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OZET

Hizla artan diinya niifusu ve teknolojik gelismelerdeki artisa paralel olarak cevre
kirliligi ve ekolojik sorunlarin artmasi hayvansal protein kaynaklarmin azalmasina neden
olmaktadir. Bu sorunlar birim alandan daha fazla hayvansal protein elde edilmesini zorunlu
hale getirmistir. Bu noktada su iiriinleri yetistiriciligi 6n plana ¢ikmaktadir. Yetistiricilikte
verimi artrmaya yonelik caligmalar son yillarda olduk¢a 6nem kazanmustir. Ozellikle bu
yonde yapilan biyoteknolojik ¢aligmalar biiylik 6neme sahiptir. Bu c¢aligmalar arasinda 1slah
arastirmalar1 her zaman birinci sirada gelmektedir. Bu ¢alismada, XX ve XY kromozomlarina
sahip erkek gokkusagi alabalig1 (Oncorhynchus mykiss) spermlerinin dolleme kalitesi tespit
edildi. Bu amagla, sperma kalitesi (sperma hacmi, sperm yogunlugu, hareketlilik orani,
hareketlilik stiresi, pH ve toplam sperm sayisi), gonadosomatik indeks degeri ile birlikte iki
spermanin yumurtay1 délleme oranlar1 incelendi. Ayrica, bu spermlerle déllenen yumurtalarin
dollenme, gézlenme, larva ¢ikis oranlari ile larva ¢ikis siireleri belirlendi.

Denemede, ortalama agirliklar1 1550450 g olan 3 yasindaki XY kromozomlu (normal)
erkek ve 3 yasindaki 1470435 g agrrliginda olan XX kromozomlu (doniistiiriilmiis) erkek
baliklar ile 4 yasindaki ve ortalama agirligi, 2685+55 g olan disi damizlik baliklar kullanilda.
Bu disi baliklarin mutlak ve nispi yumurta verimliliklerine ait ortalama degerler swrasiyla
4730+£50 ve 2156%18 adet olarak hesaplandi. Bu yumurtalar spermlerin dolleme kalitesinin
belirlenmesinde kullanildi. Calismada, incelenen sperm kalite parametreleri (sperma hacmi,
spermin yogunlugu, ilk hareketlilik orani, hareketlilik siiresi ve toplam sperm sayis1), dollenen
yumurtalarda dollenme, gozlenme ve larva ¢ikis oranlar1 bakimindan en iyi sonuglar XX
kromozomlu balik spermlerinden elde edildi (P<0,05). Ayn1 zamanda, XX kromozomlu
baliklarin gonadosomatik indeks degerlerinin, XY kromozomlu baliklarinkine gére dnemli
derecede yiiksek oldugu (P<0,01) belirlendi. Bununla birlikte, yumurtanin gézlenme siiresi ve
larva ¢ikis siiresine ait farkliliklar 6nemsiz (P>0,05) bulundu.

Bu calismada, alabalik iiretiminde XX kromozomlu sperm ile doéllemenin XY
kromozomlu sperm ile dollemeden daha verimli oldugu agik¢a goriilmiistiir. XX kromozomlu
olan damizlik erkek gokkusagi alabaliklarinin iilke genelinde iiretimde kullanilmasi

durumunda; verimlilik artacak, daha yliksek say1 ve kalitede yavru elde edilebilecektir.

Anahtar Kelimeler: Gokkusagi Alabaligi, Damizlik, Délleme, Kalite, Kromozom, Sperm.
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SUMMARY
Fertilization Quality of Sperm with Different Chromosomes (XX and XY) from Male

Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss)

An increase in the levels of environmental pollution and ecological problems due to
rapidly growing global population and technological developments leads to a decrease in the
sources of animal protein. These problems make it necessary to obtain more animal protein
from a unit area. At this point, aquaculture comes to the forefront. In recent years, the studies
aiming to increase the yield in aquaculture have gained cosiderable importance. Especially,
biotechnological studies in this way have a great importance. Among these studies, breeding
researches have always the first place. In this study, the fertilization quality of the sperms
with XX and XY chromosomes from male rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) was
determined. For this purpose, the quality of the sperms (semen volume, sperm density, sperm
motility ratio, sperm motility duration, pH and total sperm number), gonadosomatic index
value and fertilization ratio of the sperms for two ovum were investigated. In addition,
fertilization, eyed and hatching rates of eggs and hatching duration of larvae fertilized by
these sperms were observed.

In the experiment, it was used the ovum from female brood fish which were identified
to be 2685+55 g at age 4 and male with XY chromosomes (ordinary) with mean weight of
1470+£35 g at age 3 and male with XX chromosomes (transformed) weighting 1470+£35 g and
at age 3. The mean values for absolute and relative fertility rates in these females were
4730+50 and 2156=+18 respectively. These ova were used to determine the sperm’s quality to
fertilize. In this study, the best results with regard to the sperm quality parameters (semen
volume, first motility ratio, motility duration, and total sperm numbers) examined,
fertilisation, eyed and hatching rates of eggs and hatching duration were obtained from the
sperms with XX chromosomes (P<0.05). It was also found that the gonadosomatic index
values of the fish with XX chromosomes were significantly higher than those of the fish with
XY chromosomes (P<0.01). However, eyed and hatching duration of eggs were not found to
be significant statistically (P>0.05).

In this study, it is obvious seen that fertilisation by sperms with XX chromosomes is
more productive than fertilization by sperms with XY chromosomes in the trout culture.
When the brood male rainbow trout with XX chromosomes are used throughout the country,
the yield will substantially increase. This will provide in higher number and quality offspring.

Key words: Rainbow Trout, Brood, Fertilization, Quality, Chromosome, Sperm.
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1. GIRiS

Gokkusag1 alabaligt (Oncorhynchus mykiss), ekonomik degerinin yiiksek olusu
nedeniyle iizerinde en fazla arastirma yapilan balik tiirlerinden birisidir. Muhtemelen sazan
(Cyprinus carpio) dan sonra kiiltiirii yapilan ilk tiirdiir. Yetistiriciligi ile ilgili ilk ¢alismalari,
Kuzey Amerika'da 1874 yilinda gokkusag: alabaligi yumurtalarinin, McCloud Irmagi'ndan
Kuzey Kaliforniya'daki 6zel bir kulugkahaneye taginarak kuluckalanmasiyla baglamistir. Daha
sonralar1 ise 1877 yilinda Japonya'ya, 1885 yilinda Ingiltere ye getirilmistir (Akhan ve
Canyurt, 2005).

Tirkiye'de gokkusagi alabaligr iiretimi, 1970'i yillarda disaridan getirilen yumurtalarla
baslamistir (Canyurt, 1985). Giiniimiizde ise gokkusagi alabaligi kiiltiirii yapilan en 6nemli tiir
konumundadir. Gokkusagi alabaligi iiretimi, gerek potansiyel su kaynaklarinin iiretime
almmas1 gerekse yetistiricilikte karsilasilan problemlerin (kaliteli yem, hastaliklara karsi
miicadele, vb.) ¢oziilmiis olmasi nedeniyle her gegen yil artarak devam etmektedir (Akhan ve
Canyurt, 2005).

Hizla artan diinya niifusu ve teknolojik gelismelerdeki artisa paralel olarak ¢evre kirliligi
ve ekolojik sorunlarin artmasi hayvansal protein kaynaklarin azalmasina neden olmaktadir.
Bu sorunlar birim alandan daha fazla hayvansal protein elde edilmesini zorunlu hale
getirmistir. Bu noktada su {riinleri yetistiriciligi 6n plana ¢ikmaktadir. Yetistiricilikte verimi
artirmaya yOnelik calismalar da son yillarda olduk¢a 6nem kazanmistir. Bu yonde yapilan
biyoteknolojik caligmalar biiyiik potansiyele sahiptir. Elde edilecek basari, bu konuda
yapilacak daha fazla sayida ve detayli ¢alismalar ile artacaktir (Dreanno vd., 1999b; Okumus,
2003).

Kiiltiir baliklarinin tiirlere gore dagilimimda en yiiksek yetistiriciligi yapilan balik,
icsulardaki alabalik miktar1 olup, toplam su {riinleri yetistiriciliginin  %47.66’sin1
olusturmaktadir. Bunu %29,33 ile levrek, %17,87 ile cipura takip etmektedir (Sekil 1.1).
Midye, alabalik (deniz) ve aynali sazan (i¢ su) lretimleri de digerlerini takip etmektedir. Yine
2009 yilinda elde edilen istatistiki verilere gore (Tablo 1.1); Tirkiye’deki toplam balik
yetistiriciligi miktarinin tiirlere gore dagilimma baktigimizda, yine alabaligin en 6nemli tiir

oldugu goriilmektedir.
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Sekil 1.1.2009 Y1l itibariyle, Tiirkiye’de balik yetistiriciligi tiretiminin tiirlere gore dagilimi
(TUIK, 2010).

Tablo 1.1. 2009 Y11 verilerine gore, Tiirkiye’de yetistiriciligi yapilan balik tiirleri ve iiretim
miktarlar1 (TUIK, 2010).

Igsu Deniz Toplam
Alabalik Aynali Deniz Cipura Levrek Midye Digir
Sazan Alabalig
Ton/Y1l % Ton/ % Ton/ % Tow/Yil | % Tow/Yil | % Ton/ | % Ton/ % Tow/Yil | %
Yil Yil Yil Yil
75657 47,7 591 0,4 5229 33 28362 17,9 46554 29,3 | 89 0,1 2247 1.4 158729 100

Ulkemizdeki su potansiyelinin degerlendirilmesiyle birlikte tatli sularda alabalik (O.
mykiss), denizde ise ¢ipura (Sparus aurata) ve levrek (Dicentrarchus labrax) yetistiriciligi her
gecen yil artarak siirdiirilmektedir. Ancak, ireticiler yetistiricilikle ilgili birgok sorunu
¢ozmiis olsalar bile halen damizlik ve damizliklardan elde edilen kaliteli gamet temininde
sorunlar yasamaktadirlar (Okumus, 2003; Emre ve Kiirtim, 2007).

Glinlimiizde su Uriinleri iiretimi yapan kuluckahane sayisi binlerle ifade edilecek
saytya ulagsmustir. Yetistiricilerin genel egilimi daha fazla yavru tiretmektir. Bu nedenle,
iiretimde kullanilan damizliklarm verim &zellikleri dikkate alinmamaktadir. Uretim yapilacak
yeni potansiyel alanlarin giderek azalmasi, su lriinleri yetistiriciligindeki artig hizini ileride
sinirlandiracaktir. Bu nedenle iiretimin siirdiiriilebilmesi i¢in iretimde istiin verim
ozelliklerine sahip gamet kullanilmasi zorunlu olacaktir. Yetistiricilikte kaliteli gametler, 1slah

edilmis hatlardan veya biyoteknolojik olarak manipiile edilmis hatlardan elde edilmektedir.




Ornegin; kisa siirede biiyiiyen ve hastaliklara kars1 dayanikli ve yem degerlendirme katsayisi
yiiksek gokkusagi alabaligi hatlar1 gelistirilmistir. Ayn1 zamanda erkek alabaliga kiyasla daha
fazla karkas agirligima sahip, % 100 disi populasyon iiretiminde kullanilan, XX kromozomlu
erkek (disiden doniistiiriilmiis erkek) damizliklar iiretilebilmektedir (Aegerter, 2004).

Bundan 6nce ise XY kromozoma sahip, 2-3 yash erkek damuizliklar kullanilmis ve
halen kullanilmaktadir. Alabaliklarda genellikle erkekler, disilerden daha erken cinsel
olgunluga ulasirlar. (Bliyiikhatipoglu ve Holtz, 1984; Billard, 1995). XY kromozoma sahip
erkeklerin spermalari testisin kanal bosluklarinda toplanir ve uygun cevre sartlar1 olusuncaya
kadar dinlenme durumunda kalirlar. Erkek balik tireme mevsiminde gonadotropinlerin etkisi
ile sperma vermeye hazir hale gelir. Testislerde hareketsiz durumda bulunan spermatozoa in
vitro kosullarda su ile temasa gecince hareket kabiliyeti kazanir. Spermatozoanin suda aktif
oldugu periyot oldukca kisadir ve su sicakligina baglh olarak bu siire yaklasik 30 saniye ile 2
dakika arasinda degisim gostermektedir. Bu familyaya ait baliklarin ¢ogunlugunda sperma
tiretimi oldukea yiiksektir (5 x 10'? spermatozoon /kg viicut agirhg). Ancak, dogal sartlarda
balik tarafindan iiretilen spermanin %?20-40’1 kullanilabilmekte, kalan kisim ise viicut
tarafindan emilmektedir (Aegerter, 2005). Salmonidae familyasina ait baliklarda sperma
miktar1 farkli cinslere gore degisim gostermektedir. Bunun yaninda ayni cinsin bireyleri
arasinda da farkliliklar olabilmektedir. Yine iireme sezonunun basi, ortasi ve sonunda
spermanin  diger kalitatif Ozelliklerinde oldugu gibi miktarinda da farkliliklar
gozlemlenmektedir. Gokkusagi alabaliinda ortalama sperma miktar1 6-12ml arasinda
degismektedir. Ancak, bu miktar bir¢ok faktore bagl olarak degismektedir. Bunlarin basinda
suyun sicakligi, sperma sagim aralifi, yas ve 6zellikle de bakim ve besleme sartlar1 sperma
miktar1 ilizerinde oldukga etkin faktorler olarak bildirilmektedir (Biiylikhatipoglu ve Holtz,
1984). Gokkusagi alabaliginda sperma miktarindaki degisim aralig1 oldukea ytiksektir.

Erkek gokkusagi alabaliklari, yil icerisinde 22 hafta siireyle sperma tliretme yetenegine
sahiptirler. Y1l igerisindeki toplam sperma verimleri ortalama 129 ml olup, sagim basina
ortalama 12-15 ml diismektedir. Ayrica, bu sperma hacminde toplam 991x10° spermatozoon
bulunmaktadir. XY kromozoma sahip damizliklardan abdominal masaj ile toplanan sperma
orneklerinde iire kontaminasyonu (sperm kanali ve iiriner kanalin yakinligindan dolay1)
kacinilmazdir. Bundan dolayr sperm yogunlugu ve seminal plazma kompozisyonundaki
degisim yanlis yorumlanabilir (Aegerter, 2005). Bu konuda yapilan arastrmalar, {ire
kontaminasyonunun spermanin konsantrasyonunu %80’lere varan oranda seyreltebildigini ve
osmotik basincini azalttigini ortaya ¢ikarmistir. Bu tiir kontaminasyonlar seminal plazmanin

iyonik konsantrasyonunu degistirmektedir. Ornegin; iire kontaminasyonu sonucunda Atlantik
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salmon (Salmo sala) baliginm seminal plazmasmdaki K" konsantrasyonu 1382 mg/L’den 792
mg/L’ye diismiistiir (Breton vd., 1990; Bromage vd.,1994; Aegerter, 2005).

Uretim agisindan bakildiginda, kullanilan spermanin iistiin délleme 6zelliklerine sahip
balik hatlarindan veya XX kromozoma sahip erkek damizliklardan elde edilen spermalar
iretim i¢in kullanilmalidir. Yetistiriciligi yapilan alabaliklarm tireme donemi cevresel sartlara
bagl olarak Kasim-Mart aylar1 arasinda gergeklesmektedir. Ancak birgok isletmede disi ve
erkek damizliklar arasinda, tireme doneminde goriilen senkronizasyon bozuklugu nedeniyle
bazen disilerden yumurta alindig1 halde erkek bireylerden sperma alinamamakta veya bunun
tersi olmaktadir. Bu durumda iiretici, disilerden yumurta sagimi yaptiginda erkek anaglar
sperma vermedigi i¢in, sagilan yumurtalar dollenememektedir. Sonu¢ olarak, yumurtalar
ziyan olmakta veya erkekler olgunlastig1 halde disilerden yumurta alinamadiginda ise sperma
kayb1 s6z konusu olmaktadir. Bu da ireticilerin, ekonomik kayiplara ugramasma yol
agmaktadir (Canyurt vd., 2005). Uretici icin ¢ok fazla isgiicii ve maliyete neden olan XY
kromozomlu erkek damizliklardan ziyade, %100 disi ve XX kromozoma sahip disiden
doniistliriilmiis olan erkek damizliklar kullanilabilir. Bu damizliklarin viicudundaki biitiin
hiicreler XX kromozom tasiyor olsa da, distan verilen testosteron hormonu sonucu gelisen
testislerin trettigi spermlerin yapisindaki kromozomlar X cinsiyet kromozomudur. Bu
alabalik yavrularmin erkeklestirilmesi i¢in, ilk yem almaya baglayan yavrulara 17 o-metil-
testosteron hormonu igeren yemlerle 750 GD (Giin Derece) yemlenir. Daha sonra balik cinsel
olgunluga kavusuncaya kadar normal yemle beslenir. Bu yavrular yaklasik iki y1l sonra cinsel
olgunluga erisir. Gergek erkek damuzliklar ile bu erkek damuzliklari birbirlerinden ayirt
etmenin tek yolu, sagim islemini gerceklestirmektir. Sagim sonucunda, gercek erkekler
sperma verirken; erkeklestirilmis disiler, testislerin anormal olmasi ve bosaltim kanallarinin
bulunmamasi nedeniyle sperma veremeyeceklerdir. Bunlardan sperma temin etmek icin, bir
bistiiri yardimiyla, sekonder olarak, gelisen testisler karnin agilmasi ile alinir. Testisten alinan
sperma sivisindan kiiciik bir damla, mikroskop altinda kontrol edilir. Elde edilen spermin
canliligina, yogunluguna bakildiktan sonra yumurtanin déllenmesi i¢in kullanilir (Akhan ve
Canyurt, 2005; Emre ve Kiirtim, 2007).

Bu nedenle, ¢alismada; farkli kromozomlara (XX ve XY) sahip erkek gokkusagi
alabalig1 (Oncorhynchus mykiss) spermlerinin dolleme kalitesi arastirildi. Boylece, gokkusagi
alabalig1 iiretiminde hangi kromozoma sahip anag¢ erkeklerin kullanilmasmin daha uygun

olacagi belirlenmeye ¢alisild1.



2. SPERM - YUMURTA KALITESi VE DEGERLENDIRME KRiTERLERI

Biyolojik olarak yaklasilirsa, gametin kalitesi; dolleyebilme, déllenebilme ve normal
bir embriyoya doniisebilme yetenegi olarak tanimlanabilir. Bu nedenle; erkek germ hiicresi
(spermium) kiiciik ve cok hareketlidir. Disi germ hiicresi (ovum) ayni1 zamanda gelisecek
yavru i¢in bir besin deposu gorevi de yapmaktadir. Bu nedenle de biiyiik ve haraketsizdir
(Kayali vd., 1992; Dreanno vd., 1999c). Bununla birlikte, gametlerin kalitesi; ¢ekirdek
transferi ya da androgenez gibi gametlerin kullanimina bagh olarak, yapilan uygulamalardaki
ozel biyoteknik farkliliklarla da aciklanabilir. Yumurta ve sperma kalitesini miktar olarak
degerlendirmek i¢in kullanilan bir ¢ok kriter vardir. Bunlardan bazilar1 tiir-6zellikli ya da
uygulama-6zelliklidir. Bu boliimde, dollenme Oncesi gamet kalite degerlendirme kriterleri ele

almmaktadir (Kayali vd., 1992).

2.1. Sperm Morfolojisi

Spermium ad1 verilen erkek germ hiicresi, 1677 yilinda Johann Ham tarafindan ilk
defa gorilmiistiir. Bas, orta par¢a ve kuyruk olmak iizere {i¢ kisimdan olusan ve canli iken

cok hareketli bir cisimeiktir (Sekil 2.1).

Akrozom
——— Bas
Kromozomlan fceren Cekirdek

Orta Parca

Sekil 2.1. Gokkusag1 alabalig1 (Oncorhynchus mykiss)’na ait olgun bir spermium (Kayali
vd., 1992).



Bas: Karsidan bakildiginda oval, yandan bakildiginda armut bi¢imindedir. Taze
preparatlarda 15181 cok kiricidir, bu nedenle de parlak olarak goriintir. Boyanmis preparatlarda
ise, basin arka kismi niive boyalar1 ile ¢ok koyu olarak boyanir. Ciinkii bagin bu kisminda ¢ok
miktarda DNA bulunmaktadir. Basin bu kismmin, spermium epitelinde olgunlasirken ortaya
cikan enzimleri tasidigr ve bu nedenle de fertilizasyonda 6nemli bir rol oynadigi kabul
edilmektedir (Holtz vd., 1984).

Orta parca: Boyun ve birlestirici kistm olmak tizere iki boliimden olusmustur.

Boyun ¢ok kisadir ve bas plagi (Noduli anteriores) ile ara kitle (Massa intermedia)den
yapilmistir. Isik mikroskopunda bas plagi; Basin hemen altinda yerlesmis iki cisimcik ile
onlar1 birbirine birlestiren, enine diske baglayan homojen bir kitle goriiniimiindedir.
Boyun,bir oynak gorevi yapmaktadir. Bas bu sayede spermiumun geri kalan kisimlarma kars1
hareket yetenegi kazanmaktadir. Birlestirici kistmda su olusumlar vardir (Holtz vd., 1984):

1. Enine disk (Discus transversalis): Ara kitlenin (Massa intermedia) hemen altinda bir
plaktan yapilmistir.

2. Son halka: Dip ¢emberi veya kapatici halka da denir. Arka sentriolden olustugu kabul
edilen bir plaktir.

3. Eksen ipligi: Bu iplik enine diskten baslayarak kuyrukta da devam eden bir lif¢cikten
olusmustur.

4. Spiral 1iplik: FEksen ipliginin etrafinda bulunan, ince plasmatik kilifi saran,
mitokondrilerden yapilmis, 8-9 kivrimli bir ipliktir.

5. Sitoplasmik kilif: En dista bulunan ince bir zardir.

Kuyruk: Spermium’un en uzun fakat ayn1 zamanda en ince kismudir. Bir uzun esas
parca (Pars principalis) ile bir de kisa son parcadan (Pars terminalis) olusmustur. Biitiin
kuyruk boyunca eksen iplik¢igi uzanir (Sekil 2.2). Kuyruk, yilankavi hareketler ile
spermiumun ileriye dogru hareket etmesini saglar (Holtz vd., 1984; Munkittrick vd., 1987).
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Sekil 2.2. Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss)’na ait olgun bir spermium’un 1s1k
mikroskopunda sematik goriintisii (Kayali vd., 1992).



Spermium bir hiicre olarak incelendiginde; bas, niiveye, biitiin diger kisimlar da hiicre
govdesine uyar. Genlerin bulunmasi nedeniyle fekondasyon esnasinda asil onemli rolii
oynayan bastir, enine disk ise sadece bir motor durumundadir. Bu plagin saglam olmasi
spermiumun hareket edebilmesi i¢in sarttir. Kuyruk, geminin pervanesi gibi sadece hareketi
saglayan bir kisimdir. Basi bulunmayan bir spermium, eger enine plagi saglam ise hareket
edebilir. Bundan anlagilacag lizere hareket yetenegi ile dolleme yetenegi farkl seylerdir. Bir
spermiumun yasama siiresi, i¢cinde bulundugu ortamm pH’ma baghdir. Spermiumlar asit
ortamlarda ¢ok ¢abuk hareket niteliklerini ¢ok ¢abuk kaybeder ve oliirler (Munkittrick vd.,
1987; Kayali vd., 1992).

2.2. Yumurta Morfolojisi

Déllenmemis yumurta ya da disi gamet, ikinci mayotik boliinmenin metafazinda
yeralan sabit ovosittir. Bu metafaz 2 ovosit, oogenetik silirecin son Uriinii olup, oogenetik
boyunca ovaryum ile birlikte meydana gelir (Tata, 1986). Sonu¢ olarak, yumurtanin
koordineli birlesimi bazi tiirlerde yillara varan ¢ok uzun bir siire devam edebilir. Bu yiizden,
oogenetigin siirecinde meydana gelen birlesim, sentez ve yumurta bilesenleri (Sekil 2.3); bir
defa dollendiginde normal bir embriyoya doniisecek iyi kaliteli bir ovositin diizenli
olusmasinda anahtar rol oynamaktadir. Vitellojen siiresince yumurta hacminin artmasi ile
sonu¢lanan yumurta saris1 (besin kesesi) proteinlerinin birlesmesini de iceren yumurta
olusumunun ana 6zellikleri tizerinde calisilmistir (Wallece ve Selman; 198, 1985; Brooks vd.,

1997; Patino ve Sullivan, 2002; Mommsen ve Korsgaard, 2008).
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Sekil 2.3. Olgun bir gokkusag alabalig1 (Oncorhynchus mykiss) yumurtasi (Tata, 1986).



Bunun yani sira, yumurta sarisi proteinleri ve ovosit (déllenmemis yumurta), maternal
mRNA, protein, vitamin ve hormonlar gibi bircok bilesen igerir. Giiniimiizde, déllenmemis
yumurtalarin hormonal bilesikleri hakkindaki bilgiler smirhidir. Cesitli cinsiyet steroidleri
(Feist vd., 1990), tiroid hormonlar1 (Tagawa ve Hirano, 1987) ve kortizol (Hwang vd., 1992)
konularinda birgok calisma yapilmistir. Yumurta iceriginin hormonal durumunu kontrol etme
amacl bircok calisma yapilmasma ragmen, gilinlimiize kadar yumurta i¢ci hormon
fonksiyonlar1 lizerine yeterli diizeyde arastwrmayapilmamistir. Maternal olarak aktarilan
mRNA’lar ve proteinler oogenesiz boyunca oositte birlesirler (Tata, 1986, Howley ve Ho,
2000; Pelegri, 2003). Zigotik transkripsiyonun baslangict “maternal embriyo degisimi
(MET)” esnasinda meydana gelir. Baliklar ve diger omurgalilarda da oldugu tizere, MET orta-
blastula sathasinda meydana gelir bu durum ayrica “orta blastula degisimi (MBT)” adiyla
anilir (Kane ve Kimmel, 1993). Son model genetik anaclarin kullanilmasi ile yapilan
calismalardaki molekiiler analizler, bazi maternal mRNA’larim  degisken kalitedeki
yumurtalarda farkli miktarlar sergilediklerini gostermistir (Aegerter vd., 2005; Bonnet vd.,
2007b). Bu yiizden yumurtalarda bulunan maternal mRNA’larin yapis1 ve miktari, oxositin
tam gelisimi i¢in Onemlidir. Ayni sekilde, 6zel maternal mRNA’larin oxosit icerisinde
bulundugu yer itibari ile embriyonun 6n ve arka eksenlerinin tanimi i¢in onemlidir (Bally-
Cuif vd., 1998; Howley ve Ho, 2000). Bu son dénem caligmalari, balik yumurtasinin
kalitesinin diizenlenmesi kapsamima giren molekiiler mekanizmalar {izerinde yeni ipuglari
saglamustir. Ornegin; gokkusagi alabaliginin yumurtasinda ovulatdr sonrasi yaslandirma
siirecinde cekirdek plazmasinin mRNA seviyelerinde hizli bir diisiis gdzlemlenmistir ki bu
siirecte yumurta kalitesi de siirekli bir diisiis halindedir (Aegerter vd., 2005). Cekirdek
plazmasinin niikleer yapilanmada ve embriyonik gelismede onemli bir maternal etki geni
oldugu sonucu ¢ikmaktadir (Burns vd., 2003; McHay ve Clarke, 2003). Ayni sekilde,
gokkusagi alabaliginin degisik kalitelerdeki yumurtalar1 arasinda degisken miktar gdsteren
prohibitin 2 mRNA’da gozlemlenmistir (Bonnet vd., 2007b). Prohibitin 2 (Phb2) yiiksek
korumali bir protein olup, aslinda koruyucu protein olarak bilinir ve hiicresel fonksiyonlarin
genis kapsamina yayilmistir (Aegerter vd., 2005).

Maternal mRNA’lara ilaveten, oxosit oogenezis siirecinde sentezlenen proteinleri de
icerir. Son donemlerde, gelisen oxositin proteomik analizi, tam yetiskin bir zebra (Danio
rerio) ve cipura (Sparus aurata) baliginin proteinlerinin tanimlanmasina Onciiliik etmistir
(Knoll-Gellida vd., 2006; Zilli, 2003). Bu calismalar, dollenmemis yumurtalarin protein
icerigini gdstermektedir. Bununla birlikte, yumurta kalitesinin diizenlenmesine katki saglayan

proteinler konusunda daha ¢ok c¢alisma yapilmalidir.
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2.3. Dollenme Oncesi Kalite Degerlendirme Kriterleri

2.3.1. Sperma

Aktif olan spermatozoanin yiizdesi, hareketlilik siiresi, sperm konsantrasyonu ve
spermatokrit ve seminal plazma kompozisyonu, sperma kalitesini 6lgmede kullanilmaktadir
(Billard ve Cosson, 1984; Kopriicii ve Giir, 1999; Aegerter vd., 2005). Sperma kompozisyonu
iizerine yapilan arastirmalar, spermatozoa konsantrasyonu ve seminal plazma
kompozisyonunda biiylik intraspesifik ve interspesifik degisimler oldugunu gosteriyor. Bu
degisimler, genetik degiskenlik, spermatozoanin intratestikiiler yasi, mevsimler (Benau ve
Terner, 1980), yumurtlama durumu ve stratejisine (Aegerter vd., 2005) gore olmaktadir.

Yumurtlama sezonu siiresince levrek ve salmon baliklarinin sperma kalitesinin arttigi
belirlenmistir. Diger yandan, iireme mevsimi sonrast gokkusagi alabaligi spermasimin
yogunlugu diismektedir (Biiyilikhatipoglu ve Holtz, 1984).

Oncorhynchus mykiss, Salmo trutta, Salvelinus fontinalis ve Salmo salar tizerine
yapilan arastirmalar, bunlarin sperm hareketlilik siliresinin mevsimlere gore degistigini
gostermektedir. Yumurtlama mevsiminde aktif olan gokkusagi alabali§1 spermatozoalar1 30-
35 saniye hareketlidirler. Yumurtlama sezonu sonuna dogru hareketlilik siiresi 15 sn gibi bir
sireye diiser (Benau ve Terner, 1980). Ayrica, gokkusagi alabaliklarinda yumurtlama
sezonunda aktif olan spermatozoa orani yumurtlama donemi sonrasi biiylik oranda diiser
(Biiytikhatipoglu ve Holtz, 1984).

Seminal plazmanin inorganik ve organik kompozisyonundaki degisimler (Benau ve
Terner, 1980; Piironen ve Hyvarinen, 1983; Kruger vd., 1984; Munkittrick ve Moccia, 1987)
ayn1 zamanda spermanin korunmasini da etkileyebilir. Sperm hareketliligi ile yakindan ilgili
olan K" ve Na" (Morisawa ve Suziki, 1980) gibi iyonlarmn orani ve konsantrasyonu mevsim
sonunda diiser (Munkittrick ve Moccia, 1987).

Abdominal masaj ile toplanan sperma orneklerinde iire kontaminasyonu (sperm kanali
ve liriner kanalin yakinhigindan dolay1) kaginilmazdir. Bundan dolay: sperma vizkozitesi ve
seminal plazma kompozisyonundaki degisim yanlis yorumlanabilir (Bromage ve Roberts,
1992; Dreanno vd., 1999b).

Bu konuda yapilan arastirmalar, iire kontaminasyonunun spermanin konsantrasyonunu
%380’lere varan oranda seyreltebildigini ve ozmotik basincini azalttigini ortaya ¢ikarmustir. Bu
tiir kontaminasyonlar seminal plazmanimn iyonik konsantrasyonunu degistirmektedir. Ornegin;
iire kontaminasyonu sonucunda Salmo salar’m seminal plazmasindaki K konsantrasyonu

1382 mg/L’den 792 mg/L’ye diismiistiir (Bromage ve Roberts, 1992).
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2.3.1.1. Spermanin Makroskopik Muayenesi

2.3.1.1.1. Spermanin miktari

Sperma miktar1 bir sagimda disar1 verilen spermanin tamaminin hacmidir. Sperma
alma isleminden hemen sonra, genellikle derecelendirilmis sperma toplama kadehlerinden
okunarak, gerektiginde ise 6l¢lim pipetleri veya silindirleri yardimiyla saptanir ve "ml" olarak
belirtilir. Spermanin hacmi spermatozoa ve eklenti bezlerinin salgilarindan olusur. Hayvan
tiirtine, wkina, yasmna, ¢evre kosullarina ve sperma alma yOntemine bagli degisiklik

gosterebilir (Biiylikhatipoglu vd., 1984; Munkittrick vd., 1987; Alagam vd., 1994).

2.3.1.1.2. Spermanin rengi

Hayvan tiiriine ve wkma gore farkliliklar gostermekle beraber, normal sperma
genellikle acik kremden koyu krem rengine kadar degisir. Rengin olusmasinda sperma iginde
bulunan spermatozoa sayisinin etkisi fazladir. Patolojik durumlar disinda sperma renginin
olusmasinda hayvan tiiriine ve beslenmeye bagli, normal sayilabilecek farkliliklar izlenebilir.
Spermada normalin disinda renklere de rastlanabilir. Bu durumlar, genital organlarda anormal
bir durumun oldugunu veya spermaya yabanci maddelerin karistiginin belirtisidir. Spermanin
sart-yesilimsi renkte goziikkmesi, spermada irin bulundugunu (pyospermie), sar1 renkte olmasi
idrar karistigini, kirmizi-kahverengi olmasi kan karistigini (hemospermie) gosterir, partikiil
veya benzeri tortularin goziikmesi ise digki veya diger yabanci maddelerin bulundugunun

belirtisidir (Holtz vd., 1984; Alacam vd., 1994).

2.3.1.1.3. Spermanin kivamm

Spermanm akiskanliin1 ve viskozitesini gosterir. Sperma sulu kivamdan krem
kivamina kadar degisen viskozite gosterebilir. Spermanin kivami, biiyiik Olgiide icerdigi
spermatozoa sayisiyla iliskilidir. Ornegin; az yogun bir sperma, acik krem renginde, sulu
kivamda ve akigkan oldugu halde, daha yogun sperma (x10°/ml) krem renginde, koyu siit
kivamindadir ve bunun akiskanligi daha azdir (Biyilikhatipoglu vd., 1984; Munkittrick vd.,
1987).

2.3.1.2. Spermanin mikroskopik muayenesi

Taze spermada muayeneler sperma alimindan hemen sonra ve spermatozoonlarin

cevre kosullarindan en az etkilenecegi bir ortamda (laboratuvar) siirdiiriiliir. Muayene
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sirasinda spermanin temas edecegi lam, lamel, pipet, vb. gibi tiim malzemeler temiz, steril ve
ortam sicakliginda olmalidir (Alagam vd., 1994). Alabalik ciftliklerinde hehiiz laboratuvar
seklinde tam tesekkiilli bir c¢alisma alanlar1 kurulmamistir. Fakat laboratuvar ve

malzemelerinin 6nemi giin gectikce artmaktadir.

2.3.1.2.1. Kitle hareketi

Spermatozoa yogunlugu fazla olan spermalarda gdzlemlenebilen bir hareket ¢esididir.
Kitle hareketi, spermada bulunan ileri yonlii, gii¢lii harekete sahip spermatozoonlarin
yogunluguna ve motilitesine bagl olarak olusur. Spermada ileri yonde ve hizli hareket eden
spermatozoa sayist ¢ok fazla ve motilite ¢ok iyiyse, kitle hareketi koyu hatlar halinde
kaynama veya dalgalanma seklinde goriiliir. Spermatozoa hareketleri yavas veya az sayida
iler1 yonlii ise kitle hareketi ya ¢ok yavas dalgalanma veya kaynama seklindedir ya da hig
goriilmez. Kitle hareketi 0-5 arasinda puanlama ile degerlendirilir. Eger spermada hicbir kitle
hareketi gozlenmiyorsa; 0 (sifir), kitle hareketi ¢ok hizli, kalin hatlarla kaynama veya
dalgalanma seklinde ise 5 (bes) ile degerlendirilir. Degerlendirmeler tiire 6zgli 6zellikler
dikkate alinarak yapilir (Sekil 2.4). Muayene i¢in yaklasik mercimek biiytikliigiinde bir damla
sperma, kapiller pipet veya bagetle lam iizerine konur. Hareketler mikroskobun kiigiik
biiyiitmeli objektifiyle (x400), lamel kapatilmaksizin, dogrudan degerlendirilir. Muayene kisa
siirede yapilmali, gerektiginde tekrarlanmalidir (Alacam vd., 1994).

Sekil 2.4. Mikroskop altinda sperm hareketlerinin degerlendirilmesi: (0) Yok, (1) ¢cok zayif,
(2) zayif, (3) orta, (4) iy1, (5) cok 1yi (Alacam vd., 1994).
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2.3.1.2.2. Spermatozoa motilitesi

Spermatozoa motilitesi;bir yonde ve giiclii hareket eden spermatozoonlarin, hareketsiz
veya diger hareket bigimi gosterenlere oranidir. Bir yonde ve giiclii hareket niteligi gosteren
tek hiicreye ise, motil spermatozoon denir. Motil spermatozoonlarin spermadaki sayilari,
toplam spermatozoa igindeki ylizde oranlariyla hesaplanabilir. Yalnizca motil
spermatozoonlarin doélleme (fertilizasyon) gii¢leri oldugu kabul edildiginden, yapilacak
muayenelerde motilite saptanmasi 6nemli yer tutar. Motilite oraninin belirlenmesiyle, hem
erkek hayvanlarin dolleme gilicleri biiyiik Olglide belirlenir hem de spermanin degisik
amagclarla kullanilmas1 ve degerlendirilmesi olanagi saglanir. Bu nedenle spermatozoa
motilitesinin saptanmasinda ¢ok dikkatli olmak gerekir. Motilitenin diisiik saptanmasi halinde
spermadan daha az veya hi¢ yararlanilamayacagi, yiiksek saptanmasi halinde ise infertilite
veya steriliteye yol agabilecegi diistiniilmelidir (Biiyiikhatipoglu vd., 1984; Munkittrick vd.,
1987; Alacam vd., 1994; Dreanno vd., 1999c).

Spermatozoa motilitesinin saptanmasinda lam, lamel, ve pipet gibi malzemelerin temiz
ve viicut sicakliginda veya ortam sicakliinda olmasma dikkat edilmelidir. Spermatozoa
motilitesinin saptanmasi taze ve sulandirilmis spermada yapilir. Bunun i¢in spermadan kiiciik
bir damla alinarak lam iizerine konur ve bu damla {izerine lamel kapatilmadan 151k
mikroskopunda genellikle orta biiyiitmede (x400), spermatozoonlar tek tek izlenerek bunlarin
hareketlerinin degerlendirilmesi yapilir. Cogunlukla, taze balik spermalarinda yiiksek motilite
(%90) ve hareket hizmna rastlanilir. Spermanin motil spermatozoa yoniiyle degerlendirilmesi,
toplam motil spermatozoa sayis1 g6z oniinde bulundurularak yapilmalidir. Spermada diisiik
motilite (%60) durumunda bu gibi spermalar ddlleme i¢in tercih edilmez. Kullanilmasi

halinde dolleme orani diisiik olur (Biiylikhatipoglu vd., 1984; Munkittrick vd., 1987).

2.3.1.2.3. Spermatozoa yogunlugu

Birim hacim spermada bulunan spermatozoa sayisi olarak tanimlanabilir. Spermanin

’ veya cm’iinde bulunan toplam spermatozoa sayismm bilinmesiyle ancak, motil

bir mm
spermatozoon oranit veya diger spermatolojik Ozellikler sayisal olarak ifade edilebilir.
Ozellikle spermanin kullanilmasinda ve degerlendirilmesinde spermatozoa yogunlugu ve
motilitesi yaninda ¢cok onemli bir spermatolojik 6zelligi olusturur. Spermatozoa yogunlugu
cok degisik yontemlerle belirlenebilirse de uygulamada genellikle {i¢ temel yontem kullanilir.

Bunlar;
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Hemositometrik Yéntem: Kan hiicrelerinin sayiminda oldugu gibi, spermada bulunan
esey hiicrelerinin sayisal miktarinin belirli oranlarda sulandirilmasi, eritrosit sayiminda
kullanilan pipetlerle yapilir. Spermatozoa sayiminda cesitli sayim lamlar1 kullanilabilir.
Ancak, daha ¢ok kullanilan1 "Thoma" sayim lamidir. Thoma laminda biri iistte, digeri altta
olmak tizere iki sayim sahasi vardir. Her sayim sahasinda 16 biiylik kare, her biiyiik karede ise
25 kiiciik kare bulunur. Thoma lami her iki sayim sahasmi Ortecek sekilde 6zel lamelle
kapatilir. Lamelin yapistirilmasi, sayim sahalarinin yanlarinda bulunan ayaklarm hafif
nemlendirilmesiyle saglanir. Yapigsmanin uygunlugu her iki yapigma yerinde olusan Newton
renk halkasiyla kontrol edilir. Sayim lamina sayim sahalar1 yanlarindan 6nceden hazirlanmis
soliisyon damlatilarak lam ve lamel arasinda olusan hacim tamamen doldurulur.
Spermatozoonlarin ¢okmeleri i¢in lam yaklasik 5 dakika yatay konumda bekletilir.
Spermatozoa sayimi, mikroskopta sahanin bulunmasi i¢cin 6nce kiigiik biiyiitmeli (x 400)
objektifler kullanilarak yapilir.

Fotolemetrik Yontem: Bu yonteme fotoelektrokolorometrik ya da nefalometrik adi da
verilir. Olduk¢a yaygin kullanim sahasi vardir. Pratik olusu ve kisa siirede sonu¢ vermesi
yoniiyle tercih edilir.

Elektronik Saya¢ Yontemi: Spermatozoa yogunlugu son zamanlarda gelistirilen
elektronik aletlerle de belirlenebilmektedir. Bu yontemde kullanilan alet, elektrolit bir sivi
icinde bulundurulan iki elektrod arasindaki elektrik akiminin, ortamda bulunan partikiillerin

sayis1 ve biiyiikliiklerine gore degismesi esasina gore calisir.

2.3.1.2.4. Olii-canh spermatozoon orani

Spermada yer alan 6lii ve canli spermatozoa oranini saptamak amaciyla arastirilir. Bu
saptama, boyama testleriyle 6lii spermatozoonlarin boyayr alma, canli olanlarmm ise, boyay1
almama Ozelligine dayandirilarak yapilir. Boyama isleminde genellikle eosin kullanilmakla
beraber, eosin-nigrosin, opalblue ve fast green gibi boyalardan da yararlanilabilir. Olii
spermatozoon oraninin saptanmasi spermatolojik 6zellikler bakimimdan ancak tamamlayici
bilgi verir. Eger spermada 6lii spermatozoa orani diisiikse, bu ¢ok sey ifade etmez. Ciinkii
yerinde sallanan, gember hareketliler de canli spermatozoon 6zelligi gosterebilirler. Spermada
yliksek miktarda bulunan Olim orami ise olumsuzluk isaretidir. Bu durumda diger
spermatolojik 6zellikler tekrar gozden gegirilmelidir. Spermada genellikle %20-25"in iizerinde

olii spermatozoa bulunmasi istenmeyen bir 6zelliktir (Labbe vd., 2001).
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2.3.1.3. Spermanin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin muayenesi

Spermanin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin muayenesi kapsaminda spermanm pH
degeri ve dayaniklilig1 (direnci) incelenmektedir (Biiyiikhatipoglu vd., 1984; Munkittrick vd.,
1987; Alacam vd., 1994).

2.3.1.3.1. pH degeri

Spermanin pH degeri, taze spermada ve sulandirma islemi sonrasinda indikator
kagitlar1 veya pH 6l¢iim aletleriyle saptanir. pH 6l¢timii sirasinda kullanilan 6l¢tim teknigine
kesinlikle uyulmalidir. Spermada saptanan pH degeri degisimleri, spermaya disaridan
herhangi bir maddenin karistigmin gostergesi olabilir. Ayrica, spermatozoonlarin metabolik
faaliyetler sonucu ortama verdikleri artik maddeler de (laktik asit gibi) pH degisimine yol
acabilmektedir. Bilimsel calismalarda ve spermanin degisik amacl kullanimlarinda
spermatozoon metabolizmasina baglh olarak belirli siire icinde pH degerinin degismesi,
spermanin degerlendirilmesinde kriter olarak kullanilabilmektedir (Biiyiikhatipoglu vd., 1984;
Munkittrick vd., 1987; Alacam vd., 1994).

2.3.1.3.2. Dayamkhhk testi
Bu amagcla, "tuzlu su testi", "termorezistens testi" ve '"soguk sok testi"
kullanilmaktadir.

Tuzlu Su Testi: Bu testte %]1'lik tuzlu su ortaminda tutulan spermatozoonlarin
aktivitelerini koruma siireleri arastirilir (Holtz vd., 1984; Munkittrick vd., 1987).

Termorezistens Testi: Bu deneyde, degisik sicaklik ortamlarinda belirli siire tutulan
spermalarda spermatozoa motilitesi ya da hareket bigimleri degerlendirilir. Spermatozoa
hareketlerinin yanisira morfolojik yapmin da (6zellikle akrozom yapisi) incelendigi testtir
(Holtz vd., 1984).

Soguk Sok Testi: Gerek dogal, gerekse dondurulmus spermalarin degerlendirilmesinde
kullanilan testte spermanin soguk ortamdan etkilenisi arastirilir. Bunun i¢in sperma 0 °C’ye
kadar sogutulur ve 10 dakika bekletildikten sonra sicaklik tekrar +15°C’ye c¢ikarilir.
Spermatozoonlar eosin ya da eosin-nigrosin gibi boyalarla boyama ile 6lii-canli oranina gore
degerlendirilir (Biiylikhatipoglu ve Holtz vd., 1984; Munkittrick vd., 1987; Alacam vd.,
1994).

14



2.3.1.3.3. Spermanin bilesimi

Spermanin bilesimi, spermatozoa ve seminal plazmadan meydana gelir. Gerek
spermatozoa gerekse seminal plazmay1 olusturan maddeler, hayvan tiiriine, rkina hatta yasa
ve cevre kosullarina bagh bir takim degisiklikler gosterir. Spermada yer alan elemanlar ve
degerleri tipki kan ve serumunda oldugu gibi muayene edilebilmektedir. Giiniimiizde
gelistirilmis santrafiij ve filtrasyon teknikleriyle spermada bulunan spermatozoa ve plazma
kisimlar1 ayrilabilmekte, uygun biyokimyasal laboratuvar yontemleriyle bunlarm analizleri
yapilabilmektedir (Biiylikhatipoglu ve Holtz vd., 1984; Munkittrick vd., 1987; Alacam vd.,
1994).

Spermada bulunan elemanlar, spermatozoonlarda ve seminal plazmada degisik
oranlarda yer alirlar. Ancak, hiicre membranlarinda olusan herhangi bir bozukluk nedeniyle
oranlar degisebilir. Bu durumlar plazmadan hiicreye, ya da hiicreden plazmaya madde
gecmesine yol agar. Genellikle, hiicreden seminal plazmaya magnezyum ve potasyum,
plazmadan hiicreye ise sodyum ve kalsiyumun gectigi bildirilmistir (Alagam vd., 1994; Labbe
vd., 2001). Spermatozoonda bulunan baslica kimyasal bilesiklerden deoksiriboniikleik asit
(DNA) mukopolisakkarid, aldehidrogenik lipid (plasmalogen), keratin-protein, enzim ve

koenzimler onemli yer tutarlar. Bu maddeler hayvan tiirleri arasinda farkliliklar gosterirler.

2.3.2. Yumurta

Balik iiretiminde, en yiiksek say1r ve kalitede yumurta ve larva elde etmek temel
amactir. Normal sartlar altinda yumurtalarin dollenmesi, embiryonal gelisimi ve ¢ikan
larvalarin yasama orani ilizerinde, yumurta Ozellikleri olarak tamimlanan yumurta kalite
parametreleri belirleyici rol oynamaktadir (Brooks vd., 1997). Kiiltiirii yapilan veya
yapilmaya c¢alisilan birgok balik tiirii i¢cin kaliteli yumurta {iretimi 6nemli bir problemdir.
Levrek, cipura, kalkan ve bir¢ok yassi baliklarlara ait yumurtalarin yasama orani oldukca
diisik olup, bu oran genellikle %5’den daha azdir (Tablo 2.1). Salmon baliklarinin
yumurtalar1 ve dolayisiyla larvalari kaliteli olmakla birlikte, yumurtalarin 2/3’s1 ve larvalar
kuluckalamada ilk birkag¢ ay esnasinda kaybedilebilir (Bromage vd., 1992; Okumus vd.,1998;
Dreanno vd., 1999c; Zilli, 2003).
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Tablo 2.1. Gokkusagi alabaligi, deniz levregi, ¢ipura ve kalkan anaglarinin yumurta verimleri

ile yumurtalarin dollenme ve ¢ikis oranlar1 (Okumus vd., 1997).

Yumurta Verimi

Déllenme Cikis Orani Larva
Tir Adet/kg ana¢ | Anag agirhgi (%) Orani (%) (%) (adet/kg anag yil)
Alabalik 1.600 20-30 75-95 60-90 1.000
Levrek 300.000 20-25 90-95 75-85 220.000
Cipura 800.000 50-80 90-95 70-80 560.000
Kalkan 500.000 20-50 35-52 25-45 100.000

Gokkusagi alabaliklarindaki fertilizasyon orani, ya dollenmeden sonraki ilk 12 saatte
ya da embriyonun gelisiminden 7 giin sonra olusan Oli veya gelismeyen yumurtalarin
belirlenmesiyle tespit edilebilir (Springate vd., 1984; Sower vd., 1992; Bromage vd., 1992;
Brown vd., 1995). Sonu¢ olarak gozlenmis ve dollenmis oran arasindaki korelasyonun
belirlenmesi ile kalite kontrolii yapilir. Yumurta kalitesi, ¢ogunlukla gézlenmis yumurta orani
olarak kullanirlar (Terner, 1962; Withler vd., 1968; Willers., 1981; Bromage vd., 1992; Zilli
vd., 2004).

Bununla beraber, deniz baliklarinda yumurta kalitesini belirleme metotlar1 agisindan
cok az ortak goriis vardir. Deniz baliklarina ait yumurtalarin {stiinliikleri genellikle deniz
suyunda yiizme veya batma durumlarma gore tespit edilerek “diisiik kaliteli” veya “iyi
kaliteli” yumurta olarak ayrilirlar (McEvoy, 1984; Carrillo vd., 1989; Kjorsvik vd., 1990).
Diger yandan korion goriiniisii, yumurta sekli, seffafli§1 ve yag damlaciklarmin dagilimi gibi
bir ¢ok faktoriin yumurta kalitesi ile ilgili oldugu ileri siiriilmektedir (Kjorsvik vd., 1990).
Bununla birlikte, yass1 deniz baliklarmin morfolojik karakterlerinin de kalite ile ilgili oldugu
bildirilmektedir (Labbe vd., 1995; Kime vd., 1996; Okumus vd., 1997; Oda vd., 1998).
Doélleme orani, deniz salmonlarinda yumurta kalitesinin iyi bir gostergesidir (Inaba vd.,1993;
Itoh vd.,2003; Kjorsvik vd., 2003; King vd., 2003).

Baliklar ve diger evcil hayvanlarin arasindaki énemli bir farklilik, baliklarin ytiksek
fekunditeye sahip olmasi ve ¢ok miktarda yumurta vermesidir. Balik tiirleri arasinda da
fekundite oldukga farklilik gosterebilir. Yassi deniz baliklar1 milyonlarca yumurta iiretirken,
salmonlarda bu deger binler diizeyindedir (Bromage, 1994; Caille vd., 2006). Ayrica, ¢ogu
deniz baliklar1 2-3 ay siirebilen yumurtlama mevsiminde haftalik olarak yumurta tretirken,
salmonlar yilda sadece bir kere yumurta {iretebilirler. Anag yonetimi ve planlamasi salmonlar
gibi diisiik fekunditeye sahip olan balik tiirleri i¢cin biiyiik onem tasimaktadir (Biiyiikhatipoglu
vd., 1978; Bromage vd., 1994; Crespel vd., 2008).
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Ayrica, yumurta sayist veya fekundite ile birlikte yumurta biiyiikliigii de kalitenin
belirlenmesinde kullanilmaktadir. Yumurta biiyiikligli yumurta kalitesini belirleyen 6nemli
kriterlerdendir (Gillet, 1991; Doriicii vd., 2001). Anag¢ baligi biiyiikliigli yumurta sayisini ve
biiytikliginii etkileyen en onemli faktordiir. Genel olarak, balik biiylikliigli fekundite ve
yumurta ¢apim artirir. Bu 6zellik salmonlarda belirgin olarak gdzlenir. Bununla beraber
gokkusag1 alabaliklarinda, artan balik biyiikligiiyle birlikte fekonditede bir diisiis
gozlenmektedir (Gillet vd., 1996; Koldros vd., 1996; Labbe vd., 1997). Fekundite ve yumurta
biiytikligl tizerinde; baligmm biyiikliigii ve genotipi, stoklama yogunlugu, stres olusturan
durumlar, besin kalitesi ve miktar1 ile suyun fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (Sekil 2.5) etkili

olmaktadir (Bromage ve Roberts, 1995).
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Sekil 2.5. Yumurta, sperma ve larva kalitesini etkileyen faktorler (Bromage ve Roberts,

1995).

Fekundite iizerine dolayli etkilerine ilaveten, anag¢ baliklarin gilinlik ve mevsimsel
beslenme oranlar1 da fekundite ve yumurta biiylikliigiinii dogrudan etkilemektedir (Springate
vd., 1984; Jensen, 1984; Lahnsteiner vd., 1992; Bromage vd., 1992; Kho vd., 2001). Bundan
dolayi, tavsiye edilen giinliik yemleme oraninin yaris1 veya cegregi kadar yemle beslenen

ana¢ alabaliklarmm yumurta sayis1 %25 oraninda azalmaktadir (Jones ve Bromage, 1987).
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Mevsimsel degisimlere bagh olarak sudaki besin maddelerinin kalitesi ve miktarindaki
degisimler, diisiik veya yiliksek besleme oranlari, baliklarin olgunlasma orani ve fekunditesi
iizerinde belirli etkilere sahiptir (Bromage vd., 1992; Labbe vd., 1996), lireme periyotlarmin
ilk 4 ayr icin yiiksek kalitedeki rasyonlarla beslemenin fekunditeyi arttirdigini, iiretim
dongiistiniin daha sonraki safthalarinda ise yiiksek kalitedeki rasyonlarla beslemenin yumurta
sayisinda goriiniir bir etki yapmadigini bildirmistir. Balik yumurtalarinin olgunlagmasi ve
yumurta kalitesi arasinda da bir iliski mevcuttur. Do6llenmemis yumurtalar ovulasyonu
takiben, yaygin bir sekilde olgunlasma olarak tanimlanan bir gelisim donemi gecirir (Kjorsvik

vd., 1990; Bromage vd., 1994; Lansteiner vd., 1998; Labbe vd., 2001).

2.4. Dolleme ve Dollenme Basarisi

Doéllenme basarisi, yumurta kalitesi ve bunun en belirgin degerlendirme kriteri olan
sperm kalitesinin degerlendirilmesi i¢in kullanilan erken degerlendirme kriteridir. Aslinda;
dolleme ve dollenebilme yetene§i gamet kalitesinin anahtar unsurlarindan biridir. Bazi
tiirlerde dollenme oranlarini kaydetmek kolaydir. Bu durum; morina (Gadus Morua), kalkan
ve sar1 kuyruklu dil balig1 (Limanda ferruginea) gibi seffaf yumurtali balik tiirleri igin
gecerlidir. Bunun aksine, mat yumurtali balik tiirleri i¢in olduk¢a zordur. Gegmiste ‘déllenme
orant’ tabirini kullanan bir¢ok calisma, cok sonraki asamalarda goriilen yasayan embriyo
durumunu tasvir etmistir. Bu durum; spermin ddlleme yeteneginin yiizde bazinda gelisen
embriyolara bakilarak kaydedildigi sperm calismalar1 i¢in gecerlidir. Bdoylece, ddlleme
oranmnin erken gelisim donemi i¢in 1iy1 bir kriter oldugu anlasilmaktadir ancak tiirlere baglh
olarak bunun gozlemlenmesi zordur (Holtz vd., 1984; Munkaittrick vd., 1987).

Ayrica, bircok deniz tiiriinde de goriildiigii tizere ileriki gelisim durumlar1 igin,
dollenme basarisi ¢cok belirleyici bir unsur degildir (Shields vd., 1997; Lahnsteiner vd., 2008).
Déllenmeden sonra embriyo hiicreleri boliinmeye baslar (Sekil 2.6). Ilk embriyo hiicrelerinin
sekli ve anormal hiicre boliinmelerinin meydana gelmesi seffaf yumurtal baliklarin kalitesini
gosteren bir kriterdir. Sarikuyruklu dil baliginda anormal klivaj erken embriyo dliimleriyle
sonuglanir (Biiyiikhatipoglu vd., 1978; Beck vd., 1992; Contreras-Sanches vd., 1998; Avery
ve Brown, 2005). Ayn1 zamanda blastomer sekli, sonraki asamalarda goriilen gelisimsel
basar ile iliskindir (Shields vd., 1997; Kjorsvik vd., 2003; Inaba, 2008). Atlantik morinalari
iizerinde yapilan son donem calismalari; anormal klivaja ugrayan embriyolarin yasam
siiresinin normal embriyolarinkinden daha kisa oldugunu gostermistir. Bununla birlikte, hem

normal hem de anormal yumurtalarin yasama egilimleri ve kulucka basarilar1 arasinda ¢ok
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ciddi farkliliklara rastlanmamistir. Sonug¢ olarak anormal klivaj goriinimiiniin embriyonik
basarisizlikla da sonuglanmadigini ortaya koymustur (Avery vd., 2008; Izguerdo vd., 2001).
Sonug olarak, pelajik yumurtalarinin yiizebilir olmast; tiim tiirler (Brooks vd., 1997) bazinda
olmasa da, mercan balig1 (Pagrus major) (Takeuchi vd., 1982; Sakai vd., 1985) ve diger
tiirlerin (Hokanson vd., 1973; Kjorsvik vd., 2003) normal olarak gelisebilen yumurtalari i¢in
daha iyidir.

A

Sekil 2.6. Dollenmis gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) yumurtasinin; yandan (A)
ve iisten (B) goriiniisti (Knoll-Gellida vd., 2008).

2.5. Embriyo Yasama Orani

Embriyonik agsamada; embriyonun hayatta kalmasi, basarili bir bigimde gelisen
yumurtanin dollenme ve spermatozoanm dolleme yetenegini karakterize eden en yaygin
donemdir. Bu devrede hayatta kalma durumu; bir ¢ok balik tiirlinde goriilen gézlenme
asamasi, kulugka, besin kesesi emilimi agamasi gibi 6zel asamalarda degerlendirilebilir.
Ayrica bu durum; farkli deneysel ¢aligmalarin arasinda farklilik gosteren embriyonik yasam
siirelerinin karakterize edilerek gelisim siireclerinde hayatta kalma durumunun izlenebilmesi
icin ¢ok degerli bilgiler sunar (Campbell vd.,1992; Kopeika vd., 2003; Bonnet vd., 2007;
Cosson., 2008).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

3.1.1. Calisma Yeri

Calisma, Kayseri Pinarbasi Ilgesinde bulunan Uzunyayla Alabalik Uretim Ciftligi’nde
gerceklestirildi. Calismada 5x1,5x1,2 m boyutlarindaki 2 adet ve 10x3x1,2 m boyutlarinda
olan 1 adet beton havuz kullanildi. Balik yumurtalarinin kulugkalanmasi islemi bu tesise ait

kulugckahanede gergeklestirildi.

3.1.2. Balik Yemi

Arastirma stiresince XY ve XX kromozomlu erkek ve disi damizlik gokkusagi
alabaliklari’nin beslenmesinde; %50-52 ham protein, %18 ham yag, 4150 kkal’kg toplam
enerji igeren ve 12 mm capinda olan ticari bir alabalik damizlik yemi (Skretting Yem Uretim
ve Ticaret A.S.) kullanilmistir. Ayrica yapilan 6n ¢alismada, disiden erkeklestirme isleminde
kullanilan yavrubaliklarin beslenmesinde; %56 ham protein, %14 ham yag, 4380 kkal’kg
toplam enerji iceren ve 0,3-0,5 mm ¢apinda olan ticari bir alabalik yavru yemi (Skretting Yem

Uretim ve Ticaret A.S.) kullanilmistir.

3.1.3. Sarf Malzemeleri

Potasyum klorit (KCI), sodyum klorit (NaCIl), sodyum dihidrojen ortofosfat
(NaH,PO4), magnezyum siilfat (MgSO47H,0), kalsiyum klorit (CaCI,2H,0) ve sodyum
hidrojen karbonat (NaHCOs), glukoz (C¢H206) ve kalsiyum kloriir (CaCl) kullanild1.
Baliklarin anestezisi i¢in; fenoksietanol kullanildi. Yumurtalarm dezenfeksiyonu igin;

kloramin —T ve formaldehid (%37) kullanild.

3.1.4. Kullanmilan Arac-Geregler

Sicaklik, pH ve oksijen metre (OxyGuard marka Handy Alpha model), 151k
mikroskobu (ZEIZZ Primo Star), lam ve lamel, 0,01 hassasiyetli hassas terazi (Sartorius gold
OS — KA), 3 adet c¢iftli ve 10 swrali yumurta dolabt (FET marka yuvarlak tepsi model),
yumurta segme makinasi, kumpas, sagim malzemeleri (Tulum, eldiven, yiin havlu, plastik

legen, dereceli meziir, huni, plastik kova, ag kepce vb.) kullanildi.
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3.1.5. Ana¢ Balik Materyali

Calismada kullanilacak olan anag, XY kromozoma sahip erkek gokkusagi alabaliklari,
ticari bir balik igsletmesinden temin edildi. XX kromozoma sahip olan disiden erkeklestirilmis
baliklar ise daha 6nceden yapilan bir 6n ¢alisma sonucunda elde edildi (Bkz. Boliim 3.2.3).
Ayni ¢aligmada 3. yas grubunda olan toplam 30 adet XY, 30 adet XX kromozoma sahip erkek
ve 4. yas grubunda olan toplam 60 adet disi gokkusagi alabalig1 (Sekil 3.1) kullanild1.

C

Sekil 3.1. Anag¢ gokkusagi alabaligmnin lateral goriiniisii A) XY kromozomlu erkek B) XX
kromozomlu erkek C) Disi damizlik.
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3.2. Metot

3.2.1. Denemenin Planlanmasi ve Uygulanmasi

Aragtirma, Kayseri Pinarbasi llgesinde bulunan Uzunyayla Alabalik Uretim
Ciftligi’nde gerceklestirildi.

Deneme erkek anag¢ baliklar 5x1,5x1,2 m boyutlarindaki 2 adet beton havuza ayr1 ayr1
stoklandi1. Disi anag baliklar ise 10x3x1,2 m boyutlarindaki beton havuza stoklandi. Stoklama
yogunlugu 5 kg/m’ olacak sekilde ayarlandi. Bu havuzlardaki anaclar damizhik yemiyle
beslendi. Damuzliklarin kuru yOntemle sagilmasiyla elde edilen yumurtalarm ddllenip,
yuvarlak yumurta dolaplarma stoklanmasi planlanmistir. Kulugka dolabina, ortalama sicakligi
10,4-11°C ve yaklagik 9,6-11,2 mg/L ¢oziinmiis oksijeni olan kaynak suyu kullanildu.

Arastirmada; 4 yasinda olan disi damizliklardan sagilmis yumurtalart XX ve XY
kromozoma sahip damizlik spermleriyle dollendi. Baliklara, agirliklar1 ile boylarimin
Olgiilmesi ve sagim islemlerinden Once anestezi (5 ml fenoksietanol /L) uygulandi

(Werthemer, 1984; Rurangwa vd., 2001).

3.2.2. Arastirmada Kullanilan Kaynak Suyunun Analizi

Calismanin  baslangicinda, anaglarin (erkek ve disi) stoklandigi ve kulugka
dolaplarinda kullanilan kaynak suyunun fiziksel ve kimyasal kalite parametreleri
belirlenecektir. Ayrica, arastirma siiresince arastirma havuzlarindaki suyun sicakhigi 1 °C
taksimatli termometre, ¢0zlinmiis oksijen miktar1 (mg/L) portatif oksijen metre ve pH’s1

portatif pH metre kullanilarak giinliik olarak tespit edildi (APHA, 1985).

3.2.3. Gokkusag Alabahginda Disiden Erkeklestirme Islemi

Belirtilen bu 6n ¢alismada, disiden erkeklestirme islemi asagida belirtildigi sekilde
yapilmistir: 17 a-metiltestesteronun uygulanmasmin etkili olmasi zamana ve dozaja baghdir.
Gerekli olan hormon miktar1 1 kg yem i¢in 3 mg/kg yem’dir. Bu hormonu; 1kg yeme
homojen bir sekilde karistirmak i¢in hormonu alkol i¢inde iki asamada ¢ozdiik. Birinci asama;
2 ml biitil-alkol igerisine konulan 17 a-metiltestesteron eriyene kadar beklendi. Ikinci asama;
bu alkol hormon karisimi 150 ml olana kadar iizeri etil alkolle tamamlandi. Bu karisim 1kg
yemle homojen bir sekilde karistirildi. 17 a-metiltestesteron karistirilmis yem 24 saat kuru ve
direk giines 15181 almayan yerde kurutuldu. Besin kesesini tiiketmis olan yavruya 750 GD

uygulandi. Bu yavrular ana¢ boya gelene kadar normal yemle yemlendi. Yapilan arakontroller
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sonucu 24 ayda spermleri oldugu tespit edildi. Bu 6n ¢alisma sonucu elde edilen 30 adet XX

kromozomlu damizlik gokkusagi alabaligi bu ¢alismada kullanildi.

3.2.4. Damizhiklarda Cinsel Olgunlugun Belirlenmesi

Cinsel gelisim safhasmin tayini i¢in oncelikle baligm dis goriinilisiine bakilmaktadir.
Erkek damizlik gokkusagi alabaliginda viicut daha yassi olup, lireme zamani alt ¢cene One
dogru uzamis bir kanca seklinde yukar1 kivrilmistir. Yanal ¢izgi boyunca daha koyu ve parlak
kirmiz1 bir serit tasirlar. Ayrica, erkeklerde karin daha koyu renktedir. Disi damizliklarin
renkleri daha agik olup karin daha siskin ve cinsiyet deliginin yeri daha biiyiiktiir (Morisawa
vd., 1987; Ohta vd.,1993; Inaba vd., 1997; Nagler, 2000; Zilli vd., 2003; 2004).

Bu calismada, hem normal (XY), hemde fonksiyonel erkekler (XX) kullanildig: i¢in
bu erkekleri de birbirinden aywrt edici 6zelliklerle ayirmak gerekmektedir. Bu ¢alismada 3
yasinda XX kromozomlu erkekle, ayni sekilde 3 yasinda XY kromozomlu normal erkekler
kullanilmastir.

Normal erkek damizlik (XY) ile doniistiiriilmiis erkek damizliklarm (XX) birbirinden

ayrilmasinda asagidaki 6zellikler saptanmistir (Stickney, 1991; Mylonas vd., 1992):

- Cinsiyeti degistirilmis ergin damizligin renginin yumurtlama mevsiminde normal
damizliktan daha koyu oldugu saptanmistir.

- Balik sagildiginda normal erkeklerden (XY) sperm geldigi halde, doniistiiriilmiis
erkeklerden (XX) gelmedigi gozlenmistir.

- Balik sagildiginda sperm gelmeyen erkek baliklarin otopsisinde, gonadlar
incelendiginde, testislerin beyaz, siskin oldugu ve sperm kanalinin olmadigi, varsa
bile seyreltik bir s1v1 icerdigi gdzlenmistir.

- Cinsiyeti degisen alabaliklarda testisler loplu yapida, yuvarlak ve genellikle bir tek
testis veya biri daha biiyiikk olarak goézlenmistir. Bu testislerin normal erkegin

testisinden daha biiyiik oldugu saptanmistir (Sekil 3.2).

3.2.3.1. Sperma kontrolii

Sperma kontrolii i¢in; erkegin karnmi yukar1 gelecek sekilde cevrilip, aniis ¢evresi bir
havlu ile silinerek kurutuldu. Erkek alabaliklarin (XY kromozomlu) sperma vermeye hazir
olduklari, gogiis yiizgecleri ile aniis arasindaki karm bolgesine nazik bir sekilde basing
uygulanarak, spermanin sagilmasiyla anlasildi. Bu tip erkegin spermasimin ilk birka¢ damlasi

yere sagildi.
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Disiden erkeklestirilen (XX kromozomlu) damizliklarda sperm kanali olmadigi igin,
baligin kesilerek spermasinin alinmasi igsleminden dnce baliklara anestezi uygulandi. Anestezi
edilen baliklar bir bistiiri yardimi ile otopsi yapilarak gonatlar1 alindi (Sekil 3.2). Bu tip
erkeklerin spermalarina kesinlikle idrar, digki ve kanin bulagsma riski yoktur. Fakat, XY
kromozomlu erkeklerden alinan spermalarda bu risk her zaman vardir. Diger yandan, XX

kromozomlu erkeklerin 24 ayi1 doldurmus olmasi gereklidir. Her iki sekilde elde edilen

spermalarin mikroskop altinda canliliklar1 ve hareket yetenekleri gozlemlendi (Morisawa,

1986; 1994; Breton vd 1990; Rurangwa vd., 2001).

A B
Sekil 3.2. XX Kromozomlu erkekten sperm alimi. A) Gonadlarin baliktaki konumu

B) Gonadlarin goriiniimii

3.2.3.1.1. Cortland s1vis1

Cinsiyeti doniistiiriilmiis olan erkek baliklardan (XX) sagim yontemi ile sperm
almamadigindan anestezi edilen baliklar bir bistiiri yardimi ile kesilerek gonatlar1 alindi. Bu
gonadlar, 0°C buz tizerinde bulunan kuru bir kaba birakildi. Daha sonra, Cortland sivisi ile 5:1

oraninda (sulandirict: sperm) seyreltme yapildi.

Cortland s1visinin hazirlanmasi:

Y1) 11 ) | gr/L
Potasyum Klorit  KCI 9,00
Sodyum Klorit NaCI 2,35
Sodyum dihidrojen ortofosfat NaH,PO, 0,51
Magnezyum siilfat MgSO,7H,0 0,29
Kalsiyum klorit ~ CaCI,2H,0 0,29
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PZT1) L1 1) | R gr/L
Sodyum hidrojen karbonat NaHCOs3 5,00
Glukoz C¢Hi206 5,00
Her iki soliisyonda saf su ile hazirlandi. Bu solusyonlar ayr1 kaplarda saklandi. Daha
sonra kullanilacagi zaman, bu iki soliisyon 4:1 oraninda karistirilarak kullanildi. Cortland
swvist ile seyreltilmis olan spermatozoa, spermatozoalarin homojen sekilde karigmasi igin 1

saat dnce 0°C de tutuldu.

3.2.3.2. Yumurta kontrolii

Damizlik baliklarin her hafta el ile kontrolleri yapildi. Bu islem i¢in, 6nceden anestezi
edilmis olan disi damizliklar alinip, karmlar1 kuru bir havlu ile kurulandi. Olgun disi bir
balikta karin torba seklinde sarkar ve karin hafif bir sekilde sivazlandiginda yumurtalar
akmaya basladi. Olgunlasmamis yumurta ise hafif sivazlamayla alinamaz. Yumurta
kontroliinii yapan personel tecriibeli olmali ve c¢ok dikkatli sekilde baligin karnini
sivazlanmalidir. Aksi halde, yumurta kanali zarar goriir ve yumurtalar karin bosluguna akar

(Billard, 1981;1983; Celikkale, 1994).

3.2.4. Ana¢ Baliklarin Sagim

Anag, sagim isleminden 48 saat Once a¢ birakildi. Erkek ve disi damizliklar ayri
havuzlarda sagim i¢in hazirlandi. Alabalik sagimlarinda bu giine kadar baglica 4 yontem
uygulanmistir. Bunlar; "hava basmct",” karnin yarilmasi1, "islak ve yas" ve "kuru"

yontemlerdir. Bu yontemler icerisinde en ¢ok kullanilani kuru yontemdir (Sekil 3.3).

A B
Sekil 3.3. Anag baliklarin sagimi A) Yumurta sagimi B) Sperm (XY) sagimu.
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3.2.4.1. Elle sagilarak yumurta ve spermalarin alinmasi

Bu calismada, anestezi uygulandiktan sonra canli agirhigi tartilmis ve kurulanmis olan
disi ve erkek (XY kromozomlu) anag baliklar kuru yonteme gore sagildi. Baliklarin viicudu
havlu ile kurulandiktan sonra yumurta ve spermalar kuru bir plastik kap i¢ine sagild1 (Sekil
3.3). Sagim islemi karin bolgesine dnden arkaya dogru "elle masaj" yapilarak gerceklestirildi
(Hayashi vd., 1987; Munkittrick ve Moccia, 1987; Geffen vd., 1993).

Disiden erkeklestirdigimiz (XX kromozomlu) damizliklarda sperm kanalinin olmayis1
bu tip erkek damizliklardan spermanin alinmasi i¢in uyusturulan baliklar bir bistiiri yardimi
ile kesilerek gonatlar1 alindi. Bu gonatlardaki spermalar 11k mikroskobunda hareketliligi

kontrol edildikten sonra dolleme isleminde kullanildi.

3.2.5. Sperma Kalitesi

Aktif olan spermatozoanin yiizdesi, hareketlilik siiresi, sperm konsantrasyonu,
spermatokrit ve seminal plazma kompozisyonu sperma kalitesini 6l¢gmede kullanild1 (Billard
vd., 1984; Kopriicii ve Giir, 1999). Sperma kompozisyonu iizerine yapilan arastirmalar,
spermatozoa ve seminal plazma kompozisyonlarinda biiyiik intraspesifik ve interspesifik
degisimler oldugunu gostermektedir. Bu degisimler, genetik degiskenlik, spermatozoanin
intratestikiiler yasi, mevsimler (Munoz-Guerra vd., 1982; Breton vd., 1990), yumurtlama
durumu ve stratejisine (Campbell vd., 1992; Miura vd., 1992) gire olmaktadir.

Seminal plazmanm inorganik ve organik kompozisyonundaki degisimler (Muller ve
Labbe, 1994) ayn1 zamanda spermanin korunmasmi da etkileyebilir. Spermatozoa
hareketliligi ile yakindan ilgili olan K* ve Na' (Morisawa vd., 1980; 1993) gibi iyonlarin

orani ve konsantrasyonu mevsim sonunda diiser (Morisawa vd., 1988; Tanimoto, 1988).

3.2.5.1. Dollemede kullanilan sperma kalitesinin belirlenmesi

Ticari balik yetistiriciliginde sperma kalitesinin tespiti, yapay dollemenin verimliligini
arttirabilmek i¢in kagmilmazdir. Bu yiizden, sperm kalitesini hizli ve saglikli bir sekilde tespit
edebilen analiz metodu, biiylik 6lciide iiretimi garanti altina alabilecek bir rol oynayacaktir.
Sperma kalitesinin belirlenmesinde, "subjektif metot" ve "yar1 sayisal metot" kullanildi

(Alagam vd., 1994; Canyurt, 1985).
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3.2.5.2. Spermanin hacim ve pH’simin belirlenmesi

Deneyde kullanilan XX ve XY kromozoma sahip damizlik baliklarin spermalari
plastik bir legen icerisine sagildi (Sekil 3.4). Daha sonra, sagilan spermalar 6l¢iilii bir erlene
almip hacimleri belirlendi. Hemen ardindan diger sperma 6zellikleri inceldi. Sperma sivisinin
pH’s1 dijital pH metre ile elektrotlarin sperma sivisi igerisine daldirilmasi suretiyle 6l¢iildi
(Terner vd., 1963b; Gibbons vd., 1983; Biiyiikhatipoglu ve Holtz, 1984; Giir ve Kopriicii,
1999).

Sekil 3.4. Délleme i¢in dl¢iilerek hazirlanmis spermalar.

3.2.5.3. Spermatozoa hareketlilik orami ve hareketlilik siiresinin belirlenmesi

Farkli kromozom (XX ve XY) yapisimna sahip damizlik baliklardan alinan sperma
orneklerinde spermatozoa hareketlilik oraninin belirlenmesi i¢in, 119 mmol NaCl
soliisyonundan 2 ml aliip tiip icerisine birakildi. Daha sonra, iizerine 1 damla sperma ilave
edilip karistirildi. Bu karisimdan bir damla alinip, lizerine lamel kapatilmadan 400x biiytitmeli
151k mikroskobunda hareketlilik orani (%) tespit edildi (Sekil 3.5). Bu orandaki degisim
siireye bagli olarak da incelendi. Ayrica, spermatozoa hareketinin tamamen durdugu an tespit
edilerek hareketlilik siiresi belirlendi (Terner, 1963a; Thorgaard., 1977; Biiyiikhatipoglu ve
Holtz, 1984; Beck vd., 1992; Billard ve Cosson, 1992; Giir ve Kopriicii, 1999; Canyurt ve
Akhan, 2008).
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Sekil 3.5. Spermatozoa hareketlilik orani ve hareketlilik siiresinin belirlenmesi.

3.2.5.4. Spermatozoa yogunlugunun belirlenmesi

Spermatozoa yogunlugu (x10°/ml) belirlenirken, mikroskopta saymm kolaylastirmak
icin 119 mmol NaCl soliisyonundan 10 ml alinarak, igerisine %3’liik eosin’den 1-2 damla
damlatildi. Hazirlanan bu sulandirict ile sperma 1/500 oraninda sulandirilip, Thoma lamai ile

hemositometrik metot kullanilarak tayin edildi (Biliyiikhatipoglu ve Holtz, 1984).

3.2.6. Gonadosomatik indeks

Gonadosomatik indeks (GSI) baliklarda gonadal gelisimin belirlenmesinde kullanilan
bir indekstir. Baligin gonat agwrhigmin canli agirhigina orami olarak ifade edilmektedir.
Deneyde kullanilan XY ve XX kromozoma sahip damizlik baliklar gonatlar1 ¢ikarilip
agirliklar belirlendi. Daha sonra, GSI degerleri asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi
(Bromage ve Roberts, 1992).

GSI (%) = (GA / CA) x 100

GA: Gonat agirligi (g)

CA: Baligin canly agirligi (g)

3.2.7. Spermanin Muhafazasi

Alabalik spermlerinin yapay ortam kosullarindaki doélleyebilme yetenegi ile

canliliklarinin muhafaza etme siireleri sicaklik ve pH’a baghdir. Bu c¢alismda kullanilan
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spermalar 6zel kuru plastik kaplara dlglilerek boliindii ve yumurta sagilana kadar buzlu legen

icinde bekletildi (Beck vd.,1992; Celikkale., 1994)

3.2.8. Dolleme

Calismada kuru sagim yontemiyle dolleme islemi gergeklestirildi. Olgun yumurtalar
temiz, kuru ve koyu renkli sagim kaplarina sagilarak alindi. Bu yumurtalar izotonik eriyikle
yikandi. Boylece, kirik yumurtalarin proteini ve viicut sivisi kalintisi yumurta iizerinden
uzaklagtirilarak yumurtanin sperma ile birlesimi kolaylastirildi (Sekil 3.7). Bikarbonat
ilavesiyle de ortamin pH’s1 7°ye ayarlandi (Celikkale, 1994; Korkut vd., 2007).

[zotonik eriyigin bilesimi asagida verilmistir:

1) Tuz (NaCI) 90,4 g
2) Kalsiyum Klortir (CaCl,) 2,6 g
3) Potasyum Kloriir(KCI) 24¢g
4) Su 10L

Her disi baliktan elde edilen yumurtalar ayni kalite ve miktarda olmak iizere ayri
kaplara alindi. Bu kaplardaki yumurtalar, ayni sagim yontemiyle baska bir kaba sagilan erkek
damizlik (XY kromozomlu) baliklardan elde edilen spermalar ve disiden erkeklestirilmis (XX

kromozomlu) damizlik baliklardan karimnlar1 kesilerek alinan spermalar ile ayr1 ayr1 dollendi

(Vilella, vd., 2003; 2004).

Sekil 3.6. Gokkusagi alabaligi yumurtasinin: A) Izotonik eriyigle yikanmasi B) Sperm

katilmas1 C) Dollenmesi.

3.2.9. Yumurta Dolaplarinin Diizenlenmesi ve Hazirlanmasi
Calismada dikey konumlu yumurta dolaplar1 kullanildi. Bu yumurta dolaplart 110 cm

yiiksekliginde, 60 cm eninde olmak iizere on sira {ist liste siralanmis aliiminyum tavalardan
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olugsmaktadir. Bu tavalar icten ige 50 cm ¢apli, 5,5 cm derinliginde olup yaklasik 5,6 L su
almaktadir. Dolaplara sicakligi 10,4-11 °C ve ¢6ziinmiis oksijen diizeyi 9,6-11,2 ppm arasinda
degisen kaynak suyu 6 L/dak. akis saglayacak sekilde baglandi. Her bir kasete yaklasik 5000
adet yumurta Ol¢iilerek stoklandi. Yaklasik 60 damizliktan 250000-300000 adet yumurta
alimdi. Bunun i¢in 50-60 adet yumurta tavasi kullanildi. Bu amagla toplam 6 adet yumurta
dolab1 kullanildi. Yumurtalar dis ortamdan gelebilecek mantar vb. gibi enfeksiyonlara kars1
36 saat ara ile %37’°lik formalin ve kloramin-T ile banyo yaptirildi. Bozulmus yumurtalar

giinlik olarak kontrol edilip, bozuk olan yumurtalar ortamdan uzaklastirilip, sayilari

belirlendi. Bu islem saglam yumurtalardan larvalar (keseli yavru) c¢ikana kadar siirdiiriildi
(Sekil 3.8). Bu da yaklasik 10,5 °C’de 30 giin olarak tespitedildi (Erdahl vd., 1984; Navarro
vd., 1999).

Sekil 3.7. A) Dikey konumlu yumurta kulugka dolab1 B) Yumurta tablasina yerlestirilmis olan

dollenmis yumurtalar goriintist.

3.2.10. Dolleme Orani

Spermanin kalitesini hizli ve saghikli bir sekilde tespit edebilen “subjektif metot”
kullanilarak doéllenme oram1 spermanin %’si olarak belirlendi. Dolleme islemi sadece
spermalar arasinda olan bir islem degildir. Délleme islemi sperma ile yumurtanin etkilesimi
oldugu i¢in yumurtanin da déllenebilme oraniyla birlikte ele alind1.

Doéllenme oranmin belirlenmesinde; ilk {i¢ giin icinde 6len yumurtalar ayiklanarak

sayildi. Ddlleme orani asagida verilen formiil kullanilarak hesaplandi (Okumus vd., 1997).

Déllenme orani (%) = (Dollenen yumurta sayist / Toplam yumurta sayisy)x100
Elde edilen degerler asagidaki formiile konularak spermanin délleme orani bulundu.

Délleme orant (%) = [Spermanin kalitesi (%) + Dollenme orani (%)] / 2
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3.2.11. Gozlenme Oram

Yumurtanin déllenme ve gozlenme oranlari, larva ¢ikis ve serbest yiizmeye gecis
oranlar1 yumurta kalitesini ortaya koyan kriterler olarak kabul edilmektedir (Alpbaz, 1987;
Stimbiiloghu, 1998). Yumurtalarin dollendikten gozlenme evresine kadar gecen siiredeki
yasama orani yagama orani "gozlenme orani" olarak hesaplandi. Bu evrede mevcut kullanilan
kaynak suyundaki ile yumurtalar 160 GD (Giin-derece)’de gbzlenmeye basladi. Yumurtalarda
cift goz 220 GD’de gerceklesti. Oli yumurtalar hergiin ayiklandi, sayildi. Bu islem

yumurtadan keseli larvalarin ¢ikacagi giine kadar devam etti.

Sekil 3.8. A) XX kromozomlu spermle ddllenen yumurtalar B) XY kromozomlu spermle

dollenen yumurtalar.

3.2.12. Kulugka Siiresi ve Larva Cikis Orani

Gokkusagi alabaliginda kulugka siiresi, 310-320 GD’dir. Bu siire su sicaklig1 ile direk
etkilidir. Kullanmig oldugumuz kaynak suyu ile 31-28 giindiir, kulucka siiresi; yumurtanin
dollendikten sonra keseli yavrunun olusmasina kadar gegen siiredir. Larva ¢ikis orani ise
asagida belirtilen formiil kullanilarak hesaplandi;

Larva Cikis Orant (%) = [Cikan larva sayist / Toplam yumurta sayisi] x 100

3.2.13. Larva Yasama Oram

Kulugka siiresi ile birlikte toplam 480-500 GD’de larvalarin besin keselerini bitirmesi
icin gerekli olan 16-18 giin sonunda; 6len larvalar sayilip ve larva yasama orani i¢in gerekli
olan canli larva sayis1 bulundu. Larva yasama orani asagida belirtilen formiil kullanilarak
hesaplandi;

Larva Yagsama Orani (%) = [Yasayan larva sayisi / Toplam yumurta sayisi] x 100

31



A B

Sekil 3.9. Larvalarin goriiniisii. A) Kulugka dolaplarinda B) Tava (Kaset) igerisinde.

3.2.14. Verilerin Degerlendirilmesi

XY ve XX kromozomlu damizlik gokkusagi alabalig1 gruplarina ait agirlik, total boy,
kondisyon faktorii, gonadosomatik indeks degerleri, sperma hacmi ve pH’si, spermatozoa
hareketliligi, hareketlilik siiresi, spermatozoa yogunlugu, spermlerin dolleme orani,
yumurtanin dollenme oranma ve dollenen yumurtalardan larva ¢ikis oranma, ¢alismada
kullanilan kaynak suyunun sicakligi, ¢6ziinmiis oksijen diizeyi ve pH’sma ait degerlerin
aritmetik ortalamasit ve standart hatasinin hesaplanmasi, bu parametrelere ait degerle
arasindaki farkliligin 6nemli olup olmadiginin tespit edilmesi amaciyla “Two Somple T-test”
kullanildi. Gruplar arasi farkliliklar 0,05 6nem derecesine gore degerlendirildi.

Ayrica belirtilen parametreler arasindaki iligkinin derecesini belirlemek amaciyla
"korelasyon analizi" yapildi. Yukarida belirtilen parametrelere ait grup ig¢i
degerlendirmelerde, ve ayrica kullanilan kaynak suyunun sicaklik, ¢Oziinmiis oksijen ve
pH’smna ait tespit edilen gilinlik degerler arasindaki farkliigin 6nem derecesinin
belirlenmesinde ise "one sample t-testi" uygulandi. Belirtilen istatistiksel analizler bilgisayar

ortaminda SPSS 15.0 paket programi (SPSS Inc. Chicago, Illinois, USA) kullanilarak yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Arastirmada Kullanilan Suyun Sicakhk, Coziinmiis Oksijen ve pH Degerleri

Calismada kullanilan kaynak suyunun sicakligi 1 °C taksimath termometre, ¢oziinmiis
oksijen diizeyi portatif oksijen metre, pH’s1 ise yine portatif bir pH metre kullanilarak
Olciildii. Calisma siiresince giinliikk olarak tespit edilen parametrelere ait aylik ortalama

degerler asagida verilmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Kaynak suyunun aylara gore ortalama sicaklik, ¢6zlinmiis oksijen ve pH degerleri.

Aylar Sicaklik (°C) | Oksijen (mg/L) pH
Eyliil 10,8 9,4 7,47
Ekim 10,4 9,5 7,52
Kasim 10,4 9,7 7,76
Aralik 9,8 10,2 7,71
Ocak 9,7 10,4 7,89

Deneme siiresi icerisinde kullanilan kaynak suyunun sicaklik, ¢6ziinmiis oksijen ve pH

diizeylerinde istatistiksel olarak 6nemli bir farklilik gériilmedi (P>0,05).

4.2. Ana¢ Bahklarin Canli Agirhklan ile Tlgili Bulgular

Sagimdan 48 saat onceden ag¢ birakilan anag¢ baliklar anestezi edildikten sonra 5 g
hassasiyetli bir dijital terazide tartildi. Denemede kullanilan ii¢ yasindaki XY kromozomlu
ana¢ baliklarm ortalama 15504+50 g XX kromozomlu baliklarin ise ortalama 1470+35 g
agirhiginda oldugu belirlendi. Ayrica, caligmada kullanilan disi damizlik baliklarin ortalama

agirliklarinin ise 2687+55 g oldugu saptandi.

4.3. Gonadosomatik indeks (GSI) Degerlerine iliskin Bulgular
Calismada, en yiiksek GSI degeri (6,12 — 8,78) XX kromozomlu erkeklerden saglandi.
XY kromozomlu erkeklerde ise GSI degerinin ise 2,85 — 4,50 arasinda degistigi belirlendi.
Aragtirma gruplarindaki baliklarm GSI degeri arasindaki farkliliklarin istatistiksel olarak
onemli (P<0,05) oldugu belirlendi (Sekil 4.2, Tablo 4.2).
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Sekil 4.1. XX ve XY kromozomlu damizlik gokkusagi alabaligi gonatlarinin goriiniisii

Tablo 4.2. XY ve XX kromozomlu damizlik gokkusagi alabaliklarinin gonadosomatik indeks

degerleri
Parametre (%) N | XY kromozomlu damizliklar XX kromozomlu damizliklar
Ortalama : 3,68+0,82" Ortalama : 7,45j:1,33b
Gonadosomatik ) )
' 10 (Min. — Mak.): 2,85 - 4,50 (Min. — Mak.): 6,12 — 8,78
indeks

"Ayni satirdaki farkli degerler arasindaki farkliliklar énemli (P<0,05, Two sample T - testi)

4.4. Sperma Ozelliklerine Ait Bulgular

4.4.1. Spermanin Makroskopik Muayenesine Ait Bulgular

Bu calismada kullanilan XY kromozomlu baliklarin spermalarinin kirmizimsi gri
renkte, XX kromozomlu olanlarinkinin ise krem renginde oldugu tespit edildi (Sekil 4.2).
Ayrica, XY kromozomlarina sahip normal erkek damizlik baliklardan 7-15 ml arasinda
sperma elde edildi. XX kromozoma sahip erkek damizliklardan ise 520-630 ml soliisyonlu
sperma elde edildi (Sekil4.3). XY kromozomlarina sahip normal balik spermasinin viskositesi
sulu kivam igerirken, XX kromozomlu balik spermalarmin viskositesi ise yogun kivamli

olarak tespit edildi.
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XY XX

Sekil 4.2. XY ve XX kromozomlu gokkusagi alabaliklarindan alinan spermlerin renk

gOorunusu

4.4.2. Spermanin Mikroskopik Muayenesine Ait Bulgular

Calismada kullanilan spermler mikroskop altinda incelendi ve XY kromozomlu balik
spermlerinde baslangic hareketlilik oran1 ortalama %96,5 iken XX kromozomlu balik
spermlerinde bu oran %98 olarak bulundu (Tablo 4.3 ve Sekil 4.4).

Toplam sperm sayisina bakildiginda XY kromozomlu balik sperminde 395,79
(x10°/ml) iken XX kromozomlu balik sperminde 453,81 (x10°/ml) olarak bulundu (Tablo 4.3
ve Sekil 4.5).

4.5. Spermanin Fiziksel ve Kimyasal Ozelliklerine Ait Bulgular

XY kromozomuna sahip spermasmin pH degerinin ortalama 8,23+0,05 oldugu tespit
edildi. XX kromozomlu balik sperminde ise gonad alindigindaki pH degerinin ortalama
8,18+0,03 oldugu Cortland s1vis1 ilavesi sonrasinda ise bu degerin ortalama 7,80+0,10 oldugu
belirlendi.

Dayaniklilik testi olarak tuzlu su testi kullanildi. Bu testte XY kromozomlu spermlerin
%10°Tuk kism1 140+5 sn %50’lik kism1 246+10 sn %90’dan yukarisi ise 450+10 sn’de ve
tamami ise 500£10 sn’de canlilik aktivitesini kaybetmistir. XX kromozomlu olan spermlerden
elde edilen spermatozoanin %10’luk kisminin 22045 sn %50’lik kismmin 453+10 sn
%90’dan yukarismin 805+10 sn ve tamaminin ise 900+£10 sn’de canlilik aktivitesini kaybettigi
belirlendi (Tablo 4.3 ve Sekil 4.6).
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Tablo 4.3. XY ve XX kromozomlu gokkusagi alabaligi spermalarmin kalite parametrelerine

ait degerler

Parametreler N XY kromozomlu XX kromozomlu
damizliklar damizliklar
11+4° 575+55"
Sperma hacmi (ml) 10 (7-15) (520-630)
Baslangig 10 96,5+1,5¢ 98+1°¢
hareketlilik oran1 (%) (95 -98) (97 -99)
Hareketlilik (%10’a
kadar) siiresi (sn) 10 140 220
Hareketlilik (%50°ye 10 245 453
kadar) siiresi (sn)
Hareketlilik (%90’a 10 450 805
kadar) siiresi (sn)
Toplam hareketlilik 10 500 900
stiresi (sn)
8,18+0,3'
(8,15 -28,20)
Sperma pH’s1 10 8,23+0,6° Soliisyonlu
(8,17 — 8,29) 7,8+0,1°
(7,70 —7,90)
Kirmizi — kahverengi Krem veya koyu
Sperm rengi 10 Acik kahverengi krem
Toplam sperm sayis1 10 395,79 453,81

(...x10%)

"Ayn1 satirdaki farkli harflere ait ortalama + standart hata (min. — mak.) degerler arasmndaki farkliliklar 6nemli

(P<0.05, Two sample T - testi)

36




Sperma hacmi (ml)

700 ~

600 -

500 -

400

300 -

200

100 -

XY XX

Sekil 4.3. Farkli kromozomlara ait gokkusagi alabalig1 sperma hacmi.

Baslangi¢
hareketlilik

orani (%)
98,5

98
97,5
97
9,5

96

95,5
XY XX

Sekil 4.4. Farkli kromozomlara ait gokkusagi alabalig1 sperminin baglangi¢ hareketlilik orani.

37



Toplam sperm
saylsi (...x10°)

460 -
450 -
440 -
430 -
420

410 -
400 -
390 -
380 -
370

360 -

XY XX

Sekil 4.5. Farkli kromozomlara ait gokkusagi alabalig1 spermlerinde toplam sperm sayist.

Siire (sn) 900

900 ~ 205

800 A
700 A

600 -
500 - 453 450

50

400 A m XY

300 - 220 245 X

200 41 14

100 A

10 50 90 100

Motilite (%)

Sekil 4.6. Farkli kromozomlara ait gokkusagi alabaligi sperminin motilite siiresi ve %’de

orani.
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4.6. Mutlak ve Nisbi Yumurta Verimligi ile Yumurta Capina Ait Bulgular

Ana¢ gokkusagi alabaliklarindan elde edilen yumurtalarin verimi; mutlak ve nispi
yumurta verimliligi olarak ele alindi. Denemede, ortalama mutlak yumurta verimliligi
4730+50 adet, ortalama nispi yumurta verimliligi ise 2156+18 adet olarak saptandi.
Denemede dollendikten sonra sisme islemine birakilan yumurtalardan, yaklagik 100 adedinin

biiyiikliikleri 0,1 mm tahsimath kumpas ve yumurta se¢gme makinasimnin diskleri ile olgiilerek

caplar1 belirlendi. Bu sekilde ol¢iilen yumurtalarin ¢aplar1 4,7 - 5,8 mm olarak belirlendi

(Sekil 4.7).

A B
Sekil 4.7. A) Yumurta segme makinasi ve yumurta boyutu B) Dollenmis gokkusagi alabaligi

yumurtasinin kulugka tablasindaki goriintiisti.

4.7. Yumurtalarin Déllenmesi ve Fizyolojik Gelisimleriyle ilgili Bulgular

Deneme peryodunda yumurtalarin inkiibasyonu ve fizyolojik gelisimleriyle ilgili
olarak mutlak ve nisbi yumurta verimliligi ve yumurta c¢ap1 her iki kromozoma sahip balik
spermleriyle dollenen yumurtalarda ayni olmasma ragmen, XY kromozomlu spermin
yumurtalar1 dolleme orani %92,5+0,5’dir. XX kromozomlu spermlerin ddlleme orani
%97,3+£0,5 olarak bulunmustur. Her iki kromozoma ait balik spermlerinin délleme oranlari
arasinda %4,8 oraninda bir fark goriilmektedir. (Tablo 4.4). Bu farkin nedeni olarak XY
kromozomlu spermlere diski ve kan pihtilarinin karigmasi spermatozoanin canlilik siiresini
azalttig1 gibi dolleme yetenegini de etkilemektedir.

Her iki balik grubuna ait spermlerle dollenen yumurtalarda; dollenme orani, gdzlenme
orani, gozlenme siiresi, dollenen yumurtalardan larva ¢ikis orani ve keseli donemde yagama
orani ile ilgili degerler Tablo 4.4 ve Sekil 4.8’de gosterildi. Ayrica, her donem igin Olii

yumurta ve larva sayilar1 yagsama oranlarinin belirlenmesi amaciyla kaydedildi.
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Tablo 4.4. XY ve XX kromozomlu gokkusagi alabaligi spermleriyle dollenen yumurtalardan

dollenme, gozlenme, larva ¢ikis ve keseli yavru yasama oranlart.

Parametre N XY XX
Dollenme orani (%) 30 92,5 97,3
Gozlenme orani (%) 30 87,2 94,6

Gozlenme siiresi (giin) 30 16 - 22 16 —22
Larva ¢ikis orant (%) 30 84,4 90,5
Larva ¢ikis siiresi (giin) 30 28 -32 28 — 32

Larva yasama orani (%) 30 73,9 85,5

"Ayni satirdaki farkli degerler arasindaki farkliliklar énemli (P<0,05, Two sample T - testi)

97,3
100 - 92, 54,6

90 -
80 - 73,
70 4
60
50 -
40 -
30
20 - m XX
10 -

90,5
87, 84, 85,5

mXY

Sekil 4.8. XY ve XX kromozomlu gokkusagi alabaligi spermleriyle déllenen yumurtalarda

dollenme, gozlenme, larva ¢ikis ve keseli yavru yasama oranlari.
Tablo 4.4’de goriildiigii gibi, XY kromozomlu spermlerle dollenen yumurtalarda

dollenme oran1 %92,5, gézlenme oran1 %87,2, gdzlenme siiresi 16-22 giin, larva ¢ikis orani

%84,4, larva ¢ikis siiresi 28-32 giin ve larva yasama orani %73,9 olarak hesaplandu.
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XX kromozomlu spermlerle déllenen yumurtalarda dollenme oran1 %97,3, gozlenme
oran1 %94,6, gdzleme siiresi 16-22 giin, larva ¢ikis orant %90,5, larva ¢ikis siiresi 28-32 giin
ve larva yasama orani %85,5 olarak bulundu.

Istatistiksel analizler; XY — XX kromozomlu spermlerle ddllenmis yumurtalarda
dollenme orani, gozlenme orani, larva ¢ikis orani ve larva yasama orani arasinda onemli

farkliliklar oldugunu gésterdi (P<0,01).
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1. Kullanilan Suyun Sicakhik, pH ve Coziinmiis Oksijen Degerleri

Alabaliklarm iireme doneminde optimum su sicaklik isteklerinin kulugka déneminde
8-12 °C ve pH’sinin 6,5-8,5 araliginda olmasi, ¢Oziinmiis oksijen miktarinin ise 8-10
mg/L’den az olmamasi gerektigi bildirilmektedir (Sedgwick, 1978; Karaca, 1987).

Calismada kullandigimiz su, kaynak suyudur. Isletmeye 650 m agik beton kanalla
getirilmistir. Yapilan 6lgiimler sonugunda sicaklik ortalama 10,3+ 0,2°C, ¢dziinmiis oksijen
degeri ortalama 9,9+0,5 mg/L ve pH degeri ortalama 7,68+0,2’dir. Bu degerler Tablo 4.1°de
ayrintili olarak verilmistir. Degerlerin literatiirlerde belirtilen optimum degerler araliginda

bulundu.

5.2. Gonadosomatik Indeks

Calismada en yiiksek GSI degeri ortalama 7,45+ 0,05 (min. 6,12 — mak. 8,78) ile XX
kromozomlu erkeklerden saglandi. XY kromozomlu erkeklerde ise GSI degeri ortalama 3,68+
0,05 (min. 2,85 — mak. 4,5) arasinda hesaplandi. Arastirma gruplarmdaki baliklarin GSI
degeri arasindaki farkliliklarin istatistiksel olarak 6nemli (P<0,05) oldugu belirlendi.

Burada goriildiigii gibi XX kromozomlu baliklarda GSI degeri XY kromozomlu olan
baliklardan daha biiyiik hesaplandi. Gokkusagi alabalig1 iizerine yapilan diger ¢aligmalarda
gonadosomatik indeks degerini; Kennedy vd. (2007) %4,5-4,8 ve Engin (2008) %3,7-4,5
olarak tespit etmislerdir. Calismada; XY kromozomlu baliklardan elde edilen gonadosomatik
indeks degerleri Kennedy vd. (2007)’nin bildirdigi degerlerden diistik olup, Engin (2008)’in
bulgular ile paralellik gostermektedir. Calismadaki XX kromozomlu baliklardan elde edilen
gonadosomatik indeks degeri ise tiim calismalardan yiliksektir. Bunun nedeni ise XX

kromozomlu damizliklarin sperm kanali olmadigi i¢in tiretmis oldugu spermi depolamasidir.

5.3. Spermatolojik Ozellikler

5.3.1. Spermanmin Makroskopik Muayenesi
Calismada kullanilan XY kromozomlarma sahip normal erkek damizlik baliklardan 7-15 ml
arasinda sperma sivist verdi. XX kromozoma sahip erkek damizliklarda 520-630 ml arasinda
sperma elde edildi. Benzer bir caliymada, Biiyiikhatipoglu ve Holtz (1984), iireme sezonu
basi, ortast ve sonunda aldiklar1 spermalar1 sirayla 8,6 ml, 13,4 ml, 7,1 ml olarak tespit

etmiglerdir. Munkittrick ve Moccia (1987) ise Aralik, Ocak ve Subat aylarinda sperma
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miktarm sirayla 7,2 ml, 11,8 ml ve 7,8 ml olarak tespit etmislerdir. Yukardaki ¢aligmalarda
da gorildiigii gibi sezon basinda ve sonuna dogru sperma verimi diismektedir. Sperma
miktarindaki farkliliklarin nedeni; beslenme, cevresel sartlar basta olmak {izere sagim
araliginin uzun olmasma baghdir. Bu c¢alismalarda XY kromozomlu erkeklerden alinan
spermanin ortalama miktariyla yukarida belirtilen arastirmacilarin bulgular1 paralellik
gostermektedir. Fakat XX kromozomlu baliklarin sperma hacmi XY kromozomlu
olanlarinkinden yaklasik 50 kat daha yiiksektir.

Kullanilan spermanin krem renginde olmasma dikkat edildi. Ciinkii spermanin rengi
spermanin i¢inde bulunan spermatozoa ve seminal plazmasmnin kalitesini belirler. Ayni
zamanda spermatozoa sayist spermanin kivamini da belirler. Az yogun sperma sulu kivamda
ve akigkan olur. Yogun olan sperma (x10°/ml)’ise krem rengindedir. Dolleme isleminde
kullanilan spermalarin yogun olmasimna dikkat edildi. Ayrica kullanilan spermanin pis ve
cliriik kokulu olmamasina 6zen gosterildi. Fakat, genede XY kromozomlu balik spermalarina
baliklarm diski, idrar ve kanmin bulagsmasina engel olunamadigi i¢in, bazen renklerde

kirmizilik ve kahverengimsi grilik olustu.

5.3.2.Spermanin Mikroskopik Muayenesi

Anac¢ baliklardan elde edilen spermanin mikroskobik muayenesi; yogunluk,
haraketlilik orani, toplam sperm sayis1 olarak ele alinmistir. Haraketlilik oram1 %’de olarak
verilmistir. Bu ¢alismada baslangi¢ haraketlilik orani; XY kromozomlu baliklarda %96,5 ve
XX kromozomlu gdkkusagi alabaliklarinda ise %98’dir. Iki sperm arasinda baslangic
haraketlilik orani istatistiksel olarak XY — XX kromozomlu spermler arasinda kayda deger bir
farkliligin olmadigini ortaya koymustur (P>0,05). Gokkusag: alabalig1 iizerine yapilan diger
calismalarda spemde baslangi¢ haraketlilik oranini; Morisawa vd., (1983) %80-85; Billard ve
Cosson (1991) %81; Miura vd. (1992) %78; Mansour vd. (2009) %74 olarak bildirmislerdir.
Toplam sperm sayisi (adet sperma/birey...x10”) XY kromozomlu alabaliklarda 395,79+5 iken
XX kromozomlu olan alabaliklarda bu sayr 453,81+5 olarak bulundu. XY ve XX
kromozomlu balik spermlerinin toplam siperm sayilar1 arasinda, istatistiksel olarak dnemli
farklilik oldugu belirlenmistir (P<0,05).

Uygulanan dayaniklilik testi sonucunda ve mikroskop altinda incelenmesinde
baslangi¢ hareketlilik orani, %10, %50, %90 ve toplam haraketlilik siiresi incelendi. Bu
inceleme sonucu XY kromozomlu spermin toplam hareketlilik siiresi 500+10 sn ve XX
kromozomlu gokkusagi alabaliklarinda ise toplam hareketlilik siiresi 900+10 sn olarak

hesaplandu. Istatistiksel olarak bakildiginda énemli farklilik (P<0,05) vardir. Her iki sperm de
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dolleme esnasinda biraz daha canlilik gosterebilir. Spermlerin hareketlilik siiresi bakimmdan
yapilan diger ¢aligmalar ise; Morisawa vd., (1983) 25-30 sn; Billard ve Cosson (1986) 60 sn;
Billard vd. (1987) 45-60 sn; Cosson vd. (1991) 20-25 sn; Miura vd. (1992) 60 sn; Aydin ve
Celebi (2000) 320 sn; Giiner ve Tekinay (2002) 300 sn; Mansour vd. (2009) 120 sn olarak
bildirmislerdir. Bu ¢aligmada ise hem XY ve hemde XX kromozomlu spermler icin tespit
edilen sperm hareketlilik siireleri yukarida belirtilen arastirmalardakine gore daha yiiksek

bulunmustur.

5.4. Dollenme Orani

Calismada ayni1 gruplardaki anag gokkusagi alabaliklarindan elde edilen yumurtalarin
dollenme orani, XY kromozomlu gokkusagi alabalig1 spermiyle dollenen yumurtalarda %92,5
iken XX kromozomlu gokkusagi alabaligi spermiyle dollenen yumurtalarda %97,3 olarak
hesaplandi. Ayni gruplara ait yumurtalarin dollenme oranlar1 arasindaki farkliliklar
istatistiksel olarak onemli (P<0,05) bulunmustur. Gokkusag1 alabaliklarmin yumurtalarmin
dollenme orani iizerine yapilan diger ¢calismalarda; bu oranin Aydin ve Akyurt (1993) %69.3-
90.7, Kurtoglu vd. (1998) %73.7, Estay vd. (1994) %82, Springate vd. (1985) %86.3, Sharma
vd. (1989) %90.8, Bromage ve Cumaranatunge (1988) %90, Giiner ve Tekinay (2002) %91.8,
Kocaman ve Akyurt (1993) %95.7, Atamanalp vd. (1996) ise %82,9 oldugunu, Springate vd.
(1984), Mac vd. (1985) ve Springate ve Bromage (1985) ise dollenme oranmin %68-90
arasinda degistigini bildirmislerdir. Bu c¢alismamada XX kromozomlu balik spermasiyla
dollenen yumurtalardaki dollenme oranlari, hem bu calismada XY kromozoma sahip balik
spermiyle dollenen yumurtalarin déllenme oranindan hem de Aydin ve Akyurt (1993),
Kurtoglu vd. (1998), Estay vd. (1994), Springate vd. (1985)’nin belirtmis oldugu degerlerden
daha yiiksektir. Mevcut bulgulara ait degerler Sharma vd. (1989), Bromage ve
Cumaranatunge (1988), Giliner ve Tekinay (2002) ile paralellik gostermekte, Kocaman ve

Akyurt (1993)’un sonuglarindan ise diisiik bulunmaktadir.

5.5. Kulugckalanan Yumurtalarin G6zlenme Orani

Bu arastirmada kulugkalanan yumurtalarda goézlenme orani, XY kromozomlu balik
spermiyle dollenen yumurtalarda %87,2 olarak bulundu. XX kromozomlu balik spermiyle
dollenen yumurtalarda ise bu oran %94,6 olarak tespit edildi. Yumurtalarin goézlenme

oranlarma ait degerler arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak 6nemli (P<0,05) bulundu.

44



Yapilan diger calismalarda gokkusag: alabaligi yumurtalarin gézlenme oranini; Springate
vd. (1985) %74.8-82.5, Kurtoglu vd. (1998) %84.6, Aydin ve Celebi (2000) %93.90, Giiner
ve Tekinay (2002) %86.02 olarak bildirmislerdir. Bu c¢alismada XY kromozomlu balik
spermiyle dollenen yumurtalarda gozlenme orami Kurtoglu vd. (1998), Giiner ve Tekinay
(2002)’m bildirdigi degerlerle paralellik gosterirken, Aydin ve Celebi (2000)’nin bulduklar1
degerden diisiik ¢ikmustir. Fakat, XX kromozomlu balik spermiyle dollenen yumurtalardan
saglanan gozlenme oraninin yukarida belirtilen aragtrmacilara goére daha yiiksek oldugu

goriilmiistiir.

5.6. Dollenen Yumurtadan Larva Cikis Oranlari

Calismada kulugkalanan yumurtalarin a¢ilma oranlar1 XY kromozomlu spermle ddllenen
yumurtalarda %84,4 olarak bulunmustur. XX kromozomlu spermle dollenen yumurtalarda
acilma oranlar1 %90,5 olarak tespit edilmistir. Her iki spermle déllenen yumurtalarin agilma
siireleri ise 28-32 giin olarak hesaplanmistir. Yumurtalarin acilma oranlarina ait degerler
arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak Onemli (P<0,05), a¢ilma siireleri arasmndaki
farlhiliklarin ise 6nemsiz (P>0,05) oldugu tespit edildi.

Yumurtalarin agilma siiresi ile ilgili ¢aligmalarda Aydin ve Celebi (2000) 11,5-12 °C’de
26 giin, Celikkale (1998) 7 °C’de 48 giin ve 13 °C’de 24 giin olarak belirtmislerdir. Mevcut
calismamizda ise bu siire 10,4-11 °C ve 9,6-11,2 mg/L ¢oziinmiis oksijeni olan kaynak suyu
kullanilmis ve 28-32 giin olarak bulunmustur. Yapilan diger ¢calismalarda gokkusag: alabaligi
yumurtalarmin ag¢ilma oranini; Springate ve Bromage (1985) %47.7-58.6, Karatag (1991)
%70.8, Uysal ve Alpbaz (2003) %76, Aydin ve Celebi (2000) %83.8, olarak tespit

etmislerdir.

5.7. Besin Keseli Larvalarda Yasama Oranlan

Yapilan ¢alismada yumurtadan ¢iktiktan sonraki donem olan besin keseli donemde
yasama oranlar1 XY kromozomlu spermle dollenen yumurtalarda %79,3 olarak bulunmustur.
XX kromozomlu spermle ddéllenen yumurtalarda besin keseli donemde yasama oranlari
%835,5 olarak tespit edilmistir. Bu degerler arasindaki farkliliklarm énemli (P<0.05) oldugu
tespit edilmistir.

Keseli doneme iliskin yasama oranini, Akyurt (1986) %76.6, Aydin ve Akyurt (1993)
%96.41 Atamanalp vd. (1996) %80.79 olarak bildirmiglerdir. Calismamizda XY kromozomlu

spermle dollenen yumurtalardan ¢ikan larvalarda yasama oranit Akyurt (1986) ve Atamanalp
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vd. (1996) ile paralellik gosterirken Aydin ve Akyurt (1993)’dan diisiik ¢ikmistir. XX
kromozomlu spermle ddllenen yumurtalardan ¢ikan keseli larva orani ise XY kromozomlu
spermle dollenen yumurtalardan ¢ikan keseli larva yasama oranindan ve Aydin ve Akyurt
(1993) hari¢ yukarida belirtilen arastirmacilarin bulgularindan yiiksektir. Bu arastirmada
dollenme orani, larva ¢ikis oranmi ve keseli donemde, larva yasama oranina iligkin elde edilen
degerlerle diger c¢alismalarda ifade edilen sonuglar arasindaki farkliliklarin nedeni;
denemelerin yapildig1 ortam sartlari, suyun fiziksel (sicaklik vs.) ve kimyasal 6zellikleri, anag
baliklarin biiylikliigli, anaglara verilen yemin kalitesi ve yemleme Ozellikleri, baliklarin
genotipik yapisi, dollenmis yumurtanin kulugkalanmasi ve kiiltiir kosullar1 gibi faktorlere
baglanabilir (Aydm ve Celebi, 2000; Giliner ve Tekinay, 2002; Aras vd., 2003; Ariman ve
Aras, 2003).

46



6. ONERILER

Hizla artan diinya niifusu ve teknolojik gelismelerdeki artisa paralel olarak cevre
kirliligi ve ekolojik sorunlarin artmasi hayvansal protein kaynaklarin azalmasina neden
olmaktadir. Bu sorunlar birim alandan daha fazla hayvansal protein elde edilmesini zorunlu
hale getirmistir. Bu noktada su iiriinleri yetistiriciligi 6n plana ¢ikmaktadir. Yetistiricilikte
verimi artirmaya yonelik caligmalar da son yillarda olduk¢ca Onem kazanmistir. Bu yonde
yapilan biyoteknolojik caligmalar biiyilk 6neme sahiptir. Bu calismalar arasinda 1slah
arastrmalart her zaman birinci swradadir. Baliklarda disiler homogametik (XX), erkekler
heterogametik (XY) kromozomlariyla gdsterilmislerdir. Gokkusagi alabaliginda normalde 60
kromozom olur, bunlarin spermleri ve yumurtalari ise 30’ar kromozoma sahiptirler.

Alabaliklarda hormonla erkeklestirme isleminde; hormon yeme katilarak tatbik
edilmistir. Bu iki metottan en 1yi sonu¢ hormonun yeme katilmasiyla saglanmistir. Alabalik
yetistiriciliginde ortaya ¢ikan en dnemli problemlerden birisi 14. ve 15. aylara gelindiginde
siiriide olgunlasmis veya olgunlagmakta olan baliklarin bulunmasinin oldugunu, hatta cinsi
olgunluktan once erkekler ve disiler arasinda biiyliime yoniinden farkliliklarin olmasmin
yetistiricilikte istenmeyen bir durum oldugunu, dolayisiyla bu farkliligi ortadan kaldirmak
acisindan, tek veya mono cinsiyetli disilerin kiiltliriiniin yapilmasmin zorunlu oldugu
goriilmiistiir.

Bu calismada ana¢ gokkusagi alabaliklar1 olarak kullanilan XY kromozomlu normal
erkek gokkusagi alabaligi ve yemlerine onceden 17 o-metiltestesteron katilarak 750 GD
uygulanmis 3 yas grubunda olan baliklarin spermleriyle dollenen yumurtalarm; doéllenme,
gozlenme, larva cikis ve larva yasama oranlar1 arasindaki farkliliklarin istatistiksel olarak
onemli (P<0,05) oldugu tespit edildi.

Bu calisgmada XX kromozomlu sperm ile délleme alabalik tiretiminde XY kromozomlu
sperm ile ddllemeden daha verimli oldugu acikca goriilmiistir. XX kromozomlu olan
damizlik erkek gokkusagi alabaliklarmin iilke genelinde iiretimde kullanilmasi durumunda
verimlilik 6nemli derecede artacaktir. Bu durum, iilke ekonomisine ve kiiltiir balik¢iligina
daha fazla kazandiracaktur.

Ayrica gokkusagi alabalig1 tiretiminde; XX kromozomlu balik sperminin kullanilmasi su
yararlar1 saglayacaktir:

- XX kromozomlu balik spermiyle déllenen yumurtalardan XY kromozomlu balik

spermiyle dollenenlere oranla daha fazla yavru elde edilmektedir.

- Yem ve iscilik maliyeti daha az buna karsilik verim daha yiiksektir.
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Mevcut iiretimin tek cinsiyet (disi) icermesi ekonomik boyutunun daha fazla
olmasina neden olmaktadir.
Erkek bireylerin tiretmis oldugu spermanin tamaminmn kullanilmasina olanak

saglamaktadir.

XX kromozomlu erkek damizliklarda gelisen spermanin icindeki spermlerin
yaslanmas1 Onlenmekte ve kalitesi korunmaktadir. XY kromozomlu damizlik
baliklarda ise sperma ilerleyen zaman igerisinde kullanilmazsa spermler

yaslanmakta ve kalitesi diismektedir.

Deneysel ¢alismalarda stireklilik saglar. Genetik ve 1slah caligmalarinda yil boyu

duyulan sperma ihtiyaci karsilanabilir.

Mevsim dis1 yumurtlatma tekniginde anag sayisini azaltir (Bu teknik sayesinde
mevsim dis1  yumurtlatma yontemlerinde ana¢ kullanimi, disi anaglarla

sinirlandirilmaktadir).

Gamet transferine olanak saglamaktadir. Ustiin verime sahip balik hatlarna ait

spermler baska isletmelere nakledilebilmektedir.
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