve spermanin
fosfolipit tabakasiyla etkilesime girmesidir. DMSO’nun toksik etkisinin balik tiirlere

PR

bagli olarak degistigi bildirilmektedir (Suquet ve ark., 2000).

Yapilan bu ¢aligmada, Ringer solusyonuna eklenen DMSO, EG ve DMA’nin %
10°luk konstantrasyonlar1 kullanilmistir. Calismadaki {i¢ kriyoprotektan arasindaki
fark istatistiki olarak Onemli bulunmustur. Buna gore alisim uygulanmadan
dondurulan spermalardan ¢6ziim sonu DMSO ile % 61,66, EG ile %42,66, DMA ile
%23,33 motilite elde edilmistir. Bu ¢alismada uygulanan yonteme gore 3 — 5 dk
igerisinde (sulandirma, payetlere ¢ekilmesi ve payetlerin kapatilmasi sirasinda gecen
siire) dondurma islemine baglanan spermalarin dondurma sonrasi basarisi
degerlendirilmistir. Fabbrocini ve ark. (2000) ise taze spermay1, sulandiriciya katilan
(%1 NaCl) DMSO, EG ve PG’1 degisik oranlarda (% 5, % 7, % 10, % 15)
kullanilmis ve sonrasinda 2 dk, 10 dk, 20 dk, 30 dk alisim sonrasi spermatozoonlar
tizerindeki toksik etkisine gore degerlendirmislerdir. Bunun iizerine en az toksik
konsantrasyonlar olan %5 DMSO, %10 EG, %10 PG’nun ¢dziim sonu basarisi

arastirmislardir.
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Cipurada yapilan bu c¢alisma, Fabbrocini ve ark. (2000)’1n % 5 DMSO igeren %
I’lik NaCl solusyonunda alinan % 67 ¢6ziim sonu basaris1 ile farkli olmustur. Bu
farkin nedenleri iistte de belirtildigi gibi sulandirma oranin farkli olmasi (1 : 3),
kriyoprotektan oraninin farkli olmasi (% 10), sogutma oranm1 ve c¢ozdiirme
prosediiriindeki farklardan ve kriyoprotektanlarin etkinligini belirleyen sulandiricinin
farkli olmasindan kaynakladigi diisiiniilmektedir. Ayni calismada % 1 NaCl ile
sulandirilan % 10 EG eklenmis spermadan elden edilen ¢éziim sonu % 40 — 45

motilite bulgulari ile bu ¢alisma (% 42,66) benzer sonug vermistir.

Liu ve ark. (2006), mercanda yaptiklar1 ¢aligmada, % 12’lik DMA’nin ve %
9’luk EG’iin sirasiyla, ¢6ziim sonu % 69 ve % 84 motilite degerleri vermesi genetik

yakinlig1 bilinen ¢ipurada denenmesi gerekliligini ortaya ¢ikarmistir.

Bu arastirmada, % 10’luk DMA’nin kriyoprotektif etkisinin ¢ok diisiik oldugu
ortaya konulmustur. % 10 EG ise orta derecede bir koruma saglamasina karsin bu
konsantrasyonda ¢0ziim sonu en yiiksek % 45 motilite ile basarisiz olarak
nitelebilmektedir. Liu ve ark. (2006)’nin mercanda yaptiklar1 ¢aligmadan farkl
sonuclar elde edilmesi basta uygulanan tiir olmak iizere kullanilan sulandiricilarin
farkl1 olmasi, dondurma prosediiriinii farklt uygulanmasi, kullanilan payet
hacimlerinin (2 ml) farkli olmas1 ve ¢6zdiirme sicaklig1 ve siirenindeki farklardan

kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.

Yapilan bu arastirmada, diger bazi balik tiirlerinde oldugu gibi DMSO’un
kriyoprotektif etkliginin yiliksek oldugu ve kriyopreservasyon sirasinda taze
spermanin sahip oldugu motilitenin yaklasik % 80’nin korunabildigi gézlenmistir.
Bu bulgu, Maisse ve ark. (1998)’1n ¢ipura spermasinda % 85 kriyopreservasyon
basarist ile paralellik gostermektedir. Dreanno ve ark. (1997)’in kalkan spermasinda

% 70’lik kriyopreservasyon basarisinda ise daha yiiksek bulunmustur.
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Cozdlirme asamasimnin hizli gegilmesi kristalizasyonu onlemek igin gereklidir
(Suquet ve ark., 2000). Yapilan calismada, ¢ézdiirme islemi 26 °C’de 20 sn, 35
°C’de 15 sn olarak uygulanmistir. Barbato ve ark. (1998), ¢ipura spermasini 1,5
ml’lik payetleri 26 °C’de 2 dk’da ¢ozdiirmiislerdir. Fabbrocini ve ark. (2000) ise
¢Ozdiirme islemini 30 °C’de 10 °C/sn (22 sn) ve 15 °C/sn (15 sn) olacak sekilde 2

tiirli uygulamiglardir.

Levrekte 0,25 ml’lik payetlerdeki dondurulmus sperma 35 °C’de 5 sn’de
¢Ozdirilmiistiir (Fauvel ve ark., 1998, 1999; Zilli ve ark., 2005). DeGraaf ve ark.
(2004) levrekle ayn aileye ait Centropristis striata spermasini 0,5 ml’lik payetlerde
20 °C’de 30 sn’de ¢ozdlirmiislerdir. Bu ¢alismada ise, 26 °C’de 20 sn ve 35 °C’de 15
sn’lik ¢ozdiirme islemleri arasindaki anlamli fark goriilememesine karsin 35 °C’de
15 sn’de ¢ozdiiriilen payetlerin sayisal olarak daha yiiksek motilite verdigi tespit

edilmistir.

4.3. Suni Tohumlama ve Dolverimi

Aragtirmanin yontemi dikkate alindiginda dondurulmus sperma ile yapilacak
fertilizasyon denemelerinde spermanin ¢ozdiiriilmesi i¢in 35 °C’de 15 sn
kullanilmas1 gerekirken, yumurta ve sperma arasinda sicaklik farki yaratmamak ve
ayni zamanda taze sperma ile benzer kosullarin olusmasi i¢in (yumurtalar ve taze
sperma yaklasik 18 °C) 26 °C’de 20 sn kullamilmistir. Iki ¢dzdiirme sicakligmin
motilite bakimindan tahmin edilenden daha az etki yapmasi ve istatistiksel olarak

Onemsiz olmasi degisiklik yapilmasini destekler niteliklidir.

Yapilan calisma, Barbato ve ark. (1998)’in kullandiklar1 yontemden farklilik
gostermektedir. Bu arastirmacilar, fertilizasyonda kullanmak tizere 4 erkek ¢ipuradan
ortalama 300 pl sperma elde etmistir. Fertilizasyonda kullanacak yumurtalar1 bir
disiden kateterizasyon yontemi ile (4 g) almislardir. Fertilizasyonda ¢6ziim sonu

motilite klasmani 4 olarak nitelendirilen (muhtemel % 65 — 80 motilite) sperma ile



74

10 grup tohumlanmistir. Her grup ortalama 165 yumurta olacak sekilde
olusturulmustur. Bu gruplar1 A ve B olarak iki ana grubta toplamislardir. A grubu
inkiibasyon boyunca kontrol edilmemis (muamele edilmemis), inkubasyon sonunda
¢ikan larva sayisina bakilmistir. B grubunda ise inkiibasyon boyunca 2 veya 3 kere
yapilan muameleye gore tekrar gruplandirilmistir. Fertilizasyon, yumurta basina 2,6
x 10° spz olacak sekilde hesaplanmustir. Aktivasyon i¢in 2,4 ml deniz suyu
kullanmuslardir. Inkubasyon, 500 ml deniz suyu iceren, sabit 17,5 °C sicaklikta
yavagca karistirilan beherlerde yapilmistir. Sonug olarak kulugka oraninin % 13,6 -

% 58,6 aras1 degistigini bildirmislerdir.

Cabrita ve ark. (2005a), cipurada 3 disiden sagim yolu ile elde ettikleri
yumurtalart plastik kaplara almislardir. Alinan yumurtalar birlestirilmistir (pooling).
Birlestirilen yumurtalar yaklasik 2000 adet (2 ml) olacak sekilde grublandirilmistir.
Her grup 50 pl taze sperma veya 350 pl dondurulmus sperma ile fertilize edilmistir.
Yumurta - spermatoozon orani olarak yaklasik 1,3 x 10° spz/yumurta olacak sekilde
hesaplanmistir. Fertilizasyon i¢in yumurtalarin 2 kati deniz suyu (4 ml)
eklemislerdir. Fertilizasyon isleminden 10 dk sonra 50 ml deniz suyu eklenip
kulugakya (72 saat) alinincaya kadar bir giin boyunca plastik inkiibatorlerde
tutulmuslardir. Yumurtalar 18 +1 °C’de karanlik ortamda inkiibe edilmislerdir.
Dollenmemis yumurtalarin ve kulugkadan c¢ikan larvalarin karigsmasi amaciyla
kullanilan hava kabarciklari, inkiibatérden rastgele alinan 200 ml su ile kulugkadan
¢tkma orani belirlemiglerdir. Sonugta taze ve dondurulmus spermadan elde ettikleri

fertilizasyon oraninlar sirasiyla % 77 , %75 olarak bildirilmistir.

Galli ve ark. (2009) ise, ¢ipura disilerinden yumurta almak i¢in dncelikle GnRHa
(40 pg/kg) uygulamislardir. Yumurtalart abdominal masaj yoluyla alinmislardir.
Fertilizasyonda, Barbato ve ark. (1998)’nin kullandig1 spermatozoon/yumurta oranini
(2,6 x 10° spz/yumurta) ve 1 x 10° spz/yumurta oranlarii kullanmuslardir. Sonugta
taze ve dondurulmus spermadan elde ettikleri fertilizasyon oraninlart % 22,6 — 40

arasi degistigini bildirmislerdir.
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Yeni yumurtlanmig yumurta hizla su alarak siser, spermatozoonun yumurtadaki
mikropili en kisa zamanda bulmasi ve mikropil deligini kullanarak yumurtaya
girmesi i¢in en fazla 2 dakika siiresi vardir (Kime ve ark., 2001). Bundan farkli
olarak, Butts ve ark. (2009) ise, kod baliginda yaptig1 calismada, spermatozon —
yumurta temas siiresinin 30 dakikaya kadar uzatilmasmin fertilizasyon oraninda
onemli bir artis sagladigi bildirilmistir. Bunun nedeni kod balig1 yumurtalarinin
mikropil deliginin kapanma siiresinin daha uzun olabilecegi yada fertilizasyonun ilk
dakikalarinda yapilan islemlerin (su eklemek, kabi tagimak, inkiibatdre aktarmak)
yumurtalar iizerinde olumsuz etki yaratabilece§i dikkate alinmasi gereken bir

noktadir.

Bu aragtirmada kullanilan aktivasyon solusyonu gibi, Rideout ve ark. (2004)’da
aktivasyon igin %o 30 tuzluluga sahip deniz suyu kullanmiglardir. Melanogrammus
aeglefinus’da yapilan bu c¢alismada 10 ml yumurta {izerine taze sperma ve
dondurulmus sperma ayr1 gruplarda eklenip 1 dk bekletildikten sonra yumurta
miktarmin 20 kat1 (200 ml) %o 30 tuzluluga sahip deniz suyu kullanmislardir. 250
ml’lik cam beherde inkiibe edilen yumurtalar, 48 saat sonra mikroskopta

degerlendirilerek fertilizasyon orani ortaya konulmustur.

Fauvel ve ark. (1998) ise, levrekte yaptig1 ¢alismada, damizliklarin bulundugu
tanklarin sicakligir 13 °C olarak bildirilmistir. Yumurtalar alinmadan 72 saat once,
tek enjeksiyon 10 pg/kg dozda LHRHa (GnRHa) kullanmiglardir. Alinan yumurtalar
diseksiyon mikroskobu ile muayene edildikten sonra fertilizayonda kullanilmistir.
Fertilizasyonda kullanilan taze spermalar 6 erkekten sagim yoluyla elde edilip,
karistirilarak kullanmilmistir. Taze spermalar kullanilmadan hemen 6nce inaktivasyon
solusyonu ile 1 : 10, dondurulmus sperma ise 1 : 3,3 oraninda sulandirilmstir.
Boylelikle taze sperma ve dondurulmus spermanin toplam sulandirma orani 1 : 10
olarak belirlenmistir. Her grupta 2 ml yumurtaya, 3 farkli tohumlama dozu (3,5 x
10%, 7,0 x 10%, 2,0 x 10° spz : yumurta) ayr1 ayr1 uygulanmistir. Aktivasyon igin 13
°C’deki %o 38’lik deniz suyu yumurtalarin hacminin yarist (I ml) kadar

kullanilmigtir. Fauvel ve ark. (1998)’nin uyguladigi bu yontemi Zilli ve ark. (2005)
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da aynen uygulamislardir. Bu arastirmacilar, tohumlama dozu olarak 2 x 10°
spz/yumurta olarak kullanilmiglardir. Fertilizasyon orani, 3 saat sonra mikroskopta

yapilan muayene ile ortaya konulmustur.

Yapilan fertilizasyon ¢aligmasinda, dondurulmusg sperma (I. grup), inaktivasyon
solusyonu ile 1 : 3 oraninda sulandirilan taze sperma (II. grup) ve taze sperma (III.
Grup) ile dollenen yumurtalar ve kollektorlerden alinan dogal dollenen yumurtalarin
(IV. grup) kuluckadan ¢ikma basarisi sirasiyla % 43,48, % 44,57, % 45,42, % 43,49
olarak bulunmustur. Gruplar arasinda istatistiki fark (p>0,05) olmamasina kargin en
yiiksek kulucka oran1 % 45,42 ile taze spermadan (III. grup) elde edilmistir. Gruplar
arasinda en diisiik (% 38,73) ve en yiiksek (% 48,17) kulugka oran1 dogal dollenmis
yumurtadan elde edilmistir. Alinan en yiiksek ve en diisiik kulugka oranin dogal
dollenen yumurtalardan alinmasinin nedeni déllenme zamanin tam olarak (1 — 3 saat

once) ortaya konulamamasi oldugu diistiniilmektedir.

Barbato ve ark. (1998) cipurada dondurulmus sperma ile yaptiklar fertilizasyon
denemelerinde kulucka oranini1 % 13,6 - % 58,6 olarak bildirmislerdir. Aragtirmada
10 grup arasinda en yliksek oranlar (% 44,4 — 58,6), en az isleme tabi tutulan,
yumurta - spermatozoon temas siire 5 dk olan gruplardan elde edilmistir.
Spermatozoon — yumurta temas siiresi 5 dk’dan 10 dk’ya ¢ikarildigr zaman dollenme
oraninda 6nemli oranda diisiis gozlendigi ve istatistiksel olarak onemli (p<0,05)
oldugu saptanmistir. Yumurtalar iizerine uygulana islemler (kontrol-maniplasyon)

yanlizca p<0,075 diizeyinde 6nemli oldugu belirtilmistir.

Yapilan arastirmada, Barbato ve ark. (1998)’mn 8 grupta elde ettigi kulugka
oraninda ytiksek, bir gruptan diisiik (% 58,6) ve bir grupla benzer (% 44,4) degerler
elde edilmistir. Ayni arastirmacilar yumurta - spermatozoon temas siiresini
artirllmanin kulugka oraninda 6énemli diisiislere neden oldugu bildirmislerdir. Bunun
nedeni ise, DMSO’nun (%15) yumurta lizerine yaptig1 toksik etkiden kaynaklandigi
rapor edilmistir. Kulugka sirasinda en az islem goren (1 kez), 10 dk’lik temas

stiresine sahip gruptan alinan kulugka orani % 17 — 22, kulugka sirasinda 2 kez iglem
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goren, 10 dk’lik temas siiresinde alinan kulugka orant % 22,3 — 33,8 bulunmustur.
Fertilizasyon sonras1 ve kulucka sirasinda yumurtalara uygulanan islemlerin kulucka
oranin diislirebileceginin belirtilmesine karsin, yapilan calismada belirtilenin aksine
de sonuglar rapor edilmistir. Alinan bu sonuglarin nedeni yumurta sayilarinin az
olmast (165 + 6 adet) ve kullanilan yumurtalarin kalitesinin gruplar arasinda fark
olusturmus olabilecegi diistinlilmektedir. Yapilan bu arastirmada elde edilen degerler
ile Barbato ve ark. (1998)’nin elde ettii degerler arasindaki farklarin nedeni ise
damizlik disilerin yasi, yumurtalarin alinma sekli, yumurta kalitesi, aktivasyon igin
kullanilan  solusyonlar (deniz suyu) ve bu solusyonlarin miktarlarindan
kaynaklabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica arastirmalarda kullanilan sulandirict ve
kriyoprotektan oranlarinin farkli olmasi da elde edilen sonuglara etki ettigi

distiniilmektedir.

Yapilan arastirmada elde edilen kulucka oranlari, Cabrita ve ark. (2005a)’nin
taze ve dondurulmus spermadan elde ettigi fertilizasyon oraninlarina gore (sirasiyla
% 77 , %75) daha diisiik (sirasiyla %45 ve % 43) bulunmustur. Olusan bu farkin
onemli nedeni ise Cabrita ve ark. (2005a)’nin yaptig1 calismada kulucka oran1 yerine
fertilizasyon oraninin verilmesi oldugu diisiiniilmektedir. Diger 6nemli bir etken ise
ayni arastirmacilarin 2000 (2 gr) yumurtayr 1 : 6 oraninda sulandirilan 350 pl
dondurulmus sperma ile tohumlamasi dikkate alinmalidir. Yiiksek hacimli sperma ile
daha az yumurtada yapilan kuru fertilizasyon tekniginde daha fazla miktarda
spermatozoon’un daha ¢ok yumurtaya temas etmesinin fertilizasyon oranina olumlu
yonde onemli etki yaptig1 diisiiniilmektedir. Ayrica kullanilan sulandiricilarin ve
kriyoprotektan oranlarin (% 1 NaCl, %5 DMSO) farkli olmas1 da fertilizasyonda
onemli etki yaratmig olabilir. Her iki ¢alismada da taze sperma ile daha yiiksek
fertilizasyon (veya kulugka) orani tespit edilmesine karsin olusan fark istatistiki

olarak dnemli olmamustir.

Yanagimachi ve Kanoh (1953) ringa balig1 spermatozoonlarinin deniz suyunda
motilitelerinin zayif oldugunu, mikropil bdlgesindeki koriyon zararina temas

ettiginde aktivenin arttigini ve birer birer mikropilden girdiklerini bununda Ca**
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iyonuna bagli olan kemotaksisin etkili oldugunu bildirmislerdir. Suziki (1958) bazi
balik tiirlerinde spermatozoonlarin mikropil bdlgesinde toplandigini ve aktive

oldugunu bildirmistir.

Galli ve ark. (2009) cipurada yaptiklar: fertilizasyon ¢alismasinda, taze sperma
ve dondurulmus spermayi, toplam motil spermatoozon sayisina goére 2 gruba
ayirmislar ve her grupta ortalama 150 yumurta olacak sekilde toplam 4 grupta
calisma gergeklestirmislerdir. Taze sperma ile 2,6 x 10° spz/yumurta olan grupta %
38,9, 1,6 x 10° spz/yumurta olan gruptan % 29,3, dondurulmus sperma ile 2,6 x 10°
spz/yumurta olan grupta % 22,6, 1,6 x 10° spz/yumurta olan gruptan % 40
fertilizasyon orani elde edilmistir. Sonugta fertilizasyonda elde edilen degerlerin
spermanin taze veya dondurulmus olmasina ve toplam motil spermatoozon sayisina
bagli olmadigini belirtmislerdir. Yapilan bu arastirma, Galli ve ark. (2009)’nin
yaptiklar1 caligmada 6ne siirdiigli goriisleri destekler nitelikte olmustur. Aragtirmada,
1 : 3 oraninda sulandirilan ve taze sperma ile ayni miktarda (10 pl) kullanilan
spermanin (II. grup) kulucka basarisinin, taze sperma ile ¢ok benzer oldugu ortaya

konmustur.

Yapilan 6n caligmalarda, taze spermanin 1 : 3 oraninda inaktivasyon solusyonu
ile sulandirilmasmin ardindan in vitro degerlendirmeleri yapilmistir. Sulandirilan
taze spermanin aktivasyon solusyonu ile aktive edilmesinin ardindan (3 - 5 dk)
motiltesinin taze spermaya oranla diisiik oldugu gdzlenmistir. Inaktivasyon
solusyonu ile sulandirilan sperma, aktivasyon sonrast % 80 motilitede kalmasina
ragmen, fertilizasyonda taze sperma ile ayni fertilizasyon oranini verebilmistir. Bu
durum ¢ipurada, toplam motil spermatozoonun 3 — 5 x 10° /yumurta olmasinin

fertilizasyon i¢in yeterli olabilecegi anlamini tagimaktadir.

Isletmelerde rutin olarak kullanilan kollektdr sistemi ile ¢ipura yumurtalaridan
% 80 — 90 kulucka basaris1 elde edilmektedir. Cipura yumurtalarinin kollektorlere
gelebilmeleri i¢in pelajik (yiizer) olmalari yani sira, 15 — 25 tonluk tanklarda yiizeye

¢ikmak icin gereken siire de kalitesiz yumurtalarin muhtemel elemeninasyonunda
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etkili oldugu diistiniilmektedir. Kollektorelere gelen yumurtalar, bu béliimde 10 — 20
saat inkiibe edilmelerin ardindan inkiibatorlerle aktarilmaktadir. Bu asamada
kollektorlerde dipe ¢oken yumurtalar tekrar elemine edilmektedir. Bu asamalar
gecildikten sonra kapali veya acik kulugka sistemlerinde kulucka basarist % 80 — 90
olmaktadir. Bu calismada elde edilen kulucka oranlarinin isletmelerin elde ettigi
kulucka oranlarindan oldukga farkli oldugu tespit edilmistir. Bu farkin ¢ok yiiksek
olmasinin nedeni ise, Oncelikle kalitesiz yumurtalarin (déllenmemis ve atrezik)
elenmesi ve sadece oogenezisisi tamamlamis disilerin yumurta birakmasi olarak
diisiiniilmektedir. Elde edilen kulugka oraninda yine cevresel etkenlerinde (suyu
sicakligr ve sicaklik degisimi, suyun pH’si, ¢oziinmiis oksijen degeri, tuzluluk,
kompozisyonu ve 1s1k) onemli etkisi oldugu dikkate alinmalidir. Diger bir 6nemli

etken ise olan anaglarin beslenmesi ve besin farkliliklaridir.

Yumurtlama dncesinde anaglara verilen yemler % 50 - 55 proteine ve % 10 - 15
deniz orijinli canlilarin yaglarindan olusan igerige sahip olmalidir. Yaglar en az % 5
n - 3 HUFA (Highly Unsaturated Fatty Acid) igermeli ve temel olarak 22 : 6n - 3
(DHA, Docosahexaenoic Asit) tipinde olmalidir. Bu durum yumurta kalitesini
dogrudan etkiler. Coklu doymamis yag asitlerinin temel rolii ise, steroidegenesis ve
oosit olgunlasmasinda onemli role sahip prostaglandinin (PGs) metabolik Onciisii

olmasidir (Zohar ve ark., 1995).

Cipura yumurtalart olgunlagsmalarini  tamamlamalarimin  ardindan  suya
birakilmalar1 ile hidrolizasyona (su alip sismesi) ugramalari ve bunun sonucunda
yumurta ¢apmin 1100 p kadar arttigi bildirilmistir (Modig ve ark., 2008). Yapilan
calismada, alinan yumurtalar ister dollenmis ve canli olsun ister dollenmemis ve
atrezik olsun yumurta ¢ap1 940 - 1000 p aras1 bulunmustur. Bu sonucun kulugka
basarisin diisiik ¢ikmasinda etkili oldugu diisiiniilmektedir. Yine kulugka cikis
oraninin diisiik olmasin diger bir nedeni sagim sirasinda yumurtalarin zarar gérmiis
olabilecegidir. Buna paralel olarak, Atay ve Bekcan (2000) da benzer sekilde

yumurtalarin sagim sirasinda zarar gorebilecegini bildirmislerdir.
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5. SONUC VE ONERILER

Diger bir ¢ok hayvan tiiriinde oldugu balik yetistiriciliginde de erkek damizliklarin
bakim beslemesi, yetistirici acisindan ekonomik masraf yaninda isi giicii kaybina
neden olmaktadir. Cipurada damizlik tanklarinda bulundurulan disi : erkek oraninin
diisiik tutalmasi (sirasiyla 3 : 2 veya 5 : 2) ekonomik masraflar1 azaltacagi
bilinmektedir. Erkek oraninin diisiik tutulmasinin dolveriminde azalmaya neden
olmamast i¢in suni tohumlama yapilmasi gerekmektedir. Bir ¢ok erkek balik bir
disinin yumurtalar1 iizerine spermasinin tiimiinii birakabilmektedir. Bu nedenle dis
dollenme gozlenen balik tiirlerinde sperma 6nemli miktarlarda bosa harcanmaktadir.
Bunun yaninda fotoperiyot, sicaklik ve benzeri ekonomik kiilfet getiren
senkronizasyon c¢alismalarinin sadece disilerde uygulayanabilmesi i¢in spermanin

saklamasini zorunlu hale getirmektedir.

Spermanin uzun siireli saklanmasi (kriyoprezervasyon) diger canlilarda oldugu
gibi baliklarda da ©nemli avantajlar saglamaktadir. Dondurulmus sperma
kullanilmasinin yayginlastirilmasi ve dolverimi elde edilmesi ililke ekonmisi yani sira
yetistiricilikle ugrasan isletmelere de Onemli getiri saglayacagi diistintilmektedir.
Buna gore sperma dondurulmadan Once, ¢ipura baliginin baslica spermatolojik
Ozellikleri belirlenmistir. Damizlik ¢ipura erkeklerinden abdominal masaj yontemiyle
alman sperma miktar1 6,77 = 1,25 ml; spermatozoa motilitesi % 90,5 + 1,20;
spermatozoa yogunlugu 21,55 + 2,29 x 10’ ve sperma pH’s1 7,3 + 0,05 olarak tespit

edilmistir.

Spermanin  dondurulmasi i¢in Oncelikle uygun sulandiriciya, uygun
kriyoprotektan eklenmesinin ardindan alistm safhasi uygulanmadan 0,25 ml’lik
payetlerde sivi azot buharinda (-100, -120 °C) 10 dk’da dondurulmus ve siv1 azot
igerisinde (-196 °C) saklanmistir. Spermanin dondurulmasinda oOncelikle 4 farkli
sulandiric1 arasinda sulandirict se¢imi yapilmistir (Deney 1). Sulandirici I (Mounib

Mediyumu), Sulandirict II (Tuzlu Mounib Mediyumu), Sulandirict II (Ringer
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Solusyonu), Sulandirict IV (%1°lik Deniz Suyu)’dan olusan sulandiricilarin ¢6ziim
sonrast motiliteleri sirasiyla % 66,75 £1,18, % 10,75 £0,75, % 68,25 £1,97, % 50,75
+0,75 olarak bulunmustur. Bu c¢alismada Ringer solusyonu, Mounib
sulandiricisindan istatistiksel olarak farkli olmamasina karsin rakamsal olarak en
yuksek motiliteyi verdigi ic¢in ¢ipura spermasinin dondurulmasinda en uygun
sulandirici olarak secilmistir. Calismanin sonucunda Ringer, Mounib ve % 1 NaCl

sulandiricilari basarili, tuzlu Mounib sulandiricist basarisiz bulunmustur.

Calismada c¢ipura spermasi i¢in en iyi sulandirici se¢iminden sonra, % 10
DMSO, % 10 EG ve % 10 DMA arasindan hangisinin ¢ipura spermast i¢in en uygun
kriyoprotektan oldugu tespit edilmistir (Deney 2). Sonucta % 10 DMSO (%
61,66)’nun digerlerine oranla (sirasiyla % 42,66, %23,33) iyi ¢6ziim sonu motilite
verdigi tespit edilmistir. Kriyoprotektanlarin %10’luk oranlar1 ile alinan bu sonuglara

gore sadece DMSO’nun kriyoprotektif etkinliginin yeterli oldugu tespit edilmistir.

Dondurulmus spermanin ¢ozdiiriilmesinde ise iki farkli sicaklik ve siire
uygulanmis ve 35 °C’de 15 sn’de ¢ozdiiriilen sperma (%69 +0,57), 26 °C’de 20
sn’de ¢ozdiiriilen spermaya (%67 £1,22) gore daha iyi sonuglar vermistir (Deney 3).

Fakat elde edilen fark anlamli bulunmamustir.

Calismanin sonunda taze ve dondurulmus sperma ile elde edilen ddlverimi
arastirilmistir. Sonucta dondurulmus sperma (% 43,48 ) ve kontrol gruplart olan
sulandirilmis (1 : 3) taze sperma (% 44,57), sulandirilmamis taze sperma (% 45,42)
ve dogal dollenmis yumurtalarin (% 43,49) kulugkadan ¢ikma oranlari arasinda
anlaml farklilik olusmamustir. Elde edilen kulucka basarisi, ¢ipurada fertilizasyon

veya dolverimi {izerine yapilan arastirmalarin ¢ogu ile benzerlik gostermektedir.

Yapilan calisma, c¢ipura spermasinin baslica spermatolojik 6zelliklerinin
belirlenmesi, spermanin uygun sulandirici, uygun kriyoprotektan, uygun ¢ozdiirme

sicakliklarinin tespiti ve son olarak dondurulmus sperma ile délverimi elde edilmesi
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anlaminda {ilkemizde bir ilktir. Yurtdisinda dahi o6zellikle ¢ipura spermasinin
spermatolojik 6zelliklerinin ortaya konulmasindaki literatiir bilgi oldukca sinirlidir.
Cipura spermanin dondurulmasinda en iyi sulandirici, en iyi kriyoprotektan, en iyi
sogutma orani, en iyi ¢dzdiirme sicaklig1 ve siiresi gibi ¢aligmalarinda oldukca sinirli
sayida oldugu goriilmektedir. Yapilan ¢alismanin, ¢ipura spermasinin dondurulmasi
ve suni tohumlamada kullanilmasi i¢in ideal prosediiriin belirlemesinde yardimci

olacagi ve diger caligmalara 151k tutacagi dikkate alinmalidir.

Cipura spermasinin dondurulmasinda ideal prosediirii belirlemek igin, farkl
kriyoprotektanlar1 degisik konsantrasyonlarda denemek, dondurulmasinda sogutma
oranlar1 ile ilgili arastirmalarin yapilmasi, c¢ozdiirme sicakligi ve siiresinin
arastirilmasi, ¢ozdiriilmesinin ardindan ne kadar siire igerisinde kullanilmasi
gerektigi ve spermatozoa canlilik siiresinin tespit edilmesi gibi farkli konularda ek

arastirmalarin yapilmasi gerekmektedir.

Bunlara ek olarak, suni tohumlamada kullanilmasi sirasinda gametlerin temas
stirelerinin (2 - 5 dk) arastirilmasi, tohumlamada aktivasyon i¢in kullanilan deniz
suyunun Ozellikleri (%o 30 — 38 tuzluluk), yumurtaya oran1 (1 : 1 — 1 : 5) ve
inkiibatore aktarilmadan onceki ge¢mesi gereken stirelerin (2 - 10 dk) arastirilmasi

Onerilmektedir.
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OZET

Cipura Bahgi (Sparus aurata L. 1758) Spermasinin Bashca Spermatolojik
Ozelliklerinin Saptanmasi, Dondurulmasi ve Dolverimi

Bu arastirmada, biiyiik ekonomik dneme sahip ve yetistirciligi yapilan ¢ipura baliginin bazi
spermatolojik Ozelliklerinin saptanmasi, spermasinin dondurulmast ve dondurulmus
spermanin suni tohumlamadaki basarisinin belirlenmesi ve elde edilecek sonuglar
gergevesinde cipura balig1 yetistiriciliginde daha ekonomik ve verimli {iretimin saglanmasi
icin temel olusturmasi1 amaglanmistir.

Arastirmada damizlik nitelikli baliklar arasindan rastgele segilen 10 erkek, 4 disi ¢ipura
kullanilmistir. Erkeklerden abdominal masaj yontemi ile sagilan spermada; renk, miktar,
motilite, yogunluk ve pH belirlenmistir. Cipura balig1 spermasi siit beyaz- acik krem
renginde, sperma miktar1 6,77 = 1,25 ml, spermatozoa motilitesi % 90,5 £ 1,20, spermatozoa
yogunlugu 21,55 + 2,29 x 10° spz/ml ve pH degeri 7,3 + 0,05 olarak belirlenmistir.

Dondurulmak iizere alinan spermalar uygun sulandiriciya, uygun Kkriyoprotektan
eklenmesinin ardindan 0,25 ml’lik payetlere c¢ekilmistir. Alistm safhast uygulanmadan
payetler s1vi azot buharinda siv1 azot seviyesinin 4- 6 cm iizerinde 10 dk’da dondurulmus ve
stv1 azot igerisinde saklanmigtir. Spermanin dondurulmasinda oncelikle 4 farkli sulandirici
(+% 10 DMSO) kullanilmistir (Deney 1). Mounib mediyumu, tuzlu Mounib mediyumu,
Ringer solusyonu, %1°lik deniz suyu’dan olusan sulandiricilarin ¢6ziim sonrasi motiliteleri
sirastyla % 66,75+1,18, % 10,75+0,75, % 68,25+1,97, % 50,75%0,75 olarak bulunmustur. Bu
deneyde ¢ipura spermasi i¢in en iyi sulandiricilar olarak tespit edilen Ringer ve Mounib
sulandiricilart arasinda istatistiki fark (p>0,05) bulunmamistir. Ringer solusyonu rakamsal
olarak daha iyi sonug verdigi i¢in ¢calismanin ana sulandiricisi olarak secilmistir.

Daha sonra en uygun kriyoprotrektani belirlemek amaciyla Ringer sulandiricisina %10
DMSO, %10 EG, %10 DMA katilmistir (Deney 2). Kriyoprotaktanlarin etkiliginin
arastirlldig1 bu deneyde elde edilen ¢6ziim sonu motilite degerleri sirasiyla % 61,66 , %
42,66, %23,33 olarak tespit edilmistir. Kriyoprotektanlar arasindaki fark istatistiki (p<0,05)
olarak 6nemli bulunmustur.

Spermanin dondurulmasinin ardindan payetlerin ¢ozdiiriilmesi i¢in 35 °C’de 15 sn’de
ve 26 °C’de 20 sn’de olarak iki sekilde uygulanmistir (Deney 3). Cozdiirme sicakliklarindan
sirastyla % 69 £0,57 ve % 67 £1,22 motilite alinmistir. Cozdiirme sicakliklari arasindaki fark
anlamli bulunmamistir (p>0,05).

Calismanin sonunda taze sperma, sulandirilmig taze sperma ve dondurulmus sperma ile
Sg (yaklasik 5000-6000 adet) yumurtadan elde edilen dolverimi sonuglari
degerlendirilmistir. Sonug olarak, dondurulmus sperma ve kontrol gruplari olan sulandirilmis
taze sperma, sulandirilmamis taze sperma ve dogal dollenmis yumurtalarin kulugkadan
¢tkma oranlar1 arasinda anlamli farklilik olusmamistir. Dondurulmus sperma ile % 43,48,
kontrol gruplarindan ise sirasiyla % 44,57, % 45,42, % 43,49 kulucka basari elde edilmistir.
Dondurulmus sperma, 1 — 1,5 x 10* spz/yumurta oraninda kullanildigi zaman taze sperma ile
ayni1 dolverimi oraninina sahip oldugu tespit edilmistir.

Anahtar sozciikler: Cipura (Sparus aurata) , Spermatolojik 6zellikler, Sperma Dondurma,
Délverimi
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SUMMARY

Determination of Principal Spermatological Parameters, Cryopreservation and
Fertility of Gilthead Sea Bream (Sparus aurata L. 1758) Semen

The objective of this study is the determination of principal spermatological paramaters,
sperm cropreservation and determining the fertilization potential of gilthead sea bream's
frozen semen which has a great economical potential in aquaculture and afterall using these
results on feasible mass production of this subspecies..

In this study, 10 male and 4 female randomly selected broodstock gilthead sea breasm
were used.Semen was collected by hand stripping method. Some spermatological properties
such as color, semen volume, motility, concentration and pH were determined.The color of
semen was light cream-white,semen volume, spermatozoa motility, spermatozoa
concentration and pH have been determined as 6,77 = 1,25 ml, % 90,5 £+ 1,20, 21,55 + 2,29 x
10° spz/ml, and 7,3 £ 0,05 respectively.

Before the cryopreservation the semen was diluted with suitable extender and
cryoprotectant and then packaged in 0,25ml straws. The straws were frozen above 4- 6 cm
from liquid nitrogen level for 10 min and stored in liquid nitrogen. On first experiment 4
different types of extender (+ %10 DMSOQO) are used for freezing the sperm. The extenders
were Mounib medium, Mounib medium with NaCl, Ringer solution, %1 NaCl gave %
66,75+1,18, % 10,75+£0,75, % 68,25+1,97, % 50,75+0,75 motility respectively.In this
experiment, Ringer and Mounib were found as best extenders for the gilthead sea bream
sperm and differency of these extenders were not significant (p>0,05). Due to getting better
numeral results with Ringer Solution , it was selected as main extender of the study.

After that, for determination of the suitable cryoprotectant % 10 DMSO, % 10 EG, %10
DMA was added to Ringer solution and gave % 61,66 , % 42,66, %23,33 postthaw motility
respectively (experiment 2). Differency between these cryoprotectant was significant
(p<0,05).

Frozen sperm was thawed in water in two ways (35 °C 15 s and 26 °C 20 s) and they
gave % 69 +0,57, % 67 +1,22 motility (experiment 3). Differency between these thawing
procedures was not significant (p>0,05).

Artificial insemination with fresh sperm, diluted fresh sperm and frozen sperm were
tested on separately 5g (apx.5000-6000) egg. Hatching rate was % 43,48 with frozen sperm
and control group which were fresh sperm, diluted fresh sperm and naturally inseminated
eggs gave % 44,57, % 45,42, % 43,49 hatching rates respectively. Differency between these
groups was not significant (p>0,05). At the 1 — 1,5 x 10* spz/egg concentration frozen sperm
gave the same hatching rate with fresh semen.

Key words: Gilthead sea bream (Sparus aurata), Spermatological parameters,
Cryopreservation, Fertility
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