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OZET

Pullu Sazan (Cyprinus Carpio L. 1758) Spermasimin Dondurulmasinda
Kullanilan Farkh Sulandirici ve Kriyoprotektanlarin Fertilizasyon
Uzerine Etkisi

Arastirmada, pullu sazan (Cyprinus carpio L. 1758) spermasinin farkli sulandirici ve
kriyoprotektan igeren sulandirma soliisyonlar1 ile sulandirilmast ve dondurulmasi
amaglandi. Caligmada, 3 yas ve tizeri 11 adet erkek ve 5 adet disi damizlik balik kullanildi.
Baliklardan sperma abdominal masaj yontemi ile alindi. Alinan ejekulatlarda ortalama
sperma miktari, spermatozoa motilitesi (%), spermatozoa canlilik siiresi (s), spermatozoa
yogunlugu (x10° /ml) ve pH degerleri sirasiyla 14.23 £22.16, 82 +7.27, 575.36 +624.63,
11.5 + 3 x10° ve 7.7 +0.4 olarak tespit edildi. Motilite tayininde spermatozoa aktivasyonu
icin % 0.3’lik NaCl soliisyonu kullanildi. Spermanin sulandirilmasit i¢in Sulandirici 1
(75 mmol/l NaCl, 70 mmol/l KCI, 2 mmol/l CaCl,, 1 mmol/l MgSQO,4, 20 mmol/l Tris),
Sulandirict I (350 mM glukoz, 30 mM Tris) ve Sulandirici III (300 mM glukoz,
%10 yumurta sarisi) olarak tanimlanan {i¢ farkli sulandirma soliisyonu hazirlandi. Her
sulandirma soliisyonuna %10 oranlarinda DMSO, DMA ve Gliserol olmak iizere ii¢ farkli
kryoprotektan ilave edilerek 9 farkli sulandirict kriyoprotektan kompozisyonu elde edildi.
Spermalar 1:3 oraninda sulandirildiktan sonra 0.25 ml’lik payetlere cekilerek sivi azot
buharinda donduruldu. Dondurulan payetler sivi azot iginde -196 °C’de saklandi.
Payetlerin ¢ozdiirme islemi 30 °C’deki su banyosunda 20 saniyede gergeklestirildi.

Gruplarda ekulibrasyon sonrast motilite oranlarinin karsilastirilmasinda Sulandiric I
ile Sulandirict I ve Sulandirici I ile Sulandirici 11T arasindaki farkliliklarin 6nemli
(P<0.001) oldugu belirlendi. Ekulibrasyon sonrasi motilite oran1 {izerine
kriyoprotektanlarin etkisinin bulundugu, Sulandirici I ve Sulandirict III e ilave edilen
DMSO ile DMA (P<0.01) ve Gliserol (P<0.001) arasindaki farkliliklarin énemli oldugu
tespit edildi. Dondurma ¢6zdiirme sonrasi spermatozoa motilitesi lizerine sulandiricilarin
etkisisinin bulundugu, Sulandirici I ile Sulandirici III arasinda farklili§in 6nemli oldugu
(P<0.05), ancak bu farkliligin olusumunda kriyoprotektanlarin ya da sulandirici ile birlikte
kriyoprotektanlarin etkisinin bulunmadigr gézlendi (P>0.05). Ortalama canlilik siiresi en
yiiksek Sulandirict I DMSO grubunda (106.67 £43.33 s), en diisiik ise Sulandirict1 I DMA
grubunda (31.66 +£9.27 s) elde edildi. Ancak, spermatozoa canlilik siireleri agisindan
gruplar arasinda farkliligin 6nemli olmadigi tespit edildi (P>0.05). Tim gruplarda
fertilizasyon oranlar1 oldukga yiiksek olmasina karsin, Sulandirici I ile Sulandirici II ve
Sulandirict I ile Sulandirict IIT arasinda farkliliklarin 6nemli oldugu gozlendi (P<0.01).
Ancak bu farkliligin olusumunda kriyoprotektanlarin ya da sulandirict ile birlikte
kriyoprotektanlarin etkisinin bulunmadig1 gézlendi (P>0.05).

Sonug olarak, ii¢ farkli sulandirict ve kriyoprotektan igeren sulandirma soliisyonlari
ile sulandirilip dondurulan pullu sazan spermasi ile yapilan fertilizasyon islemlerinde tiim



deneme gruplarinda fertilizasyon orani oldukga yiiksekdi. En yiiksek fertilizasyon orani
sulandiric1 I DMA grubunda (99.66 +0.33), en diisiik fertilizasyon orani ise sulandirict I
DMSO grubunda (96.00 +1.00) elde edildi.

Anahtar Kelimeler: Pullu sazan, Sperma, Sulandirici, Kriyoprotektan, Dondurma.
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ABSTRACT

Effect on Fertilization of Different Extender and Cryoprotectants Used

Cryopreservation of Scaly Carp (Cyprinus carpio L.1758) Sperm

In this study, it was aimed to dilute and freeze the semen of scaly carp (Cyprinus
carpio L.1758) in different cryoprotectants and extenders. In the experiment, 11 male and
5 female over 3-years-old stud carps were used. The semen of the fishes was collected by
the method of abdominal massage. The mean semen volume (ml), sperm motility (%),
sperm viability time (sec), spermatozoa concentration (x10° / ml) and pH values were
14:23 +22.16, 82 £7.27, 575.36 +624.63, 11.5 +3 x10° and 7.7 £0.4, respectively. In order
to activation of sperm, 0.3% NaCl the solution was used. For semen dilution three different
diluents called as extender I (75 mmol/l NaCl, 70 mmol/l KCI, 2 mmol/l CaCl,,
1 mmol/l MgSQy, 20 mmol/l Tris), 1l (350 mM glucose, 30 mM Tris) and 111 (300 mM
glucose, %10 egg yolk) were used. DMSO (10 %), DMA (10 %) and glycerol (10 %) were
added to each extender separately, in which nine different extender-cryoprotectant
compositions were obtained. After the dilution of sperm at 1:3 ratio, the sperm samples
were transferred in 0.25 ml plastic straws (IMV, France). The straws were cryopreserved in
liquid nitrogen vapor (-120 °C) and then was stored in the liquid nitrogen (-196 °C). The
frozen straws were thawed in a water bath at 30 °C for 20 sec.

According to the comparison of motility rates in the groups after equilibration rates,
it was found that extender | was significantly (P<0.001) different from extender Il and IlI.
After equilibration, the effects of cryoprotectants on the motility rate was observed and it
was found that the difference between DMA and glycerol with DMSO added to extender |
and 111 was significant (P<0.01). It was observed that there was an effect of extenders on
the motility of spermatozoa after the thawing of straws. In addition, there was a significant
difference between the extender | and Il (P <0.05). However, it was found that this
difference was not the result of the use of cryoprotectants or extender with cryoprotectants
(P> 0.05). After the straws were thawed, average lifetime was the highest in the extender 1l
DMSO group (106.67 +43.33 sec), and lowest in the extender I DMA group
(31.66 + 9.27 sec). However, in terms of viability of spermatozoa differences between
groups were not observed (P>0.05). Although fertilization rates were high in all groups, the
extender | was found to be the significant different (P<0.01) from the extender Il and IlI.
However, it was observed that cryoprotectants or extenders with cryoprotectants (P>0.05)
did not have any effect on the formation of this difference.

In conclusion, fertilization rates were considerably high in all experiment groups in
which the semen of Cyprinus carpio (L.1758) were cryopreserved in liquid nitrogen vapor
after diluting with three different extender-cryoprotectant compositions. Fertilization rate

Xl



was the highest in the extender Il DMA group (99.66 +0.33), and lowest in the extender |
DMSO group (96.00 +1.00).
Key Words: Scaly carp, Semen, Extender, Cryoprotectant, Cryopreservation.
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1. GIRIS

Su iirlinleri yetistiriciligi; sagliklt beslenme, dogal balik stoklarina olan av baskisinin
azaltilmasi, istihdam, doviz girdisi ve kirsal kalkinmaya katki saglamasi gibi yonlerden
onemli bir tretim sektoriidiir. Kontrollii balik iiretimi, hayvansal protein ihtiyacinin
karsilanabilmesi i¢in gliniimiizde oldukca biiyiik boyutlara ulagsmistir. FAO tarafindan
diinyada en hizli biiyliyen gida sektorii olarak belirlenmis olan su iirtinleri yetistiriciliginde,
Tiirkiye’de de 6nemli gelismeler gézlenmektedir. Yeterli ve dengeli beslenmenin temeli
olan hayvansal iiriin talebinin karsilanmasinda su irtinleri yetistiriciligi dogal bir kaynak

ozelligi tasimaktadir (FAO 2011).

TUIK verilerine gore Tiirkiye’de 2010 yilinda, yaklasik 485.939 tonu avcilikla,
167.141 tonu yetistiricilikle olmak {iizere toplam 653.080 ton su {iriinleri {retilmistir

(TUIK 2011).

Ulkemizde balik yetistiriciligi iiretim ve pazarlama ydniinden gelisme gostermekle
beraber, bu gelisime paralel olarak oOzellikle 1slah konusunda Onemli sorunlarla
karsilagilmaktadir. Bu soruna getirilebilecek ¢oziimlerin basinda kriyopreservasyon
yontemlerinin  kullanilmas1 gelmektedir. Sperma kriyopreservasyon yontemi, balik
yetistiriciliginde uygulanan 1slah programlarinda biiyiik 6nem tagimaktadir (Ak¢ay ve ark.

2004).

Balik¢ilik endiistrisi uzun yillar saglikli larvalarin tliretimi i¢in, yumurta kalitesinin
sperm kalitesinden daha 6nemli oldugu goriisiine sahip bulunmaktaydi. Ancak son yillarda
erkek damizliklardan kaliteli sperma elde edilmesinin de larva iiretiminde 6nemli oldugu

goriisi kabul géormektedir (Rurangwa ve ark. 2004).

Yetistiricilik kosullarinda ancak iyi kalitede sperma kullanilarak yiliksek oranda dol
verimi elde edilebildiginden sperma kalitesinin bilinmesi olduk¢a Onemlidir. Ciinki
spermatolojik &zelliklerden herhangi birinde meydana gelen olumsuzluklar, déllenmeyi
dogrudan etkilemekte, steril nitelikteki erkek damizliklarin isletmeden ¢ikarilmasi ile de
onemli bir ekonomik kazang elde edilmektedir (Bozkurt ve Seger 2006). Spermatozoonun
fizyolojik 6zelliklerini ve sperma kalitesinin belirlenmesi i¢in yapilan calismalarda yaygin

sekilde kullanilan parametreler; sperm hareketliligi, canlilik siiresi, seminal plazmanin



biyokimyasal 0Ozellikleri, spermatozoonun yapisi ve sperm sulandirma oranlarinin

saptanmasi olarak ifade edilmektedir (Bromage ve Roberts 1995).

Tiirkiye’de ciftlik hayvanlarinin yetistiriciliginde genis bir kullanim alani bulmasina
ragmen, balik yetistiriciliginde dondurulmus sperma kullanimi ve dondurulmus sperma
kullanarak yeterli diizeyde uygulama ve dol verimi basarisina heniiz ulasilamamistir.
Yapilan literatiir incelemelerinde, pullu sazan spermasinin spermatolojik &zelliklerini
ortaya koyan ve dondurulan pullu sazan spermasinin fertilite yeteneginin belirlenmesine
yonelik arastirmalarin sinirlt sayida oldugu goriilmektedir (Akcay ve ark. 2004). Balik
spermasinin dondurularak (kriyopreservasyon) uzun siire bagsarili bir sekilde saklanmasi ve
uygun metotlarin secilmesi, balik yetistiriciliginde damizlik stogun organizasyonu
acisindan oldukca Onemlidir. Basarili bir kriyopreservasyonda sulandiricinin bilesimi ve

kullanilan kriyoprotektanlar 6nemli rol oynamaktadir (Munkittrick ve Moccia 1984).

Bu ¢alismada; pullu sazan (Cyprinus carpio)’larin sperma kalitesinin belirlenmesi,
spermanin farkli kimyasal kompozisyona sahip sulandirict ve kriyoprotektanlar ile
muamele edilerek sivi azot buharinda dondurularak muhafaza edilebilirligi ve dondurulan

spermanin ¢ozdiiriilerek fertilizasyon yeteneginin arastiritlmasi amaglanmaistir.



2. GENEL BILGILER

Baliklar (Latince: Pisces) poikloterm olan, neredeyse sadece suda yasayan ve
solungaglari ile solunum yapan, soguk kanli, ¢ift gozlii kalp yapisina sahip, ¢ogunun

viicudu pullu, genellikle yumurta ile tireyen omurgali hayvanlardir (Vikipedi 2012)

Omurgalilar arasinda en fazla tiire sahip olan baliklarda, tiir sayisinin 40000
civarinda oldugu bildirilmektedir (Vikipedi 2012). Memelilerin tiir sayis1 ise sadece
4500°diir. Bu nedenle, baliklar giiniimiizde yasayan omurgalilarin yaridan fazlasini
olusturmaktadir. Bu kadar fazla sayida tiire sahip olan baliklar morfoloji, fizyoloji ve
Ozellikle de reprodiiktif faaliyetler yoniinden g¢esitlilik gostermektedirler (Billard ve
Cosson 1992, MEGEP 2006).

2.1. Sazan Bahgmn (Cyprnus carpio L. 1758) Tanimi, Diinyaya Yayihs1 ve
Sistematikteki Yeri

Bazi bolgelerde Uzgiin, Akpullu ve Borak da denilen sazan tath su kokenli bir
baliktir. Sazan balig1 sicak durgun golleri ve yavas akan sulari sevmekte, tabani kumlu,
camurlu ve su alt1 bitkilerinin iyi gelistigi ortamlardan hoslanmaktadir. Ana vatani,
Anadolu’dan Uzakdogu’ya kadar uzanan genis bir alan1 kapsamaktadir. Sazan baliginin

yayilig alanlarina gore 3 alt tiirti bildirilmektedir (Tekelioglu 2005, Deveciyan 2006).

1. Avrupa ve Transkafkasya Sazam1 (Adi Sazan: Cyprinus carpio,
LINNAEUS, 1758). Yayilis alan1 Hazar havzasi ve Aral bolgesi.

2. Uzakdogu ve Cin Sazan1 (Amur Sazani: Cyprinus carpio haematopterus).

Yayilis alan1 Kuzey Cin ve Amur havzasi.

3. Vietnam Sazani (Cyprinus carpio fossicola). Yayilis alan1 Cin’in giiney

bolgeleri ile Vietnam’dir.

Sazan balig1 Avrupa ve diger kitalara insan eli ile gotiiriilmiis ve yayginlastirilmigtir.

Avrupa’nin ¢esitli {ilkelerinde 7. ve 8. ylizyillardan beri yetistiriciliginin yapildigi



bildirilmektedir. Ulkemizde ise sazan yetistiriciliginin mazisi ¢ok yeni olup, son 50-55

sene igerisinde kurulan isletmelerde tiretilmektedir (Tekelioglu 2005).

Sazan, Ostariophysaires takimmin biiyikk Cyprinidae ailesinin tipik baligini
olusturur. Sazanmn baliginin sistematikteki yeri asagida belirtildigi sekilde yapilmistir

(Tekelioglu 2005).

Sinif : Pisces : Baliklar

Alt Siuf : Osteichthyes :Gergek kemikliler
Ust Takim : Teleostei : Kemikli baliklar
Takim : Ostariophysi : Sazan nevalesi
Alt Takim : Cyprinoidea : Sazan benzerleri
Familya : Cyprinidae - Sazangiller

Cins : Cyprinus : Sazan cinsi

Tiir : Cyprinus carpio (L. 1758) : Sazan

Bu takimin adi Cypriniformes olarak da bildirilmektedir. Takimin belli bagh 6zelligi,
isitme organlarina yiizme kesesini baglayan kii¢iik bir kemik zinciridir. Cyprinidae ailesi
baliklariin karakteristik 6zellikleri; tek sirt ylizgecinin olmasi, viicutlarinin ¢ogu zaman
cok biiylik pullarla kapli olmasi, dudaklarinin dikensiz, cenelerinin digsiz olmasi ve
cigneme isleminin yutaktaki dislerle saglanmasidir. Cyprinidae/Sazangiller ailesinin

denizde yasayan higbir iiyesi bulunmamaktadir (Tekelioglu 2005).

2.2. Sazan Bahgmin Morfolojisi ve Ayiric1 Ozellikleri

Sazan baligimnin bas ve sirt kisimlart esmer yesil, yanlar ise yesilimsi sar1 renktedir.
Sazan baliklarinda viicut fiize seklinde, baz1 melez tiirlerinde enli olabildigi gibi, yanlardan
hafif yassilagsmis goriinimdedir. Yanlardan yassilasma daha az olup, viicut oval bir

goriiniis kazanmis ve daima boyu, yiiksekliginden daha fazladir. Genellikle viicut diizgiin



ve iri pullarla kaplhidir. Adi sazandan melezleme sonucu elde edilmis olan tiirlerde pullar
azalmis veya yoktur, bas kism1 pulsuzdur (Atay 1987, MEGEP 2006).

Sazanlarin hava keseleri iki odaciklidir. Sirt ylizgecleri uzun, gogiis ve karin
yiizgecleri ¢ift, diger yiizgecleri ise tektir (Celikkale 1988, Emre 2004). Aynali sazan
olarak da adlandirilan kiiltiir sazani, dogal sazaninin kiiltiire edilmis formudur. Dogal
sazana gore daha yliksek sirth, tiknaz, viicudunun biiyiik kismi pulsuz, pullar1 viicudunun
degisik bolgelerine dagilmis ve yuvarlaktir. Aynali Sazan hizli gelisen ve yapay
yetistiricilik sartlarina iyi uyum saglayan ve yem degerlendirmesi yiiksek olan bir tiirdiir.
Aynali sazanlarin 20 - 25 yil hatta 35 - 40 y1l yasadiklar1 ve boylarinin 1 m’nin iizerine
ciktig1 agirliklarinin ise 25 - 30 kg’a ulastigi bildirilmektedir (Geldiay ve Balik 1999,
MEGEP 2006).

Bogaz bolgesine yerlesmis ve besinleri 6glitme gorevini istlenmis olan yutak
(Farinks) disleri goriilmekte olup, tiirlerin sistematik ayriminda 6nemli bir karakter olarak
dikkate alinir. Farinksin i¢ cidarinda bulunan disler ise sazangiller ailesi tiiyelerinde
goriilmektedir (Atay 1987, Sarthan ve Tekelioglu 2005).

Karm ylizgeglerinin yeri gogiis yiizgeclerinin arkasinda olup abdominal tip yiizgeg
goriilmektedir. Sazanlarda gercek mide yoktur; onun i¢in yemek borusu iyi gelismis olup,
dogrudan dogruya bagirsaga baglanir. Aniislin sekli cinsleri ayirict karakter olarak
kullanilabilir. Disi sazanda aniis konvex veya kabarik durumda oldugu halde, erkekte
konkav goriiniistedir. Sazan balig1 ses titresimlerine karst ¢ok hassastirlar. Sebebi,
titresimleri hava kesesinden i¢ kulaga nakleden ve weber kemikleri denilen bir seri kemik
sisteminin (4 adet kemik) mevcut olmasidir (Sarthan ve Tekelioglu 2005, MEGEP 2006) .

2.3. Erkek Bahiklarda Ureme Sistemi

2.3.1. Testisler ve Kanal Sistemi

Erkek baliklarin iireme sistemi testisler ve bunlara bagli kanal sisteminden
olusmaktadir. Testisler viicut boslugunun medio - dorsalinde, uzunlamasina ve ¢ift olarak
yer almaktadir. Testisler viicut boslugunun ¢eperine “mezorsiyum” adi verilen ligament ile

baglidir (Billard 1992, Suquet ve ark. 1993).



Testislerin biiyiikliikleri ve rengi iireme mevsimine bagli olarak degisiklik
gostermektedir.  Ergin  baliklarda testisler viicut agirhiginin  %12’sine  kadar
erisebilmektedir. Renkleri krem-beyaz olup, yiizeyi piiriizsiizdiir (Billard 1992).

Testisler, testikiiler kapsiil ile sarili bulunmaktadir. Bu kapsiil testisin igerisine
girintiler yaparak spermatogenetik birimleri olusturur. Spermatogenetik birimlerin her biri
rete testis ad1 verilen bir kanal agi ile baglantili bulunmaktadir. Spermatogenetik birimlerin
i¢lerinde iireme hiicreleri (spermatogonium) ve sertoli hiicreleri olmak tizere iki tip hiicre
bulunur. Sertoli hiicrelerinin, besleyici ve destekleyici rol oynadig1 ve hormon sentezledigi

bildirilmektedir (Loir 1990, Celikkale 1991).

2.3.2. Erkek Baliklarda Ureme Fizyolojisi

Reprodiiktif etkinligin baglamasi igin yumurtadan ¢iktiktan sonra erkek baligin belirli
bir viicut agirligma ulasmasi, uygun degerde sicaklik, 1sik ve diizenli bir hormonal
mekanizma gerekmektedir. Genellikle erkekler disilerden daha erken seksiiel olgunluga
ulagirlar. Ayrica bireydeki tiir, yas, boy ve fizyolojik yapt puberteyi etkilemektedir
(Celikkale 1991).

Beslenme ve biiylime i¢in optimum su sicakligt 23 - 25 °C’dir. Bulundugu suyun
sicakligi ve besin madde igerigine bagli olarak erkekler 2 - 3 yasinda cinsel olgunluga
erisirler. Erkek baliklar spermalarmmi yumurtalarin iizerine piiskiirterek bir gesit
bombardiman ile déllii yumurta sayisinin artmasini saglarlar. Ulkemizde sazan baliginin

tireme periyodu Mayis-Temmuz aylarindadir (Tekelioglu 2005, Cagiltay 2007).

2.3.3. Spermatogenezis

Reprodiiktif siklus, reprodiiktif eksen diye adlandirilan ve hormon salinimini
diizenleyen beyin — hipofiz — gonadlar arasinda diizenlenmektedir. Hipofiz
gonadotropinleri (GTHs) olarak adlandirilan follikiil stimiile edici hormon (FSH) ve
luteinlestirici hormon (LH) reprodiiksiyonun hormonal kontroliinde anahtar rol
oynamaktadirlar. GTHS’nin salimimi beyin yoluyla gonadotropin salgilatict hormon

(GnRH)’un stimiile edici etkisi ile olmaktadir (Cabrita ve ark. 2009).



Spermatogenezisin baslangicinda, spermatogonia’lar hacim olarak biiylir ve primer
spermatozoitler olusur. Primer spermatozoitler mayoz bolinme gegirerek sekonder
spermatozoitlere, her bir sekonder spermatozoitin mayoz bdliinme gecirmesi sonucu ise
spermatid ’ler olusmaktadir. Spermatid’ler haploit kromozomlu olup ¢evreleri bir membran
ile kaplidir. Spermatid’ler belli bir siire sonra bir ¢esit metamorfoz gegirerek

spermatozoonlara doniismektedir (Woynorovich ve Horvath 1980).

2.3.4. Spermanin yapisi

Sperma, spermatozoa ve seminal plazmadan olusan, genellikle beyaz-krem renginde

yar1 viskoz hiicresel bir sividir (Bozkurt 2004).

2.3.5. Spermatozoa

Balik spermatozoa’lar1 bas, orta ve kuyruk olmak iizere ii¢c kisimdan olusmaktadir.
Sazanlarda bas kisminda akrozom bulunmaz, sitoplazma ve mitokondrileri igeren oldukga

kisa bir orta kisma sahiptirler (Billard 1988).

Sazan spermatozoonlarinin bas kismi kiiremsi bir yapidadir (Jamieson 1991).
Spermatozoa’nin orta kismi kisadir. Spermatozoa’nin orta kisminda diizensiz ve asimetrik
bir yapilagsma s6z konusu olup 8-10 adet mitokondri bulunmaktadir (Bozkurt 2004).
Spermatozoa’lar testisin kanal bosluklarinda toplanmakta ve ¢evre sartlar1 uygun oluncaya
kadar inaktif bir sekilde kalmaktadir. Testislerde inaktif bir sekilde bulunan spermatozoa,
su ile temasa gectiginde hareket kabiliyeti kazanmaktadir (Akgay ve ark. 1995; Gorda
1995).

2.3.6. Seminal plazma

+ o+ +

+ ++ -
Seminal plazmanin bilesimini Na , K, Ca , Mg , Cl, glukoz, sakroz gibi sekerler
ve protein komponentleri olusturmaktadir (Bozkurt 2004). Sazan seminal plazmasinda
LDH (laktat dehidrojenaz), MDH (malat dehidrogenaz), acetate-butyrate esteras, alanyl-

leucine aminopeptidaz gibi enzimsel aktiviteler bulundugu bildirilmistir (Billard ve Cosson



1990). Seminal plazmayi olusturan maddeler yasam ve g¢evre kosullarina bagli olarak

degisiklik gostermektedir (Piironen 1985).

Spermanin kimyasal igerigi tiirden tlire ve iireme sezonunun donemlerine gore
farkliliklar gosterse de, genellikle Na™* ve K™ca zengin olup ayrica Mg'" ve Ca'"da
icermektedir (Stoss 1983).

2.3.7. Spermatolojik Ozellikler

2.3.7.1. Sperma Rengi

Bir¢cok balik tiiriinde sperma beyaz - krem renge sahiptir. Bundan dolayr balik
spermasina “balik siitii” de denilmektedir (Seger 1998).

2.3.7.2. Sperma Miktari

Sperma miktari, spermatozoa motilitesi ve spermatozoa yogunlugu baliklarda sperma
kalitesini goOsteren Onemli spermatolojik Ozelliklerdendir. Sperma miktar1 ise baligin
sperma veriminin ve spermatozoa Sayisinin gostergelerindendir (Aral ve ark. 2004).
Spermanin miktari, tiir ve irklar arasinda hatta bir balik toplulugunun bireyleri arasinda

onemli farkliliklar gostermektedir (Cabrita ve ark. 2009).

Spermatozoonlar, balik testislerinde tiim yil boyunca bulunabilmekte ve su
sicakliginin uygun olmasi durumunda da hormonal uyarim ile yil boyunca sperma
alinabilmektedir (Weil 1980). Ozellikle su sicakligi, sperma alma aralii, yas, disinin
varligi ve bakim-besleme sartlar1 sperma miktar1 tizerine dogrudan etkilidir
(Biiyiikhatipoglu ve Holtz 1984). Bozkurt ve Secer (2005) sperma miktarina iligskin olarak,
tireme mevsiminin basinda diisiik olan sperma miktarinin iireme mevsiminin ortasinda artis
gosterdigini ve lireme mevsiminin sonunda ise tekrar azaldigimi belirtmektedir. Gjerde
(1984), sperma miktar1 ile viicut agirhig ve viicut uzunlugu arasinda pozitif bir iliski

bulundugunu kaydetmektedirler.

Bozkurt ve Secer (2006), aynali Sazan baliklarinda iireme mevsimi boyunca
spermatolojik ozelliklerini inceledikleri ¢alismalarinda Nisan ayinda sperma miktar1 en

yiiksek 4.8 ml, en disiik 0.8 ml; Mayis ayinda sperma miktarimi en yiiksek 55.3 ml, en



diisiik 2.0 ml ve Haziran ayinda sperma miktarini en yiiksek 2.4 ml, en diisiikk 0.1 ml olarak
bildirmektedirler.

Horvath ve Lukowicz (1982), sazan, ot Sazani, giimiis Sazan1 ve biiylikbag sazanda
ortalama sperma miktarlarini sirasiyla 10 - 20 ml, 10 - 20 ml, 5 - 15 ml ve 10 - 12 mi
olarak kaydetmektedirler. Akcay ve ark. (2004) yaptiklar1 bir ¢alismada, 15 adet aynali
sazanda sperma miktarini 1 ml ile 40 ml arasinda oldukga degisken bir hacim araliginda ve

ortalama 13.26 ml olarak bildirmektedirler.

2.3.7.3. Spermatozoa Motilitesi

Motilite, tek yonde ve giiglii hareket eden spermatozoonlarin, hareketsiz ve diger
hareket bigimi gésteren spermatozoonlara orani olarak ifade edilir. Isik mikroskobunda
200 ya da 400 biyiitme ile belirlenebilmektedir (Akcay ve ark. 2004). Spermatozoa
motilitesi, spermatozoonlarin dolleme kapasitesi ve sperma kalitesi hakkinda fikir veren
onemli bir gostergedir. Motil 6zellik tasimayan spermatozoonlarin yumurta membranina
penetre olamadig ve yumurtay1 délleyemedigi belirtilmektedir (Honeyfield ve Krise 2000,
Aral ve ark. 2004).

Spermatozoon motilitesini belirlemek i¢in farkli soliisyonlar kullanilabilmektedir
(Tvedt ve ark. 2001). Motilite muayenesinde 10 pl sperma, 1 ml SSP (suni seminal
plazma; 1.6 mM CaCl,, 120 mM NaCl, 30 mM KCI, 1 mM MgCl,, 10 mM NaHCOg, pH
8) ile sulandirilir ve sonra bu 6rnekten bir damla Bovin Serum Albumin (BSA) kaplanmis
mikroskop lami {izerine yerlestirilir. Daha sonra 25 pl isletme suyu ile aktive edilen
sperma, 400 biiyiitmede tesadiifi mikroskobik alanlarda ileriye dogru hareket eden
spermatozoon orant % olarak belirlenir. Motilitenin ger¢cege yakin olarak tespit
edilebilmesi i¢cin en az 3 farkli mikroskop sahasinda degerlendirmeler yapilarak

ortalamasinin alinmasi gerektigi kaydedilmektedir (Tvedt ve ark. 2001, Coyan 2002).

Morisawa ve Morisawa (1986)’ya gore, birgok balik tiiriinde motilite
degerlendirmesi skala yontemi ile yapilmaktadir. Bu yonteme gore spermatozoa motilitesi
-, £, +, ++, +++ ve ++++ seklinde degerlendirilmektedir. Bu skalada “-” spermatozoa’nin

tamaminin hareketsiz oldugunu, “+” spermatozoada titresim hareketi gortldigi, “+”



spermatozoa’nin %10 - 25 oraninda motil oldugunu, “++” spermatozoa’nin %25 - 49
oraninda motil oldugunu, “+++” spermatozoa’nin %50 - 75 oraninda motil oldugunu,
“++++” ise spermatozoa’nin %75 ve lizerinde motil oldugunu belirtmektedir. Suquet ve
ark. (1992) ise motilite siniflandirmasini, immotil sperma i¢in 0, %0 — 20 motil hiicreler
icin 1, %20 — 40 i¢in 2, %40 — 60 icin 3, %60 — 80 i¢in 4 ve %80 — 100 i¢in 5 puan

tizerinden gerceklestirmiglerdir.

Balik spermasinin 6nemli 6zelliklerinden birisi, spermatozoonlarin testislerden
ayrildiktan sonra motil karakterde olmamasidir. Bunun nedeni seminal plazmanin iyon
kompozisyonuna ve ozmotik basincinin yiiksek olmasina bagli olarak agiklanmaktadir
(Morisawa ve ark. 1983). Ancak, ejekiilasyondan sonra su ile temas ettiklerinde hareket
kabiliyeti kazanirlar. Bunun da en nemli nedeninin seminal plazmada bulunan K* iyonlar
oldugu belirtilmektedir. Ayrica seminal sivi ozmotik basincinin yiiksekligi (306 mOsm) ve

sukroz gibi sekerlerin varligi da spermaozoa motilitesini engelleyen dnemli faktorlerdir.

Sperma baliktan alindiktan sonra spermatozoonlar hareketsiz kalmaktadirlar. Birgok
balik tiirtinde, ozmotik basingtaki azalma, hareketsiz olan spermatozoadaki motiliteyi
baslatabilmektedir. Spermatozoadaki motilite ve motilite siiresi basarili bir fertilizasyon
icin gerekli olmaktadir. Bu durum spermatozoanlarin ovuma ulasip dolleyebilme
yetenegini gdstermektedir. Iyi kalitede bir spermada, bu iki 6zellige ait degerlerin yiiksek
oldugu bildirilmektedir (Bozkurt 2004).

Spermatozoa motilitesi lizerinde mevsimsel degisimin 6nemli rol oynadig1 ¢esitli
arastiricilar tarafindan belirtilmektedir (Bozkurt ve Secer 2006, Cabrita ve ark. 2010,
Hatipoglu ve Akg¢ay 2010). Ozellikle iireme mevsiminin ortasinda sperma miktari, motilite,
canlilik siiresi, yogunluk ve toplam spermatozoon sayisinda belirgin bir artig, sperma
pH’sinda ise azda olsa bir azalma oldugu kaydedilmektedir (Bozkurt ve Seger 2006).
Spermanin en yiiksek motiliteye sahip oldugu dénemin iireme sezonunun ortalari oldugu

kaydedilmektedir (Cabrita ve ark. 2010, Hatipoglu ve Ak¢ay 2010).

10



2.3.7.4. Spermatozoa Canlilik Siiresi

Balik spermasiin canlik siiresi, sperma alindiktan sonra kiiciikk bir damla sperma
Ornegi lam tizerine birakilir, daha sonra balik tiiriine 6zgli aktivasyon s1visi sperma {izerine
ilave edilir. Hazirlanan preparatta spermatozoa hareketlilik siiresi 100 ya da 200 biiyiitme
ile izlenerek saniye olarak kaydedilir. Canlilik siiresi ayni cinsin farkli bireyleri arasinda da
degisiklik gostermektedir (Tekin ve ark. 2003). Dis dollenmeye (ovipar) sahip baliklarda
sperm motilite siiresi ¢ok kisadir (Hatipoglu ve Akcay 2010). Baliklarda yasin
ilerlemesiyle birlikte sperma hacmi, motilite, canlilik siiresi ve toplam spermatozoon
sayisinin arttigi, ancak spermatozoon yogunlugunun azaldigi bildirilmektedir ( Tekin ve
ark. 2003).

Ortam sicakligi, canlilik stiresini etkileyen onemli bir faktordiir. Disiik sicakliga
sahip ortamda spermatozoa daha uzun siire hareketli kalirken, yiiksek sicakliga sahip

ortamlarda bu siire daha kisa oldugu kaydedilmektedir (Stoss 1983).

Bozkurt ve Seger (2005), iireme mevsimi boyunca yaptiklart caligmada canlilik
sliresinin lireme mevsiminin ortasinda artis gosterdigini kaydetmektedirler. Yine aynali
sazanlarda yapilan bagka bir ¢alismada, aynali Sazan damizliklardan alinan spermalarin
canlilik siiresi saniye (S) olarak Nisan ayinda en yiiksek 310, en diisiik 56, May1s ayinda en
yiiksek 1635, en diisilk 282, Haziran ayinda en yiiksek 860, en diisiik 106 olarak
bildirilmektedir (Bozkurt ve Secer 20006).

2.3.7.5. Spermatozoa Yogunlugu

Yogunluk, birim hacimde bulunan spermatozoa sayisi olarak kabul edilir.
Spermatozoa yogunlugu hemasitometrik yontemle (x10%/ml) belirlenebilmektedir.
Hemositometrik yontemde, 1/100 - 1/1000 oranlar1 arasinda Hayem soliisyonu (5 g
Na,SO4, 1 g NaCl, 0.5 g HgCl,, 200 ml distile su), %10’luk NaCl ¢ozeltisi veya serum
fizyolojik icerisine birka¢ damla formalin damlatilmast ile hazirlanan soliisyonlar
kullanilabilmektedir. Sayim i¢in ¢esitli lamlar kullanilmakla beraber pratikte “Thoma”

lami1 kullanilmaktadir (Coyan 2002).
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Zhukinskiy ve Alekseenko (1983), sazanlarda spermatozoa yogunlugunu iireme
mevsiminin baslangicinda, ortasinda ve sonunda sirasiyla 15.2 x10°, 11.5 x10° ve

12.1 x10° spermatozoon/ml olarak belirtmektedirler.

2.3.7.6. Sperma pH’ s1

pH, spermanin degerlendirilmesinde kullanilan 6nemli bir parametredir. Baliklarda
sperma pH’s1 genel olarak oldukga genis deger (5.5-9.5) araliklar1 arasinda seyretmektedir
(Tekin ve ark. 2003). Sperma pH’sindaki degisimlerin belirlenmesi, spermadaki
spermatozoa orani ve morfolojisi hakkinda bilgi verebilmektedir (Aral ve ark. 2004).
Spermaya idrar veya mukusun karigmasi osmolaritenin ve pH’sinin diismesine neden

oldugu bildirilmektedir (Ozgdray ve Akgay 2010).

Lahnsteiner ve ark. (1998), seminal plazma pH’st ile potansiyel hareketli
spermatozoa ylizdesi, dogrusal hareketli spermatozoa ve spermatozoanin ylizme hizi
arasinda belirgin bir korelasyon oldugunu bildirmektedir. Arastiricilar (Lahnsteiner ve ark.
1998) sazangiller spermatozoasinin potansiyel hareketliligini etkileyen en Onemli

Ozelliginin pH olabilecegini ileri siirmektedir.

Krasznai ve ark. (1995) sazan spermatozoalarmin hipoozmotik ortamda
seyreltildikten sonra, pH’sinda zamana bagiml degisimler oldugunu ve bununda

hareketliligi baglattigini belirtmektedirler.

2.4. Baliklardan Spermanin Alinmasi

Baliklarda sperma kalitesinin en {ist diizeyde tutulmasi i¢in, oncelikle baliklar
stressiz kosullarda tutulmalidir. Bu kosullara; {lireme sezonunun pik yaptigi sirada
spermanin alinmasi, sekstiel olgunluga ulasmis ve saglikli saf irk baliklarin se¢imi, tasima
sirasinda hayvanlarin anestezi altina alinmasi (fenoksietanol, benzokain, Quinaldine, MS-
222 veya herhangi uygun bir anestezik) ve insanlardan baliklara gelecek zararlarin en aza
indirilmesi de dahildir. Toplanabilir spermanin hacim ve kalitesi, mevcut baligin sperma

miktar1 ve erkeklerin boyutuna bagh olarak degisiklik gostermektedir. Sperma dogrudan
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cam mezur, sise, steril siringa, eppendorf, pipet, test tiipii, plastik torba veya petri kaplarina

aliabilmektedir (Cabrita ve ark. 2009).

2.4.1. Abdominal Masaj Yontemiyle Spermanin Alinmasi

Abdominal masaj, baligin karnina hafifce bastirarak elin kranialden kaudale dogru
hareketleri ile spermanin alinmasi (sagilma) islemidir. Baliktan sperma almak i¢in, baligin
sudan c¢ikartilmasi, baligin goévdesindeki mukus yapigsmalarinin ve suyun silinmesi ve
Ozellikle baligin tirogenital kanalin agilis alaninin (genital papilla) temiz ve kuru olmasi
gerekmektedir. Sperma almaya baslamadan once, idrar ve fekal bulasik igerigin disariya
atilmast i¢in baligin karnina nazik¢e masaj yapilmalidir. Sperma almak igin, tirogenital
kanal ¢ikisinda sperma sizintist olan damizlik baliklar tercih edilmelidir. Nazik¢e baligin
karnin1 sivazlayarak sperma alirken, spermanin su, mukus, baligin pulu, kan, safra sivisi
veya periton sivist ile kirlenmemesine dikkat edilmelidir. Abdominal masajla sagilan
sperma temiz, kuru, 6nceden etiketlenmis kaplara konulmalidir. Mukus, su, kan ve diski ile
kontamine olmus spermada genellikle spermatozoonlar aktive olmaktadir. Toplanan
sperma ornekleri aerobik ortamda 4 - 5 °C altinda tutulmalidir. Sagimdan hemen sonra
spermanin muyenesi yapilmali, sulandirma ve dondurma islemlerine gegilmelidir.
Dondurma ya da daha sonraki c¢alismalar i¢in %90 ve {izeri motilite gosteren spermalar

tercih edilmelidir (Cabrita ve ark. 2009).

2.4.2. Balik Spermasimin Sulandirilmasi ve Dondurulmasi

Balik spermasinin dondurulmasi 6zellikle son yillarda akuakiiltiir alaninda giderek
artan bir ilgi gormektedir. Bunun sebeplerini; degerli balik tiirlerine ait genlerin muhafaza
edilmesine imkan vermesi, yil boyunca gamet hiicrelerinden faydalanilmasina olanak
saglamasi,gamet transportuna imkan vermesi ve isletmenin yem masraflarindan tasarruf

edilmesine imkan vermesi seklinde siralamak miimkiindiir (Mongkonpunya ve ark. 2000).

Spermanin muhafazasi igin farkli yaklagimlarda bulunulmaktadir. Bunlar; farkli
gazlar ile doyurulmus medyumlarda spermanin tutulmasi, sifir ve tizerindeki sicakliklarda

spermanin saklanmasi, dondurma ve kurutma seklinde siralanabilir. Ancak, bugiine kadar,
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diisiik sicaklikta muhafazanin en etkili yaklasim oldugu, balik spermasinin ilk basarili
dondurulmast ise 1953 yilinda Blaxter tarafindan gergeklestirilmistir. Balik spermasinin
dondurulmasi islemi daha sonra yaygin olarak uygulanmis, sadece balik hibridizasyonu ve
tiretimi igin degil, hem biyolojik ¢esitlilik lizerindeki programlarin yiiriitiilmesi, hem de
tehlike altindaki tiirlerin korunmasi i¢in rutin bir ara¢ haline gelmistir. Soyu tiikenen ya da
tilkenmekte olan tiirlerin korunmasi i¢in gamet bankalar1 olusturulmaktadir (Kopeika ve
ark. 2007). Rana ve Gilmour (1996) son yillarda, 200'den fazla balik tiiriiniin spermasinin

basartyla donduruldugunu kaydetmektedir.

Baliklar, Kaliforniya ¢ollerindeki sicak sulardan Antarktika’daki soguk sulara, tath
sulardan yiiksek oranli tuzlu sulara kadar diinyadaki tiim yiizey sularinda yasamaktadir.
Baliklarda, bu farkli ortamlarda yasamak icin, morfolojik ve fizyolojik ozelliklerinde
onemli farkliliklar olmustur. Baliklar farkli ¢evre kosullarinda hayatta kalmak i¢in, uyum
mekanizmalar1 gelistirmek zorunda kalmislardir. Bu nedenle balik tiirleri arasinda sperma
dondurulma protokolleri i¢in énemli farkliliklar goriilmektedir. Ornegin, deniz ve tath su
tiirlerinin Greme hiicrelerinin ¢ozdiirme sonrast motilitelerinde c¢arpict bir farklilik
bulunmaktadir. Tatli su baligi spermasinin dondurulmasi daha gii¢ iken, deniz tiirlerinin
spermasinin basarili olarak dondurulmasi ilk kriyoprotektan kesfinden hemen sonra
gerceklesmistir. Disiik sicaklikta tatli su baligi spermasinin depolanmasi i¢in bir¢ok
protokol mevcut olmasina ragmen, bu teknolojiyi gelistirmek igin ¢aligmalara hala
gereksinim bulunmaktadir. Genelde kriyoprezervasyon isleminden sonra tathh su
baliklarinda ortalama %40 - 90 oraninda spermatozoon zarar goriirken, bu oran deniz
baliklarinda sadece %10 - 20 oranindadir. Tiirler arasindaki fark, muhtemelen baligin
¢evresinden dolay1 gelistirilen kendi hiicresel 6zelliklerinin bir sonucudur. Balik spermasi
¢oziilme sonrasi motilite basarisi, biiyilk Ol¢lide ekstraselliiler medyumdaki osmotik
degisikliklere olan duyarliliklardan kaynaklanmaktadir (Kopeika ve ark. 2007). Tath su
tiirleri 0 - 50 mOsm bir ortamda yasamaktayken, deniz baliklar1 600 - 1000 mOsm bir
deger araliginda yasamaktadir. Seminal plazma osmolalitesi tiirler arasinda farklilik
gostermektedir. Ornegin, Sibirya mersin balig1 (Acipenser baeri) 20 - 60 mOsm spermaya
sahip iken, tatli su veya deniz suyu teleost balilarinda ise 230 ve 320 mOsm (Gallis ve ark.
1991) arasinda sperma ozmolaritesi vardir. Tatli su baliginin sperma aktivasyonu, hiicre
dis1 ozmolaritenin azalmas: ile, tuzlu su baliklarinda ise dis osmolarite artig1 ile

gerceklesmektedir. Deniz balig1 tlirlerinde spermada ozmolarite artisi, ortama zararh

14



olmayip, kriyoprotektan uygulamasi sirasinda ve kriyoperzervasyonda artmis ozmolarite
kolayca tolere edebilir. Tatli su baliklarinda, sperma ozmolaritedeki artisa dogal olarak
alistk degildir. Bu nedenle kriyoprotektan ilavesi, dondurulmasi ve dengeleme sirasinda
strese maruz kalmaktadir. Donmaya karsi direncin (Kryoresistansin), balik tiirleri arasinda
hatta ayni tiiriin bireyleri arasinda da yiiksek degiskenlik gosterdigi bildirilmektedir. Tath
su balig1 en cok aragtirma yapilan balik tiirleri olup, baliklarin bireysel ve tiire 6zgi
Ozelliklerinden dolay1, spermanin kriyopreservasyonu i¢in giivenilir protokoller gelistirmek

gerekmektedir (Kopeika ve ark. 2007).

Basarilt bir kriyoprezervasyon, dondurulacak spermanin kalitesi ile yakindan
ilgilidir. Spermatozoonun yapist ve spermanin Kkriyoresistansi, seminal plazmanin
fizikokimyasal kompozisyonuna, spermanin kalitesine, hacmine, tiire, irka hatta bireysel
olarak arasinda onemli farkliliklar gostermektedir. Buna ek olarak, spermatozoonun
dayanikliligi baligin saglik durumu, sosyal hiyerarsi, beslenme, spermay1 depolama siiresi
ve depolama kosullari, sperma toplama teknikleri ve mevsime gore de degismektedir. Bu
nedenlerle secilen baliktan alinan spermanin kalitesi dondurma isleminden 6nce dikkatle
incelenmelidir. Spermanin herhangi bir kontaminasyon ile kirlenmemesi ve spermanin
alinmasindan sonra dondurma isleminden 6nce kendi enerji rezervlerini tilkketmemesi i¢in
spermanin giivenli olarak muhafaza edilmesi tavsiye edilmektedir. Sperma Ornekleri
aerobik kosullarda, 4 - 5 °C' de muhafaza edilmelidir ve baliktan alinir alinmaz
dondurulmalidir. Balik spermasi, alindiktan sonra hizla fonksiyonlarinda bozulma
gergeklesmektedir (Cabrita ve ark. 2009). Bazi balik tiirlerinde kullanilan sperma

sulandiricilart ve kriyoprotektif maddeler Cizelge 2.1°de goriilmektedir.

2.5. Disi Sazan Baliginin Ureme Fizyolojisi

Cinsi olgunluga erigmis bir disi Sazan baliginin baslica morfolojik 6zelligi; siskin ve
yumusak bir abdomen ile kirmizi renkte genital papilaya sahip olmasidir. Ergin disi
sazanlar dogal ortamlari olan goéller ve yavas akan nehirlerde su sicakhigr 18 — 22 °C
oldugunda gruplar halinde yumurtlarlar. Bitkilere yapisan yumurtalardan 3 — 4 giinde larva
cikist olur. Yumurtlama Mayis - Temmuz aylari arasinda su sicakligi 18 — 20 °C’ye
ulastiginda s1g ve bol bitkili su kesimlerinde olur. Sazanin iiremesinde en énemli faktor su

sicakligi oldugundan, kuzey iilkelerinde nadiren iirer veya hig iiremezler. Yumurtlama bir
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haftada tamamlanir. 1 kg viicut agirligina sahip olgun bir sazan baligi 200 — 300 bin
yumurta birakabilir. Yumurtalar1 seffaf ve yapiskan olup yaklasitk 1 mm ¢apindadir.
Dollenme sonrasi su alarak sismis yumurtanin ¢api 1.6 mm kadardir. Su bitkilerinin
tizerine birakilan yumurtalar 3 — 4 giinde (60 — 70 °G) agilir. Yumurtadan ¢ikan larvalarin
boyu 5 mm kadardir. Yumurtadan ¢ikan larvalar 1 — 3 giin siireyle bas kisimlarindan su
bitkilerine tutunurlar (Bakos 1995, Laszl6 ve ark. 2002, Sarthan ve Tekelioglu 2005,
MEGEP 2006) .

Cizelge 2.1. Bazi balik tiirlerinde kullanilan sperma sulandiricilar1 ve kriyoprotektif maddeler (Kopeika
2007).

Bahk Tiirii Medium igerigi Miktar
Sazan (Cyprinus Carpio) NaCl 42 mg
KCI 6 mg
CaC|2'6H20 18 mg
MgS04-7H,0 62 mg
NaHCO, 280 mg
Sucrose 137 mg
D-Mannitol 159
Tris-oxymethyl-
aminomethane basis 1.697 g
Glutathione red 56 mg
Polyvinyl alcohol 5mg
Yumurta sarist 12.0 ml
HCI pH 8.1
H,O 100 ml
Ethylene glycol 19.6 ml
Mersin Balig1 Tris-HCI buffer 0.05 M
Yumurta sarisi 20%
DMSO 25%
Alabalik NaCl 600 mg
KCI 315 mg
CaCl2-2H,0 15 mg
MgS04-7H,0 20 mg
HEPES 470 mg
H,O 100 ml
Methanol 10 ml
Bovine serum albumin 15¢
Sucrose 0549
Yumurta sarist 7 ml
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

Calisma Adana Devlet Su isleri 6. Bolge Miidiirliigii Balik Uretim Istasyonu’nda
yiiriitiildii (Sekil 3.1). Uretim istasyonu biinyesinde yetistirilen cinsel olgunluga erismis,
damuzlik nitelikli pullu sazanlar (Cyprinus carpio) ¢alisma materyalini olugturdu. Calisma
Haziran — Temmuz aylarinda yapilmistir. Calisma sirasinda havuz suyu sicakligi

21 - 22.5 °C olarak olciildi.

3.1.1. Balik Materyali

Mevcut ¢alismada saglikli ve damizlik niteligindeki, 3 yas ve iizerinde olan 11 adet
erkek ve 5 adet disi damizlik kullanildi. Baliklarin canli agirliklart 10 g hassasiyetli terazi
ile “kg” olarak, uzunluklar1 ise 6l¢iim cetveli ile “cm” olarak belirlendi. Baliklar giinde 1
defa olmak iizere %30 protein ihtiva eden pelet yem (4 numara alabalik yemi) ile beslendi.

Yemleme her giin 16.00’da havuzun ayni yerinden yapildi.
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Sekil 3.1. DSI VI. Bolge Miidiirliigii Su Uriinleri Bag Miihendisliginde damizlik sazan

baliklarinin bulundugu beton havuzlar.

3.2. Yontem

3.2.1. Disi ve Erkek Baliklara Hipofiz Enjeksiyonunun Uygulanmasi

Bir yardimer; baliklart havuzdan ¢ikartip, enjeksiyon ve dikis isleminin yapilacagi
tizeri suni deri kapli siinger masanin {izerine aldi ve balik masanin {lizerinde hazir halde

bekleyen havlunun iizerine konulup ters duracak sekilde tutuldu.

Damizlik baliklara 1 mg/kg oraninda sazan hipofiz ekstrakti (C.P.E., Pituatiry
Extract, Argent Chemical Lab., USA) hesap edilerek erkek damizliklara sagimdan 12 saat
once 1 ml olarak tek enjeksiyon, disi damizliklara ise ilk enjeksiyondan 8 - 10 saat sonra
2.5 mg/kg oraninda hesap edilerek iki enjeksiyon tarzinda yapildi. Enjeksiyonlar, pektoral
yiizgeglerden birinin altina yapildi (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Baliklara hipofiz enjeksiyonunun uygulanmast.

Enjeksiyon isleminin ardindan disi baliklarin sagim islemi oncesi yumurtlamasini
engellemek i¢in aniislerine “X” seklinde dikis atildi. Disi ve erkek baliklarin sagimi son

enjeksiyondan 8 - 12 saat sonra yapildi.

3.2.2. Baliklardan Spermanin Alinmasi

Spermast alinacak baliklar bir giin 6nceden toprak havuzlardan sagimin yapilacagi
boliimdeki beton havuzlara alindi. Bu boliime alinmalarindan sonra yemlemeye son verildi.
Sperma ve yumurta alinacagi giin baliklar 25 litrelik daha kiigiik bir tanka alind1 (Sekil
3.3).
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Sekil 3.3. Baliklarin sedasyon igin tutulduklari tank.

Sperma alma islemi Oncesi, erkek damizlik baliklarin sedasyonunda karanfil yagi
(Eugenol) kullanildi. 1 ml Eugenol (Merck Chemical, Germany), 5 ml ethanolde
¢ozdiiriildii ve 50 pl/L dozunda baliklarin suyuna karistirildi. Baliklarin sedasyonlarindan
sonra sperma abdominal masaj yontemi ile alindi. Bir yardimci tarafindan baliklar
havuzdan ¢ikartip sagimin yapilacagi iizeri suni deri ile kapli siinger masada hazir halde
bekleyen havlunun iizerine konulup abdomen kismi bosluga gelecek sekilde tutuldu.
Oncelikli olarak baligin aniisii ve gevresi temiz bir havlu yardimiyla bulasmay1 engellemek
icin silinerek temizlendi. Sol elin bas ve diger parmaklar1 U seklinde tutularak baligin
karnina hafifge bastirarak ve kranialden kaudale dogru sivazlanarak sperma alma (sagilma)

islemi  gergeklestirildi  (Sekil 3.4). Aliman spermalar, kulugkahane igerisinde
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spermatozoalarin zarar gérmemesi i¢in direkt glines 15181na kapali olan sperma muayene

odasina termos igerisinde (7 - 10 °C’de) nakledildi.

Sekil 3.4. Baliktan abdominal masaj yontemi ile spermanin alinmast.

3.2.3. Spermatolojik Ozelliklerin Belirlenmesi

3.2.3.1. Spermanin Makroskobik Muayenesi

3.2.3.1.1 Spermanin Miktar1

Alman spermalarda sperma miktari, dereceli cam meziirler ile ml olarak belirlendi.

3.2.3.1.2. Spermanin Rengi

Alman spermalarda spermanin rengi, ¢iplak gozle ile siibjektif olarak belirlendi.
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3.2.3.2. Spermanin Mikroskobik Muayenesi

3.2.3.2.1. Spermatozoa Motilitesi

Spermatozoa motilite tayini; buz akiileri iizerinde olusturulan bir cam sogutma
tablast (4 — 10 °C) kullanilarak belirlendi. Bu amagla sogutma tablasi iizerindeki lama
pastor pipeti ile alinan spermadan kii¢lik bir damla birakildi. Spermatozoa aktivasyonu igin
sperma damlasinin tizerine pastor pipeti ile yaklasik 2 - 3 damla %0.3’liik NaCl soliisyonu
birakildi ve lamel kapatilarak hizla 200 biiyiitmede trinokiiler faz kontrast mikroskobunda
Tvedt ve ark. ( 2001) bildirdigi yontemle % olarak belirlendi. Her bir sperma 6rneginde ii¢
farkli mikroskop sahasinda belirlenen motilite degerlerinin ortalamas: alinarak

spermatozoa motilitesi tespit edildi.

3.2.3.2.2. Spermatozoa Canllik Siiresi

Spermatozoa canlik siiresi, sperma alindiktan sonra kiigiik bir damla sperma 6rnegi
mikroskop tizerindeki lama birakilip, daha sonra aktivasyon soliisyonu (%0,3’liikk NaCl)
sperma tizerine ilave edildi. Hazirlanan preparatta spermatozoa hareketlilik siiresi 200’1k
biiylitme ile izlenerek canlilik siiresi hassas kronometre yardimiyla saniye olarak

belirlendi.

3.2.3.2.3. Spermatozoon Yogunlugu

Spermatozoon yogunlugu hemositometrik yontem ile belirlendi ve elde edilen veriler
x10°/ml olarak ifade edildi. Alyuvar pipetinin 0.1 ¢izgisine kadar hayem (5 g NaySQOy,
1 g NaCl, 0.5 g HgCl;, 200 ml distile su) soliisyonu c¢ekilerek, 1/1000 oraninda
sulandirildi. Alyuvar pipeti bas ve isaret parmagiyla tutularak 3 - 5 dakika hafif bilek
hareketleri ile sallanarak spermanin homojen karigimi saglandi. Pipetteki homojen
karisimdan 2 - 3 damla pamuk yardimiyla alindiktan sonra, 6rnek Onceden hazirlanan
Thoma lamina birakildi. Thoma lam1 3 dakika kadar bekletildikten sonra 5 adet iist ve

5 adet alt olmak tizere toplam 10 karedeki spermalar sayildi. Elde edilen degerler

22



formiildeki (Sayilan spermatozoa sayisi / Biiyilk kare alam1 (10/25 mm®) x Biiyiik kare
yiiksekligi (1/10 mm) x Sulandirma derecesi (1/1000)) yerlere konarak spermatozoa
yogunlugu belirlendi (Sekil 3.6).

Sekil 3.5. Sazan spermatozoonlarinin faz kontrast mikroskobu ile Thoma lamindaki

goriiniimii.

3.2.3.3. Sperma pH’ simin Belirlenmesi

Spermanin pH’s1 pH 6l¢tim kagitlar ile belirlendi.

23



3.2.4. Spermanin Sulandirilmasi

Spermanin sulandirilmasinda {i¢ farkli sulandirict kullanildi.  Sulandirict I
75 mmol/l NaCl, 70 mmol/l KCI, 2 mmol/l CaCl,, 1 mmol/l MgSO,, 20 mmol/l Tris,
(pH: 8) (Lahnsteiner ve ark. 2000). Sulandirict II: 350 mM glukoz, 30 mM Tris (pH: 8)
(Horvath ve ark. 2003). Sulandiric1 III: 300 mM glukoz, %10 yumurta saris1, (pH: 4.5)
(Tekin ve ark. 2003). Her sulandiriciya kriyoprotektan olarak %10 oranlarinda DMSO,
DMA ve Gliserol ilave edilerek Sulandirici I DMSO, Sulandirict I DMA, Sulandirici 1
Gliserol, Sulandirict I DMSO, Sulandiric1 I DMA, Sulandirict II Gliserol, Sulandiric II1
DMSO, Sulandirict III DMA ve Sulandirici III Gliserol olmak iizere 9 farkli sulandirma

soliisyonu hazirlandi. Sulandirma soliisyonlar1 8 - 12 °C’de buzdolabina birakildi.

Yiizde 85 ve iizerinde motilite oranina sahip olan 5 sperma numunesinden 3 ml
alinarak toplam 15 ml sperma karisimi elde edildi. Sperma numunesinin 3 - 5 dakika hafif
dairesel bilek hareketi ile homojen karigimi saglandi. Sperma 8 - 12 °C’deki buzdolabina

birakildi.

Spermanin sulandirilmas: amaciyla hazirlanan tizeri etiketlenen 9 adet 5 ml’lik cam
meziirlere sperma numunesinden 0.75 ml konuldu. Her sperma numunesi {izerine 1 ml’lik
pipetlerle dnceden belirlenen sulandirma soliisyonundan 2.25 ml kademeli olarak ilave
edildi (I kistm sperma : 3 kisim sulandirici). Boylece 9 farkli sulandirilmis sperma
numunesi elde edildi. Sulandirilmis sperma numuneleri 45 dakika siire ile 8 - 12 °C’de
ekulibrasyona birakildi. Ekulibrasyon islemi tamamlandiktan sonra her bir sulandirilmis

sperma numunesinin motilite orani, canlilik siiresi ve pH degerleri tespit edildi.

3.2.5. Spermanin Dondurulmasi

Ekulibrasyon isleminden sonra her bir sulandirilmis sperma numuneleri farkli
renklerdeki 0.25 ml’lik payetlere ¢ekildi ve agik ucu Polivinil alkol (PVA) ile kapatildi.
Her bir sulandirilmis sperma numunesinden 12 adet payet hazirlandi.  Payetlerin
dondurulmasinda boyu 21 cm, eni 16 cm ve yiiksekligi 11.5 cm olan kapakli strafor kutu
kullanild1. Strafor kutu igerisine payetler azot seviyesinin 3 cm {lizerinde olacak raf

olusturuldu ve konulacak azot seviyesi isaretlendi. Dondurma islemi oncesi strafor kutu
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sogutuldu ve azot seviyesi kontrol edildikten sonra her gruba ait payetler raflara dizilerek
kutunun kapagi kapatildi ve 10 dakika siire ile sivi azot buharinda (-120 °C) donduruldu
(Sekil 3.7). Dondurma islemi sonrasi payetler raflardan sivi azot igerisine alindi ve
10 dakika burada bekletildi (-196 °C). Bu islemin ardindan payetler uzun bir pens yardimi
ile farkli renklerdeki gobletlere yerlestirilerek sivi azot tankina alindi ve burada depolandi

(-196 °C).

Sekil 3.6. Spermanin dondurulmasinda kullanilan strafor kutu.

3.2.6. Spermanin Cozdiiriilmesi

Payetlerden dondurulan spermanin ¢ozdiirme islemi 30 °C’deki su banyosunda
20 saniyede gerceklestirildi. Cozdiirme isleminin hemen ardindan tiim gruplarda spermanin

motilitesi ve canlilik siiresi belirlendi.
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3.2.7. Disi Baliklardan Yumurtalarin Alinmasi

Disi damizlik baliklara uygulanan ikinci hipofiz enjeksiyonundan 12 saat sonra
eugenol ile anestezi edilen baliklardan yumurta abdominal masaj yontemi ile kuru bir kap

igerisine alindi. Alinan yumurtalar laboratuvara termos iginde (7 — 10 °C) nakledildi.

3.2.8. Fertilizasyonu ve Inkiibasyon Islemleri

Baliklardan kuru bir kaba sagilan yumurtalar, her bir grup igin 3 tekrarli olmak
lizere toplam 27 porselen kap ve petri kutusuna dagitildi. Fertilizasyon islemi i¢in her bir
deneme grubu i¢in 500 adet yumurta kullanildi. Fertilizasyon kuru délleme teknigi ile
yaklagik tohumlama dozu toplam 1.7 x10° spermatozoon/yumurta olacak sekilde
gerceklestirildi. Kisaca payetlerin ¢ozdiiriilme isleminden hemen sonra sperma, porselen
kap ve petrilerdeki yumurtalar tizerine birakilarak 10 saniye kaz tiyi ile karistirildi ve
tizerine 30 ml dolleme soliisyonu olarak Woynarovich soliisyonu (3 g iire, 4 g NaCl,

1 It distile H,O) ilave edildilerek 30 dakika karistirildi (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. Yumurtalarin déllenmesi ve déllenme soliisyonunda bekletilmesi.
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Yumurtalarin yapiskanliginin giderilmesi amaciyla 0.5 — 0.7 g/l oraninda hazirlanan
tannik asit sollisyonu kullanildi. Tannik asit soliisyonu ile 10 dakikalik 3 - 4 islemden
sonra yumurtalar isletme suyu ile yikandi. Fertilizasyon islemi tamamlanan yumurtalar
hazirlanan Zuger diizenegine yerlestirildi ve inkiibasyon peryodu boyunca 0.13 L/dk su
debisi ile 20 — 22 °C su sicakliginda yaklagik 3 - 4 giin inkiibasyonu saglandi (Sekil 3.8).
Fertilizasyon degerlendirilmesi; fertilizasyon isleminden 24 saat sonra her bir zuger
sisesinden alinan 100’er adet yumurtanin mikroskop altinda incelenmesi ile yapildi (Sekil
3.9). Hiicre boliinmeleri goriilen yumurtalarin déllendigi kabul edilerek fertilizasyon orani
yiizde (%) olarak hesaplandi (Bozkurt ve ark. 2005). Inkiibasyon periyodu sonunda Zuger
siselerindeki yumurta ve larva sayist dikkate alinarak her gruptaki larva ¢ikis orani yiizde
(%) olarak belirlendi (Bozkurt ve Secer 2005)

Sekil 3.8. Calismada kullanilan Zuger diizenegi.
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Sekil 3.9. Yumurtalarin fertilizasyon asamasindaki makroskobik goriiniim{i.

3.2.9. Verilerin Degerlendirilmesi

Calismada, ekiilibrasyon sonrasi ve dondurma-¢ézdiirme sonrasi motilite orani ile
canlilik siiresi ve fertilizasyon oranlarina ait degerler i¢in c¢alisma gruplar1 arasindaki
farkliligin 6nem kontrolii 2 yonlii varyans analizi ile yapildi. Arastirmada verilerin
analizinde sulandirict ve kriyoprotektanlar sabit faktor olarak kabul edildi ve farklilig:
onemli olan gruplar Mann-Whitney U testi ile belirlendi. Tiim analizler SPSS 14.0 paket
program kullanilarak yapildi (Lisans no: 9869264).
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4. BULGULAR

Calismada kullanilan 11 adet damizlik erkek pullu sazana (Cyprinus carpio) ait
canli agirlik ve boylar1 Cizelge 4.1°de goriilmektedir. Baliklarda canli agirliklar en diisiik
1170 g, en yiiksek 3620 g, ortalama 1988 +608 g olarak, boylar1 ise en diisiik 40 cm, en
yiiksek 58 cm, ortalama 47.81 £10.18 cm olarak tespit edildi.

Cizelge 4.1. Damuzlik erkek pullu sazan baliklarinda elde edilen canli agirlik ve boy 6lgiimleri

Zl;a 1 2 |3 4 5 6 7 8 9 10 |11 Ortalama
‘?g%“hk 1170 1880 | 2510 | 1380 | 1925 (3620 | 2215 | 2197 | 1806 | 1440 | 1725 | 1988+608
2:?%/) 40 |49 |52 |44 |45 |58 |51 |50 |47 |42 |48 u7.81£10.18

Taze spermada elde edilen sperma miktari, sperma rengi, spermatozoa motilitesi,
spermatozoon yogunlugu ve sperma pH’s1 Cizelge 4.2’de sunulmustur. Sperma miktari en
diisiik 4.5 ml, en yiiksek 36.4 ml, ortalama 14.23 £22.16 ml, motilite orani en diisiik %70,
en yiiksek %90, ortalama %82 +7.27, canlilik siiresi en diisiik 225 s, en yiiksek 1200 s,
ortalama 575.36 £624.63 s, spermatozoon yogunlugu en diisiik 9.3x10%ml, en yiiksek 14.5
x10%ml, ortalama 11.5 £3 x10%ml ve pH en diistik 7.3, en yiiksek 8.0, ortalama 7.7 +0.4
olarak tespit edildi. Baliklarda sperma rengi gozlemle degerlendirildi ve anormal bir renge

rastlanmasi. Sperma rengi tiim ejakulatlarda siit beyazi olarak belirlendi.
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Cizelge 4.2. Calismada kullanilan pullu sazan baliklarina ait spermatolojik 6zellikler.

Miktar Motilite Canlilik Siiresi Yogunluk

Sira (mi) (%) (sn) (x=10%ml) pH
1 73 90 225 142 7.9
2 112 70 327 10.1 77
3 36.4 80 342 93 8.0
4 45 90 620 145 7.9
5 11 80 330 10.9 77
6 27 90 540 11.0 8.0
7 10.1 85 1200 13.7 77
8 8 80 792 101 74
9 20 80 617 9.8 73
10 11 90 590 13.4 76
11 101 75 746 9.7 77

Ortalama 14.23 £22.16 82 £7.27 575.36 £624.63 11.543 7.7 £0.4

Calismada, dondurulma islemi ic¢in motilitesi %85 ve iizeri olan ejakiilatlar
kullanildi. Bu amagla 1, 4, 6, 7 ve 10 sira numarali baliklara ait ejakiilatlar esit miktarlarda
birlestirildikten sonra elde edilen 15 ml miksin spermatolojik muayenesinde motilite %80,

canlilik siiresi 780 s, yogunluk 13.3 x10°/ml ve pH 7.7 olarak tespit edildi.

Farkli sulandirict ve kriyoprotektan kullanilarak  sulandirilan  spermalarin
ekulibrasyon sonrasi motilite, canlilik siiresi, ve pH degerleri Cizelge 4.3’te goriilmektedir.
Yapilan degerlendirmelerde en yiikksek motilite Sulandirict III DMSO grubunda
(%81.67 £1.66), en diisiikk motilite orani ise Sulandiric1 T Gliserol (30.0 +5,77) grubunda
elde edildi. Canlilik siiresi en yiiksek Sulandirict I DMSO (875 s) en diisiik ise Sulandirici
I Gliserol (131 sn) grubunda elde edildi. Calismada 3 temel sulandiricida da DMSO ilave
edilen gruplarda canlilik siirelerinin en yiiksek oldugu gozlendi. Ekulibrasyon sonrasi
Sulandiric1 1 ve Sulandirict II de DMSO, DMA ve Gliserol ilave edilen gruplarda pH
degerlerinin 8.3’iin lizerinde, Sulandirict III DMSO, DMA ve Gliserol gruplarinda ise
6.3’1in altinda oldugu belirlendi.
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Cizelge 4.3. Farkli sulandirict ve kriyoprotektan kullanilarak sulandirilan spermalarin ekulibrasyon sonrasi
motilite, canlilik stiresi ve pH degerleri.

Sulandiricilar Kriyoprotektan Motilite (%) Canlilik Siiresi (sn) pH
DMSO 63,33 +3,33 748 8.3

Sulandirici I DMA 46,67 £3,33 440 8.5

Gliserol 30.0 +£5,77 131 8.3

DMSO 76,67 £3,33 875 8.3

Sulandirici II DMA 76,67 +£3,33 623 8.5
Gliserol 76,67 £3,33 520 8.6

DMSO 81,67 +£1,66 714 6.3

Sulandiric: 11 DMA 63,33 £3,33 326 6.2
Gliserol 63,33 +3,33 584 6.0

Calisma gruplarinda ekulibrasyon islemi sonrasinda motilite degerlendirmeleri 3 kez
tekrarland1. Ancak uzun zaman almasi nedeniyle spermanin canlilik siireleri tiim gruplarda
bir kez yapilabildi. Bu nedenle ekulibrasyon islemi sonrasinda gruplar sadece motilite
degerleri acisindan karsilagtirildi. Gruplarda ekulibrasyon sonrast motilite oranlarinin
karsilastirilmasinda Sulandirici I ile Sulandirici II ve Sulandirici I ile Sulandirict III
arasindaki farkliliklarin 6nemli (P<0.001) oldugu belirlendi (Cizelge 4.4). Ekiliibrasyon
sonrast motilite orani iizerine kriyoprotektanlarin etkisinin bulundugu, Sulandiric1 I ve
Sulandirici II’e ilave edilen DMSO ile DMA (P<0.001) ve Gliserol (P<0.001) arasindaki
farkliliklarin  6nemli oldugu tespit edildi. Ayrica, Sulandirict I ve Sulandirici III
gruplarinda, ekulibrasyon sonrasi elde edilen motilite oranlari {izerine hem sulandiricilarin

hem de kriyoprotektanlarin etkisinin oldugu gozlendi (P<0.01).

Cizelge 4.4. Farkli sulandirici ve kriyoprotektan igeren c¢alisma gruplarinda ekiliibrasyon sonrasi ortalama
motilite degerleri.

Motilite - =SEM
(%) Sulandirict | Sulandirict | Sulandirici
I I Il

Sulandirici: F=58.122, P<0.001
Sulandirici I ve Sulandirict II arasinda ***
Sulandirici I ve Sulandirict III arasinda ***

DMSO 63.33 £3.33 | 76.66+3.33 | 81.67+1.66 .
Kriyoprotektan: F=18.317, P<0.001

DMSO ve DMA arasinda ***
DMSO ve Gliserol arasinda ***

DMA 46.66 £3.33 | 76.66+3.33 | 63.33+£3.33

. Sulandirict x Kriyoprotektan: F=6.244, P<0.01
Gliserol 30.00£5.77 | 76.66+3.33 | 63.33+3.33 | o Squared: 0.908
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Calisma gruplarinda dondurma-¢6zdiirme sonrasit elde edilen ortalama motilite
degerleri Cizelge 4.5°da goriilmektedir. En diisiik motilite degeri Sulandirict | DMSO
(%10) ve DMA (%10) gruplarinda, en yiiksek motilite ise Sulandiric1 III DMSO (%40)
grubunda elde edilmistir. Dondurma ¢6zdiirme sonrasi spermatozoa motilitesi iizerine
sulandiricilarin etkisisinin bulundugu, Sulandirici I ile Sulandirict III arasinda farkliligin
onemli oldugu (P<0.05), ancak bu farkliligin olusumunda kriyoprotektanlarin ya da

sulandirici ile birlikte kriyoprotektanlarin etkisinin bulunmadig1 gézlendi (P> 0.05).

Cizelge 4.5. Farkli sulandiric1 ve kriyoprotektan igeren calisma gruplarinda dondurma- ¢ézdiirme sonrasi
elde edilen ortalama motilite degerleri.

Motilite X1SEM

o Sulandirici: F=5.780, P<0.05
(%) Sulandiric1 I | Sulandiricr |1 Sulandirict IIT | Sylandirict I ve Sulandiric: T arasinda®

DMSO 10.00 £0.00 | 30.00 £10.00 40.00 £5.77 Kriyoprotektan: F=0.512, P>0.05
DMA

10.00 £0.00 33.33£12.01 23.33 46.66 Sulandirici x Kriyoprotektan: F=1.354,
P>0.05

Gliserol | 23.33 +8.81 23.33 £6.66 36.66 £3.33

R Squared: 0.500

Calismada elde edilen dondurma-¢6zdiirme sonrasi ortalama canlilik siireleri Cizelge
4.6’da goriilmektedir. Ortalama canlilik siiresi en yiiksek Sulandiric1 II DMSO grubunda
(106.67+43.33 s), en diisiik ise Sulandiric1 I DMA grubunda (31.66+9.27 s) elde edilmistir.
Ancak, spermatozoa canlilik siireleri agisindan gruplar arasinda farkliligin 6nemli olmadigi

tespit edildi (P>0.05).

Cizelge 4.6. Calisma gruplarinda dondurma - ¢6zdiirme sonrasi elde edilen oratalama spermatozoa canlilik
stireleri.

Canlhihik X+SEM
Stiresi Sulandirici: F=3.127, P>0.05
(s) Sulandirict I Sulandirict 11 Sulandirict 11T

Kriyoprotektan: F=0.455, P>0.05

DMSO | 33.33+3.33 106.67 £43.33 103.33 £3.33 Sulandirict x Kriyoprotektan: F=0.543,

P>0.05

DMA 31.66 £9.27 98.33 +46.93 55.00 £22.91

. R Squared: 0.342
Gliserol | 62.33 £23.77 80.00 £36.05 93.33 +6.66
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Arastirmada, her bir sulandirict kriyopretektan grubu ile dondurma-¢ézdiirme
isleminden sonra 3 tekrarli olarak yapilan fertilizasyon denemelerinde elde edilen
fertilizasyon oranlar1 Cizelge 4.7°de verilmistir. Tim gruplarda fertilizasyon oranlari
oldukca yliksek olmasina karsin, Sulandirici I ile Sulandirict II ve Sulandirict I ile
Sulandirict III arasinda farkliliklarin 6nemli oldugu gozlendi (P<0.01). Ancak bu
farkliligin olusumunda kriyoprotektanlarin ya da sulandirici ile birlikte kriyoprotektanlarin

etkisinin bulunmadigi gézlendi (P> 0.05).

Cizelge 4.7. Calisma gruplarinda dondurma - ¢6zdiirme sonrast elde edilen ortalama fertilizasyon oranlari.

Fertilizasyon £+SEM
Oran1 (%) Sulandiric1 I | Sulandirici II | Sulandiricr 111 | Sulandirier: F=8.595, P<0.01

Sulandirici I ve Sulandirict II arasinda **

sk
DMSO 96.00 +1.00 99.00 4057 98.66 40 33 Sulandirici I ve Sulandirici III arasinda

Kriyoprotektan: F=0.310, P>0.05

DMA
96334120 | 99.6640.33 | 9866066 | G il an: 1238,
P>0.05
Gliserol | 98.00£1.00 | 98.66+033 | 9833333 | R Sduared: 0558

Calisma gruplarinda 3 tekrarli olarak gerceklestirilen fertilizasyon islemini takiben
4 ve 5. giinlerde elde edilen larva ¢ikis oranlar Cizelge 4.8’da goriilmektedir. Arastirmada,
Sulandirict I, II, I DMSO gruplart ile Sulandirict I DMA ve Sulandirict 1T Gliserol
gruplarinda hig larva ¢ikis1 gézlenmedi. Sulandirict I Gliserol grubunda %1, Sulandiric 11
DMA grubunda %0.66, Sulandirict Il DMA grubunda %10 larva ¢ikisi tespit edildi.
Farkli sulandirici ve kriyoprotektan igeren ¢alisma gruplarinda elde edilen larva ¢ikis
oranlarinin ¢ok diisiik olmasi ve 5 grupta hic larva ¢ikisinin olmamasi nedeniyle istatiksel

karsilastirma yapilamadi.
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Cizelge 4.8. Calisma gruplarinda 3 tekrarli olarak gergeklestirilen fertilizasyon islemini takiben 4 ve 5.
giinlerde elde edilen larva ¢ikis oranlart.

Larva Cikis Oran1 (%) 1.Tekrar 2.Tekrar 3.Tekrar Ortalama

DMSO - - - -

Sulandirici 1 DMA - - - -

Gliserol - 1 2 1

DMSO - - - -

Sulandirici 11 DMA 2 - - 0.66
Gliserol 1

DMSO - - - -

Sulandirict III DMA 10 20 - 10

Gliserol - - - -
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5. TARTISMA

Arastirmada sperma miktari; en yiiksek 36.4 ml, en diisiik 4.5 ml ve ortalama
14.23+22.16 ml olarak belirlendi. Horvath ve Lukowicz (1982), ireme mevsimi boyunca
sperma miktarinin sazan baliklarinda 10 - 20 ml, ot sazaninda 10 - 20 ml, glimiis Sazaninda
5 - 15 ml, biiyiikbas sazanda ise 10 - 12 ml arasinda degistigini bildirmektedir. Ak¢ay ve
ark. (2002), 15 adet aynali sazanda yaptig1 ¢alismada sperma miktarini en diisiik 1 ml, en
yiikksek 40 ml olmak lizere ortalama 13.26 +2.51 ml olarak bildirmektedirler. Faramarzi
(2012), giimiis Sazanlari {izerinde yaptigi c¢alismada sperma miktarin1 13.17 £5.39 ml
olarak bildirmistir. Tabakoglu (2005), yaptig1 ¢alismada hormon enjeksiyonu yapilan ve
yapilmayan iki ayr1 grupta Ol¢tiigli sperma miktarin1 ortalama 9.67 +1.23 ml ve
3.59+81 ml olarak kaydetmektedir. Yavas ve Bozkurt (2011)’un ot sazanlarinda sperma
miktarm1 7.6 +2.8 ml olarak belirtmektedirler. Ot sazanlar {izerine yapilan baska bir
calismada (Bozkurt ve ark. 2011), sperma miktar1 7.2 +£0.4 ml olarak bildirilmektedir. Elde
edilen bu degerler bazi arastiricilarin bulgular1 (Horvath ve Lukowicz 1982, Akc¢ay ve ark.
2002, Faramarzi 2012) ile benzerlik, baz1 arastiricilarin bulgular1 (Tabakoglu 2005, Yavas
ve Bozkurt 2011, Bozkurt ve ark. 2011) ile farklilik arz etmektedir. Sazan baliklar
mevsime bagli olarak reprodiiktif etkinlik gdstermektedir. Bireylerin gamet {iretim ve
verimi ozellikle mevsimsel degisiklikler olmak iizere birgok etkene bagli olarak degisiklik
gosterebilmektedir. Benzer sekilde Zhukinskiy ve Alekseenko (1983)’nun, on bes adet
damizlik sazan baligiyla yaptig1 calismada sperma kalitesinin iireme mevsiminin ortasinda
en yiiksek seviyede oldugunu belirtmekte ve bu donemin Oncesinde ve sonrasinda ise
sperma kalitesinin diistiigiinii belirtmesi bu arastirmada elde edilen bulgular1 destekler
ozelliktedir. Biiyiikhatipoglu ve Holtz (1984), sperma miktari {izerinde yas, sagim zamani,
sagim araliklar1 ve disi balik varliginin da 6nemli bir rol oynadigin1 kaydetmektedirler.
Olusan bu farkliliklarin 6zellikle beslenme sartlari, yas, boy, agirlik, beslenme, isletme
suyunun yapisi, ¢evresel kosullar ve sperma alim yontemlerindeki farkliliklara bagli olarak

sekillendigi diistiniilmektedir.

Calismada pullu sazan spermasinin renginin tiim baliklarda siit beyazi renginde
oldugu tespit edildi. Siit beyaz1 rengi; Bozkurt (2004), Faramazi (2012), Tabakoglu (2005)
ve Bozkurt ve ark. (2009)’nin yaptiklar1 ¢alismalarda tespit ettikleri renk ile benzerlik
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gostermektedir. Sperma renginin sazanlarda biiyiik cogunlukla siit beyazdan krem rengine
kadar degisebildigi ve bu renk degisiminin 6zellikle beslenme, c¢evre sartlart ve hastalik
etkileri ile meydana gelebilecegi bildirilmektedir (Seger 1998, Aas ve ark. 1991). Bu
calismada elde edilen sperm rengi, dnceki c¢alismalarda belirtilen sperm renk araligiyla

uyum igerisinde oldugu gdzlendi.

Bu arastirmada spermatozoa motilitesi en yiiksek %90, en diisiikk %70 ve ortalama
%82 £7.27 olarak belirlenmistir. Arastirmada elde edilen motilite sonuglar1 arastiricilarin
calismalarinda (Linhart ve ark. 2000, Akgay ve ark. 2002, Warnecke ve Pluta 2003,
Bozkurt 2004, Tabakoglu 2005, Bozkurt 2006, Yavas ve Bozkurt 2011, Bozkurt ve ark.
2011) bildirdikleri motilite degerleri ile benzer oldugu goriildi. Calismada elde edilen
motilite oran1 Yyapilan literatiir taramalarinda yalnizca Faramarzi (2012)’nin tespit ettigi
motilite oranindan yiiksek oldugu gozlenmistir. Faramarzi (2012), giimis Sazanlar
tizerinde yaptigi calismada spermatozoa motilitesini %60 ile %75 arasinda, ortalama
%63.18 olarak kaydetmektedir. Bu farkliligin kullanilan aktivasyon soliisyonlarina,
sulandirma oranlarina, damizlik baliga, beslenme, saklama kosullarina, ¢evresel faktorlere,

yasa ve ¢alismanin yapildigi zamana bagli olabilecegi diistintilmektedir.

Arastirmada spermatozoonlarin canlilik siireleri en yiiksek 1200 s, en diigiik 225 s
ve ortalama 575.36 +624.62 s olarak belirlendi. Aynali Sazanda yapilan benzer
caligmalarda canlilik siirelerini Bozkurt (2006) 552 s, Akg¢ay ve ark. (2002) 517 £0.90 ve
Bozkurt (2004) 360.16 £177.00 s olarak bildirmektedirler. Calismada elde edilen canlilik
stireleri arastiricilarin  bulgular1 ile uyumlu oldugu tespit edildi. Aynali sazanlarda
18 - 21 °C’deki canlilik siirelerini Suzuki (1959) 30 saniye, Elster ve Mann (1952)
55 saniye, Musselius (1951) 60 saniye ve Perchec ve ark. (1993)’da 30 - 40 saniye olarak
bildirmektedirler. Olusan farkliliklar ortam sicakligi, aktivasyon soliisyonu, kullanilan
sulandirma orani, yas ve g¢evresel faktorlere baglanabilir. Diisiik sicakliga sahip ortamda
spermatozoa daha uzun siire hareketli kalirken, yiiksek sicakliga sahip ortamlarda bu

stirenin daha kisa oldugu ifade edilmektedir (Stoss 1983).

Arastirmada saptanan spermatozoa yogunlugu en diisik 9.3 x10%/ml, en yiiksek
14.5 x10%/ml, ortalama 11.5 +3 x10°/ml olarak tespit edilmistir. Emri ve ark. (1998), lireme
mevsimi boyunca sazanlarda spermatozoa yogunlugunun 7 +1 x10° ile 14 +2 x10%ml

arasinda degistigini, Lubzens ve ark. (1997) ise spermatozoa yogunlugunun 5.6 x10° ile
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325 x10%ml arasinda degistigini ve ortalama 14.97 +5.35 x10%ml oldugunu
belirtmektedirler. Faramarzi (2012), giimiis Sazanlari tizerinde yaptig1 ¢alismada
spermatozoa yogunlugunu 29.67 x10%ml olarak tespit ettigini belirtmistir. Yavas ve
Bozkurt (2011)’un iireme doneminde ot sazanlar iizerinde yaptiklari calismada
spermatozoa yogunlugunu 16.8 x10%/ml olarak kaydetmektedirler. Ot sazanlari iizerine
yapilan baska bir calismada (Bozkurt ve ark. 2011), spermatozoa yogunlugunun
12.4 x10%ml olarak bildirmektedir. Akcay ve ark. (2002), 15 adet aynali sazanda
spermatozoa yogunlugunu en diisiik 11.7 x10°%/ml, en yiiksek 24.625 x10%/ml olmak iizere
ortalama 17.33 +1.22 x10%/ml olarak belirtmektedirler. Arastirmada elde edilen ortalama
spermatozoon yogunlugu genel olarak literatiir (Lubzens ve ark. 1997, Emri ve ark. 1998,
Bozkurt ve ark. 2011, Yavas ve Bozkurt 2011) verileri ile uyumlu olmakla birlikte, bazi
arastirma (Faramarzi 2012, Ak¢ay ve ark. 2002) bulgulariyla farklik arz etmekteydi. Bu
farkliliklarin sulandirma orani, yas, tireme mevsimi ile degerlendirme yonteminin farkli
olmasindan kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Tabakoglu (2005) yaptig
calismada boy biiyiidiik¢ce, toplam spermatozoa yogunlugununda dogru orantida arttigini
bildirmistir. Balik spermasinin yogun olmasi nedeniyle diisiik sulandirma oranlar1 sayim

islemini zorlastirmakta ve yanilgi payini artirmaktadir.

Arastirmada saptanan sperma pH’s1 en diisiik 7.3, en yliksek 8.0, ortalama 7.7 +£0.4
olarak tespit edilmistir. Sperm pH’simnin Olgtimiinde, bazi arastirmacilarin (Plouidy ve
Billard, 1982, Kruger ve ark. 1984) yaptigi gibi pH indikator kagitlar1 kullanilmustir.
Zhukinskij ve Bilko (1984), pH 6l¢iimiinii standart pH elektrodu ile yapmislar ve degerin
sazanlar i¢in 7.85 ile 8.37 arasinda oldugunu bildirmektedir. Akgay ve ark. (2002), 15 adet
aynali sazanda yaptig1 ¢alismada sperma pH’sini ortalama 8.06 +0.08, Faramarzi (2012),
giimiis Sazanlari lizerinde yaptig1 ¢alismada sperma pH’sin1 ortalama 7.59 +0.74, Yavas ve
Bozkurt (2011)’un ot sazanlar iizerinde yaptiklar1 ¢alismada sperma pH’sin1 ortalama 7.2,
ot sazanlar iizerine yapilan baska bir ¢alismada da (Bozkurt ve ark. 2011), sperma pH’s1
ortalama 7.3 olarak tespit edildigi kaydedilmektedir. Calismada elde edilen sperma pH

degerleri arastiricilarin bulgulariyla paralellik arz etmektedir.

Arastirmada sulandirma islemini takiben ekulibrasyon sonrasi saptanan motilite
degerleri, en yiiksek Sulandirict 11l DMSO grubunda (%81.67 £1.66), en diisiik motilite
orani ise Sulandirici I Gliserol (30.0 +5,77) grubunda tespit edildi. Bozkurt ve ark. (2009),
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ot sazanlarinda yaptiklar1 ¢alismada, sulandirici I ile 4 °C’de 2 saat sonrasinda Mayss,
Haziran ve Temmuz aylarinda motilite degerlerini sirastyla %55 +6.93, %60 £2.3 ve
%50 +4.04 olarak, sulandirici III ile %65 +4.04, %70 £5.77 ve %55 +4.04 olarak
bildirmektedirler. Bozkurt (2004), aynali sazanlarda sulandirict II’yi  kullandigi
calismasinda spermatozoa motilitesini 4 °C’de 12 saat sonrasinda Nisan, Mayis ve Haziran
aylarinda sirastyla %70.00 +10.00, %70.00 £10.00 ve %66.67 +5.77 olarak tespit ettigini
bildirmektedir. Bozkurt ve ark. (2011), ot sazani iizerinde yaptiklar1 ¢alismada %10
gliserol ilave edilen sulandiricilar ile 4 °C’de 30 dakika ekuilibre edilmis spermatozoa
motilitesinin %70’in {izerine ¢iktig1 ifade edilmektedir. Ekulibrasyon islemi siirecinde
kullanilan sulandiricinin bilesimi, sulandirma orani, saklama sicakligi, saklama sartlar1 ve
ekulibrasyon siiresinin uzamasina bagli olarak spermatozoa zarar gorebilmektedir.
Ekulibrasyon sirasinda ortaya ¢ikan en onemli degisiklikler hi¢ siliphesiz spermatozoa
motilitesinde azalma ve spermatozoa’nin morfolojisinde meydana gelen bozulmalardir.
Wayman ve ark. (1996)’a gore sulandirma oranini artirmanin motilite tizerinde pozitif bir
etkisi bulunmaktadir. Olusan farkliliklarin calisilan balik tiiriiniin, {ireme peryodunun,
kullanilan sulandiricinin  ve  kriyoprotektanlarin, sulandirma oranlarinin, saklama
sicakliginin, saklama siiresinin ve degerlendirme tekniklerinin farkli olmasindan

kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.

Arastirmada ekulibrasyon sonrast saptanan canlilik siirelerinde yapilan
degerlendirmelerde, canlilik siiresi en yiiksek Sulandirici II DMSO (748 s) en distk ise
Sulandiric1 T Gliserol (131 s) grubunda elde edildi. Calismada 3 temel sulandiricida da
DMSO ilave edilen gruplarda canlilik siirelerinin en yiiksek oldugu gozlendi. Bozkurt ve
ark. (2009), ot sazani {izerinde sulandirici I ile yaptiklar1 ¢aligmada, sulandirma isleminden
2 saat sonra (4 °C) Mayis, Haziran ve Temmuz aylarinda canlilik siirelerini sirasiyla 124
+6.93 s, 107 £4.62 s ve 108 +1.15 s olarak, sulandiric1 III ile 145 £6.93 s, 215 £2.88 S ve
126 £5.19 s olarak tespit ettiklerini bildirmektedirler. Bozkurt (2004), aynali sazanlarda
sulandirict II ile yaptiklari ¢alismada, sulandirma isleminden 12 saat sonra (4 °C) Nisan,
Mayis ve Haziran aylarinda sirasiyla 425.00 +113.08 s, 132.67 £23.02 s ve
380.00 £55.67 s olarak belirtmektedir. Olusan farkliliklarin ¢alisilan balik tiiriiniin, ireme
peryodunun, kullanilan sulandiricinin ve kriyoprotektanin, sulandirma oranlarinin, sperma
saklama sicakliginin, sperma saklama siiresinin ve degerlendirme tekniklerinin farkli

olmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.
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Arastirmada belirlenen pH, ekulibrasyon sonrasi Sulandirici I ve Sulandirict II de
DMSO, DMA ve Gliserol ilave edilen gruplarda pH degerlerinin 8.3 {in {izerinde,
Sulandirict III DMSO, DMA ve Gliserol gruplarinda ise 6.3’{in altinda oldugu belirlendi.
Bozkurt (2004), aynali sazanlarda sulandirici II’yi kullandigi ¢alismasinda sulandirma
isleminden 12 saat sonra (4 °C) pH’yr Nisan, Mayis ve Haziran aylarinda sirasiyla
7.16 £0.28, 7.16 ve 7 olarak tespit ettigini bildirmektedir. Olusan bu farkliligin kullanilan
sulandirici, kriyoprotektan, sperma saklama sicaklifi ve sperma saklama siiresinden

kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

Calisma gruplarinda dondurma-¢ozdiirme sonrasi elde en diisiik motilite degeri
Sulandir1 I DMSO (%10) ve DMA (%10) gruplarinda, en yiiksek motilite ise Sulandirici
11 DMSO (%40) grubunda elde edildi. Yavas ve Bozkurt (2011)’un ot sazanlari iizerinde
yaptiklar1 ¢alismada dondurma-¢6zdiirme sonrasi sulandirict III ile %5 gliserol kullanilan
spermada motilite degerini %72.3 £2.6 olarak bildirmektedirler. Akcay ve ark. (2002),
aynali sazanda iyonik sulandiriciya %15 DMSO, DMA ve gliserol ilave ederek yaptiklart
calismada dondurma-¢6zdiirme sonrast sperma motilitesini kullandiklari iki ayr1 sulandirici
icin swrasiyla %35, %10, %30 ve %60, %50, %40 olarak tespit ettiklerini
kaydetmektedirler. Bozkurt ve ark. (2011), ot sazani flizerinde yaptiklar1 galismada
kullandiklart iyonik sulandiriciya %10 gliserol ilave etmis ve dondurulan payetleri
30 °C’de 10 saniyede ¢6zdiirme sonrasi en yiiksek motilite degeri %85 olarak elde ettigini
bildirmektedirler. Akgay ve ark. (2004), aynali sazanda yaptiklari ¢alismada %15 DMSO
ilave edilmis iyonik sulandirici ile dondurulup-¢6zdiiriilmiis spermalarin motilitesinin %55
olarak belirtmektedirler. Bozkurt ve ark. (2005), aynali Sazanlarda yaptiklar1 ¢aligmada
%15 DMA ilave edilmis spermalarin dondurma-¢ozdiirme sonrasi motilitesinin
%40.0 £6.2 olarak belirtmektedirler. Olusan bu farkliliklarin spermanin dondurulma
sekilleri, dondurma sartlari, spermanin dondurma islemi oncesi spermatolojik 6zellikleri,
kullanilan kriyoprotektan ve sulandirict igerikleri, dondurulan spermanin hacmi, sperma

¢Ozdiirme 1s1s1 ve ¢ozdiirme siliresine bagl olarak sekillendigi diisiiniilmektedir.

Calismada elde edilen dondurma-c¢ozdiirme sonrasi ortalama canlilik siiresi en
yiiksek Sulandirict I DMSO grubunda (106.67 +43.33 s), en diisiik ise Sulandirict I DMA
grubunda (31.66 +9.27 s) elde edilmistir. Ak¢ay ve ark. (2002), aynali sazanda iyonik
sulandiriciya %15 DMSO, DMA ve gliserol ilave ederek yaptiklar1 ¢alismada dondurma-
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¢ozdiirme sonrasi spermatozoa canlilik siiresini kullandiklar1 iki ayri1 sulandirici igin
sirastyla 78 s, 10 s, 120 s ve 250 s, 183 s, 190 s olarak kaydetmektedirler. Bozkurt ve ark.
(2011), ot sazam tizerinde yaptiklar1 ¢alismada kullandiklari sulandiriciya %10 gliserol
ilave etmis ve dondurulan payetleri 30 °C’de 10 saniyede ¢ozdiirmiisler ve calisma
sonucunda iki ayr1 sulandirict i¢in bulduklari canlilik siirelerini 28 s ve 37 s olarak tespit
ettiklerini bildirmektedir. Bozkurt ve ark. (2005), aynali sazanlarda yaptiklari ¢aligmada
%15 DMA ilave edilmis spermalarin dondurma-¢ozdiirme sonrasi spermatozoa canlilik
siiresini 147.1 +£11.3 s olarak tespit etmislerdir. Olusan bu farkliliklarin sulandirma
oranlarina, ekulibrasyon siiresine, dondurma islemine, spermanin dondurma islemi 6ncesi
spermatolojik 6zellikleri, kullanilan kriyoprotektan ve sulandirici igeriklerine, dondurulan
spermanin hacmine, ¢ozdiirme 1sis1 ve ¢Ozdiirme siiresine bagli olarak sekillendigi

diistiniilmektedir.

Aragtirmada, her bir sulandirici kriyopretektan grubu ile dondurma-¢6zdiirme
isleminden sonra olarak yapilan fertilizasyon denemelerinde elde edilen fertilizasyon
oranlar1 en yiliksek Sulandirici I DMA grubunda (%99.66 £0.33), en diisiik ise Sulandirici
I DMSO grubunda (%96.00 £1.00) elde edildi. Bozkurt ve ark. (2011), ot sazani iizerinde
yaptiklari ¢calismada fertilizasyon oranini ortalama %95.63 £0.52 olarak, Yavas ve Bozkurt
(2011) ise %64.2 £3.6 olarak bildirmektedirler. Bozkurt ve ark. (2005), aynali sazanlarda
yaptiklar1 c¢alismada bulduklar1 fertilizasyon oranim1 ortalama %28.2 +£2.5 olarak
kaydetmektedirler. Cognie ve ark. (1989), adi sazanda yaptig1 ¢alismada kriyoprotektan
olarak gliserol ve DMSO ilave edilerek dondurulmus spermanin ¢ozdiirme sonrasi
fertilizasyon oranini sirasiyla %30 ve %40 olarak bildirmektedirler. Zhang and Liu (1991),
ot sazani spermasina glikoz ve DMSO ilave edilerek dondurup ¢ozdiirdiikleri spermanin
fertilizasyon oranin1 %73.8 olarak kaydetmektedirler. Calismada elde edilen fertilizasyon
oran1 Bozkurt ve ark. (2011) bildirdigi oranlara benzer, diger arastiricilarin bulgularindan
yiiksek oldugu tespit edildi. Olusan bu farkliliklarin sulandirma oranlarina, spermanin
dondurulma yontemine, dondurma islemi Oncesi spermatolojik &zelliklerine, kullanilan
kriyoprotektan ve sulandirici igeriklerine, dondurulan spermanin hacmine, ¢dzdiirme

1s1s1na ve ¢ozdiirme siiresine bagli olarak sekillendigi diisiiniilmektedir.

Arastirmada, Sulandirict I, II, II DMSO gruplarn ile Sulandirict I DMA ve

Sulandirict 1T Gliserol gruplarinda hi¢ larva ¢ikist gozlenmedi. Sulandirict I Gliserol
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grubunda %1, Sulandirict I DMA grubunda %0.66, Sulandirict Il DMA grubunda %10
larva c¢ikisi tespit edildi. Calismada tiim deneme gruplarinda fertilizasyon orani oldukca
yiiksek elde edilmesine karsin, larva cikislarinda basar1 saglanamamasi fertilizasyondan
sonra embriyonik gelisimin belirli bir sathadan sonra devam etmedigini gostermektedir.
Embriyonik gelisimin belirli bir sathadan sonra devam etmemesinin muhtemel nedeninin,
spermanin dondurma iglemi sirasinda gordiigi DNA hasarlar ile ilgili olabilecegini

diistindiirmektedir (Y1ildiz ve ark. 2007, Yildiz ve ark. 2010).
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6. SONUC

Calismada, ii¢ farkli sulandirici ve kriyoprotektan iceren sulandirma soliisyonlart ile

sulandirilip dondurulan pullu sazan spermasinda;

1. Arastirmada kullanilan damizlik pullu sazan spermasmin spermatolojik

ozelliklerinin fizyolojik sinirlar igerisinde oldugu gézlendi,

2. Ekiilibrasyon islemi sonrasi en yiiksek motilite degerleri Sulandirict 111
DMSO grubunda, en diisiik ise Sulandirict I Gliserol grubunda, en yiiksek spermatozoa
canlilik siire Sulandiric1 II DMSO, en diisiik ise Sulandirici I Gliserol grubunda elde edildi.
Ekiilibrasyon sonrasi spermatozoa motilitesi ilizerine sulandiricilarin, kriyoprotektanlarin

ve sulandirict ile birlikte kriyoprotektanlarin birlikte etkisinin oldugu goriildi,

3. Dondurma ve ¢ozdiirme sonrasi en yiiksek motilite oran1t Sulandirict III
DMSO grubunda, en diigiik motilite oranlari ise Sulandirict I DMSO ve DMA gruplarinda

elde edildi. Cozdiirme sonu motilite orani iizerine sulandiricinin etkisinin bulundugu tespit

edildi.

4. Dondurma ve ¢Ozdiirme sonrast spermatozoa canlilik siiresi en yiiksek
Sulandict I DMSO grubunda, en diisiik ise Sulandirict I DMA grubunda elde edildi.

Ancak gruplar arasinda farklilik gézlenmedi,

S, Dondurulan sperma ile yapilan fertilizasyon islemi sonucunda, fertilizasyon
orani en yiiksek Sulandirici I DMA grubunda, en diisiik ise Sulandirici [ DMSO grubunda
elde edildi. Gruplar arasinda farkliliklarin olusumunda sulandirici etkisinin oldugu

gozlendi.

6. Dondurulup ¢ozdiiriilen sperma ile yapilan fertilizasyon islemlerinde tiim
deneme gruplarinda fertilizasyon orani oldukg¢a yiiksek olmasina karsin, larva ¢ikiglarinda

basar1 saglanamadi.
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Calismada elde edilen sonuglara gore, pulla sazan spermasi ile ileride yapilacak

aragtirmalarda asagida belirtilen onerilerin dikkate alinmasi gerektigi kanaatine varilmistir.

1. Dondurma c¢ozdiirme sonrasi yiiksek motilite ve canlilik siirelerine sahip
gruplardaki fertilizasyon orani ile diisiik motilite ve canlilik siiresine sahip gruplardaki
fertilizasyon oranlarinin benzer olmasi, payetlere konulan spermatozoon sayisi ile ilgili

olabilir.

2. Calismada payetlere fazla sayida spermatozoon konulmasi diisiik motilite ve
canlilik siirelerindeki olumsuzluklar1 engelledigi kanaatine varilmistir. Dolayisiyla
payetlere konulan sperma dozu diisiiriilerek yapilacak arastirmalarda sulandirici ve

kriyoprotektan etkisinin ortaya konulmasi1 gerekmektedir.

3. Calismada tim deneme gruplarinda larva c¢ikislarinda  basari
saglanamamasinin nedenlerini ortaya koyacak calismalara ihtiya¢ oldugu goriilmiistiir. Bu
amagla arastirmada kullanilan sulandiric1 ve kriyoprotektan kombinasyonlari ile yapilacak
sulandirma ve dondurma g¢alismalarinin her asamasin spermanin morfolojik muayenesi ve

DNA analizlerinin yapilmasi yararl olacaktir.

4. Dondurulmus sperma ile yapilacak fertilizasyon islemi sonrasi embriyonik
gelisim asamalarinin degerlendirilecegi arastirmalara ihtiya¢ bulunmaktadir. Bdylece
embriyonik gelisimin hangi asamada durdugu ve bunun nedenlerinin ne oldugu ortaya

konulmalidir.

5. Dondurulup c¢ozdiiriilen balik spermast ile yapilan arastirmalarda
embriyonik gelisimin devam etmemesinin muhtemel bir nedeni olarak polispermi

arastirilmalidir.
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