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Ozet

Bu calismada ot sazani anaclarinda yumurtlamay! uyarmak amaciyla, olgun anaclara [D-Ser(But)®, Pro®-NEt]-LHRHa yiiksek
dozda tek basina (50 ug kg') ve degisen dozlarda (10, 20 ug kg') bir dopamin reseptér antagonisti olan Domperidonun (DOM)
sabit dozu ile birlikte (10 mg kg") tek enjeksiyonda uygulanarak, lokal kuluckahane sartlari altinda etkileri belirlendi. Elde edilen
sonuglar Klasik hipofiz ekstrakti uygulamasi (cift enjeksiyon) ile karsilastirildir (25°C su sicakliginda). Kontrol grubuna sadece
fizyolojik tuzlu su verildi (%0.7 NaCl). Kontrol grubunda yumurtlama olmazken, LHRHa'nin yiksek dozda tek basina verildigi
grupta (50 pg kg') ve LHRHa'nin 10 pg kg™ dozda 10 mg kg™ DOM ile birlikte verildigi grupta anaclarda yumurtlama orani diisik
gerceklesti. LHRHa'nin 20 pg kg™ dozda 10 mg kg* DOM ile birlikte verildigi grupta ve hipofiz verilen grupta yumurtlama orani
yuksek olarak gerceklesti. LHRHa+DOM verilen gruplarda enjeksiyondan sonra yumurta verme suresi, hipofiz ekstrakti verilen
gruba gore yaklasik 2 kat daha kisaldi (sirasiyla 9-10 saat, 17 saat). Yumurta veren tim gruplar arasinda anaclarin yumurtlama
indeksi ve yumurtalarin déllenme oranlart agisindan farklilik gézlenmedi (P>0.05). Sonuc olarak, 20 ug kg™ [D-Ser(But)®,Pro®-NEt]-
LHRHa+10 mg kg' DOM uygulamasi ile ot sazani anaclarinda yumurtlama, tek enjeksiyonda ve hipofize kiyasla daha kisa bir stre
icinde ve yumurta Kalitesinde diismeye neden olmaksizin basaril bir sekilde uyarildi. Bu kombinasyonun uygulanmasi, ot sazani
yetistiriciliginde saglikl bir ana¢ ve kuluckahane ydnetimi acisindan énemli faydalar saglayabilir.
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A Study on Spawning Induction in Grass Carp (Ctenopharyngodon
idellus Valenciennes, 1844) by Using Different Combinations of
LHRHa ([D-Ser(But)®,Pro°-Net-LHRHa) and Domperidon

Summary

In this study, the effects of single administration of [D-Ser(But)® Pro®-NEt]-LHRHa at high dose alone (50 pg kg'), and at
different doses (10, 20 pg kg') combined with constant dose of the dopamine receptor antagonist, Domperidon (10 mg kg™),
for induction of spawning in the grass carp broodstocks were determined under local hatchery conditions, and compared with
classic Carp Pituitary Extract (CPE, double injection) application (Water temperature; 25°C). Physiological salina (0.7 % NaCl)
injected fish were used as control group. No spawning was observed in the control group. Spawning ratio was low in LHRHa at
high dose alone treatment group (50 pg kg'), and in 10 pg kg* dose of LHRHa at combined with 10 mg kg™ dose of DOM
treatment group. Spawning ratio was high in 20 pg kg™ dose of LHRHa combined with 10 mg kg* dose of DOM treatment
group, and in CPE treatment group. Latency period was shorter approximately two times in LHRHa+DOM treatment groups
than CPE treatment groups (9-10 h, 17 h respectively). There was no differences between all spawning groups in respect of
spawning index of broodstocks, and fertilisation rates of eggs (P>0.05). As a result, spawning was induced successfully in grass
carp broodstocks by 20 ug kg* [D-Ser(But)¢,Pro®-NEt]-LHRHa+10 mg kg*' DOM treatment, in a single injection, in a shorter
latency period and without decreasing in egg quality, comparing to CPE treatment. Application of this combination can be
useful for healthy broodstock and hatchery management in grass carp culture.
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GIRiS

Sazan hipofiz ekstrakti, sazanlarda ve bircok sazangil
baliklarda yumurtlamanin uyarilmasi amaciyla basariy-
la kullaniimaktadir. Hipofiz ekstrakti, anaglara iki ayri
asamada enjeksiyonla uygulanmaktadir. Ancak, yumurt-
lamanin saglikh bir sekilde gerceklesmesi icin anaglara
verilen hipofizdeki Gonadotropin (GtH) miktari ile
anaglarin ihtiya¢ duydugu Gonadotropin miktarinin
uyumlu olmasi gerekmektedir. Bu amagla hipofiz eks-
traktlari, icerdikleri Gonadotropin miktari agisindan
standart hale getirilmis ve ticari olarak satilmaktadir *.
Bu ekstraktlarin yumurtlamanin uyariilmasinda basari
ile kullanimi, alternatif yaklasimlarin gelisimini ve sa-
zangil baliklarin kilttrinde kullanilmasini kisitlamistir.

Diger yandan sazan kiltirinin diinyada hizla art-
masli, Gonadotropin igerigi ayarlanmis hipofiz eks-
traktlarinin ticari olarak arzinda gigliklere yol acmis
ve sazanlarda yumurtlamanin uyarilmasinda alternatif
arayislarin baslamasina sebep olmustur % Bu yakla-
simlarin temeli, baligin endojen GtH salinimini artir-
mak amaciyla LHRH analoglari (LHRHa) ve dopamin
reseptdr antagonistlerinin (DA) beraber kullanil-
masidir **. LHRH analoglari biiylikbas ve kiigiikbas
hayvanlarda Ostrus senkronizasyonunda, tohumlama
sonrasi fertilitenin yikseltilmesinde, embriyo naklin-
de, tohumlama sirasinda kullanilmakta ve veteriner-
beseri jinekolojide ¢ok genis bir uygulama olanagina
sahip bulunmaktadir *¢. Baliklarda in vivo ve in vitro
yapilan denemelerde Dopamin'in LHRHa ile uyarilan
GtH sekresyonu lzerinde direkt olarak baskilayici
etkisinin oldugu belirlenmistir 7*°. Dopamin sentezini
bloke eden, katesolaminleri baskilayan veya D-2 tipi
dopamin reseptorlerini bloke eden ilaglar, dopaminin
GtH sekresyonu lzerindeki baskilayici etkisini disi-
rirken, LHRH’In GtH sekresyonu (izerindeki etkisini de
arttirmaktadirlar 7*°. Domperidon da (DOM) oldukga
spesifik ve potent bir D-2 reseptdr antagonisti olup
havuz sazanlarinda (Carassius auratus) ve muhte-
melen de diger teleostlarda kan-beyin bariyerini gec-
medigi bildirilmektedir ’. Bu yliizden domperidon, kul-
lanimi tercih edilen bir dopamin antagostidir.

LHRH analoglarinin DA'l veya DA'siz kullanimi ve
¢evre sartlari, yumurtlamanin uyarilma siresi ve
standardizasyonun saglanmasi agisindan sazangillerde
farkh tepkilere yol agmaktadir **. Kullanilan kombi-
nasyonlarin etkin dozlari ve yumurta alim sireleri tze-
rine etkileri, tlirlere gore farkhlik gostermektedir ***.
Bu baglamda calismalarin boyutu, bu kombinasyon-
larin Ureticilerce dogru kullanimini saglamak amaciyla

farkli LHRHa ve DA kombinasyonlarinin, lokal sartlar
altinda uygun dozlarda kullanimi ile yumurta alim
sliresine etkisinin dogru bir sekilde belirlenmesine
dogru kaymistir *°.

Bu calismada, ot sazani anaglarinda yumurtlamayi
uyarmak amaciyla, olgun anaclara [D-Ser(But)®, Pro’-
NEt]-LHRHa'nin yiiksek dozda tek basina ve sabit doz-
da bir dopamin reseptor antagonisti olan Domperidon
ile birlikte degisen dozlarda tek enjeksiyonda veril-
mesinin, lokal kulugkahane sartlari altindaki etkile-
rinin belirlenmesi ve klasik hipofiz ekstrakti uygulama-
si (¢ift enjeksiyon) ile karsilastirilmasi amaglanmistir.

Uygulamalarin etkilerini belirlemek icin anaglarda
enjeksiyondan sonra yumurta verme siresi, yumurt-
lama indeksi ve alinan yumurtalarda dollenme oran-
lari belirlenmistir.

MATERYAL ve METOT

Denemeler, G6lmarmara'da “AKSAN Sazan ve
Tropikal Akvaryum Baliklari Uretim Tesisleri” kulucka-
hanesinde (Akhisar-Manisa) damizlik olarak kullanilan
ot sazani anaglari lzerinde gerceklestirildi. Calismada
ortalama agirliklari, 3-6 kg arasinda olan anaglar kulla-
nildi. Damizlik olarak kullanilan anaglar, cinsiyetlerine
gore ayrilip ayri toprak havuzlarda stoklandi. Yumusak
ve gergin karinl olgun anaclar, abdominal palpasyonla
belirlendi. Secilen anaglar, oviduktlari dikildikten
sonra, iyi havalandirilmis olan 25°C sicakligindaki ve
750 litre hacimdeki tanklara transfer edildi.

Calismada LHRH analogu olarak [D-Ser(But)®, Pro’-
NEt]-LHRHa kullanilirken, Dopamin reseptér anta-
gonisti olarak kullanilan Domperidon (Sigma), Lin ve
ark/nin bildirdigi yontemle hazirlandi *. Hipofiz eks-
trakti (Argent) ise Atay’a gore uygulandi .

Etkin LHRHa+DOM kombinasyon dozunu belirle-
mek i¢in 38 adet ot sazani anaci kullanilarak 5 dene-
me grubu olusturuldu. Sadece FTS verilen grup nega-
tif kontrol grubu olarak (1. Grup), sadece hipofiz eks-
trakti verilen grup ise pozitif kontrol grubu olarak (5.
Grup) degerlendirildi (Tablo 1). FTS'de ¢o6zilen Hipofiz
ekstrakti, disi anaclara ilk enjeksiyonda 0.3 mg/kg,
ikinci enjeksiyonda 2.7 mg/kg olacak sekilde intra-
peritonal yolla 10 saat ara ile verildi **. Erkek anaclara
sadece ikinci enjeksiyon 2 mg kg* dozda ve ayni yolla
verildi. Hipofiz ekstraktlari, son hacim 1 ml kg™ olacak
sekilde enjekte edildi V.

ikinci grupta LHRHa yiiksek dozda ve tek basina



uygulanarak, Domperidon olmaksizin yumurtlama Gze-
rine etkisi belirlenmeye calisildi. Ug ve 4. gruplarda,
Domperidon daha 6nce sazangillerle yapilan ¢alisma-
larda etkili oldugu bildirilen 10 mg kg™ sabit dozda,
LHRHa’'nin degisen dozlari ile (sirasiyla 10, 20 pg kg?)
birlikte tek enjeksiyonda uygulandi (Tablo 1) **. Bu
sekilde [D-Ser(But)®, Pro®>-NEt]-LHRHa’nin Domperidon
ile birlikte ot sazani anaglarinda hangi dozda kullanil-
masi gerektigi belirlenmeye calisildi. Erkek anaglara,
disi anaglara uygulanan dozlarin yarisi uygulandi.
LHRHa+DOM kombinasyonlari, son hacim 0.5 ml kg*
olacak sekilde ve intraperitonal yolla enjekte edildi.

Déllenme ve inkubasyon, Rothbard'a gére yapildi
8. Hormon verilen anaglarda uygulamalara cevap ve-
ren anag sayisi ve enjeksiyondan sonra ne kadar
siirede yumurta verdikleri belirlendi. Uygulamalarin
yumurtlama {zerine etkisini belirleyebilmek icin yu-
murtlama indeksleri [=(Alinan yumurta (g)x100)/Anag
agirhgi(g)] belirlendi **. Yumurta kalitesi tGzerine olan
etkileri belirlemek icin ise her anagtan alinan yumur-
talar farkh kaplarda dollenerek ayri inkubatorlere
alindi. Déllenmeden sonra en erken 45 dakika iginde
yapilan 5 érneklemede 100 yumurtanin mikroskopta
(Nikon, x10) muayanesi ile dollenme oranlari belir-
lendi *.

Calismada ortalama degerler standart sapmalari
ile birlikte verildi. Yumurtlama oranlari, Fisher’in
ihtimal testi ile karsilastirildi (%95 gliven araliginda).
Gruplar arasi yumurtlama orani ve yumurtlama indek-
si agisindan farkhhginin analizinde ise non-parametrik
Mann Whitney U testi kullanildi. istatistiksel hesap-
lamalar, COSTAT ve EXCEL programlari kullanilarak
yapildi.

BULGULAR

[D-Ser(tBu)®, Pro®~-NEt]-LHRHa'nin tek basina ve
artan dozlarda, Domperidon ile birlikte kullanilma-
sinin yumurtlama ve yumurta kalitesi Gzerine etkileri
Tablo 1'de gorilmektedir.

LHRHa'nin tek basina yiksek dozda (50 ug kg?)
uygulandigl 2. Grupta ve 10 pg kg* dozda 10 mg kg*
DOM ile birlikte kullanildig1 3. Grupta kismi yumurt-
lama gergeklesmis olup kendi aralarinda yumurtlama
orani agisindan istatistiksel olarak bir farkhlk gézlem-
lenmemistir. ikinci ve 3. grup ile yumurtlamanin hic¢
gerceklesmedigi kontrol grubu arasinda yumurtlama
orani agisindan gorilen farklilik istatistiksel olarak
O6nemlidir (P<0.05).
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Tablo 1. LHRHa ([D-Ser(But)®, Pro®-NEt]-LHRHa), LHRHa +
Domperidon uygulamasi (tek enjeksiyon) ile hipofiz ekstrakti
uygulamasinin (cift enjeksiyon) ot sazani anaglarinda yumurt-
lama ve yumurta kalitesi tzerine etkileri (Su sicakhgi: 25°C). YO;
Yumurtlama Orani, YVS; Enjeksiyondan Sonra Yumurta Verme
Siresi, Yi; Yumurtlama indeksi, DO; Déllenme Orani, SS;
standart sapma

Table 1. The effects of LHRHa ([D-Ser(But), Pro®-NEt]-LHRHa),
LHRHa + Domperidon applications (single injection) and Carp
Pituitary Extract (double injection) application on spawning and
egg quality in grass carp broodstocks (Water temperature;
25°C). YO; Spawning rate, YVS; Latency time, Yi; Spawning
indeks, DOy Fertilisation rate, SS; standart deviation

YVS DO+*SS

Gruplar YO Saat) (%) YitSs

1. FTS 0/8°® - - -

2. LHRHa (50 pg) 1/8°* 10 66+6 10

3. LHRHa (10 pug)+ DOM (10 mg) 1/8* 10 63+8 12

4.LHRHa (20 ug)+ DOM (10 mg) 5/7* 9-10 70+8 13%2

5. Hipofiz, 1. enjeksiyon; 4/7 @ 10 65+7 11+3
II. enjeksiyon; 7

Aynu harfler, istatistiksel olarak farkliigin olmadigint géstermektedir
(P>0.05)
Same letters show that there is no istatistically difference (P>0.05)

En yiksek yumurtlama orani, DOM’un [D-Ser
(But)®, Pro®-NEt]-LHRHa'nin 20 pg kg* dozu ile birlikte
kullanildigl 4. Grupta gerc¢eklesmistir. Dordiinci grupla
1, 2 ve 3. gruplar arasinda yumurtlama orani agisin-
dan istatistiksel olarak 6nemli bir farkhlik gozlenirken
(P<0.05), yumurtlama oraninin yiksek oldugu hipofiz
uygulanan grupla benzerlik gézlenmistir (P>0.05).
Yumurtlamanin gerceklestigi gruplar arasinda yumurt-
lama indeksi ve dollenme orani bakimindan anlamh
bir farklilik gérilmemistir (P>0.05).

TARTISMA ve SONUC

Sazanlarda ve sazangillerde Gremeyi uyarmak ama-
ciyla herhangi bir DA ile birlikte yaygin olarak kulla-
nilan LHRH analoglari, [D-Ala®, Pro®-NEt]-LHRHa ve [D-
Arg®, Pro’-NEt]-salmon LHRHa’dir ****¢, Bu c¢alismada
kullanilan [D-Ser(But)®, Pro®>-NEt]-LHRHa ise baliklarda
yumurtlamanin uyarilmasinda kullanimi yaygin olma-
yan bir analog olmakla birlikte, uzun salinimli hale ge-
tirilerek enjeksiyonu ile Cipura (Sparus aurata) ve
Alabalik (Oncorhynchus mykiss) anaglarinda ve Dopamin
antagonistleri olan Haloperidol ve Metoklopramit ile
birlikte kullanildiginda sazan anaglarinda yumurtla-
manin basaril bir sekilde uyarilmasini saglamistir %,
Ayni LHRH analogu, Pseudopleuronectes americanus’ta
spesifik LHRHa reseptorlerinin belirlenmesinde, gok-
kusag alabaligi, Salmo salar ve Pseudopleuronectes
americanus’ta biyolojik aktivitesinin belirlenmesinde,
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Carassius auratus’ta hipofizdeki biyolojik aktivitesi ve
reseptoére baglanma giicl arasindaki fonksiyonel ilis-
kinin belirlenmesinde, Gasterosteus aculeatus’ta spe-
sifik LHRHa reseptorlerinin belirlenmesinde kullanil-
mistir ¥, Afrika yayin baliginda da (Clarias gariepinus)
in vitro olarak salmon LHRH analogu ile benzer akti-
vite gosterdigi bildirilmistir 2.

LHRHa’nin tek basina ve yiiksek dozda (2. grup)
uygulamasi ile kismi yumurtlama gergeklesmis ve 8
anactan ancak 1’inden yumurta alinabilmistir. Sazan-
gillerde salmon ve memeli LHRH analoglarinin tek ba-
sina uygulanmasi ylksek dozda uygulansa da yumurt-
lamanin uyarilmasinda yetersiz kalmaktadir. Clinki
dopaminerjik inhibisyon, sazan ve sazangillerde yu-
murtlamanin uyarilmasini baskilamaktadir **. Bu yiiz-
den kullanilan LHRH analoglarinin ve DA'nin titizlikle
secilmesi, GtH sekresyonunu arttirmak ve yumurt-
lamayi uyarmak agisindan olduk¢a 6nemlidir **.

Yumurtlamayi uyarmak amaciyla farkh balik tir-
lerinde farkli LHRH analoglari ile birlikte farkli DA'lar
farkl dozlarda kullanilmaktadir. Bu ¢alismada bir DA
olan Domperidon sazangil anaglarinda kullanimi yay-
gin oldugu igin tercih edilmistir >**,

LHRHa'nin disik dozda (10 ug kg*) DOM ile birlik-
te kullanilmasi ile yumurtlamanin diisiik oranda ger-
ceklestigi gozlenmistir. Bu durumda LHRHa’nin bu doz-
da yumurtlama icin yeterli GtH sekresyonunu saglaya-
madigl anlasiimaktadir. Nitekim LHRHa, daha yiksek
dozda (20 pg kg*) DOM ile birlikte kullanildiginda 4.
grupta yuksek oranda yumurtlama oldugu gozlen-
mistir.

Peter ve ark.?, ot sazani anaglarinda yumurtlamayi
uyarmak amaciyla [D-Ala®, Pro°-NEt]-LHRH analogunu
10 ve 50 pg kg* dozlarda, 5 mg kg™ DOM ile birlikte
kullanmislar ve 10 pg kg* dozda yliksek ovulasyon
orani saglarlarken 50 pg kg* dozda tam yumurtlama
elde ettiklerini bildirmisleridir. Bu ¢calismada kullanilan
[D-Ser(But)®, Pro°>-NEt]-LHRHa 10 pg kg* dozda ve 10
mg kg™* DOM ile kullanildiginda ot sazanlarinda yu-
murtlama orani dusik (1/8) gerceklesmistir. Yiksek
yumurtlama orani ise ancak LHRHa’nin 20 ug kg*doz-
da kullanildigi 4. grupta elde edilmistir. Bu farklihgin
nedeni kullanilan LHRH analoglarinin yapi-aktivite
iliskilerinden kaynaklanabilir. Nitekim Peter ve Yu *,
dekapeptit yapidaki LHRH’in 6. pozisyonundaki
aminoasit modifikasyonlarinin ve 10. aminoasitin
etilamitle degistirilerek C-terminalinin stabilizasyo-
nunun saglanmasinin, elde edilen analoglarda akti-
viteyi yumurtlamanin uyarilmasi agisindan farkh etki-

ledigini bildirmislerdir.

[D-Ser(But)®, Pro®-NEt]-LHRHa+DOM uygulanan
gruplarda yumurtlama, enjeksiyondan 9-10 saat sonra
gerceklesmistir (25°C su sicakliginda). Bu sire, diger
arastirmacilar tarafindan uygulanan farkli LHRHa+DA
kombinasyonlarindan elde edilen sonuglarla benzerlik
gostermektedir >*. Hipofiz uygulanan grupta ise ilk
enjeksiyondan itibaren yumurta alim siresi 17 saat
olarak gerceklesmistir. [D-Ser(But)®, Pro’-NEt]-LHRHa
+ DOM kombinasyonunun tek enjeksiyonda ve yak-
lasik 2 kat daha kisa slrede etkili olmasi (9-10 saat),
¢ok hassas olan ot sazani anaglarinin daha az strese
girmesine, iscilik ve iscilik maliyetinin diismesine
sebep olacagi icin isletme yonetimi agisindan avantaj
saglamaktadir. Ayrica Ser(But)®, Pro’-NEt]-LHRHa +
DOM verilen 3. ve 4. gruplar yumurtlama indeksi ve
yumurtalarin dollenme oranlari agisindan Hipofiz eks-
trakti verilen grupla karsilastirildiklarinda aralarinda
istatistiksel anlamda bir farkliligin olmadigi goril-
mektedir (Tablo 1). Brzuska da baska bir DA olan
Pimozit ile LHRHa’y1 ot sazani anaglarinda yumurt-
lamayi uyarmak amaciyla kullandiklarinda, bu ¢alisma
sonuglarina benzer sekilde yumurtlama oraninin hipo-
fize kiyasla daha yiksek oldugunu ve yumurtlama in-
deksi, dollenme ve yasama orani agisindan farkhhgin
gozlenmedigini bildirmistir .

Sonuc olarak, 20 ug kg* [D-Ser(But)®, Pro’-NEt]-
LHRHa ve 10 mg kg™ Domperidonun birlikte kullanimi
ile ot sazani anaglarinda yumurtlama, yumurtalarda
dollenme oranlarinda negatif bir etkiye neden olmak-
sizin basarili bir sekilde uyarilabilir. Bu yontemin tek
enjeksiyonda uygulanmasi, anaglarda daha az strese
neden olmasi, daha kisa sirede yumurta alimi sagla-
masi, etken maddeleri beseri tipta ve veteriner he-
kimlikte siklikla kullanildigi igin erisimin kolay olmasi,
hipofiz ekstraktina gore yedi kat daha ucuz maliyetli
olmasi, isciligi ve isletme maliyetini disirmesi gibi
avantajlari, klasik hipofiz ekstrakti uygulamasi yerine
rahatlikla kullanilabilecegini gostermektedir. Bu kom-
binasyonun uygulanmasi ile ot sazani yetistiriciliginde
saghkli bir anag ve kuluckahane yonetimi agisindan
oldukca 6nemli faydalar saglanabilir.
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