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Fonksiyonel Erkeklestirilmis Gokkusag1 Alabaligi
(Oncorhynchus mykiss) Spermasinin Dondurulmasi,
Cozdiirme Sonras1 Motilite ve DNA Hasarinin

Incelenmesi

Oz

Su driinleri yetistiriciliginde, blylime performansi ag¢isindan tiimii disi Salmonid
popiilasyonlar1 6nemli bir yere sahiptir. Bu ¢alismada, cinsiyeti tersine doniistiiriilmiis
(XX) gokkusagr alabaligmm (Oncorhynchus mykiss) spermasinin dondurulmast,
saklanmas1 ve ¢0zdiirme sonrasi sperm kalitesine olumlu katkis1 olmas1 agisindan da
farkli sulandirma oranlarinda (1:9, 1:15, 1:25) ve farkli dozlarda [0 Mm (Kontrol), 1
mM, 2 mM ve 4 mM) antioksidan (N-(2-Merkaptopropionil)-Glisin) madde ana
sulandiriciya  [Glukoz (0,3 M), DMSO (%10), yumurta saris1 (%11),
Penicilin/Streptomicyn (%0,3)] eklenmistir. Payetler (0,5 ml) 37 °C'de su banyosunda
40 saniye boyunca ¢Ozdirilmistir. Kullanilan  antioksidan  maddenin
kriyoprezervasyon isleminden sonra ¢ozdiiriilen spermalarin motilite, déllenme ve
yumurta agilma oranma etkisi belirlenmis ve DNA hasar1 arastirilmigtir. Denemeler
sonucunda, N-(2-Merkaptopropionil)-Glisin'in en uygun degerleri; ¢0zUm sonrasi
hareketlilik (%76,3£3,21), déllenme orani (%63,33+2,10) ve yumurtadan a¢ilma orani
(%53,33£2,90) icin 2 mM konsantrasyon ve 1:25 seyreltme orani oldugu belirlenirken
DNA hasar tespiti sonucunda ise en iyi sonuglarin 1:15 seyreltme oraninda oldugu ve
tim konsantrasyonlarin (1 mM, 2 mM ve 4 mM) bir birine yakin oldugu tespit
edilmistir. Sonug¢ olarak, N-(2-Merkaptopropionil)-Glisin, kriyoprezervasyon islemi

sirasinda verimlilik gostermistir ve koruyucu ajan olarak kullanilabilir.

Anahtar  Sozcukler: N-(2-Merkaptopropionil)-Glisin, Kriyoprezervasyon,

antioksidan, DNA hasari, sperm, gokkusagi alabaligi.



Cryopreservation of Functional Sex-reversed Male
Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss) Sperm Freezing,
Motility and DNA Damage After Thawing

Abstract

In aquaculture, all female Salmonid populations have an important place in terms of
growth performance. In this study, in terms of freezing, storage and positive
contribution to sperm quality after thawing, semen of rainbow trout (Oncorhynchus
mykiss) of sex-reversed (XX) were determined at different dilution ratios (1:9, 1:15,
1:25) and at different doses [0], Mm (Control), 1 mM, 2 mM and 4 mM) antioxidant
(N-(2-Mercaptopropionyl)-Glycine) substance to main extender [Glucose (0.3 M),
DMSO (10%), egg yolk (11%), Penicillin/Streptomicyn (0.3%)] was added. Straws
(0.5 ml) were melted in a 37 °C water bath for 40 seconds. The effect of the antioxidant
substance used on the motility, fertilization and egg hatching rate of thawed sperm
after cryopreservation was determined and DNA damage was investigated. As a result
of the trials, the most suitable values of N-(2-Mercaptopropionyl)-Glycine; 2 mM
concentration and 1:25 dilution ratio were determined for post-solution motility
(76,3%+3,21), fertilization rate (63,33%£2,10), and hatching rate (53,33%£2,90). As a
result of DNA damage detection, it was determined that the best results were at 1:15
dilution ratio and all concentrations (1 mM, 2 mM and 4 mM) were close to each other.
As a result, N-(2-Mercaptopropionyl)-Glycine has shown efficiency during the

cryopreservation process and can be used as a preservative agent.

Keywords: N-(2-Mercaptopropionyl)-Glycine, cryopreservation, antioxidant, DNA

damage, sperm, rainbow trout.
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Bolim 1
Giris

1.1 Diinya’da ve Tiirkiye’de Su Urlnleri Yetistiriciligi

Diinya’da dengeli beslenmeye onem vermis milletler hayvansal protein kaynaklarmi
arttirmak ve ¢esitlendirmek icin besin kaynaklarinin arasima su tiriinlerini de eklemek
adma kaynak sularindan ve denizlerden nasil yararlanacaklar1 konusunda
calismaktadirlar [1]. Ayn1 zamanda su triinleri yetistiricilik sektorii en hizli bliyiiyen
gida sektdrii arasidadir. Insan tiiketiminde protein kaynagi olarak su iiriinlerine yer
verilmesinin yaninda, yas, cinsiyet, egitim, din, medeni hal gibi sosyodemografik
Ozelliklerin de su Urinleri tuketimi Gzerindeki etkileri aragtirmalara konu olmustur [2-
3].

Diinya’da ve iilkemizde balik ihtiyaci, deniz ve i¢ sularda avcilik ve kiiltiir balik¢iligi
yolu ile karsilanmaktadir [4]. Siirekli artis gosteren su iiriinleri yetistiriciliginin 2000
yilinda kiiresel iiretime katkis1 %25,7 iken, 2016 yilinda %46,8’e ylikselmistir. Su
Urlinleri yetistiriciligi 1980°ler ve 1990’larda gosterdigi yillik yiksek biyime
oranlarmi artik yakalayamamakla birlikte, 2001-2016 doneminde yillik %35,8’lik
biliylime orani ile diger 6nde gelen gida iiretim sektorlerinden daha hizli bir bliyiime

gOstermistir [5].

Su tirtinleri tiretimi 2018 yilinda yaklasik 178.550.941 ton olarak gergeklestigi rapor
edilmistir (Tablo 1.1). Bu iiretimin yaklasik 156 milyon tonu dogrudan insan tiiketimi
olarak degerlendirilirken, geri kalan 22 milyon tonu ise insan tiiketimi dig1 balik yemi
sanayiinde balik yagi ve balik unu olarak degerlendirildigi bildirilmistir. Toplam
iretimin 62.207.599 tonluk boliimii ile yani %35°lik pay ile Cin’in diinyada 1. sirada
yer aldig1 bildirilmistir. Diger bir Asya tlkesi olan Endonezya 2. sirada, Hindistan ise
3. srrada yer almustir. Su {iriinleri avcilik iiretiminde diinyada 9. sirada olan Norveg,
Avrupa kitasi tilkeleri iginde 3.843.920 ton iiretim ile 1. sirada yer almistir. Bununla

birlikte Ulkemizde her gegen gln Uretim artmasma ragmen istenilen diizeylere



ulagilamamigtir. Bunun yaninda iilkemizde oldugu gibi diinyada da ¢esitli nedenlere
bagl olarak kisi bagina balik veya diger su lrilinleri tiiketimi, gida ag¢ig1 bulunan
ulkelerde 2019'da kisi basina tiiketim 5,4 kg olarak tespit edilirken, orta gelirli
ulkelerde 15,2 kg, yuksek gelirli tlkelerde ise 26,5 kg olarak bildirilmistir [6-7].

Tablo 1.1 Diinya’da Ulkelerine gore su urtinleri tretimi (ton)

Ulkeler 2016 2017 2018 2019 2020
Cin 61.605.135 62.198.086 62.207.599 62.242.310 62.846.808
Endonezya 11.495.213 12.307.666 12.668.063 13.455.205 14.140.699
Hindistan 10.876.369 11.711.313 12.386.253 13.253.701 12.151.946
Vietnam 6.648.243  7.136.167  7.481.039  7.871.286 8.022.708
Peru 3.796.978 4157414  7.169.817  4.968.902 5.770.371
Rusya 4.759.392  4.864.504  5.108.858 5.211.894 5.342.456
ABD 5.348.349  5.473.700 5.212.754  5.290.541 4.694.411
Banglades 3.878.324 4134436  4.276.641  4.384.219 4.503.371
Norveg 3.359.975  3.686.996  3.843.920 3.762.245 3.940.977
Japonya 3.876.920  3.821.112 3.773.800  3.762.008 3.751.228
Turkiye 585.657 627.797 625.776 834.662 785.822
Diger 49.956.110 52.608.231 53.796.421 52.820.072 51.817.746
Diinya 166.186.665 172.727.422 178.550.941 177.857.045 177.768.543

Giincel verilere gore diinyada toplam balikgilik ve su iiriinleri tiretimi 214 milyon ton
ile gegmis yillar en yiiksek rakamina ulagsmistir. 2020 yilinda 178 milyon ton su
iirtinleri Uretilirken 36 milyon ton ise su bitkileri tiretilmistir. Her ne kadar sektorel
bliyime orani diisiik olsa da biiyiime devam etmistir. Burada biiylimeyi olumsuz
etkileyen baslica neden tim dinyada ektili olan coronavirus (COVID-19) etkili
olmustur. Dilinyada 2020 yilinda kisi basi tlketim ise 20,2 kg/kisi olarak
gerceklesmistir. 2030 yilinda ise tiiketimin 21,4 kg/kisi olmas1 beklenmektedir. Ayni
zamanda su Uriinleri ve balicilik {iretimi diinyada iyi bir istihdam potansiyeline de
sahip olup toplam 58 milyon kisiye is olanagi saglamistir. Calisanlarin tiretimde
dagilimi ise, %35 kiltlr Gretimi tarafinda %65’i de avcilik tarafinda istihdam
edilmektedir. Ayni zamanda toplam ¢alisanlarin %21’ini kadmlar olusturmaktadir [6-

8].

Tiirkiye’de ise son yillarda her ne kadar kiiltiir balik¢ilig1 tiretimi hizla artsa da balik

tiketimi istenilen dizeylerde degildir. Kisi bagina balik tiketimi 2016 yilinda 5,35



kg/kisi iken 2021 yilinda 6,5 kg/kisi olarak bildirilmistir [9]. Her gegen giin diinya
niifusu hizla arttarken bu artiga paralel olarak niifusun gerek gida gerekse gida dis1
ihtiyaglar1 da hizla artmaktadir. Bu nedenle daha kaliteli ve verimli iirlin iiretimi i¢in
aragtirmalar hizla devam etmektedir. Uretim yaparken birim alan, zaman, maliyet g6z
oniinde bulundurularak en uygun iiretimi yapmaya c¢alisilmaktadir. Bu ¢alismalar
kapsaminda balik yetistiriciliginde Uretimi artirmak i¢in bir ¢ok alanda biyoteknolojik

caligmalar da yapilmaktadir.

Ulkemizde, Tarim ve Orman Bakanligi'na ait verilerin, Tiirkiye Istatistik Kurumu
tarafindan tutulan Su Uriinleri Istatistikleri; 2000 yilindan 2017 yilina kadar olan
veriler incelendiginde; 2000’li yillardan sonra duzenli olarak artig gosterdigi
gorulmektedir. Bu verilere gore; yakin gegmis tarih bilgisi olarak 2017 yilinda aveilik
yolu ile 345.318 ton (322.173 tonu denizel avcilik yolu ile Gretim, 32.145 tonu ise i¢
su avcilik yolu ile tiretim) iken yetistiricilik yolu ile 276.502 ton (172.492 tonu
denizel dretim, 104.010 tonu ise i¢ sulardaki Uretimi ifade etmektedir) olup yillik
olarak toplamda avcilik ve yetistiricilik dahil 630.820 ton olarak gerg¢eklesmistir [10].
Dinya su iirlinleri yetistiriciliginde, yemlenerek tiretimi yapilan (entansif ve yari
entansif) sucul turlerinin Gretimi, yemleme yapilmayan (extansif) sucul turleri geride

brrakildigibildirilmistir.

Gecen son bir ka¢ yilda Tiirkiye’de gerek i¢ sularda gerek denizel ortamlardaki Gretim
2020 yilinda onceki yila gore bir miktar azalis gdstermis olsa da 2021 ve 2022
yillarinda iiretimde yeniden artis gozlenmistir. Son TUIK verilerine Tiirkiye’de su
iirlinleri tiretimi 2021 yilinda bir 6nceki yila goére %2 oraninda artarak 799.851 ton
olarak gerceklesmistir. Diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de toplam {iretimi igerisinde
avcilikla yoluyla elde edilen tiretim azalirken, yetistiricilikle yapilan tiretimde artis
gozlenmistir. Avcilikla elde edilen iiretim 2021 yilinda bir 6nceki yila gore %10
diisiisle, 328.165 ton olmustur. Yetistiricilik iiretimi ise bir dnceki yila gore %12
oraninda artarak 471.686 ton olarak gerceklesmistir. Toplam yetistiricilik miktari
icerisinde alabalik (Oncorhynchus mykiss), %35’lik pay ile ilk sirada yer alirken
bunu levrek (Dicentrarchus labrax) %33 ile ikinci sirada gipura (Sparus aurata) ise
%28 ile Uguncu sirada yerini almigtir. Su Urlinleri Uretiminde avciliktan elde edilen
urun miktarinin azalip, yetistiricilikten elde edilen Urlin miktarinm artis gostermesi,

kireselanlamda da Gretimin dogru yonelimde oldugu belirtilmistir [11,9].



Yapilan bir ¢alisma sonuglarina gére, Turkiye su drinleri sektéri genel durumu hakkinda
ongoriide bulunmak ve bir degerlendirme yapabilmek adina, su irinleri liretim ve dis
ticaretinin 2000-2018 yillarina ait zaman serisi verileri kullanilarak, gelecek 5 yila (2019-
2023) iliskin dngoriler sunulmustur. Buna gore su urinleri avcilik Uretiminde azalmalarin
yasanmasina karsin yetistiricilik Uretim miktarinda artis yasanacagi muhtemel
goriilmektedir. Uretilen iiriinlerin ise ihracat miktarinmn artis oraninin ithalat miktarmna
oranla daha ytksek ger¢eklesmesi mumkiin olabilecegi bildirilmistir. Bunun 2018 yilinda
%112,9 olan kendine yeterlilik dizeyinin 2023 yilinda %119,4’e ulasmasi, ithalata

bagimlilik dlzeyinde ise 6nemli degisimlerin yagsanmayacagi bildirmislerdir [10].

Tiirkiye’de yetistiriciligi en fazla yapilan baliklarin basinda salmonidler gelmektedir.
Salmonidleri diger balik gruplarindan aywran en onemli 6zelliklerinden biri, uzun
yillardir yetistiriliyor olmasi ve yetistiricilikle ilgili bircok arastrma yapilmis
olmasidir [12]. Ulkemizde kiiltir balik¢iligi 1970'li yillarda pasifik kokenli gokkusag
alabalig1 ile baslamis olup halen i¢ sularda tliretimi yapilan balik yetistiriciligi i¢inde
on swrada yer almaktadir [13]. Bugiin iilkemizim hemen her bdlgesinde gokkusagi
alabalig1 yetistiriciligi goriilmektedir. Ulkemizde gdkkusagi alabalig1 disinda ise yerli
alabaliklar olarak da bilinen alabalik tirleri; karadeniz alabaligi (Salmo trutta labrax),
dag alabalig1 (Salmo trutta magrostigma), dere alabalig1 (Salmo trutta caspius), abant
alabaligi (Salmo trutta abanticus)’dur [14]. Hastaliklara karsi direncinin yuksek
olmasi, elden beslenmeye alisgkin olmasi1 ve adaptasyon yeteneginin fazla olmasi

gokkusagi alabaligini yetistiricilik agisindan cazip kilmaktadir.

Kiresel anlamda distiniilirse su Urunleri dis ticaretinde Turkiye, dnde gelen
Ulkelerden biri olma potansiyeline sahiptir. Bu potansiyele ulasilabilmesi icin
uluslararas1 ticarette haksiz rekabete yol agmayacak politika araglar1 ile sektori
desteklemesi ve markalagsma ¢aligmalarini yapmasi gerekmektedir. Ayrica, Tiirkiye’de
diisiik olan su drdnleri tiketiminin artirilmast igin ¢alismalarin yapilmasmin, sektoriin

biiyiimesine katki saglayacagi diistiniilmektedir [15,10].
1.2 Gokkusagi Alabalig1r Taksonomisi

Toplamda {i¢ alt familyaya ayrilan Salmonidae familyasi, Salmoniformes takiminin
tek familyasidir. Bu familyalardan Thymallinae 11 tir, Coregoninae 82 tur,

Salmanidae ise 109 turden olusmaktadir [16-17]. Gokkusagi alabalig1 (Oncorhynchus



mykiss) ise (Sekil 1.1), bu familyalar igerisinde Salmonidae familyasmin iiyesi olup,

dinyada ve Tiirkiye’de yaygin olarak yetistirilen tirlerden biridir [17,19].

Ik defa 1836 yilinda Colombia rmaginda Richardson tarafindan saptanan gokkusagi
alabaligi’na, Salmo gairdneri adi verilmistir [20-22]. 1988 yilinda Pasifik alabaligi ve
salmonu, Atlantik alabaligi ve salmonundan ayirt edilebilmesi amaciyla
Oncorhynchus cins adi verilmis, ayn1 zamanda Kamchatka alabaligi (Salmo mykiss)
ile ayn1 biyolojik tiir oldugu kanitlandigindan, tiir ad1 olarak gairdneri yerine mykiss
admin kullanilmasi Amerika Balikgilik Dernegi Balik Isimleri Komitesi tarafindan

kabul edilmistir [22].

Alem : Vertebrata

Altalem  :Pisces

Smf - Osteichtyes

Takim : Salmoniformes

Aile : Salmonidae

Cins : Oncorhynchus

Tar : Oncorhynchus mykiss (Walbaum,1972)

Sekil 1.1: Fonksiyonel erkek XX gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss)’ nin

morfolojik gérinima
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1.3 Gokkusagr Alabaligr Morfolojisi

Gokkusagi alabaligi lateral olarak yassilagan viicut, kisa ve kalin yapidadir. Ag1z yar1
elips at nali goriinimiindedir. Dil Uzerinde, damakta ve cenelerde; sivri, dikene
benzeyen ince ve ayni zamanda kuvvetli disler bulunmaktadir. Deriye gdomiilmiis
vaziyette bulunan ve deriyi orten sikloit sekilli kiigiik pullara sahiptir. Yanal ¢izgi
baligin yan tarafinda boyuna uzanan viicudunun ortasinda yer alir. Alabaliklar1 diger
baliklardan ayiwran en Onemli yapilardan biri baligm dorsal yuzgeci ile kaudal
ylzgecin arasindan bulunan adip6z (yag yiizgeci) bulunmaktadir. Ayrica sirt ve
kuyruk ytizgeclerinde olmakla beraber basta, viicudun dorsal ve lateral bdlgesinde,
solungag kapagi iizerinde fazla sayida kiigiik, yuvarlak kahverengi-siyah ve yesilimsi
beneklerde ayirt edici morfolojik 6zelliklerdendir [23].

Bas kismmin iist tarafi ve arka kismi1 mavi-yesil, ¢elik mavisine yakindir. Viicudun
kenar boliimleri giimiisi, soluk sari-yesilden griye donen bir renktedir. Karin kismi
gliimiisli andiran beyaz veya saridir. Yine viicut kenarlar1t mavimsi ya da agik pembe
bir serit ile ¢ok sayida kicuk lekeler bulundurmaktadir. Yumurtlama zamani
geldiginde anaglarda renk koyulasir ve yanal ¢izgi ise belirgin kirmizi renk alir.
Renklenme yagsam alani, boyut ve cinsiyete bagl olarak farkliliklar géstermektedir.
Akarsuda yasayan ve Ureyen gokkusagi alabaliginda daha koyu ve yogun renklenmeler
goriilmekle beraber, gblde yasayanlarinda ise daha agik, parlak renkler mevcuttur.
Ciftlesme donemi bazi baliklarda goriilen agiz ¢evresinde tiibiiller goriilmez, fakat
ureme doneminde erkeklerde alt ¢cene 6ne dogru uzamasi ¢ok belirgin olmakla beraber

bas kisimlarinda ufak renk degisiklikleri olusabilir [24].

Viicudun tam ortasinda yer alan yanal ¢izgi boyunca parlak, gokkusagi renginde
seritler yer alir ve lireme doneminde bu seritler erkeklerde daha dikkat cekici olur.
Baligi isminin gokkusagi alabaligi olmasinin nedeni, sahip oldugu bu 6zelliginden

kaynaklanmaktadir [23].
1.4 Gokkusagr Alabalik Yetistiriciligi

Gokkusagi alabaligi Pasifik kokenli olup, yasadigi bolgeden bagka bir bolgeye ilk nakli
1874 yilinda Mr. S. Green tarafindan Kuzey Kaliforniya’daki McCloud nehrinden

Kaledonya (New York)’taki 6zel kulugckahanesine olmustur. Yine ilk olarak Kuzey
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Amerika disina transferi ise Mr. J. B. Campbell tarafindan 1877 yilinda Tokyo'ya
gotiiriilmesi ile gerceklesmistir. 1885 yilinda Buckinghamshire (Ingiltere)’de Iver
yakmindaki Delaford kulugkahanesi ve Stirling (Iskocya) yakmindaki Howietown
kulugkahanesine yapilan nakiller Tokyo'ya yapilan nakli takip etmistir. Kiltur
ortaminda yetistirmeye alinmasi, 1912 yilinda Norveg'te gergeklesmistir. Ulkemizde
Gokkusagi Alabalig: kiiltliriine baslanmasi ise 1969 yilinda i¢ sulardaki havuzlarda,
1980°1i yillarin basinda kafeslerde 1990’In yillarda da deniz kafeslerinde yapilan
faaliyetlerle hayata gegirilmistir [22].

Gokkusagi alabaligr dretimi ilk olarak dogadan yakalanan baliklardan yumurta
almmas1 ve daha sonra suni dollenmesi ile baglamistir. Orijini Amerika olan bu balik
1800’1i yillarda Avrupa'ya getirilmis ve diinyanin birgok bolgesine iiretim amagli
taginmistir [25]. Tirkiye’de alabalik yetistiriciligi 1970’11 yillarda baglamig bugiine
kadar hizla artmustir. 1990’1l yillara kadar karada beton ve toprak havuzlarda
geleneksel alabalik yetistiriciligi uygulanmistir. Ayn1 zamanda bu yillardan itibaren
yetistiricilik alaninda istihdam edilecek kalifiye personelin de yetistirilmesi ile tiretim
hiz kazanmustir [22]. Su anda Glkemizin hemen her bélgesinde farkli su kaynaklarinda

(kaynak sulari, akarsu, baraj, deniz) yetistiriciligi yayginlasmistir [26].

Ulkemizde alabalik yetistiriciligi 1990’11 yillarda 3000-4000 ton/y1l iken bugiin hem
i¢c sularda hem denizlerde iiretim yapilabilmekte ve 2021 verilerine gére 136.000
ton/y1l olarak gergeklesmistir. 30 yilda 30 kat artmis durumdadir. Yakin gelecekte

Tarim ve Orman Bakanhigi’nin deste§i ve tesviki ile 250.000 ton/yil
hedeflenmektedir [9].

1.5 Gokkusag1 Alabaligi Ureme Fizyolojisi

Butlin canlilarda oldugu gibi baliklar da yasamlarini devam ettirebilmek ve
gelisebilmek igin yasadiklari sucul ortamma adapte etmek zorundadirlar. Dogada
varligini siirdiirebilmek adina verilen bu miicadelede neslinin devami i¢in Ureme
hayati 6nem tasimaktadwr. Canlilar bulunduklar1 ortamda (reme faaliyetlerini

gerceklestirebiliyorlarsa adapte olduklarmin en biylk kanitidir [20].

Alabaliklar iireme mevsime bagli olarak etkinlik gosterirler. Bu baliklarda normal

Ureme yalnizca yilin belirli bir mevsiminde gerceklesirken gunumiizde fotoperiyot



uygulamalar1 ile yilin hemen her mevsiminde iireme saglanabilmektedir. Erkek ve
disibaliklarda tGreme etkinligin, yumurtadan ¢iktiktan sonra yeterli viicut gelisimine
ulagmasi, ¢evresel ve hormonal mekanizmalar ile dogrudan baglantilidir. Genellikle
erkekler (1,5-2 yas), disiler (2-3 yas)’den daha erken cinsel olgunluga (puberta)
ulagirlar[27-28].

1.5.1 Erkeklerde tGireme Fizyolojisi

Spermatozoa, testislerde spermatogenez olarak adlandirilan bir dizi sitolojik
asamalari sonucunda sperm ana hiicreleri olan spermatogonialardan olusmaktadir.
Ureme mevsiminde endokrin sistemin harekete gegmesiyle spermatogoniumlar, mitoz
yoluyla ¢ogalip diferensiye olarak spermatogonia gonositlerini  meydana
getirmektedirler [27]. Spermatozoa, testisler ve kanal sisteminde hareketsiz
durumdadirlar. Ancak su veya ovaryum sivisi ile temasa gecince hareket kabiliyeti

kazanirlar [27-28].

1.5.2 Disilerde Ureme Fizyolojisi

Baliklar yumurtlama ddnemine kadar yumurtalarin gelisimi hipofiz bezinden
salgilanan gonadotropin hormonu ile diizenlenir. Uygun cevresel ve hormonal sartlarin
etkisiyle olusan impulslar hipotalamusu uyarir. Bu uyarilar sonucunda hipofizden
salgilanan gonadotropin hormonlar1 kan yoluyla ovaryumlara ulasir ve yumurtlama
oncesi ovumlar olgunlagsmasimi saglar. Gonadotropinlerin ovum iizerindeki etkisi
yumurta c¢ekirdegini mikrofil deligine yaklastirir. Bunu ovumun su alarak sismesi
ardindan cekirdek zarmin kaybolmasi izler. Kromozomlar goriinir ve ilk hcre
boliinmesiyle mayoz baslamis olur. Yumurtanin gelismesine bagli olarak yumurtay1
saran ve yumurtalik duvarmma baglayan folikulin enzimlerle erimesinin ardindan
ovulasyon sekillenir ve olgunlasmis yumurta balign karm bosluguna diiser. Ikinci

mayoz spermanin mikrofilden yumurta icerisine girmesiyle baslar [29-30].

1.5.3 Yumurta Morfolojisi

Gerek erkek gerekse disi baliklarin gamet kalitesi yumurta ve yavru balik Gretiminde

cok énemli bir rol oynamaktadir. Uretimde kaliteli gametlerin kullanilmast tretimin



basar1 oranint ve verimliligi arttrmaktadir. Baliklarda gamet (yumurta ve sperma)
kalitesini belirlemede kullanilan bircok kistas mevcuttur. Biyolojik olarak gamet
kalitesi, spermin motil olmasi ve dolleyebilme Kkapasitesi veya yumurtanin

dollenebilme ve normal bir embriyoya doniisebilme yetenegidir [31].

Déllenmis yumurta, ikinci mayoz bolinme sonunda olusan oosittir. Bu o00sit,
oogenetik siirecin son iiriiniidiir ve sonugta ovaryumu meydana getirir. Yumurtanin
esglidiimlii birlesimi bazi tiirler i¢in uzun siirebilmektedir. Bu baglamda, oogenetik
stirecte yumurtanin dollenmesine kadar olan ve déllenme sonrasi normal bir embriyo
olusumuna kadar devam eden siire¢ cok 6nemlidir. Bunun yani sira yumurta hacminin
artmastyla birlikte olusan yumurta saris1 proteinlerinin olusumu iizerinde ¢alisilmis,
[32-33]. Yumurta saris1 proteinlerinin ayn1 zamanda, mRNA, protein, vitamin,

hormonlar gibi birgok bilesen i¢erdigi tespit edilmistir.

Doéllenmemis yumurtalarin hormonal igerikleri hakkindaki bilgiler yeterli diizeyde
degildir. Tiroit hormonlar1 [34], cinsiyet steroitleri [35], [36] gibi konularda birden
fazla ¢alisma yapilmistir. Yumurtanin bilesimindeki hormonal durum ile alakali ¢ok
sayida ¢alisma yapilmis fakat yumurtadaki hormonal fonksiyonlarm islevleriyle ilgili
yapilan ¢aligmalar yetersiz kalmistir [37,38].

Mikrofil delig

Perivitellin zan

Penvitelln sivisy
Yag damlacif

Yumurta Sivist

Yumurta kabugu Cekirdek

Sekil 1.2: Gokkusagi alabaligi yumurtasi



1.5.4 Sperm Morfolojisi

Ik defa 1677 yilinda Johann Ham tarafindan gériilen ve spermium adi verilen erkek
germ hicresinin bas, orta parca ve kuyruk olmak (zere U¢ kisimdan olustugu
saptanmustir. Bag bolgesi genetik materyalin tasindigi boltim olup, yumurta ile penetre
olduktan sonra akromozom yardimiyla yumurtanin mikrofil deliginden iceri girmesi
ile dollenme saglanmig olur. Boyun denilen bdliim ise spermin enerji kaynagidir.
Hareket basladiktan sonra yaklasik 30 sn ile 2 dk kadar hareketli olabilmektedir.

Kuyruk bolima ise spermin yol almasina yardime1 olmaktadir [39,38].

Akrozom
Bas
Kromozomlar iceren Cekirdek

Orta Parca

TTIATIR Ny

Kuyruk

Sekil 1.3: Gokkusagi alabaligi sperminin genel gorinimi ve yapisi (a), (b); [40,38]

Kdultlre alman balik Uretimi ve yetistiriciliginde en Onemli faktorlerin baginda yumurta
ve sperm gelmektedir. Bu durum goz 6niinde bulunduruldugunda, yetistiricilikte ve
uretimde kullanilacak damizlik baliklarin sperm ve yumurtalarinin kalite kriterlerinin
bilinmesi ve belirlenmesi blyik dnem tasimaktadir [41]. Alabalik Uretiminde mevsim
dis1 yumurta alimi yapilirken doniistiiriilmiis erkeklerden ¢ogu zaman sperm elde
edilememektedir. Tamamu disi veya kisir balik iiretimi igin cinsiyeti doniistiiriilmiis
erkek spermi kullanilmasi gerekliliginden spermin dondurulmasi: gerekmektedir.

Gunimuzde sperm dondurma ¢alismalari yapilmakta ve ¢alismalar devam etmektedir.
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1.6 Alabalik Yetistiriciliginde Biyoteknolojik Ydntemler

Su triinleri yetistiriciligi, hayvansal gida iiretimi i¢inde en hizli biiyliyen sektorlerin
basinda gelmektedir. Diinyanin hemen her yerinde giivenilir gida iiretimi ve ayni
zamanda dretimin de siirdiiriilebilirligi agisindan blyuk potansiyele sahiptir. Bu
bakimdan uretimi verimli hale getirmek icin bireylerin cinsiyetinin tireme, blyume ve
iiriin kalitesi lizerindeki olumsuz etkileri azaltmak veya ortadan kaldirmak ve verimli
bir sekilde ¢ogaltilmasi i¢in calisilmasi gerekmektedir. Giiniimiizde balik cinsiyetini
ve lireme periyotlarini programlayarak kontrol ederek, ticari olarak 6nemli tiirlerde

arastirmalar yogunlasmistir.

Gokkusagi alabaliklarinda disi bireylerin erkek bireylere gore daha hizli biliyiidigi,
hastaliklara kars1 daha direncgli oldugu ve et kalitesinin daha iyi oldugu bilinmektedir.
Cinsel olgunlukla beraber erkek ve disi baliklarin gelisimlerinde 6nemli oranda
farkliliklarin olmasi yetistiricilikte tamamiin disi bireylerden olusmasi zorunlu hale

geldigini vurgulamislardir [42].

Gegmiste yapilan bilimsel ¢calismalarda erkek alabaliklarin 2 yaginda cinsi olgunluga
ulastigi, disi alabaliklarmn ise nadiren 2 yasinda ama genellikle 3 yasinda cinsi
olgunluga ulastigini bildirmislerdir. Ancak giinlimiizde mevsimsel degisimlerinde
etkisi ile bu siire¢ her iki cinsiyette de neredeyse 1 yil 6ne ¢ekilmistir. Yani erkek
alabaliklar yaklasik 1-1,5 yasinda cinsi olgunluga ulasirken, disi alabaliklar 2-2,5
yaglarindan cinsi olgunluga ulasmaktadir. Alabaliklarin dogal treme ddnemi
sonbahar mevsiminin sonu (Kasim ayi) ile ilkbahar mevsiminin baslangici (Mart ay1)
arasinda gergeklesmektedir. Ancak glinumizde fotoperiyot uygulamalari ile y1l boyu
yumurta ve sperm alimi yapilabilmektedir. Yumurtadan ciktiktan sonra belirli bir
vicut gelisimine ulasmasi sicaklik, 151k ve hormonal mekanizma ile dogrudan
iligkilidir. Bunun yaninda ¢evresel faktorler baliklarin cinsiyet olusumuna ve cinsel

gelisimine de etkili oldugunu bildirmislerdir [43,44].

Yapilan bagka bir calismada baliklarda cinsiyeti kontrol etmek amaciyla kullanilan
temel prensiplere deginmislerdir. Cinsiyet kontrolii ¢aliymalarinda spesifik olarak
kullanilan, eksojen steroid hormonlari, kromozom maniptlasyonu, cevresel
manipilasyonlar ve cinsiyete bagli genetik materyaller ile cinsiyeti kontrol
edilebildigini bildirmislerdir [45].
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Baliklarda uygulanabilen biyoteknoloik yontemleri 3 ana baglikta 6zetlemislerdir.
Bunlar sirasiyla cinsiyet  kontroli, kromozom manipllasyonu ve gen
manipulasyonudur. Cinsiyet kontrolu yetistiriciligi yapilacak turun verimi ylksek olan
erkek, disi veya kisir olarak doniistiiriilmesidir. Kromozom modulasyonunda dstiin
Ozelliklere sahip bireylerin genetik materyalinin sonraki nesilde devam ettirilmesi i¢in
ginogenetik, androgentik gibi biyoteknolojik ydntemler kullanilmaktadir. Gen
manipiilasyonunda ise bir bireyden diger bireye gen transferi ile miimkiin olabildigini
bildirmislerdir. Alabaliklarin Uretiminde genel olarak disi bireylerin tercih edilmesi ile
tamami disi bireylerin liretilmesi {izerine ¢alismalar yapilmis ve giinlimiizde basaril

bir sekilde uygulanmaktadir [46].

Monoseks iiretim, cinsel olgunlukla ilgili bircok 6nemli sorunu 6nledigi halde, eger
elde edilen biitiin disi ve erkek stoklar olgun hale gelmeden 6nce elden ¢ikarilmamis
ise ilerleyen dénemde cinsi olgunlasma geliserek ciddi bir pazarlama sorununu ortaya
cikarir. Bu durumu bertaraf etmek igin baliklar ya tamaminin kisirlagtirilmasi
gerekmektedir. Monosex Uretimi icin ya dogrudan ya da dolayli yoldan cinsiyet
doniisim uygulamalar1  gerekmektedir. Eger cinsiyet degisimi surecinde
erkeklestirmeyi saglamak i¢in ihtiya¢ duyulan miktardaki dozdan daha fazla 170—
metiltestosteron kullanilirsa baliklarda bir tir kisirlasma olusturulur. Ornegin;
gokkusagi alabaliklarinda 1 kg yeme 30 mg 17o—metiltestosteron absorbe edilerek 110
giin boyunca beslenildiginde yiliksek oranda kisirlasma saglandigi goriilmistiir (Emre
ve ark., 1998). Hormon verilerek kisirlastirilan baliklarda cinsiyet hormonlarinin
gelismedigi gozlenmistir. BOylece gonad gelisiminde kullanilacak enerjinin énemli bir

béliminun blytimeye sarf edilmesi hedeflendigi bildirilmektedir [47-48].

Baliklarda monoseks tiretimi i¢in yapilan calismalar ile dogal yasam alanlarindaki
cevresel sartlarm da balik cinsiyetlerini etkiledigi bilinmektedir. Giinlimiizde saglikli
ve birim alandan daha fazla bireylerin eldesi icin biyoteknoloji ve genetik mihendislik
uygulamalarindan yararlanilmaktadir. Biyoteknoloji, su tiriinlerinde de birgok farkl:
amag¢ i¢in uygulanmaktadir. Bunlar; tamami monosex baliklar, hizli biiyliyen, yem
degerlendirme orani, yumurta ve et verimi yliksek bireylerin elde edilmesi seklinde
siralanabilir. Balik yetistiricileri tarafindan bu teknigin uygulanmasindaki ana amag,
ustin ozelliklerin 6n plana cikarildig:r bireylerin Gretilmesi oldugu bildirilmistir
[44,49-50].
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Erkeklerin heterogametik oldugunu varsayarak, disileri doniistiirmek i¢in bir siirecin
gelistirilmesi lizerine, homogametik bireyleri kosullu olarak ciftlestirerek, tim disi
somon balig1 stoklar1 Gretmenin alternatif bir yontem olarak degerlendirmisler. Bunun
icin ilk beslemeden 0-90 giin sonra gékkusagi alabaligina ve somon baligina 3 mg/kg
diyet konsantrasyonunda 17a-metiltestosteronun oral yoldan verilmesi, genetik
disilerde cinsiyet inversiyonunu indiikledigini ve buyik olglide tamamen erkek
populasyonlar elde edilmektedir. Somon baliginin 30 mg/kg diyet doz oraninda
uygulanmas1 sonucunda ise, erkeklerin gonadlar1 karakteristik filiform goriiniimiine

sahip olan ancak spermatogonial gelisimin baskilandig1 gozlemlemislerdir [51].

Gokkusagi alabalik yetistiriciligine Turkiye'de son donemlerde biyoteknolojik
yontemlerin gelistirilmesi ve kullanilmasina ragmen diger taraftan geleneksel
yontemlerle (retime devam edildigi gorilmektedir. Bu nedenle alabalik
kulugkahanesinin verimi diisiik oldugu ve zamanin gerisinde kaldig1 goriilmektedir.
Uretimden verim alinabilmesi icin giincel bilimsel ¢alismalardan da yararlanilarak
Uretim yapilmas: kagmilmazdir. Baliklar (zerine yapilan bilimsel c¢alismalar
gostermistir Ki son yillarda gelistirilen biyoteknolojik yontemlerle tamami disi,
tamami erkek veya steril (kisir) bireylerin eldesi miimkiin hale gelmistir. Bu tiir
caligmalar ile dénemsel olarak gorilen ve Uretimi olumsuz etkileyen bazi gelisimlerin
(Ureme aktivitesinin, bliylime, yasama Ve et kalitesi vs) éniine gecgerek dretim verimini

ve kalitesini artirilabilecegini bildirmislerdir [52].

Tamamu disi alabalik popiilasyonlarinin olusturulmasi, ticari su iiriinleri yetistiriciligi
acisindan O6nemlidir [53]. Donistiirilmiis disiler (fonksiyonel XX erkeklestirilmis
disiler, neomaller) bir erkek fenotipi goriiniimiine sahiptir ancak disi genotipini (XX)
devam ettirir. Boylece fonksiyonel erkeklerden (retilen spermler yalnizca X
kromozomu tasir ve elde edilen ¢aprazlamalar sonucunda olusacak bireylerin tamami
disilerden olusmaktadir [54]. Bu sekilde doniisiimii saglanan bireyler elde edildiginde
disi somon baliklar1 bir erkek fenotipi ifade eder ve spermatozoa Uretir. Bunun yaninda
fonksiyonel (XX) erkek baliklarda genellikle spermatid kanallar1 yoktur, sperm
dogrudan testisten alinir ve bu islemi gerceklestirmek i¢cin balik disekte edilmesi
gereklidir [51]. Testikiiler meni, ejakiilat spermden farklidir. Normal erkekler sperm
miktar1 az motilitesi yiiksek iken doniistiiriilmiis erkeklerden alman sperm miktar1 ve

sperm konsantrasyonu daha yiiksek, ancak sperm motilitesi daha diisiiktiir [55-56].
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Son yillarda baliklarin steroid hormonlarla beslenmesi, bir¢ok arastiricinin ilgi odagi
olmustur. Bu hormonlarin androjen erkek cinsiyet hormonunu (testosteron),
Ostrojenler ise disi cinsiyet hormonlarini (oestrodial, oestriol, oestrone) icermekte ve
hayvanlarin cinsiyet olusumunu etkilemektedir. Gonadal farklilasmadan ©nce
verilmesi durumunda cinsiyeti tamamen degistirilebilmektedir [57]. Birgok balik
tiirlinde uygulanan biyoteknelojik yontemler ile cinsiyet kontrolii yapilabilmektedir.
Ozellikle alabalik yetistiriciliginde tamam disi bireyler tercih edilmektedir. Ciinkii
erkek bireylerin yaklasik bir yaslarinda cinsel olgunluga ulagmaktadir. Bu durum
baliklarin  biylUmelerinin  yavaslamasi, et kalitesindeki lezzet kaybi, yem
degerlendirme diistis gibi nedenlerden dolay: Greticiler tamami disi bireylerin

uretimine yonelmislerdir [58].

Su drlnleri Uretimine gelecek yillarda besin ihtiyacinin karsilanmasinda Uretim
sistemleri icinde en blyuk potansiyele sahip olacagi 6n gorilmektedir [59]. Bu
potansiyelin zaman igerisinde ortaya ¢ikmasinda biyoteknolojik yontemlerin 6nemli

bir yeri oldugunu bildirmistir [60].

Hizla artan diinya niifusu, bilim adamlarmi yasam i¢in gerekli kaynaklardan daha
verimli yararlanma olanaklarini arastirmaya yOneltmistir. Hayvancilik sektdriinde
vazgecilmez 6neme sahip olan reprodiksiyon biyoteknolojisi; suni tohumlama, in-
vitro fertilizasyon, gen transferi ve klonlama gibi birtakim yenilikleri kapsamaktadir.
Bu teknikler arasinda en etkin ve yaygin olani, degerli erkek gamet hiicrelerinin
dondurulmas1 ve disi hayvanlarin sun’i yolla tohumlanmasi esasmna dayanan suni

tohumlama biyoteknolojisidir [61].

Su drlnleri Uretiminde erkek ve disi gametlerin kalitesi birinci derecede rol
oynamaktadir. Dogal ortamda veya Kkultir sartlarinda bulunan baliklarin gamet
kalitesi birgok gevresel faktor tarafindan etkilenmektedir. Biyolojik olarak gametin
kalitesi; spermanin dolleyebilme, yumurtanin da dollenebilme ve ardindan dollenmis

yumurtanin normal bir embriyoya doniisebilme yetenegi olarak tanimlanmaktadir

[31].

Balik spermatozitleri; spermium ad1 verilen germ hiicrelerinden olusur. Sperma bas
b6lumd, orta bolim ve kuyruk bolimii olmak {izere ii¢ bolime ayrilmistir. Bas

bolimi; karsidan bakildiginda oval, yandan bakildiginda ise armut seklinde
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goriinmektedir. Alabalik spermatozoon’unun boyu 2 mikrondur. Bas kismi ovoid
yapida olup, akrozom bulunmaktadir. Orta boliim; bas ve kuyruk arasinda kalan
boliimdiir, spermanin hareketini saglayan enerji bu boliimden karsilanir. Kuyruk
boliimii ise; spermanin ince uzun ve son kismini olusturur, bu bolimiin yilankavi

hareketleri sayesinde spermanin yol almasimni saglar [38].

Sperma ve spermatozoanin plazmasini olusturan maddeler, baligin tiirline, yasina,
irkina ve ¢evre kosullarina bagl olarak degisim gostermektedir. Genellikle hiicreden
sperma plazmasma magnezyum ve potasyum, sperma plazmasindan da hiicreye
sodyum ve kalsiyum minerallerinin gegtigini bildirmislerdir. Seminal plazmanin
bilesimi ise tiirlere gore kiiciik farkliliklar gostermekle beraber Na, K, Cl, seker ve
protein baslica komponentleridir. Balik spermasinin pH’s1 7.0- 8,3 arasinda degisim
gosterebilmektedir [27,62]. Spematozoada ise deoksiribonukleikasit
mukopolisakkarid, aldehidrogenik lipid, keratin-protein, enzim ve koenzimler énemli
bir yer tutar [38].

Alabalik spermatozoitlerinin en onemli 6zelligi erkegin genital kanalinda motil
olmamasidir. Bunun baslica nedeni seminal plazmada bulunan K* iyonudur [43].
Spermatozoanin suda aktif oldugu peryot oldukca kisadir ve su sicakligina bagli olup
30 saniye ile 2 dakika arasinda degisim gostermektedir. Spermanin motilite sliresinin
tayininde aktivasyon c¢ozeltisinin ilavesinden sonra 1sik mikroskobunda ayni

kosullarda ve ayni kisi tarafindan bakilarak l¢tilmistiir [63].

Biyoteknolojik calismalara her giin yenisi eklenmektedir. Balik¢ilik agisindan gerekli
ve Onemli konulardan biri de sperm dondurmadir. Bu c¢alismalarin sonucunda
verimli, saglikli, et kalitesi yiiksek, yem degerlendirme orani iyi, hastaliklara karsi
direncli veiistiin niteliklere sahip hatlarin gelistirilmesi ve lretilmesi saglanacaktir.
Bu nedenle biyoteknolojik uygulamalar yapilirken uygulanacak ydnteminde
zamanlamas1 dnemlidir. Ornegin balik saghgi acisindan asilamanm, mevsim dis1
Uretim (yumurta ve sperm alimi) icin fotoperiyot doneminin planmalarma dikkat

edilmelidir.

Anag baliklardan yumurta ve sperm alinmadan 6nce baliklarin stres yasamasi ve sagim
sirasinda zarar gormemesi i¢in anestezi ile sakinlestirilmesi gerekmektedir. Baliklarin
sakinlestirilmesinde kimyasal ve bitkisel anesteziler kullanilmaktadir. Kimyasal
anestezilerin basinda yaygin olarak fenoksiethanol tercih edilmektedir. Ancak
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kimyasal anestezilerin kalintiya neden olmasi sebebiyle bitkisel kokenli anestezilerin

(lavanta, karanfil yagi) kullanimi tavsiye edilmektedir [64-65].
1.6.1 Spermin Dondurulmasi

Normal sartlarda bir hiicrede donma aninda ger¢eklesen en onemli olay, hiicre ici
stvilarda olusan kristallesmedir. Bu olay neticesinde hicrelerde 6nemli pH
degisiklikleri, hiicre dehidrasyonu ve genis buz kristallerinin sekillenmesi gerceklesir.
Bu olumsuz durumlar ise hiicrede enzimatik reaksiyonlarin bozulmasina ve hiicrenin
membransal yapilarinda yapisal ve fonksiyonel degisikliklere yol acabildigine

deginmislerdir [66].

Spermatozoonun plazma membranlari, akict mozaik tarzinda diizenlenmis protein,
glikoprotein ve glikolipitler igceren iki sirali fosfolipit katmanindan olusmustur. Bu
yapilar termodinamik &zellikte ve yaklasik %65-70 oraninda doymamis
fosfolipitlerden (yag asitlerinden) olusmaktadir. Fosfolipitler tipik olarak alisilagelmis
ester baglantilar1 yerine eter baglantili yag asitleri iceren plazmalojenler ile birlikte
farkli bir yapilandirma olustururlar. Fosfolipitlerin biiyiik bir kismi, ¢oklu doymamis
bir esansiyel yag asidi olan dokosaheksaenoik asit (DHA) yan zinciri igerir. Bu da

membran akiskanligini ve yapisal degiskenligini etkileyebilir [67].

Spermatozoonun membransal yapilari (plazma membrani, dis akrozomal membran ve
mitokondriyal membran) dondurma ve c¢o6zdirme islemlerine karst son derece
duyarhidir. Sperm plazma membranmdaki lipitlerin fiziksel faz durumu sicaklik
degisimlerine karsi tepki verir. Onemli sicaklik diisiisleri, membransal yapilarin
iceriginin doniisiimsiiz olarak faz degisimine ugramasina, diger bir ifadeyle sivi fazdan
jel fazina gegmesine neden olmaktadir. Sekillenen faz degisimi ise membran igi
enzimlerin kinetiginin degismesine Ssebep olarak hiicre membran dengesinin
bozulmasina yol agar. Dondurma ve ¢dzdiirme islemleri sirasinda ortaya ¢ikan bu
durum, spermatozoon hicresinin  membransal yapilarmin hasar gérmesine ve
fonksiyonel yapilarinin bozulmasma neden olarak hicrenin limune yol agabilen

cesitli stres unsurlar1 olusturdugunu bildirmislerdir [68-69].

Dondurma ve ¢ozdiirme islemleri sirasinda ortaya ¢ikan ani sicaklik degisikliklerine

bagli olarak spermatozoonlar Gizerinde meydana gelen bu zararli etkileri 6nlemek
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amaciyla sperma sulandiricilarina bazi kimyasal maddeler ilave edilmektedir. Bu
maddelere “Kriyoprotektan Maddeler” adi verilir. Bu alanda yaygin olarak kullanilan
ve hicre icerisine girerek etkisini gosteren en 6nemli madde gliseroldur [70].
Sulandiricilara katilan gliserol, spermatozoonlar icerisine girmek suretiyle hicre
icerisindeki suyun kismen disar1 ¢ikmasini saglar. Bu sayede bulundugu ortamin
donma noktasini diistirerek (antifriz etki olusturarak) dondurma islemi sirasinda genis
buz kristallerinin sekillenmesini en az diizeye indirgedigini bildirmiglerdir [71]. Bir
kriyoprotektan olarak gliseroliin kesfedilmesi, spermanin dondurulmasi alaninda bir
devrim niteliginde 6nem tasimaktadir. Bu kesif sayesinde yapilan basarili dondurma
caligmalari, suni tohumlamanin saha sartlarinda yaygmlasmasi alaninda olduk¢a hizl

bir ilerleme kaydedilmesini saglamistir [72].

Bagka bir calismada yine gliseroliin hicre icerisine girisi esnasinda hiicre
membraninda olusturdugu yapisal degisiklikler, katilan gliserol oranina bagli olarak
degisen derecelerde hiicre membraninda hasar olusabilmekte, ayrica hiicre icgi ve hiicre
disinda olusan ozmotik stres nedeniyle belli oranlarda membran gegirgenligi
bozulabildigi bildirmektedir. Buna ilaveten, spermaya gliserol ilave edilmesinin,
bircok hayvan tiirlinde farkh diizeylerde akrozomal bozukluklara neden oldugu ve
akrozom reaksiyonunun baslamasini hizlandirmas: nedeniyle spermatozoonlarin

fertilizasyon kapasitesinin azalmasma yol a¢tig1 bildirilmistir [73].

Ancak olusan bu etkinin siddeti ve zarar derecesi tiirler arasinda onemli farkliliklar
gostermektedir. Bu durum, Ozellikle tirler arasinda kriyoprezervasyon sonrasi

g6zlenen basar1 oranlarmni 6nemli derecede etkiledigini bildirmistir [66].

Dondurma ve ¢ozdiurme islemleri yapilirken spermatozoon membranlarinin hem
soguma hem de 1sinma sirasinda faz gegislerine ugramasi olasi bir durum olup sonugta
hiicrede degisen oranlarda soguk soku gelismektedir. Bu durum, ¢dzdiirme sonrasi
elde edilen motilite oranlarin1 negative yonde etkiledigi bildirilmistir [74]. Sperm
kriyoprezervasyon yalniz su lriinleri yetistiriciligi i¢cin degil, ayn1 zamanda dogal
kaynaklarin korunmasi ve canlilarin genetik olarak da gelistirilmesi i¢in ¢aligilmasi
gereken alanlardan biri oldugunu vurgulamiglardir. Bu bakimdan, oncelikle ticari
degeri yuksek turlerden olan alabalik (Oncorhynchus mykiss), sazan (Cyprinus
carpio), zebra (Danio rerio) gibi baliklarinin sperm dondurma c¢aligmalar1 yapilirken,

son zamanlarda deniz baliklarinda mersin balig1 (Acipenser baerii), cipura (Sparus
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aurata) gibi baliklarin da sperm dondurma calismalarin yapildigini bildirmislerdir
[75].

1.6.2 Sperm muhafazasi

Sperm muhafaza c¢alismalar1 1945°de bildirildikten sonra bircok memeli tirinde
basarili bir sekilde uygulanmaktadir. Spermatozoitlerin sifirin altindaki sicakliklarda
dondurulmas1 ve yine sifirm altinda sivi azot igerisinde saklanmasi seklinde
yapilmaktadir. Dondurulma ve ¢dzdiirme sonrasi fertilitesinin en yiiksek olmasi igin
uygulama kosullarinin en iyi sekilde olmasi gerekmektedir. Dondurma sirasinda
uygun prosesin uygulanmasi hiicre i¢i kristallesme Onlenerek ¢ozdiirme sirasinda

hiicrenin pargalanmasimin da 6niine gegilmis olacaktir [76].

Sperm hareketliligi, spermin hiicresinin aktif olarak yumurta hiicresine ulagsmasini ve
nifuz etmesini saglayan Onemli bir islevidir. Baliklarda i¢ ve dis déllenme
goriilmektedir. Baz1 baliklarin cinsel aktivitesi genellikle mevsimseldir ve dollenme
viicut disinda gerceklesir. Sperm, gonadlarda bir kez farklilastiktan sonra, serbest
birakilincaya kadar orada tamamen hareketsiz kalir. Seminal plazma icerisinde
bulunan iyon konsantrasyonlar1 gibi ¢esitli parametreler; potasyum (K), sodyum
(Na), kalsiyum (Ca), ozmotik basing, pH ve sicaklik motiliteyi etkilemektedir. Bu
faktorlerin sperm Uzerindeki etkilerini incelemek ve yapay ddllenmeyi saglamak
adina dondurarak saklamay1 saglayacak ¢alismalarin yararli olacagini bildirmislerdir
[77].

Gelisen teknoloji sayesinde uzun sureli ve kisa slreli dondurma islemi yapilarak, elde
edilen materyaller istenilen zamanda ve yerde kullanilabilmektedir. Her iki yontemde
de spermanin yasamsal fonksiyonlarmi saklama 1sis1, sogutma hizi, sulandiricinin
kimyasal bilesenleri ve kullanilan kriyoprotektif maddeler belirler. Kisa sureli
saklama yoOntemi, spermay1 sulandirdiktan sonra 5 °C gibi diisiik 1silarda birkag
saatten birka¢ giline kadar saklama esasina dayanan bir metottur. Bu yontem ile
sperma yasamsal aktivitesini ancak 7-8 gun koruyabilmektedir. Sperm dondurma
yontemi ise spermanin daha diisiik 1silarda saklanmasi temeline dayanir. Hiicreyi
soguk sokunun etkilerinden koruyan kriyoprotektif maddelerle sulandirilan sperma,
uygun saklama kosullarinda muhafaza edilirse motilite ve fertilitesi yetenegini

yillarca korunabildigini bildirmislerdir [78-79].
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1.7 Sperm Dondurmada Kullanilan Kryoprotektanlar

Ureme hiicrelerinin - dondurulmasinda kullanilan hiicre  koruyucu maddeler
(kryoprotektanlar) diisiik sicaklik soku ve donma sirasinda olusabilecek istenmeyen
hasarlara kars1 dondurulan hicreyi koruma saglayacagini bildirmislerdir. Ayni
zamanda kryoprotektanlarin hiicrede olusturabilecek zararli etkiye sahip olmalari,
kryoprotektan maddeler (zerinde yapilan ¢aligmalar1 yogunlastirmis, dondurma
islemlerinde kullanilan eksternal kryoprotektanlarla, toksik etkiler azaltilmaya
caligilmstir. Kryoprotektanlarin optimum kullanim doz oranlari tiire 6zgii olmakta ve
baz1 hiicre membran parametrelerinin bilinmesi gerektigini bildirmislerdir.
Dondurulan ve sonrasinda ¢Ozddrilen hicrelerin  fizyolojik ve fonksiyonel

Ozelliklerinin anlagilmasi ile kryobiyolojik ¢alismalarda gelisme saglanmistir [80].

Kisa siireli muhafaza teknigi ile farkli sulandiricilar (Glukoz, Ringer solusyonu) ile
kullanilarak 4°C’de 48 saat siireyle saklanabilmektedir [81]. Uzun sireli saklama
isleminde ise ©Onemli katki maddeleri; albumin, lesitin, yumurta saris1 ve
kryopropektanlar kullanilmaktadir. Bunlardan en fazla tercih edilen DMSO
(Dimetilstilfoksit), DMA (Dimetil asetamid), gliserol, glikoz, propilen glikol ve etlien
glikol’diir [82-84].

Dimetilsiilfoksit, kimyasal olarak bir polar kok etrafinda iki apolar bastan olusan
amfipatik bir bilesiktir. Bu 6zellik DMSO’ya hem sivi hem de organik medyumlarda
¢O0zlnme imkani saglamaktadir. Yapilan bir ¢calismada alabalik spermasinda ¢6ziim
sonu en yiksek motilite orani, sulandiriciya %10-15 oraninda ilave edilen DMSO ile
tespit edilmistir [85]. Yumurta sarisinda bulunan diisiik yogunluga sahip fosfolipitler
spermatozoa ylzeyine baglanmakta ve hiicresel adenilat siklazi aktive ederek
kriyoprotektif etki gostermektedir. Bircok arastirmada lipozomlardan elde edilen
fosfolipitlerin koruyucu etkileri arastirilmis olup, tiire gére koruyucu etkili fosfolipit

kaynaklar1 oldugu bildirilmistir [86-87].

Dondurulduktan sonra ¢6zdiirme islemi, sperm hiicrelerinin bulundugu payet veya
pelletlerin 5-30 °C sicaklik araligindaki su banyosuna farkli siirelerde daldirilmasi
suretiyle uygulanan bir islemdir [85]. C6zdurme isleminin hizli yapilmasi ve kisa stire
icerisinde kullanilmas1 6nemlidir [88]. Dondurulmus spermanin aktive edilmesinden

10 sn sonra taze sperma ile dondurulmus spermanm motilitelerinin bir birine yakin
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oldugu ancak motilite siiresinin taze spermada 50 sn iken dondurulmus spermada 40
saniye kadar oldugu bildirilmektedir [89]. 0,5 ml (8-9x10° sperma/ml) spermanin
dondurulup ¢oOzdirilmesi ile yaklasik 2400-3200 adet yumurtanin déllenmesi
(1:0,25x10° yumurta: sperma) beklenmektedir.

Uzun sureli muhafazasi diisiiniilen sperm 6rneklerinin kis mevsiminde (sonbahar sonu
ve ilkbahar baslangici) alinmasina dikkat edilmelidir. Bu goriis ayn1 zamanda cinsiyeti
dontistirilmis fonksiyonel erkekler (XX) icin de gegerlidir. Farkli zamanlarda
baliklardan alinan ve kriyoprezerve edilmis spermanin kalitesini karsilastirmislar.
Cinsiyeti dondstiiriilmiis disilerden kis ve ilkbaharda alimmis spermalarin Kkalite
parametreleri arasinda ciddi farklar gozlemlemislerdir. COzllme sonrasi sperm
motilitesi ilkbaharda toplanan sperma miktar1 son derece diisiik (%1-6) kis donemi ise
(%18-29) olarak bildirilmistir. Ayrica, kisin dondurulan spermlerin, ilkbahardan
gelenlere kiyasla onemli 6lclide daha yiiksek dolleme kabiliyeti vardi. Bu sonuglar,
mevsimselligin Kriyoprezervasyon basarisint etkiledigini agik¢a gostermistir. Bu
nedenle kriyoprezervasyon igsleminin her zaman kis mevsiminde elde edilen sperma
ile yapilmasi gerektigini bildirmislerdir [90-91]. Sperm dondurma yaygm olan ve
siklikla kullanilan kryoprotektanlar; yumurta sarisi, dimetil stilfoksit, glikoz ve gliserol

baslicalarindandir.
1.7.1 Yumurta Sarisi

Spermanin sifirin altinda sicakliklarda sogutulmasi sirasinda olusabilecek soguk
soku, spermin hareketlilik stiresini geri donilmez bir sekilde kayiplara ve azalmasina,
hiicre ici enzimlerin hiicre disina sizmasina yol agacagmi bildirmislerdir. Bu nedenle
olas1 soguk sokunun zararli etkilerine kars1 sperma hiicrelerinin korumasm icin ve
ucuz bir koruyucu olmasindan dolayr yumurta sarist yaygin olarak sperma

sulandiricilarma ilave edilmektedir [92].

1.7.2 Dimetil Sulfoksit (DMSO)

Dimetil silfoksit (DMSO), kimyasal madde olarak amfipatik bir bilesiktir.
DMSO’nun bu &zelligi hem sivi hem de organik ajanlarda ¢0zunme imkani
sagladigimi bildirmislerdir. Daha 6nce yapilan ¢aligmalardan insan, hayvan ve balik

sperm dondurma iglemlerinde basaril bir sekilde kullanilmis ve olumlu sonugclar elde
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edildigi tespit edilmistir. Sperm dondurmada kullanilan sulandiricilara farkli
oranlarda ilave edilerek DMSO’nun etkileri arastirilmistir. Yapilan bir ¢alismada ise
alabalik spermasinda dondurulduktan sonra ¢6zdiiriilmiis ve en yiiksek motilite oran,
seyrelticiye %10-15 oraninda katilan DMSO’da gozlendigini bildirmislerdir [85,93].

1.7.3 Glikoz

Diger bir kryoprotektan olan glikoz, sakkaritlerden olup stikroz, trehaloz ve raffinoz
bu gruba girmektedir. Sakkaritler, hiicre sivisinin kristallesmesini engellemek igin
hicrede dehidrasyon olustururlar. Sekerler spermin donma ve ¢o6ziim esnasinda
olusan hiicre membran zararina karsi, membrandaki fosfolipitlerle etkilesime girip
subsuratum artig1 saglayarak koruma saglamakta ve ¢oziim islemi swrasinda sperm

hicrelerinin ozmotik soka girmesini 6nledigini bildirmistir [85].
1.7.4 Gliserol

Hicrenin dondurulmasi sirasinda Kristallesmeyi ©Onlemektedir. Gliserol yiksek
oranda hidrofilik yapiya sahip bir poliol bilesigidir. Hiicrenin donma sicakligmi
diistirmesi ve donma esnasinda pH degislikleri nedeni ile kimyasal yapisindaki C/OH
oraninin esit olmasi gliserolun sperm hiircesi kristallesmelerini en aza indirerek

kirilmalarm 6nlne gecilmesine olanak sagladigini bildirmistir [85].

Ulkemizde ve diinyada yakmn gelecekte su sikintilarinin olabilecegi dngoriilerek
kaynak sularinin daha dikkatli ve verimli kullanilmasi agisindan su trlnleri Gretiminin
yaninda diger hayvansal ve bitkisel iiretim alanlarinda da biyoteknolojik ¢alismalarla

birlikte farkli Gretim teknikleri gelistirilmesi gerekmektedir.
1.8 Sperm Dondurmada Antioksidanlarm Onemi

Seminal plazma, igerdigi potasyum (K), kalsiyum (Ca), magnezyum (Mg), kloriir (CI)
gibi antioksidan etkili maddeler ile sperm hiicrelerini oksidatif strese kars1 korur.
Sperm hiicrelerinin DNA’s1 ise oksidatif strese karsi kendisinin gucli yapis1 ve

seminal plazmada bulunan antioksidan maddeler tarafindan korunmaktadir [94].

Sifirm altindaki diisiik sicakliklarda sperm hiicresini koruyan antioksidatif savunma

mekanizmalari, B-karoten, indirgenmis glutatyon [(GSH) glisin, sistein ve glutamik
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asit] gibi bazi vitamin ve kimyasal maddeler ile enzimlerden olustugunu
bildirmislerdir. Bunlarin yaninda E vitamini, yapisindaki fenolik hidroksil grubundan
dolay1 giiclii bir antioksidan 6zellik gosterdigini ve zincir kiric1 antioksidatif etkinligi
ile membran fosfolipitlerinde bulunan PUFA’y1 da serbest radikal hasarindan koruyan

mekanizma oldugunu bildirmislerdir [95-96].

Balik spermi kriyoprezervasyonu giiniimiizde basarili bir sekilde yapilabilmektedir.
Uygulama sirasinda spermin hiicre yapisinda olusabilecek hasarlarin ¢6zim
sonrasinda sperm motilitesini, motilite stresini ve buna dayali olarak larvalarin
yumurtadan ¢ikma oranlarmi olumsuz yonde etkiler. Bu c¢alismada, propolisin,
Cyprinus carpio sperminin dondurularak muhafaza edilmesi ve ¢ozdiirme sonrasi
dolleme yetenegi iizerine etkisinin olup olmadigmi arastirmislardir. Bugiine kadar
balik sperm dondurulmasi konusunda birgok calisma yapildigni ancak daha once
sulandiricilara propolis ilave edilmedigini bildirmislerdir. Sulandiricilar, farkl
oranlarda propolis (0,2, 0,4, 0,6, 0,8 ve 1 mg/ml) ve %10 yumurta sarist (propolissiz
kontrol olarak) ile %10 Me,SO ilave edilmis ve yeniden diizenlenmis Kurokura
solusyonu kullanilarak hazirlamiglardir. Spermler sulandiricilarla 1:9 oraninda
seyreltilerek dondurulma islemi yapilmistir. Dondurularak muhafaza edilen sperm
orneklerinin hareketlilik ytzdesi ve siresi ile dolleme testleri ¢oztundurdldikten sonra
yapilarak elde edilen verileri taze sperm sonuglari ile karsilastirmislar. Propolis iceren
sulandiricilar, kontrol grubuna gore daha yiiksek ylzde hareketlilik ve hareketlilik
siiresi sergiledi (P < 0.05). Ozellikle dordiincii grup olan 0,8 mg/ml ve besinci grup 1
mg/ml ¢ozdiiriildiikkten sonra hem motilite hem de ddllenme oranini olumlu yonde
etkiledigini ve propolisin balikk spermasinda uygun bir kriyoprotektif ajan olarak

kullanilabilecegini bildirmislerdir [97].

Antioksidanlar etki mekanizmasina gore iki tiirliidiir. Birinci grupta, otooksidasyon
zincirini kirarak oksidasyonu geciktiren antioksidanlar bulunur ki bunlara primer
antioksidanlar denir. Ikinci gruptakiler ise sekonder antioksidanlar olup oksidasyonun
baslamasin1 engelleyen antioksidanlardir. Kimi antioksidanlar ise birden fazla etki
mekanizmasina Ssahip olduklarindan ¢ok fonksiyonlu antioksidanlar olarak
adlandirildigini bildirmistir [96].

Tum canlilarm temel besinleri igerisinde esansiyel mineraller ve vitaminler vardir. Bor

minerali de organizmalar icin temel bir besin maddesi olarak gerekligini
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vurgulamiglardir. Ancak belirli dozlarin iistiinde alinmasi da toksik olabilir. Yapilan
bu calismada ilk kez bor’un balik sperm hareketliligi Uzerindeki etkileri arastirilmis ve
baliklardan aliman sperm Ornekleri sivi azotta dondurularak saklanmistir. Bor’un
sperm yapisini ve kalitesini kriyoprezervasyondan nasil etkilendigini tespit etmeye
caligmislardir. Calismada 12 olgun erkek Japon baligi (Carassius auratus)
kullanilmistir. Baliklar 45 giin boyunca 1 mg, 5 mg ve 10 mg bor igeren yemlerle
beslenilmistir. Diger taraftan baska bir grubta ise, baliklar 1 mg/L, 10 mg/L ve 20 mg/L
bor igeren akvaryumlarda tutulmustur. Daha sonra taze ve dondurularak saklanan
orneklerde, sperm motilite siirelerini belirlemislerdir. Kriyoprezervasyondan sonra,
elde edilen sonuglara goe 5 mg/kg yem uygulanan gruptan aliman sperm Ornekleri

bor’un sperm soguk soklara karsi korunabilecegini bildirmislerdir [98].

Yaptiklar1 bu c¢alismada, biitillenmis hidroksitoluenin (BHT) Cyprinus carpio
spermlerinin dondurularak muhafaza edilmesi tizerine etkilerini arastirmislardir. BHT,
farkli hayvan tdrlerinin spermlerinin dondurularak saklanmasinda yaygm olarak
kullanildigini ~ bildirmislerdir. BHT kullanilan spermlerin  dondurulurken ve
coziiliirken spermi korudugunu belirlemislerdir. Bu katki maddesi daha once balik
spermi dondurulmasinda kullanilmamistir. Bu ¢alismada sazan (Cyprinus carpio)
spermleri modifiye edilmis Kurokura sulandirici, %10 DMSO ve 0,0001, 0,001, 0,01,
0,1, 1,0, 2,5, 5,0 ve 10 mM BHT iceren %10 yumurta sarisindan olusan bir sulandirici
ile karistirilmis ve sivi azot buhari igerisinde dondurulmustur. Cozdiiriildiikten sonra
motilte orani, motilite siiresi déllenme orani kontrol grubu ile karsilastirilmis ve en iyi
sonucun 0,1 ve 0,001 mM BHT dozlarinda oldugunu goézlemlemislerdir. BHT 'nin
sperm balik spermi dondurulmasinda ve muhafaza edilmesinde kullanilabilecegini

bildirmislerdir [99].

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), normal hiicresel metabolizmanin ve hava kirleticileri
veya sigara dumani gibi cevresel faktorlerin bir sonucu olarak canli organizmalar
tarafindan {retildigini bildirmislerdir. ROS oldukga reaktif molekillerdir ve
karbonhidratlar, nlkleik asitler, lipidler ve proteinler gibi hiicre yapilarina zarar
verebilir ve iglevlerini degistirebilecegini bildirmislerdir. Oksidanlar ve antioksidanlar
arasmdaki dengenin oksidanlar lehine degismesine "oksidatif stres" denir. indirgeme
ve oksitleme (redoks) durumunun duzenlenmesi, hicre canliligi, aktivasyonu,

cogalmasi ve organ islevi igin kritik neme sahip olduguna deginmislerdir [100].
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Yapilan bu ¢aligmada amino asitlerin, sperm dondurulmasi sirasinda hiicrenin zarar
gérmemesi agisindan Onemli bir biyolojik isleve sahip oldugunu bildirmislerdir. Sazan
(Cyprinus carpio) sperminin dondurulduktan sonra, sisteinin maddesinin ¢oztlme
sonras1 sperm hareketliligi, DNA hasar1 ve yumurtayr dolleme oranlar1 tizerindeki
etkilerini belirlemeye ¢alisilmiglardir. 10 baliktan alman spermler, farkli sistein dozlar1
(2,5, 5, 10 ve 20 mM) iceren sulandiricilarda dondurularak saklanmistir. Sperm:
sulandiric1 1:9 oraninda seyreltildikten sonra dondurulmustur. Sulandirict sperm
karigim1 0,25 ml'lik payetlere doldurulmus ve sivi nitrojen buharinda bekletilerek
dondurulmus ve sivi nitrojende daldirilarak muhafaza etmislerdir. DNA hasari,
kriyoprezervasyondan sonra kuyruklu yildiz tahlili ile degerlendirildi. Elde edilen
sonuclar, sisteinin adi sazanda (Cyprinus carpio) sperm motilite hiz1 ve siiresinde
onemli bir artis sagladigmi bildirmislerdir P < 0.05). Tim calisilan doz gruplari
icerisinde ise en iyi sonucu 20 mM’da olup ¢6ziilme sonras1 motilite (%76,00+ 1,00)
ve doéllenme (%97.00 £1.73) oranlar1 tespit etmislerdir. Ayn1 zamanda sistein
dollenme ve yasam oranlarini da artirdigini, DNA hasarini da azaltici etkisi oldugunu

bildirmislerdir [99].
1.9 N-(2-Merkaptopropionil)-Glisin (MPG)

N-(2-Merkaptopropionil)-Glisin (MPG) indirgeyici ve karmasik bir tiyoldir. MPG
serbest bir merkapto grubu ile birlikte yaygm olarak kullanilan bir antioksidandir. Bazi
raporlar, serbest radikallerden hiicre zar1 hasarimi Onleyen serbest radikal onleyici
oldugunu gostermistir. MPG, ¢esitli hastaliklarm tedavisinde yaygm olarak
kullanilmaktadir [101-102]. MPG, olas1 bir antidot olarak diger siilfidril bilesiklerine
gore birgok avantaja sahiptir ve cesitli karaciger hastaliklari, nefrotoksisite ve sistin
urolitiyazisi tedavisinde Klinik olarak kullanilmaktadir [103,101-102]. Simdiye kadar,
MPG klinik kullanimda ¢ok az yan etkiye neden olmustur. Hayvanlarda ve insanda
gerceklestirilen ©Onceki ¢alismalarin aksine, baliklarda MPG ilavesinin sperm
kryoprezervasyonundan sonra hiicreleri nasil etkiledigi ile ilgili herhangi bir ¢alisma
yapilmamistir. Simdiye kadar sadece [104]. Aktivasyon soliisyonuna MPG ilave
etmisler, artan MPG konsantrasyonlarmin [0 mM (Kontrol), 0,25 mM, 0,5 mM ve 1
mM] gOkkusagi alabaligi1 (O. mykiss) sperm motilitesi ve stresi Gzerindeki etkilerini

degerlendirmisler ve 0,25 mM’de motilite yuzdesi (%91,80+6,42) ve slresindeki
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(29,4045,86 sn) artislarin istatistiksel olarak anlamli oldugunu bildirmislerdir
(p<0,05). 1 mM konsanrasyonda sperm hiicrelerinde hareketlilik belirlenemedigini
bildirmiglerdir. Bu ¢aligmada, fonksiyonel erkeklestirilmis gokkusagi alabaligi (O.
mykiss) spermasmin Kkriyoprezervasyonunda MPG’nin kullanilmasmin ve farkli
sulandirma oranlarmin sperm Kkalitesi, dollenme ve agilma oranlar1 Uzerindeki

etkilerinin belirlenmesi amaglanmustir.
1.10 Dondurulmus Spermin Cozdurilmesi

Sperm dondurma; spermlerin sivi azot buharinda dondurulduktan sonra -196 °C’deki
siv1 azot igerisinde plastik payetlerde kullanilacagi zamana kadar muhafaza edilen
donmus spermatozoonlarm belirli bir siire boyunca 30-50 sn belirli bir sicaklikta 30-
40 °C’de bekletilerek tekrar canlandirilip fizyolojik olarak aktif hale gelmesinin
saglanmasi olarak tanimlanabilir. Buradaki amag payetlerin i¢ sicakligmnin miimkiin
olan en kisa slirede 20 °C’nin iizerine ¢ikmasini saglayarak, islem sonrasinda payet
icerisinde yeterli miktarda motil spermatozoon bulunmasini temin etmek oldugunu

bildirmislerdir [105-106].

Spermatozoonlarin ¢0zdirme sonrasi canliligi ve hareketligi, suni tohumlamanin
basarisimni etkileyen 6nemli faktorlerden birisi; yumurta dollemeleri sonrasi elde edilen
gbzlenme ve agilma oranlari ile arasinda pozitif bir iliski mevcuttur [107]. Payetler
icerisinde dondurulmus spermalarin ¢6ziilme hizi, spermatozoonlarin hiicre yapisi
icerisinde yeniden buz kristallerinin sekillenme olasiligi ve bunun genel anlamda
motilite, akrozomal yap1 ve membran biitiinliigii yoniinden olumsuz etkilere sebep
olabilmesi nedeniyle énemli oldugunu belirtmislerdir [78]. Yapilan bazi1 ¢alismalarda
[105]. disiik sicakliklarda yavas ¢dziilmenin hiicrelerdeki buz kristalleri olusumunu
artirdig1 ifade edilmistir. Bu nedenle, hiicre membranlarina zarar verebilecek su
molekiillerinin yeniden kristallesme olasiliginin 6nlenmesi agisindan dondurulmus
sperma iceren payetlerin yuksek sicakliklarda hizli bir sekilde ¢ozdiirmesinin gerektigi

vurgulanmustir [108].

Spermatozoonlarin gerek dondurulmasi gerekse ¢ozdiiriilmesi sirasinda bazi kritik
sicaklik dereceleri vardir. Bu araliklar hem dondurma hem de ¢Ozdirme islemi

sirasinda mimkin oldugunca hizli gegilmesi gerekmektedir. Bu nedenle ¢ozdirme
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islemi de dondurma islemi kadar 6nemli bir asama olarak kabul edilmektedir.
Cozdurtlen payetlerde spermatozoonlarm canliligi, hareketliligi ve yapisal biitiinliigii
uzerindeki olumsuz etkileri azaltmak i¢in ¢6zdurme sirasinda 0zellikle -50 °C ile -5
°C arasindaki sicaklik araliginin mimkin oldugunca hizli bir sekilde gegilmesi
gereklidir. Bu da ancak yiiksek ¢oziilme sicakliginin saglanmasi ile miimkiin oldugu
bildirmislerdir [106]. Gunimuzde payet Uretim merkezleri, dondurulmus sperma

payetlerini sicak su icerisinde ¢ozdurme yontemini énermektedirler [109].

Bu konuda yapilan ¢alismalarda en i1yi ¢6zdliirme yonteminin dondurulmus sperma
payetlerinin 75 °C’deki su banyosunda 7 saniye tutulmasi ile saglanabilecegi
belirtilmektedir. Clnku bu sicaklik derecesinde kritik sicaklik araligi oldukga hizli bir
sekilde gecilmektedir. Ancak bu yontemin saha sartlarinda uygulamasi ¢ok da kolay
olmayip dikkatli bir sekilde zamanlanmas1 gerekmektedir. Yiiksek su sicakliginin
degiskenlik gostermesi veya ¢ozdiiriilen payetin suyun icerisinde daha uzun bir siire
kalmasi, payetin dis ylizeyi genis, i¢ ylizeyi ise az hacimli olmasma bagh olarak
sicaklik degisikligine kars1 oldukca duyarli olmasi nedeniyle payet i¢ sicakliginin 41
°C’nin lizerine ¢ikma ihtimalini olusturur. Bu durum ise spermatozoonlarin 6liimiine

yol agabilecegini bildirmistir [105].

Dondurulmus sperma payetlerinin ¢ozdiiriilmesi amaciyla pratik olarak kullanilan en
1yi sicaklik derecesi 38 °C olarak belirlenmistir. Su banyosunun sicakliginin 38 °C
olmasinin 6nemli avantajlar1 kolay ayarlanabilir olmasi1 ve payetin bu sicaklikta uzun
slre tutulmas: halinde bile spermanin sicakliginin hayvanin vicut sicakligini
derecesinin lizerine ¢ikamamasidir. Ciinkii payet i¢ sicakliginin ¢oziilme sonrasinda
viicut sicakliginin {lizerine ¢ikmasi, 6zellikle fekondasyon oranmnin azalmasina ve
erken embriyonik Oliim riskinin artirmasina yol acabilir. Diger taraftan, payetin su
banyosunda tutulma stiresi de olduk¢a dnemlidir. Su banyosunda payetin 38 °C’de 9
saniye sureyle tutulmasi halinde payetin i¢ sicaklig1 yaklasik 5 °C’ye yiikselmekte olup
bu sicaklik derecesi motiliteyi olumsuz yonde etkilemektedir. Buna karsilik 25 saniye
slireyle tutulmasi halinde ise payetin i¢ sicaklig1 20-22 °C’ye yiikselmektedir. Bu
ylzden guniimuzde 0,25 ml hacmindeki mini payetlerin saha sartlarinda ¢ozdirilmesi
amaciyla pratik olarak uygulanan en iyi yontemin 38 °C’deki sicak su banyosu
icerisinde 25 saniye slreyle tutularak ¢Ozdurulmesi olarak kabul edildigini
bildirmislerdir [110-111].
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1.11 DNA Hasarni

Sperm hicrelerinin kriyoprezervasyonu sirasinda diisiik 1silara maruz birakilarak
dondurulup ¢o6zdiriildiikten sonra, ¢esitli i¢ ve dis nedenlerden dolay1 deoksiribo
nikleik asit (DNA)’in yapisinda farkli oranlarda hasarlar meydana geldigi
goriilmektedir. Bu uygulamanin spermlerde geri doniisiimsiiz hasarlara neden oldugu
ve spermlerin hiicre buttnligi, morfolojisi ve motilitesini olumsuz yénde etkiledigini
bildirmislerdir [112]. Sperm DNA’sinda tespit edilen bu hasarlardan bir kagi; kromatin
yapisinin bozulmasi, DNA bazlarinin oksidasyonu, yanlis eslesmesi, bazlarin kimyasal
olarak degismesi, kromatin yapisindakianomaliler, DNA zincirinin kirilmasi, DNA’da
mutasyonlar gibi bir takim yapisal bozulmalar 6rnek olarak gosterilebilir [113]. Bu
durum, spermin canlilik ve fertilizasyon kapasitesinin azalmasma ve hareketlilik
oraninda diisiise neden olmaktadir [114]. Spermanin DNA yapisinda goriilen bu
hasarlarin belirlenmesi amaciyla tek hiicre jel elektroforezi (Comet Analizi), tunel,

spermatozoon kromatin yapisi analizi gibi bircok metot kullanilmaktadir [115-116].

Sperm kriyoprezervasyonu (dondurma) diger canli galisilan tiim alanlar igin dnemli
oldugu gibi hayvansal iiretimde de saglikl ve iistiin 6zelliklere sahip irklarin sonraki
nesillere aktarimi i¢in oldukca onemlidir. Bu ¢alisma ise mevsim dis1 gokkusagi
alabalig1 Uretiminde tamamen disi veya steril (kisir) baliklarm Gretimini saglamak icin

amaci ile yapilmistir.
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Bolim 2

Literatlir Ozetleri

Gunimizde yapilan ¢ogu c¢alismanin ve Uretimin amaci; belirli maliyetle birim
alandan en yuksek faydaya ulagsmaktir. Bilim insanlar1 yillar boyu evcillestirilmis veya
yabanil bitki ya da hayvan tirleri (zerinde farkli biyoteknolojik yontemler
gelistirilerek ve uygulanarak daha fazla bilgi ve kazanim elde etmislerdir. Yapilan bu
calismalar igerisinde Ozellikle baliklarda cinsiyet degistirme; genetik agidan cinsiyetin
degistirilmeden fenotipik cinsiyetin degistirilmesi, kisirlastirma (steril), saghkli ve
nitelikli bireylerin sonraki nesillere aktarimi i¢in sperm dondurma gibi bir ¢cok bilimsel

ve biyoteknolojik ¢alismalar yapilmis ve yeni ¢alismalar yapilmaya devam etmektedir.

Baliklara hormonal uygulamalar yoluyla cinsiyet oranlarmin kontrolii, triploidi ve
tetraploidi gibi poliploidi uyarmmi, ginogenez ve androgenez gibi uniparental
kromozom kalitimi i¢in kromozom takimi manipulasyonlar1 ve gen transferi
manipulasyonlari, balik kiiltiiriinde ¢cogunlukla tatl su baliklar1 {izerinde olmak {izere
bir¢cok balik tiirli iizerinde biitiin diinyada uygulandigini bildirmistir. Bu teknikler,
cinsiyet kontrolii, gonadal sterilizasyon, klonlama ve kromozom parca transferi igin
hizl1 bir yaklagim saglayan, iiriin verimliligini arttirict dnemli yontemler oldugunu

tespit etmislerdir [46].

Cinsiyet kontrolil, tek cinsiyetli gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) elde
edilmesine su Urnleri endustrisine oldukca fayda sagladigini belirtmislerdir. Tamami
disi alabalik (retiminde, baliklar heniz cinsel olgunluga ulagsmadan ©nce

pazarlanabilir [90].

Balik yetistiriciliginde tek cins veya steril populasyonlar Uretmek icin ¢esitli teknikler
kullanilabilinecegini bildirmistir. Tek cinsiyetlilik, sterilizasyon, hibridizasyon,
gynogenesis, androgenesis, poliploidi, cinsiyet dontisiimii bunlara 6rnek olarak

siralamustir [117].
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Son 20 yilda genetik alaninda yasanan hizli ilerlemeler sayesinde, balik kiiltiriinde
uygulanan biyoteknolojik yontemler gelismis ve bunlardan bir kismi pratikte
uygulanabilir olmasma karsin, bir kismu da ancak laboratuvar kosullarinda

yapilabilecek diizeyde oldugunu bildirmistir [118].

Insan tiiketimi disindaki (Cichlidae, Anabantidae, Poecilidae) baliklarda da benzer
birgok ¢alisgmanin yapildigmi bildirmislerdir. Baliklarin dogal yasam alani, testis
yapisi, Spermatogenez, sperm morfolojisi ve sperm fizyolojisi ile ilgili temel biyolojik
ozellikleri 6zetlemislerdir. Ikinci olarak, sperm kriyoprezervasyonunun protokol
gelisimini karsilastirip, Ugunci olarak da ¢oziilmiis spermin canliligini degerlendirmek

icin sperm kriyoprezervasyonunda suni déllenmenin 6nemine deginmislerdir [119].

Hiicre ve dokularm dondurularak saklama yontemi sperma ve embriyo gibi farkli
dokularin saklanmasinda siklikla kullanilmaktadwr. Su 0rlinleri yetistiriciligi
konusunda yapilan arastirmalarda, 6zellikle spermanin dondurulmasi noktasinda
yogun ¢alismalar yiirtitilmektedir. Bugiine kadar 200'den fazla tatli su ve deniz baligi

trundn spermasi donduruldugunu bildirmislerdir [120-122].

Gokkusagi alabaliginin (Oncorhynchus mykiss) spermatozoanin permeable ve non-
permeable kriyoprotektanlarin etkisini motilite, eozin gecirgenligi (spermatozoa) ve
laktatdehidrojenaz aktivitesi tzerindeki etkisini inceledikleri ¢alismalarinda; %7 ve
%20 oraninda yumurta saris1 ve %0,5 oraninda siikroz ilavesinin bu katki maddeleri
icermeyenlere kiyasla gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) spermasinin

kalitesini 6nemli 6lclide artirdigini rapor etmislerdir [123].

Farkli bir balik tirt olan Kuzey turna baligi (Esox lucius L.) spermasinin dondurulmasi
icin yumurta sarist ve siikrozun uygunluklarini belirlemek adina yedi sulandiricy, iig
¢ozlindurme ortamu ve iki ¢0ziinme sicaklhigini test etmislerdir. Cozdurilen spermanin

motilite ile fertilizasyon orani arasindaki iligkiyi onemli oldugunu bildirmislerdir

[124].

Dondurma islemi sirasindaki hiicresel hasar; ozmotik sok, hiicre ici buz olusumu, artan
hiicre i¢i ¢dziinen konsantrasyon ve cozelti etkilerinden kaynaklandigini tespit
etmiglerdir. Dondurma soliisyonlarma kriyoprotektanlarm eklenmesi, hucre
membranin1 daha esnek hale getirerek c¢oOzelti etkilerinden kaynaklanan hasari

azalttigini bildirmislerdir [125,80,126]. Kriyoprotektanlarin sperma muhafazasindaki
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Ozellikleri, bulunduklar1 ortamdaki iyon sayisinin azaltilmalari ve donmamis

moleklleri artirmalar1 olarak tanimlamislardir [127].

Apoptozis veya programlanmis hiicre 6lumi, hicresel stresin yani sira normal
gelisimin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan genle aktive olan bir olaydir. Canli
spermalarinda ise apoptozun normal spermatogenez sirasinda meydana geldigi ve
sperm popiilasyonunun kontroliinde énemli bir rol oynadigini gostermislerdir [128].
Ote yandan, apoptoz; ultraviyole (UV) isinlar, kimyasal maddeler ve sicaklik
degisiklikleri gibi cesitli cevresel, kimyasal ve fiziksel faktorler tarafindan

indiiklenebilecegini bildirilmistir [129].

Blaxter'in 1953'teki ilk ¢alismasindan bu yana, yaklagik 30 deniz tiirii lizerinde balik
sperminin Kkriyoprezervasyonu denendigi bildirmislerdir. Yaptiklar1 ¢alismada da,
kullanilan teknikleri ve bunlardan elde edilen sonuglar1 gézden gecirmislerdir.
Dondurma oncesi sperm isleme prosedlriine, sperm yaslanmasi sorunlarina ve
ovaryum sivisi ile spermaya kontaminasyonuna Ozellikle dikkat edilmesi gerektigini
bildirmislerdir. Dondurulmus-¢6ziilmiis semenin kalitesi, farkl tiirler i¢in uyarlanmig
iki adimli hareketlilik aktivasyon teknigi ve ayirt edici bir tohumlama teknigi
kullanilarak doéllenme deneyleri gibi 6nceden standartlastirilmis  biyotestler
kullanilarak degerlendirilmistir. Deniz baliklarinda kullanilan sulandiricilarin ¢cogu
tuzlu su veya seker cozeltileridir. Incelenen kriyoprotektanlardan dimetilsiilfoksit
(DMSO) genellikle en iyi sonu¢ verdigini gozlemlemislerdir. Tath su tirleri ile
karsilastirildiginda, yiiksek oranda spermatozoa kriyoprezervasyonda canli kaldigini,
bu nedenle deniz baligi spermlerinin de Kkriyoprezervasyonu su Grunleri

yetistiriciligindeki uygulamalar igin uygun oldugunu bildirmislerdir [130].

Cinsiyeti tersine doniistiiriilmiis disi gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) (XX)
ile normal gokkusagi erkek (Oncorhynchus mykiss) (XY) bireylerde sperm motilitesi,
yogunlugu, adenozin trifosfat ATP konsantrasyonu ve ddllenme oranlari
karsilastirmiglardir. Sperm &zellikleri, ddllenme oranlar1 ve 6zellikleri arasindaki
iligkiler, bireysel balik agirhgmm istatistikleri, gonadosomatik indekslerini
degerlendirmiglerdir. Déllenme oranmni doniismiis erkekler ile normal erkeklerden
aliman spermlerde sirasiyla ortalama %81 ve %16 olarak tespit etmislerdir.
Doniistiiriilmiis disilerin spermleri, normal erkeklerden alian testis spermleri daha

kisa sureli motiliteye sahip oldugunu ve doniistiiriilmiis baliklardan elde edilen testis
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spermlerinden daha diisiik dollenme oranlarma sahip oldugunu tespit etmislerdir.
Doéllenme oranlarinin ylksek sperm motilitesi ile pozitif korelasyon gdsterdigini
bildirmislerdir [131].

Diger bir onemli faktor de, sulandiricida gecirgen (P-CPA) (Gliserol, DMSO
(Dimetilstlfoksit), etilen glikol ve propilen glikol (ProH) ve methanol) ve gegirgen
olmayan (NP-CPA) (monosakkaritler (glukoz, hekzoz), disakkaritler (siikroz) ve
trisakkaritler (raffinoz)) kriyoprotektanlar kullanarak en iyi sulandiric soltisyonu elde
edebilmektir. Bunun nedeni, hiicre i¢i ve hiicre dis1 buz olusumunun neden oldugu
sperm hasarlarinin azaltilmasi ve yumurta dollenme oraninin iyilestirdigini
bildirmislerdir [132-133]. Bu amagla yapilan ¢aligmalarda, cesitli sekerlerin donma-
¢oziilme kaynakli hasara kars1 kriyoprotektif 6zellikleri cesitli hiicre tiplerinde rapor

edilmistir [134-135].

Dondurma islemi, sogutmanin bir sonucu olup suyun sivi halinden kat1 hale gegmesi
olayidir. Bu durumda tiim molekiillerin hareketi inhibe edildiginden tiim biyolojik ve
biyokimyasal olaylarm durdugu bildirilmistir. Sperm dondurma isleminde de yavasca
sogutulan sperma donmus duruma girmeden once yeterince dehidre edilebilirse,
¢cozlnme sirasida hiicre i¢i donma hasari en aza indirilmis olur. C6ziinmenin ardindan
spermatozoon yeniden su alir ve ozmotik stres ile iligskili spermatozoon plazma
membraninda hasar meydana gelebilir. Yeniden kristallesme olaylariyla iligkili hiicre
i¢i stresin, donma hasarmin ana nedeni oldugu diisiiniilmektedir. Bu hasar donmusg

haldeki hizli ¢6ziinme ile en aza indirilebilir [125].

Sazan balig1 (Cyprinus carpio) spermasinin farkli sulandiricilarla dondurulmasi
Uzerine yaptiklar1 ¢aligmalarinda, bes sulandiricidan icii sekerlerden (300 Mm
stikroz, 350 mM glikoz, 350 mM fruktoz) ve ikisi hiicre ici kriyoprotektandan
(dimetil-stlfoksit (DMSQO) ve metanol) olusmustur. Bu sulandiricilarin  sazan
spermasinin - dondurulmasindaki etkilerini incelemislerdir. Calisma sonucunda;
DMSO- siikrozmotilite oranimni %?29; fertilizasyon oranmi %21 belirlerken yumurta
agilim oranin1 %9 olarak tespit etmislerdir. Metanol ile kombinasyon halinde
sakkaroz, fruktoz ve glikoz sulandiricilar ile dondurulmus sperma ile dollenmis
yumurtalarin  kulucka oranlari, DMSO varliginda dondurulmus esdegerlerinden
anlamli derecede farkli bulmuslardir (tiim sulandiricilar i¢in P <0.001). Elde ettikleri

sonuglar 1s181nda;
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metanol ile birlestirilmis seker esasli sulandiricilarda yuksek hareketlilik, déllenme ve

yumurta agilma oranlar1 gézlemlemislerdir [136].

Balik spermasi gonadlarda hareketsizdir. Tatlisu baliklarindaki spermatozoa
hareketini hiperozmotik ortam baslatmaktadir. Ozmotik basing, pH, sicaklik ve iyon
konsantrasyonu spermatozoa hareketini etkilemektedir. Sulandirici, spermatozoonun
aktivasyonunu inhibe eder ve hucresel enerjiyi koruyarak canliligin korunmasini
saglar. Ideal bir sulandiric1 izotoniktir ve iyi bir tamponlama kapasitesine sahiptir.
Besin maddeleri, stabilize edici kolloidler ve antioksidanlar igerir. Ayn1 zamanda
antibakteriyeldir ve genellikle iyi kalitede bir korumaya sahip oldugunu bildirmislerdir
[137].

Sperm kriyoprezervasyon islemi sirasinda diisiik sicakliklarin sperm siddetli ozmotik
degisim stresi nedeni ile hiicre biitiinliigiinii bozabilecegini bildirmistir. Hiicre plazma
zarma verilen hasar, bir dizi hiicresel yapida ve ilgili islevlerde hiicre hasari ile
sonu¢lanacaktir. Yazarin laboratuvarindaki caligmalar, plazma zari lipid yapisi,
mitokondriyal zar potansiyeli ve hiicre ici sinyallesme dahil olmak iizere ozmotik ve
termal hasarin ¢esitli mekanizmalar1 Uzerinde durulmustur. Somatik hiicrelerde oldugu
gibi spermde kriyo yaralanmasinin ¢ok faktorlii bir olay oldugunu ve bu olaylarin
bazilarmin geri doniisiimlii oldugunu, bazilarmin ise geri doniilemez hasarlar aldigini

tespit etmislerdir [138].

Spermanin dondurulmasi sirasinda hasar, spermatozoonun plazma zari iizerindeki,
dondurma isleminin zararh etkileri nedeniyle, motil spermatozoa sayisindaki azalma
ile karakterize edildiginden, ¢cbziim sonu spermatozoa canliliginin artirilmasi, oksidatif
ve osmotik hasarimn azaltilmasi en temel gaye olarak karsimiza ¢ikmaktadir ([139-140].
Donma ve ¢Ozlilmenin spermatozoonun plazma zar1 lizerindeki zarar verici etkileri,
spermatozoonun fertilizasyon yetenegini diisiirebilmektedir. Spermanin dondurma
hasar1; spermatozoon motilitesindeki bozulma, spermatozoon morfolojisindeki

degisiklikler ve akrozomun hasar1 ile de iliskilendirilmistir [141-143].

Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) spermasini alt1 seker (siikroz, maltoz,
trehaloz, galaktoz, fruktoz ve glikoz) ve li¢ farkli konsantrasyonda (125, 250 ve 500
mM) test ettiginde ve 125 mM'dekisiikrozun en ¢ok faydali oldugunu rapor etmistir

[144]. Benzer sekilde, sukrozun trehaloz ile beraber sulandiric1 soliisyonunda
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kullanilmasinin, adi sazan spermatozoasinda daha yiliksek ¢oziilme sonrasi motilite
oranlar1 verdigi gdsterdigini bildirmislerdir [145]. Yapilan bagka bir ¢alismada ise
siikrozun sulandiricinin bir bileseni olarak kullanilmasinmn, sazan (Cyprinus carpio)
spermasinda ¢dziinme sonrasi motilite oranlarini1 ve motilite siirelerini iyilestirdigini

bildirilmislerdir [146].

Yaptiklar1 ¢alismada kemikli balik tiirlerinden teleost tathisu gelincigi (Lota lota),
tathsu levregi (Perca fluviatilis), inci baligi (Alburnus alburnus), kahverengi
alabaligi (Salmo trutta) gibi baliklarin sperm dondurma ve muhafazasinda
antioksidanlarin ve oksidan savunma enzimlerinin, in vitro deneylerde sperm
koruyucu etkileri tizerinde ¢alismiglardir. Spermatozoa, antioksidanlar veya enzimler
iceren sperm motilitesini inhibe eden tuz soliisyonlarinda inkiibe edimis ve ardindan
spermatozoalar aktive edilerek d¢liimlerini yapmislardir. Bunun sonucunda membran
biitliinliigii ve sperm lipid peroksidasyonu belirlenmistir. Yapilan deneylerde, iirik
asidin, sperm motilitesini ve membran bitiinliginii iyilestirdigi ve sperm lipid
peroksidasyonunu azalttigir ic¢in arastirilan tlrlerin sperminin ana antioksidani
oldugunu gostermistir.  Bu nedenle, sperm Kalitesini artirmak i¢in  sperm
seyrelticilerinin Urik asit ile desteklenmesi 6nerilebilir, bu sayede incelenen tim tiirler
icin etkin konsantrasyon 0,5 mmol/L'dir. Ayrica metionin, teleost balik sperminde
antioksidan olarak 6nemlidir, bu sayede oksitlenmis formun (metiyonin siilfoksit)

sperm hareketliligini ve zar biitiinliigiinii arttirmada en etkili oldugunu bildirmislerdir
[147].

Balik spermasinin dondurularak saklanmasinin iyi bilinmesi; ani hastalik salgini,
dogal afet, asir1 tiiketim vb. nedeniyle olusabilecek kayiplara karsi stoklarin korunmasi
gibi bir¢ok alanda fayda sunacagi rapor edilmistir. Tiir farkliliklar1 nedeniyle mevcut
teknolojiye, kriyoprotektana ve donmaya karsi verilen tepki hiicreye gore
degistiginden, balik spermatozoa dondurulmas: igin tek bir evrensel protokol
Onerilememektedir. Bu nedenle, her bir balik turd icin bazi1 genel kurallar
uygulanmasina ragmen, her bir tiir i¢in dondurma protokoliiniin optimizasyonun da

gerektigini vurgulanmaktadir [148,126].

Hizli ¢d6ziinmede donmus sperma tamamen ¢oziilmeden once yeniden kristallesmenin
gerceklesmesi igin kisa bir zaman vardir [72,126]. Cozilme sicakliginin donma

sonrast spermatozoon canlilig: Uzerinde derin etkileri vardir. Bazi tatli su balik
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tlrlerinin donmus spermalarmin ¢6zilmesi 30-80 °C'de su banyosunda yapilir. Ancak,
her bir balik grubu icin sperm fizyolojisindeki biyik degiskenlik nedeniyle
standardize edilmesi gerekir [149]. Uygulamada, sazan (Cyprinus carpio) donmus
spermalar1 genellikle 30-35 °C su banyosunda ¢oziindiiriiliir. Bazi soguk su baliklar1
icin, dogal Ureme ortami sicakliginda (20-25 °C) donmus spermanin ¢Ozilmesi

avantajli oldugunu bildirilmistir [126].

Balik spermalarinin da dondurularak muhafaza edilmesi, 6zellikle gokkusaig: alabaligi
(O. mykiss) yetistiriciliginde biiyiikk bir potansiyele sahip oldugunu dondurulan ve
cozdiiriilen sperm hiicrelerinin fizyolojik ve fonsksiyonel 6zelliklerinin anlasilmasi,
kriyoprezervasyonun isleminin sperm hiicreleri lizerine olan etkileri oldugunu ve
kryoprezervasyon isleminin genetik kaynaklarin gelecek nesillere aktarilmasi 6nemli

bir konu oldugunu bildirmistir [150].

Yapmis oldugu bu ¢alismada, dondurularak saklama ve katki maddelerinin biyik sar1
sarlatan baligi (Pseudosciaena croce)'nin sperminin plazma zar1 stabilitesi,
hareketliligi, enzim aktivitesi, zar lipid bilesimi ve ultrastriiktiirel hasar1 iizerindeki
etkisi incelenmistir. Sonuclar, trehaloz (TH) ve bovin serum albumin (BSA) ilavesinin
stikroza kiyasla motilite testinde dnemli dl¢tide daha iyi sonuclar verdigini géstermistir
[151].

Hayvan tirlerinde erkeklerde spermatozoon nilkleer DNA'sinin donma-¢dzilme
islemi ile onemli derecede hasar goriildiigini tespit etmislerdir [152-153]. Balik
spermatozoonundaki dondurma sonucunda kag¢milmaz bir sekilde ortaya ¢ikabilen
hasarlar1 azaltmak ve dolayisiyla sperma dondurulmasinin sonuglarini iyilestirmek

icin stratejilere ihtiyag duyuldugunu bildirmislerdir [116].

Benzer sekilde, farkli bir tir olan dev gruami (Osphronemus goram)’de farkli
oranlarda siikroz konsantrasyonlarini (%0, %0,1, %0,3, %0,5, %0,7 ve %0,9) ilave
ettikleri sulandiricilar1 kullanarak dondurduklar1 spermalarda ¢oziim sonrasi etkileri
incelemislerdir. Inceleme sonucunda; spermatozoa motilite orani, canlilig: ve anormal
spermatozoa Uzerinde kontrole (siikroz %0,0) kiyasla %0,5'lik slkroz
konsantrasyonun onemli etkisi (P <0,05) belirlenirken, sirasiyla ¢6zdiiriilmiis
spermatozoa motilite, canliligi ve anormal spermatozoa Uzerinde 6nemli bir fark

gostermistir (P <0.01). Yizde 0,5 oraninda katilan stikrozun ¢6ziim sonras1 en yuksek
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spermatozoa motilite orani (%81,62+4,19) ve ¢6ziim sonrasi spermatozoa canliligini
(%82,17 + 2,56) ve en diisiik ¢6ziim sonrast anormal spermatozoa (%12,50+1,52)
tespit edilerek, bu orandaki siikrozun, ¢alismadaki optimum slikroz konsantrasyonunu

olarak ortaya ¢iktigi rapor edildigini bildirmislerdir [154].

Cinsiyeti dontistirilmiis disi gokkusagi alabaliginmm (Oncorhynchus mykiss)
sperminin biyokimyasal (protein konsantrasyonu, ozmolalite, antitripsin aktivitesi,
laktat dehidrojenaz aktivitesi) ve fizyolojik 6zellikleri ile sperm motilite 6zelliklerini
incelemislerdir.  Cinsiyeti tersine (disiden erkege) doOniistirmek igin 11-
hidroksyandrostendion uygulamasi yapmuslardir. Calisma sonunda elde edilen
spermlerin konsantrasyonunun yani sira protein konsantrasyonu, ozmolalite,
antitripsin aktivitesi ve laktat dehidrojenaz cinsiyeti doniistiiriilmiis disilerin seminal
plazmasindaki aktivite normal erkek gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) igin
elde edilen degerler aktivitesine gore daha yliksek oldugunu gozlemlemislerdir. Bu
parametrelerin degerleri, doniismiis disilerin (XX) dollenme oranlarinin daha yiiksek
(% 90'mm Uzerinde) oldugunu bildirmislerdir. G6zIU embriyolarin ve yumurtadan ¢ikan
larvalarin yiizdesi ve sperm motilitesi ile dogrudan iliskili oldugunu bildirmiglerdir.
Kalite arasindaki korelasyonlar doniistiiriilmiis disi bireylerin sperm parametreleri,

normal erkek gékkusaginin spermi kadar basarili oldugunu bildirmislerdir [55].

Cinsiyeti tersine doniistiiriilmiis gokkusagi alabaligmin (Oncorhynchus mykiss)
spermatozoasi iizerinde vitrifikasyon yontemini uygulamiglar ve sakaroz, dimetil
stilfoksit (DMSO), sigir serum albiimini (SSA) ve seminal plazma kullanmiglardir.
Hiicreleri soguk soku hasarindan korumak i¢in seminal plazma (SP) hazirlamislardir.
Vitrifikasyon ortamini baliklar i¢in standart bir tampondan (Cortland) +%10 DMSO
+% 2 BSA + 0.13 M sukroz + SP konsantrasyonlarda %30 (grup 1), % 40 (grup 2) ve
%50 (grup 3) gruplar olusturmuslardir. Kontrol olarak taze sperm kullanmigslardir.
Kriyoprezervasyon isleminden sonra sivi nitrojen igerisinde muhafaza etmislerdir.
Cozum icin, vitrifiye spermatozoa ile kriyotipleri 37 °C'de 60 saniye boyunca su
banyosunda tutmuslardir. Spermatozoa kalite parametreleri, en yliksek konsantrasyon
(%50) kullanildiginda en iyi sonuglarin elde edildigini belirlemisler, canlilik oranini

ise %97,3 olarak tespit etmislerdir [155].

Sperm kriyoprezervasyonu igin bir seyreltici olarak %9 metanol ve 0,18 M glikozun

etkisini aragtirmiglardir. Cinsiyet doniisiimii i¢in gokkusagi alabaligi disileri
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kullanmiglardir. Kriyoprezervasyon islemi sonrasi, motilite oran1i ve canlilik
parametrelerinin yani sira gozlenme, kuluckadaki dollenme orani, ¢oziilme sonrasi
sperm icin degerlendirmislerdir. Kriyoprezervasyon isleminden sonra ddllenme

basarisini yaklasik %80 olarak tespit etmislerdir [156].

Yapmus olduklar1 bir galismada farkli antioksidanlarin [katalaz (250 U / I), stiperoksit
dismutaz (250 U / 1), peroksidaz (250 U / 1), oksitlenmis glutatyon (1.5 mmol / I),
indirgenmis glutatyon (1.5 mmol/ I), I-metiyonin (1.5 mmol / I), trik asit (0.25 mmol /
), I-askorbikasit (0.5 mmol/ I), a-tokoferol (2.0 mmol/ 1), B-karoten (0.5 mmol / 1) ve
karnitin (0.5 mmol / 1)] sulandiricilara eklenmesinin gokkusagi alabaliginda (O.
mykiss) sperm kriyoprezervasyonu ve ¢oziim sonrasi dollenme orani ve motilite
Uzerine etkisi olup olmadigmi arastrmuslardir. Yaptiklar1 ¢alismada, Grik asit, I-
metiyonin, SOD, L- karnitin, a-tokoferol ve L-indirgenmis glutatyon (p<0.05) ile
desteklenen sulandiricilarda ¢6ziim sonrast motilite oraninin arttigini belirlemisler ve
gokkusagr alabaligmm  sperm  hucrelerinin - uzun slreli muhafazasinda

antioksidanlarin kullanimini 6nermislerdir [157].

Cinsiyeti doniistiiriilmiis gokkusagi alabaliginin gonadlarindan elde edilen sperm
kryoprezervasyonu lizerinde ¢alismislar ve déllenme oranmi belirlemislerdir. C6ziim
sonrasi sperm motilite ylzdesi %56 olarak belirlemislerdir. Yumurtalarin agilma
oranlarmi ise %83-93 oraninda bildirmiglerdir. Calismanin amacina uygun olumlu

sonuclar alindigini ve galismalarin devam etmesi gerektigini belirtmislerdir [89].

Sulandiricilarin  sperm hareketliligi  Uzerindeki potansiyelini degerlendirmek ve
gokkusagi alabaligi (O. mykiss) sperminde sitoiluent bilesiminin ¢6ziilme sonrasi
motilite, d6llenme ve kulucka ylzdesi Gzerindeki etkisini belirlemistir. Calismalarinda
ortalama agirligi 340£15 gr ve ortalama boyu 28,8+0,6 cm olan gokkusagi alabaliginin
olgun erkekleri kullanmislardir. Kriyoprotektanlarin uygunlugunu test etmek icin
yapilan denemelerde, DMSO, Zhang ve Liu ve 0,6 M Siikroz sulandiricilar ile daha
yiiksek motilite yiizdesi elde etmislerdir. Genel olarak, sonuglar (%8 DMSO + Zhang
ve Liu) kombinasyonunun ¢6ziilme sonrasi hareketlilik, dollenme ve ¢ikis yiizdesi

agisindan en iyi sonuglar1 verdigini bildirmislerdir [158].

Yapmis olduklar1 bu caligmada, kriyoprotektanlarin ve sulandiricilarin ¢6zllme

sonras1 sperm Kalitesi Gzerindeki etkilerini arastirmislardir. Ug farkli kryoprotektan
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(DMSO, metanol ve metil glikol) ve iki genisleticinin (BTS ve glukoz)
kombinasyonunu igeren altt1 dondurma ortami olusturmuslar. Sperm seyreltildikten
sonra 0.5 mL'lik payetlere gekilerek siv1 nitrojen buhar kabinda dondurulmus ve -196
°C'de s1v1 nitrojen i¢inde muhafaza edilmistir. Cozlilme sonrasi sperm motilite orani
ve hizlar1 (egrisel = VCL,; diiz ¢izgi = VSL; ortalama yol = VAP) bilgisayar destekli
bir sperm analizori kullanilarak degerlendirilmistir. Coziilme sonrasi elde edilen
veriler; motilite %60 hareketli sperm, dikey katedilen yol; 140 pum/sn VCL, %50
saglam sperm zar1 ve %50 mitokondriyal fonksiyon biitinligii oldugunu tespit
etmislerdir. BTS-metil glikolde dondurulan B. orbignyanus sperminde ve BTS-metil
glikol, glikoz-metil glikol ve glikoz-metanolde dondurulan P. lineatus sperminde
yiiksek ¢ozlilme sonrasi kalite gozlenirken, DMSO i¢inde dondurulan tiim numuneler

diisiik kalite oldugunu bildirmislerdir [159].

Tatlh su baliklarindan adi sazan baliginin (Cyprinus carpio) spermasinin
dondurulmasinda farkli seker tiirlerini kullanmiglar ve spermatozoa motilite, canliligi
ve fertilizasyon kabiliyeti Uzerine etkilerini incelemislerdir. Calisma sonucunda farkli
seker tlirlerinin; spermatozoada hareketlilik, hareketlilik siiresi ve canlilik oranlarin
onemli 6lglde etkiledgini ifade etmislerdir (P <0,05). Glikoz, maltoz, sakaroz ve
trehaloz, dondurulan spermatozoalarda ¢oziim sonrasi sekersiz kontrole oranla daha
yuksek hareketlilik saglamistir. Trehaloz, en yiiksek progresifmotilite siiresini
saglarken, ksiloz disindaki tum seker turleri ile daha yiiksek canli sperm oranlar1 elde
edildigini bildirmistir [160].

Farkli seker tiirleri ile dondurularak saklanan sazan spermatozoalarmin ortalama en
yiuksek dollenme (%78,20£1,40) ve g@06zli yumurta oranlar1 (%94,30+1,50)
sulandiricida trehaloz kullanildiginda elde edilmistir (P <0,05). 8-OHdG ve COMET
testi, oksidatif DNA hasarmin guvenilir belirteci olarak kabul edilen yaygin
yontemlerden biri oldugunu bildirmislerdir (Shigenaga ve ark., 1994; Sandoval-
Vargas ve ark., 2021). Levrek (Dicentrarchus labrax) spermasi kuyruklu yildiz tahlili,
taze spermle karsilastirildiginda donmus ¢6ziilmiis sperma O6rneklerinde onemli bir
DNA pargalanmasmin gergeklestigini agik¢a goriildiigiinii tespit etmislerdir [161].
Ayrica, Onceki calisma sonuglari, akrilamid iyilestirmesinin, melatonin ilave
edildiginde ylksek bir plazma 8-OHdG dizeyi ile sonuglandigini bildirmislerdir
[162].
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Sperm sulandiricisina katki maddesi olarak metanol kullanan bir kriyoprezervasyon
prosedurinin olup olmadigini belirlemeye c¢alismislar ve gokkusagi alabaligi
spermine (O. mykiss) eksternal bir kriyoprotektan olarak trehaloz uygulanabilecgini
bildirmiglerdir. Baslangigta, potasyum iyonlarmin ve Tris-HCl'nin ¢6ziilme sonrasi
sperm motilitesi, canlilig1 ve dolleme kapasitesi lizerindeki etkileri analiz etmislerdir.
Bu calismada ilk kez trehaloz ve metanol bazli bir seryeltici kullanilmislardir.
Trehalozun, % 10 metanol (v/v) ile ilave edildiginde 175 ila 200 mM arasinda degisen
konsantrasyonlarda gokkusagi alabaligi sperm muhafazasinda etkili oldugu
gostermislerdir. En etkili seyreltme oranini 1:11.5 olarak belirlemisler ve bu da 0,8 ila
0,10 arasinda degisen nihai bir sperm konsantrasyonuyla sonuglandigini
bildirmiglerdir. Threhaloz bazli bir extender uygulamas: ile basarili bir sekilde
kriyoprezervasyona tabi tutulabilecegini belirtmislerdir. Benzer caligmalarin artan
balik¢ilik uygulamalar1 i¢in spermin zaman i¢inde uzun siire kullanilmasina olanak

saglayacagi bildirmislerdir [163].

Kriyoprezervasyon isleminin doniistiiriilmiis disilerin sperm kalitesinde ¢6ziim sonrasi
farkli muhafaza siirelerinin (0, 15, 60 ve 120 dk) sperm kalitesi iizerindeki etkilerini
calismislardir. Kriyoprezervasyon isleminden sonra sperm motilitesini yaklagik %57
olarak tespit etmislerdir ve sonuglarin taze spermden farkli olmadigini bildirmislerdir.
Beklenmedik bir sekilde, seyreltmeden hemen sonra sperm aktivasyon kapasitesinin
azalttigim1 ancak sperm hareketliligi zaman icginde arttigin1 gézlemlemislerdir.
Donmus-¢6ziilmiis spermin dollenme oranlarmin (%71-87) yiuksek oldugunu ve
denemesi yapilan Orneklerin depolama strelerinden herhangi birinde deneysel
varyantlar arasinda anlaml farklilik gosterdigini belirlemislerdir. Olgunlagma
ortammin donmus-¢oziilmiis sperm (zerindeki etkisinin, taze spermadan farkl
oldugunu bildirmislerdir [164].

Yapilan bu ¢alismada, son yillarda nesli tlikenmekte olan canlilar arasinda olan
Anadolu alabaligi (Salmo rizeensis) spermi igin borik asidin yararlihigmi
arastirmiglardir. Aktivasyon ortami borik asit (0,5, 1, 2, 3, 4 ve 5 mM) ile
desteklenmistir. Sperm 6rneklerinde sperm motilitesi ve siiresi belirlemislerdir. Ayrica
baliklarin dogurganlik ve kulugka oranlari incelenmistir. Veriler, aktivasyon ortamina
borik asit (3 mM) ilavesinin nesli tiikenmekte olan Anadolu alabaliginda hareketli

sperm yuzdesini ve siresini, dogurganligi ve kulugka oranini arttirdigini gostermistir.
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Ote yandan, borik asit konsantrasyonunun artmastyla motilite hizi azalmistir (p<0.05).
Ozellikle, 3 mM konsantrasyondan sonra dikkate deger bir artis gdzlendigini
bildirmiglerdir. Sonu¢ olarak ¢alismada, sperm Kkalitesi, farkli borik asit
konsantrasyonlarindaki kantitatif degisikliklerden etkilenmis ve en iyi sonuglar 3 mM

konsantrasyonda tespit etmislerdir [165].

Sperm kriyoprezervasyonunda uygulanan dondurma ve ¢ézdurme isleminin spermlere
cesitli zararlar vermesi muhtemel bir islem olarak kabul edildigini bildirmis ve bu
islemin spermlerde geri doniisiimsiiz hasarlara yol a¢tigi ve spermlerin membran

biitiinliigii, morfolojisi ve hareketliligini de etkiledigini bildirmislerdir [112].

Molise nehirlerinde yasayan yerli Akdeniz kahverengi alabaligmin (Salmo trutta)
sperminin dondurma protokolunii iki deney optimizasyonu ile ilgili yaptiklari
calismada spermanm ¢OzUm sonras1 Kalitesi, motilitesi, motilite siresi, DNA
biitiinliigti  dikkate alinarak degerlendirme yapmuglardir. Bazik sulandirici ve
kriyoprotektanin bu degiskenler tizerinde dnemli etkilere sahip oldugu bildirmislerdir.
Calisma sonuglarmma gore en iyi sonuglari, dimetilsiilfoksit (DMSO) ile kombine
edilmis sulandiric1 kullanilarak elde edilmistir (P<0.05). Taze spermanin délleme ve
yumurtadan ¢ikim oranlari, dondurulup ¢6ziilen spermaya gore 6nemli 6lglide daha
yiksek oldugunu bildirmistir. Calisma sonucunda DMSO ile kombine edilmis
sulandirici alabalik spermasi i¢in etkili bir saklama solusyonu kombinasyonu

oldugunu goéstermislerdir [166].

Cinsiyet dontistimii (XX) yapilmus disi gokkusagi alabaliginm (Oncorhynchus mykiss)
ve dere alabaligmin (Salmo trutta fario), taze ve dondurulmus sperm kalitesini
karsilastirmiglardir. Taze spermalarda disi dere alabaliklarinin  spermlerinin
hareketliligi ile donistiiriilmiis gokkusagi alabaliginin sperm hareketliligi ile benzerlik
gosterdigini bildirmislerdir. Ancak dondurulduktan sonra ¢ozdiiriilen doniistiiriilmiis
disi gokkusag1 alabalig1 ve disi dere alabaligi spermleri arasindaki dondurulabilirlik
agisindan farkliliklar gosterdigini bildirmislerdir. Buna gore, sperm kriyoprezervasyon
prosediirlini standartlastirmak ve tekrarlanabilir prosedirlerin gelistirilmesi, gelecekte
dondurulmus spermin  Kkuluckahanelerde uygulamasina katki saglayacagini
bildirmislerdir [167].
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Reaktif oksijen tiirleri (ROS) tarafindan spermatozoaya verilen hasarm spermlerin
dolleme yeteneklerini olumsuz etkiledigi bir¢ok bilimsel ¢alismada bildirilmektedir.
Seminal plazma igeriginde, spermleri oksidatif strese karsi koruyan birgok enzimatik
ve enzimatik olmayan antioksidan barindirmaktadir. Bu ¢alisma, sazan (Cyprinus
carpio) seminal plazmanm ayrilmig protein fraksiyonlarinda stperoksit dismutaz
(SOD), glutatyon rediktaz (GR) ve glutatyon peroksidaz (GPx) seviyelerini
karsilagtirmak igin yapilmistir. Alti1erkek sazan baligindan aliman seminal plazma, dort
fraksiyona aymrmiglardir. Fraksiyonlar, toplam seminal plazma protein igerigi ve
antioksidan durumu bakimindan birbirinden farkli oldugunu bildirmislerdir. Farkli
seminal plazma fraksiyonlarmnin antioksidan kapasitede farklilik gosterdigi sonucuna
vardiklarmi, yiikksek SOD, GR ve GPx seviyelerine sahip fraksiyonlarin ise sperm
dondurma ve muhafazaya dahil edilmesi, oksidatif strese karsi korumayi
artirabilecegini ve in vitro muhafaza sirasinda spermin hayatta kalmasini

saglayabilecegini bildirmislerdir [168].

Farkli zamanlarda dondurularak saklanan, doniistiirilmis disi ve normal erkek
gokkusagi alabaliginin (Oncorhynchus mykiss) sperm kalitesini karsilastirmiglardir.
Bu tlr bir yaklasim, normal erkeklerin spermatozoalarinin ve doniistiiriilmiis disilerin,
oksidatif stres mekanizmasinin daha iyi anlagilmasi i¢in 6n kosul olan oksidatif strese
tepkisinin O6zelliklerini tanimlamaya c¢aligmiglardir. Glikoz konsantrasyonu, ¢oziim
sonras1 sperm hareketliligini, egrisel hizi ve canliligi 6nemli 6lglide etkiledigini
bildirmislerdir. Sulandiricinin osmolalitesinin artirilmasmin, doniistiiriilmiis disi ve
normal erkek gokkusagi alabaliginin spermatozoasinda oksidatif strese neden
oldugunu gostermistir. Degisikliklerin ¢ogu donma ve ¢oziilme ile ilgili oldugunu,
ancak dengeleme sirasinda bazi degisiklikler meydana gelebilecegini bildirmislerdir.
Déniistiiriilmiis disi ve normal erkek gokkusagi alabaligindan spermalarinda oksidatif
stres diizeylerinde farkliliklara yol agan mekanizmalar1 aydinlatmak icin daha ileri

calismalar gerekli oldugunu bildirmislerdir [169].

Gokkusagi alabaliginin (Oncorhynchus mykiss) doniistiiriilmiis disilerinde spermatik
bir kanalin olmamasi nedeniyle, sperm dogrudan testislerden diseksiyon yontemi ile
elde etmiglerdir. Hem doniistiiriilmiis hem de normal gokkusagi alabaligi erkekleri
icin sperm Kkalitesi parametreleri belirlemislerdir. Sperm kalitesindeki 6nemli

degisikliklerin flagella ve hiicre hareketi ile ilgili oldugunu ve metabolik proteinler
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yapay in vitro olgunlagsmanin kisa déneminde sperm motilitesi, proteine benzerlikler
gosterdigini dogal sperm olgunlagsmasmin daha uzun slrecinde meydana gelen
degisiklikler oldugunu bildirmislerdir. Sperm kalitesindeki farkliliklarin olmamasi ve
inkiibasyondan sonra doniistiiriilmiis ve normal erkekler arasinda benzer sperm
motilite kazanim modlar1 gostermislerdir. Bu in vitro olgunlasmadan sonra
proteinlerdeki degisiklikler, alabalik sperminden sonra fark edilen degisikliklerle

kismen Ortiistiiglinii bildirmislerdir [170].

Yapilan ¢alismalara bakildiginda, kriyoprezervasyonun sperm hiicrelerinde apoptotik
belirtiler ~ Gzerindeki  etkilerini inceleyen ¢alismalar oldukga  sinirlidir.
Kriyoprezervasyonun insan [128,171], yaban domuzu [172], boga [173-175] ve balik
[176] spermatozoa hicrelerinde membran indiklenmesi ile iligkili oldugunu

gostermiglerdir.

Bu c¢aligmada reaktif oksijen tiirleri (ROS)’nin, kriyoprezervasyon sirasinda balik
sperm yapisinin biitiinliigiiniin ve islevselli§inin bozulmasmin ana nedenlerinden biri
oldugu 6ne siirtilmiistiir. Sperm hiicrelerindeki yiliksek doymamis yag asitleri icerigi
ve seyreltilmis spermanin diisiik antioksidan kapasitesi, sperm hicrelerini ROS
saldirilarina duyarli hale getirmede anahtar rol oynamaktadir. Bu nedenle, son
zamanlarda yapilan baz1 arastirmalar, balik tdrlerinin  seminal plazma ve
spermatozoalarmin antioksidan durumunu belirlemislerdir. Buna ek olarak, bazi
caligmalar antioksidanlarin ¢Ozilme sonrasi sperm Kkalitesi Uzerindeki etkilerini
degerlendirmistir. ROS kesinlikle sperm hasarma dahil olsa da, buz kristali olusumu
gibi diger faktorlerin kriyo hasarda ¢ok 6nemli bir rol oynadig1 gozlemlemislerdir
[177]. Dondurma sirasinda olusabilecek hasarin heniiz ¢oziilmedigini ¢ilinkii hem
spermin endojen antioksidan kapasitesi hem de farkl takviye uygulamalarma verdigi
yantt, tiirler aras1 ve tiirler arasi spesifik 6zellikler ve etkiler oldugu diisiiniilmektedir.
Bu derleme, gelecekteki caligmalar icin bakis acilar1 olusturmak icin balik sperminde
antioksidan savunma ve oksidatif stresin yani sira kriyoprezervasyon ortaminda

antioksidan takviyesi hakkindaki bilgileri 6zetlemektedir [178].

Sperm aktivasyon soliisyonuna sistein ilavesinin Coruh alabaligmm (Salmo
coruhensis) sperm hareketliligi Uzerindeki etkisini degerlendirmek igin farkli
konsantrasyonlari [0 mM (Kontrol), 1 mM, 2 mM ve 4 mM] test etmislerdir. Caligma

ile; sperm motilite 6zellikleri ve motilite suresini belirlemisler, sistein varliginin sperm
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hareketliliginde bir artisa neden oldugunu tespit etmislerdir. 2 mM'de sire (39,00+6,98
sn) ve motilite oranindaki (%96,67+5,77) artislar istatistiksel olarak anlamli (p <0.05)
oldugunu bildirmislerdir. Genel olarak, aktivasyon soliisyonuna sistein eklenmesinin,
Coruh alabaliginin sperm hareketliligini artirabilecegini ve yiliksek dozda sisteinin,

sperm hareketliliginde azalmaya neden olabilecegini bildirmistir [179].
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Bolim 3

Materyal ve Metod

3.1 Denemenin Yapildig:1 Yer

Deneme, iilkemizde alabaligin kara tabanli balik ciftliklerinde yetistiriciliginin en
yogun olarak yapildigt Mugla ili Seydikemer ilcesi Oren mahallesinde faaliyet
gosteren ve Tirkiye nin proje kapasitesi en biiyiik (2500 ton/y1l) kara tabanli balik
ciftliginin kuluckahanesinde yiiriitiilmistiir (Sekil 3.1).

Sekil 3. 1: Denemenin yapildig1 Abalioglu Balik ve Gida Uriinleri A.S. Alabalik

Uretim tesisi gorinimu / Fethiye

3.2 Hormonlu Yemin Hazirlanmasi

Bu ¢alismaya 2019 yili kasim aymda baslanmistir. Denemede kullanilmak (zere
fonksiyonel erkek (XX) elde edilmesi i¢in 17a-metiltestosteron (MT) CPA0225D

43



Sartorius marka d=0,001 mg hassas terazide tartimi yapilmistir. Hem isletmenin
ihtiyacinin kargilanmasi hem de denemede kullanilacagi planlanarak 5000 adet lavra
ayr1 bir besleme tankma alinmistir. Bu programa gore yeterli miktarda ve farkl
boyutlardaki (0,3 um, 0,5 um ve 0,7 um) Nutra Sprint-Skretting marka yemler
kullanilarak hazirlanmigtir. Larvalara 600 gin/derece olacak sekilde uygulama
yapilacagmdan (2 mg/kg MT/yem) 5 kg yem i¢in toplamda 10 mg tartim yapilarak
50 ml %96’lik saflikta ethanol (C2HsOH) igerisinde c¢ozdurulerek stok soliisyon
olusturulmustur. Daha sonra bu stok soliisyondan 1 kg yem i¢in 10 ml ¢ekilip tekrar
200 ml alkolde seyereltilerek yeme puskirtme islemi ile homojen bir sekilde absorbe
edilmesi saglanmistir (Sekil 3.2). Cozeltileri abrsorbe edilen yemler, dogrudan giines
15181 almayan bir yerde yaklagik 24 saat boyunca kurumaya birakilmistir. Daha sonra

bu yemlerin baliklara uygulama siresince serin yerde muhafaza edilmistir.

Sekil 3. 2: Hormonun yeme absorbe edilmesi (a) ve kurutulmasi (b)
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Tablo 3. 1: Denemede kullanilan ticari yemin besin igerigi

Temel Besin Degerleri Mikro Elementler
Protein 55% Demir 60 mg/kg
Ham Yag 15% Iyot 3 mg/kg
Ham Seliiloz 0,5% Bakir 7 mg/kg
Ham Kiil 12% Manganez 22 mg/kg
Vitaminler Cinko 150 mg/kg
Vit A 4500 1U/kg Selenyum 0,15 mg/kg
Vit D3 1125 1U/kg M. Elementler
Vit E 225 mg/kg Kalsiyum 2,26%
Aminoasitler Toplam Fosfor 1,76%
Lizin 4,09% Sodyum 0,65%
Metiyonin 1,35%

3.3 Fonksiyonel Erkek (XX) Baligin Elde Edilmesi

Bu ¢alismada hormon uygulamasi sirasinda kullanilan ticari bir firmadan temin edilen
yemin icerigi Tablo 3. 1°de gosterilmistir. Igerigi verilen yemlerin baligin
blyumesine miteakip yemlerin graniil boyutunun da (300 mikron, 500 mikron ve 800
mikron) degisimine dikkat edilmistir. Hazirlanmis olan hormonlu yemleri, yavru
baliklarm besin keseleri ¢ekilip disardan yem almaya basladig1 giinden itibaren 600
gin/derece olarak uygulanmigtir. Daha sonra isletmede kullanilan yemlerle

beslenmeye devam edilmistir.

Fonksiyonel olarak doniistiiriilmiis disi erkeklerden yaklasik 1,5-2 yaslarinda olgun
sperm almabilmektedir. Dondurmak i¢in kullanacagimiz spermalar, 2019 yilinda
cinsiyetini tersine doniistiriilmiis (XX) fonksiyenel erkeklerden 27 yas, 6 adet erkek

baliklarin spermalar1 kullanilmistir. Baliklarin gonadlar1 ¢ikarilmadan Once
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fenoksiethanol (30 ml/L) ile su karisimi soliisyonda sakinlestirilmis, boy ve agirlik
olciimleri Sivas Cumhuriyet Universitesi Veteriner Fakiiltesi Suni Tohumlama

Laboratuvarinda yapilmistir. Olgiimler sonucunda balik boylar1 52-62+5 cm

(ortalama 56 cm) ve agirliklar1 1510-2175+220 gr olup ortalama agirlik 1780 gr
olarak kaydedilmistir (Sekil 3. 3).

.4 e

Sekil 3. 3: Fonksiyonel erkek (XX) damizlik gékkusagi alabaligi (Oncorhynchus
mykiss)

3.4 Gonadlarin Cikarilmasi

Cinsiyeti tersine dontstirilmiis (XX) fonksiyonel erkek baliklar 60 ml/L
fenoksiethanol/su karisimi soliisyonunda 15 sn bekletilerek 6tenazi uygulanmistir
(Sekil 3. 4). Oldiiriilen baliklarin yasam ortamindaki su, idrar ve kimyasal gibi
parametrelerin spermaya karismasi dnlenmelidir. Bu belirtilen parametreler spermin

motilitesini, motilite siresini, dolleme kabiliyetine olumsuz etkilemektedir [28].

Baliklar ¢alisma (disekte veya sagim) oncesinde mutlaka en az 2 gun dnceden ag
birakilmasi gereklidir. Aglik stiresi sicakligina bagli olarak 3-4 glin kadar uzatilabilir.
Ac birakilmasindaki amag baliklarin siiriitme agina alindiginda sikigsmasini 6nlemek

ve ayrica sagim sirasinda metabolik atiklarinin yumurtaya karigmasini Onlemektir.
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Baliklar havuzdan siiriitme ag1 ile yakalandiktan sonra yumurta kontrolii ve sagimi
icin dnce anzetezik bir madde olan fenoksietanol ile 0,6 ppm soliisyonda 10-15 saniye
bekletilerek sakinlestirilmis ve daha sonra balik viicudunda kalan soliisyon kalintilar1
temiz bir bezle kurulanarak kontrol edilir (Sekil 3.4). Bu uygulama disi baliklarda

oldugu gibi erkek baliklardan sperm alinma 6ncesinde de ayni islem uygulanmustir.

Sekil 3.4: Anag baliklarin fenoksietanolde sakinlestirilmesi (&, b, ),

Anestezi ile sakinlestirildikten sonra temiz bir bezle balik kurulanarak sperm alinmak
Uzere abdominal bdlgeden distekte edilmistir (Sekil 3.5). Gonadlar baliktan alindiktan
sonra kan, doku ve diger parametrelerden arindirilarak temzilenmistir. Bu baliklarda
sperm kanali gelismediginden gonadlar baliklar distekte edilerek ¢ikarilmistir. Sekil
3.5°de goruluren gonad olgunlugu ve biyiikligii mevsime ve su sicakligina bagh

47



olarak degisebilir. Ornegin su sicakligi 10-13 °C olan sulardaki baliklarm gonad
agirhigi 40-50 gr ve 30-40+5 ml sperm almirken, su sicakligi 7-8 °C olan hatta kar
sulari ile birlikte zaman zaman 5-6 °C’ye kadar diisen sularda bu degerler 10-15 gr

gonad agirligi ve 8-12+1 ml sperm olarak tespit edildigi gézlenmistir.

Sekil 3. 5: Gonadlarin ¢ikarilmasi (a, b, )
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Gonadlar temizlendikten sonra bisturi ile bir kac¢ yerinden dikey olarak kesilerek
olgunlagsmis spermlerin temiz bir kaba alinmas1 saglanmistir. Toplam 5 adet baliktan

alinan spermalar homojenize olmasi agisindan karistirilmstir (Sekil 3. 6).

Sekil 3. 6: Gonad kesimi ve spermanin ¢ikarilmasi (a, b, C)
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Cinsiyeti doniistiriilmiis erkek baliklarda testis kanali bulunmamaktadir.
Spermatozoa testisler ve sperm kanal sisteminde motil degillerdir. Bunun nedeni

seminal plazma bilesiminde bulunan potasyum (K) iyonlaridir. Ancak spermatozoa

suda aktif oldugu i¢in dondurma islemine kadar su ile temasindan kaginilmistir

[27,28].

Sekil 3.7: Spermin hacmi ve pH’1n 6l¢tlmesi (a, b)

Dondurma i¢in kullanilacak olan spermalarin homojenize edilmis sperma kabindan
alinarak gruplarda kullanilacak miktarlar1 dereceli mezirlerle 6lgimi yapilarak
ayrilmistir. Spermlerin Testo-206 marka pH metre ile pH 6l¢iimii yapilmistir. Sperm
pH’s18,7 olarak Sekil 3. 7°de gorulmektedir.

3.5 Sulandicirilarin Hazirlanmasi

Bu c¢alismada fonkisyonel (cinsiyeti doniistiriilmis) erkeklestirilmis disi (XX)
baliklarin spermasimin dondurulmasi, saklanmasi ve ¢dzdiirme sonrasi sperm kalitesini
olumlu katkis1 olmasi agisindan da farkli sulandirma oranlariyla (1:9, 1:15, 1:25

sperm:sulandirict) birlikte farkli dozlarda [0 Mm (Kontrol), 1 mM, 2 mM ve 4 mM)
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antioksidan (N-(2-Merkaptopropionil)-Glisin) ana sulanadiriciya [Glukoz (0,3 M),
DMSO (%10), yumurta saris1 (%11), Penicilin/Streptomicyn (%0,3)] ilave edilmis ve

etkileri aragtirilmistir.

Sekil 3.8: Antioksidan tartimi ve sulandiricin santrifij edilmesi (a, b)

Sulandiricilar, her gruptan (1:9, 1:15, 1:25) bir kontrol grubu ve 3 tekerrurlii olarak
smiflandirilmstir. Antioksidan (MPG) tartimlar1 (1 mM, 2mM, 3mM) olacak sekilde
RADWAG AS 200.R2 marka 0,1 mg hassaiyette analitik terazi de yapildiktan sonra
sulandiricilara katilmigtir. Sulandirictya DMSO, yumurta sarisi, glikoz ve antoksidan
ilave edildikten sonra IKA® C-MAG HS 7 marka 100-1500 devir/dak karistirict ile
homojen bir sekilde karisimi saglanmistir (Sekil 3.8). Sekil 3.9’da goriildiigii gibi
sulandiricilarm tartimi ve karisimi tamamlandiktan sonra payetlere ¢ekilmeye hazir

hale getirilmistir [28].
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Sekil 3.9: Sperm, antoksidan ve sulandiricinin karisimi (a, b, )

Calismanin yapildig1 laboratuvar ortammim serin ve hijyenik olmasi nedeni ile
ekilibrasyon yapilmadan dondurulmaya hazirlanmis spermlerin kisa siirede payetlere

cekilerek ve dondurulmasi saglanmustir.
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3.6 Spermin Payetlere Cekilmesi ve Dondurulmasi

Hazirlanmig olan her bir sperma ¢ozelti gruplar1 kisa bir ekilibirasyondan sonra 0,5
ml’lik payetlere celisme iglemine baslanilmistir. Payetlerin doldurulmasi isleminde
Pipet4u® PRO markali ve 100-1000 pl hacimli otomatik pipet kullamilarak Sekil

3.10°da goriildiigi gibi payetlere ¢ekilmesi saglanmustir.

: |
i
==l

EE .|

Sekil 3. 10: Sperm ve sulandirici karisimimin payetlere gekilmesi

Spermalar dondurulmak Uzere her gruptan en az 15 payet olacak sekilde
doldurulmustur. Farkli gruplarin payetlere (0,5 ml) ¢ekilme islemi tamamlandiktan
sonra payetlerin agik uglar1 polivinil alkol (payet ucu kapama tozu) ile kapatilmistir
(Sekil 3.10). Dolumu tamamlanan payetler Sekil 3.11°de goriildiigii gibi sivi azotun
10 cm Uzerinde taraklara yerlestirilerek azot buharinda 10 dk bekletilerek spermalarin
dondurulmasi saglanmistir. Spermalarin azot buharinda bekletilme (dondurulmasi)
islemi tamamlanica dondurulmus sperma payetleri -196 °C azot tankina alinmis ve

ileriki tarihlerde kullanilmak izere muhafaza edilmistir [180].
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Sekil 3. 11: Sperm dondurma (a) ve muhafaza tankina azot ilave edilmesi (b, c)

Tiim islemler tamamlandiktan sonra dondurulmus spermlerin canlilik ve canlilik
stirelerinin ilk kontrolleri yapilmak {izere laboratuvada ¢ozdiirme islemi yapilmistir.

Bu islem sirasinda dondurulmus payetler azot tankindan ¢ikarilarak daha énceden
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hazirlanmis termostatlt su 1siticisinda bulunan 37 °C sicaklikta suya daldirilip 40 sn
bekletilerek ¢ozdiiriilmesi saglanmistir. Cozdiiriilmiis spermatozoalarin motilitesinin
belirlenmesinde 0,09 M NaCl iceren aktivasyon solusyonu kullanilmis ve spermanin

canlilik suresi 10x40 stk  mikroskobunda bakilarak (¢ tekrarli olarak

gerceklestirilmistir (Sekil 3.12).

Sekil 3. 12: Cozdlrme sonras1 sperm harektliliginin incelenmesi (a, b)

3.7 Ana¢ Sagimi ve Yumurta Alimi

Caligmada kullanilacak olan yumurtalar, isletmede bulunan yaklasik 2150-3620+150
gr arasinda degisen ve ortalama 2790 gr agirlik, 46-65+5 cm ve 3" yasindaki 6 adet
ana¢ baliktan alinmistir. Ana¢ bast yumurta verimliligi ortalama 4865+203 adet
olarak belirlenmistir. Yumurta alimi yapilmak i¢in ayrilan anaglarin zarar gérmemesi
acisindan Once anestezik bir madde olan phenoxyethanol ile isletme suyu (30 ml/L
oraninda) ile ¢ozelti hazirlanmis ve anag baliklar bu suya 10-15+2 sn daldirilarak

sakinlestirilmistir. Sperm alimi sirasinda oldugu gibi yumurta alimi sirasinda da
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baliklar sakinlestirildikten sonra baliklardan gelebilecek idrar, yem ve isletme
suyunun yumurtaya karismamasi saglanmigir. Daha sonra Sekil 3.13te de gorildiigii
gibi masaj yolu ile yumurta alimi gergeklestirilmistir. Kuru bir kaba sagim1 yapilan

yumurtalar ovaryum suyundan arindirilarak tekrar kuru ve temiz bir kaba alinmstur.

Sekil 3. 13: Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss)yumurtasi sagimi (a, b, c)
ve yumurta ¢api (d)

Doéllenmeye hazir olan bu yumurtalar kontrol grubu ve her bir sulandirict
gruplarindan dolleme islemi yapilmak {lizere yumurtalar esit bir sekilde ayrilmistir.
Sekil 3.14’te oldugu gibi 6nce 6lgeklenmistir, ardindan dondurulmus olan payetler +
37 °C su sicakliginda 40 sn bekletilerek spermalarin ¢Ozulmesi saglanmistir.
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COzdurildukten hemen sonra spermler yumurtalarin Uzerlerine sperm dokilerek
yavasea karistirilarak tim yumurtaya spermalarin ulagmasi saglanmstir (Sekil 3,14).
Doélleme yapildiktan 10 dk sonra yumurtalar temiz su ile yikanarak sertlesmeye
birakilmistir [46].

Sekil 3.14: Spermin ¢ozdirilmesi (a, b), yamurtalarm ddllenmesi (c, d)

Déllendikten yaklasik 15-20 dk sonra setlesen yumurtalar inkiibasyon dolablarina
gruplara ayrilarak 3 tekrarli olacak yerlestirilmistir (Sekil 3.15). Yumurtalar su
sicakligna bagl olarak goz lekeleri olusum siireleri degismekle beraber, denemenin

yapildig1 su sicakligi ortalama 9,5-10 °C olup yumurtalarda 16-17 giin sonunda goz
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lekeleri gOzulmeye baslamistir. Yumurtalar gozlenene kadar isletmede normal
zamanlarda rutin olarak kullanilan dezenfektan maddeleri bu gruplar igin de

kullanilarak takibi saglanmistir.

Sekil 3.15: Dikey inkiibasyon dolab1 ve gézlenmis yumurta (a, b, c, d)

GOz lekeleri olustuktan sonra agilmaya yakin yumurtalarin turuncu renkten biraz daha
koyu bir renk almis ve 295-300 guin/derece sonunda yumurtalar agilmaya baglamistir
Sekil 3.16.
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Sekil 3. 16: Yumurtadan yeni ¢ikmis alabalik yavrusu (a), ve besin keseli alabalik

yavrusu (b),

Yumurtalar agildiktan yaklasik 10-15 giin iginde besin keseleri celikmeye baslamistir.
Acilan tiim larvalarm %15-20 kadar1 ylizemeye baslaymca disardan yem verilmistir.
Sekil 3.17°de goriildiigii gibi stoklandig1 6n biiylitme alanlarinda (polyester tank veya
beton havuzlarda) balik ylzmeye basladigi andan itibaren disardan beslenmeye
baglanilmistir. Baliklar karma yeme alistirildiktan sonra yaklasik 0,3- 0,5 gr oluncaya

kadar yaklagik 30 gunlik bir siire bu havuzlarda beslenmeye devam edilmistir.
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Sekil 3.17: Dikey kulucgka dolaplar1 ve 6n biiyiitme tanklar1 (a, b), besin kesesi
¢ekilmis yavru baliklar (), yizmeye baslamis baliklar (d)
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3.8 DNA Hasar1 Tespit Ydntemi

Bu calismada DNA hasarmin tespiti icin, Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Suni
Tohumlama Anabilim Dali laboratuvarinda Comet Assay yontemi kullanilmistir. Bu
yontem, tek hucre Jel elektroforezi (Comet assay) sucul organizmalardaki DNA
hasarini tespit etmek igin yaygin olarak kullanildigini bildirmislerdir. Baliklarda
bir¢ok doku analizinin Comet Assay yontemi ile analize uygun oldugu ancak mitotik
olarak dokularin canli olmamas1 gerektigi belirtilmistir. Cozdiiriilen sperm hiicrelerin
izolasyonu, slaytlarin hazirlanmasi, lizis, DNA sarmalmin ¢oziilmesi, elektroforez,
notralizasyon, boyama ve degerlendirme asamalar1 olmak Uzere 8 basamakta
yapildigmi bildirmislerdir [181-182].

3.9 Istatiksel Analizler

Deneme sonucu elde edilen wveriler SPSS 16 paket programi kullanilarak
degerlendirilmistir. Tiim verilere Kruskal Wallis varyans analizi uygulanmistir ve
gruplar arasinda zamana bagh farkliliklarin belirlenmesinde Duncan c¢oklu

karsilastirma testi yapilmistir. Onem seviyesi p<0.05 olarak gosterilmistir.
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Bolim 4

Sperm, Antioksidan ve DNA Hasari

4.1 Spermatolojik Muayene Bulgulari

Yapilan ¢alismada fonksiyonel gokkusagi alabaliklarindan elde edilen
ejakulatlarda baslica spermatolojik 6zelliklerden sperma miktari, Spermatozoa
motilitesi, sperma pH’s1 ve sperma rengi tespit edilmistir. Bu ¢alismada kullanilan
fonksiyonel erkek baliklardan alman tiim sperma Orneklerinde, dogal erkeklerde
oldugu gibi renk beyaz-krem olarak gézlenmistir. Fonksiyonel erkek balik sperm
pH’s1 ortalama 8,4+0,13 (XX) iken normal erkek balik spermasinda 7,9+0,2 olarak
Olciilmiistiir. Spermatokrit oran1 %40 (XX) dogal erkekte (XY) %43, sperm hacmi
3515 ml (XX erkek), 7-12+3 ml (XY erkek), sperm yogunlugu Thoma Lami’nda
hemositometrik pencereleme yontemi ile 12,5x10%ml (XX) olarak belirlenmistir
ve dogal gokkusagi alabliklarinda ise ortalama 9x10°%ml (XY) oldugu tespit
edilmistir. Taze sperm orneklerindeki sperm motilite oran1 %97,67+0,58, motilite

siresi 159,67+21,73 sn olarak belirlenmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1 Normal ve fonksiyonel erkek gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus

mykiss) nin taze sperm parametreleri

Sperm Rengi Beyaz-Krem Beyaz-Krem
Sperm Miktar1 3515 mi 7-1242 mi
Motilitesi Orani 97% 98%
Motilite Suresi 159+16 80-90+20
Sperm pH 8,4+0,7 7,910,5
Spermatokrit Orani 40% 33%
Sperm Yogunlugu 12,5*10%/ml 8-17*10%ml

4.2 N-(2-Merkaptopropionil)-Glisinin Etkileri

Elde edilen sperm orneklerinin spermatolojik muayeneleri yapildiktan sonra N-(2-

Merkaptopropionil)-Glisin ilavesi ile farkli sulandirma oranlarinin sperma kalite
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parametreleri (motilite ylzdesi ve suresi) Uzerindeki etkileri Tablo 4.2°de

verilmistir. Sulandiricilara N-(2-Merkaptopropionil)-Glisin ilave edildiginde,

fonksiyonel gokkusagi alabaliginin motilite oran1 ve sireleri karsilastirildiginda en

iyi sonuglar 2 mM konsantrasyondan elde edilmistir (p<0.05). Sulandirma oranlar1

karsilastirildiginda ise en iyi sonuglar 25:1 oranindan elde edilmistir (p<0.05).

Veriler degerlendirildiginde, 2 mM konsantrasyondan sonra motilite siiresi ve

yiizdesinde diisme meydana gelmistir.

Tablo 4. 2 N-(2-Merkaptopropionil)-Glisin ve farkli sulandirma oranlarinin

motilite orani ve siresi Uzerindeki etkileri

Sulandirma oram

9:1 15:1 25:1
Motilite Motilite Motilite Motilite Motilite Motilite
Gruplar . ) )
orani (%) suresi (s) orani (%) suresi (s) orami (%) suresi (s)
Taze
sperm 97,67+0,58% 159,67+21,732 | 97,67+0,58% 159,67+21,73% | 97,67+0,58% 159,67+21,732
Kontrol
(0 mM) 60,00£2,54°  98,67+3,21" | 65,00+6,56" 97,00+2,78> | 73,00+545  92,00+1,89°
1mM 29,33+4,04°  63,33+6,35¢ 39,33+3,06° 69,00+4,00° | 53,33+18,93° 94,33+17,93"
2mM 70,33+5,519  112,33+4,04° | 75,33+5,519  120,6749,07¢ | 76,33+3,21°  118,67+3,21°
4mM 54,33+5,86° 91,00+3,00° | 68,67+4,04"  97,33+551° | 70,33+5,51°¢  105,33+5,03°
%2 12,654 13,257 12,165 12,879 9,769 11,379
degeri
P degeri 0,013 0,010 0,016 0,012 0,045 0,023

*: (a, b, ¢, d) sonuglar arasindaki farkliligin 6nem degerini gostermektedir (P <0,05).
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Elde edilen sperm 6rneklerinin spermatolojik muayeneleri yapildiktan sonra N-(2-
Merkaptopropionil)-Glisin ilavesi ile farkli sulandirma oranlarinin déllenme ve
acillma orani tizerindeki etkileri Tablo 4.3’te verilmistir. Sulandiricilara N-(2-
Merkaptopropionil)-Glisin ilave edildiginde, fonksiyonel gokkusagi alabaliginin
dollenme ve agilma oranlar1 tiim gruplar karsilastirildiginda en iyi sonuglar 2 mM
konsantrasyondan elde edilmistir (p<0.05). Sulandirma oranlar1 karsilastirildiginda
iyi

degerlendirildiginde, 2 mM konsantrasyondan sonra déllenme ve agilma oraninda

ise en sonuglar 25:1 oranindan elde edilmistir (p<0.05). Veriler

diisme meydana gelmistir.

Tablo 4.3 N-(2-Merkaptopropionil)-Glisin ve farkli sulandirma oranlarmin

déllenme ve agilma oranlar1 Gzerindeki etkileri

Sulandirma oram

9:1 15:1 25:1
Grupl Dollenme Acilma Doéllenme Acilma Déllenme Acilma
ruplar
P orani (%) orani (%) orani (%) orani (%) orami (%) orani (%)
Taze
sperm 92,00+2,00**  88,67+1,20® | 92,00+2,00® 88,67+1,20% | 92,00+2,00*@ 88,67+1,20?
Kontrol (0
mM) 57,67+2,50  35,67+2,10° | 57,67+2,50 35,67+2,10° | 57,67+2,50°  35,67+2,10°
1mM 24,00+3,60°  16,00+3,00° | 35,33+3,80° 25,67+3,10° | 36,67+3,10°  28,00+3,60°
2mM 51,00+2,00¢ 37,67+2,50% | 62,67+3,109 54,33+3,10° | 63,33+2,10°  53,33+2,90°
4 mM 45,00+2,60¢ 29,67+3,80¢ | 56,67+1,50° 41,00+1,00° | 58,67+5,10°  44,00+5,30°
22 degeri 12,833 13,099 12,648 12,870 11,118 13,016
P degeri 0,012 0,011 0,013 0,012 0,025 0,011

*: (a, b, ¢, d) sonuglar arasindaki farkliligin 6nem degerini gostermektedir (P <0,05).
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4.3 Dondurulmus Spermada DNA Hasar Tespiti

DNA hasari, kriyoprezervasyon sonucunda olugan DNA sarmalinda bulunan genetik
materyalin biitiinliigiinde i¢ ve dis faktorlerin etkisi ile kirilma ve bozulma olarak
bilinmektedir [183,98]. Spermatozoa DNA hasar1 nedeniyle sonraki nesillere
aktarilacak genetik bilgilerin olumsuz yonde degisime neden olacagi bildirmislerdir
[184]. Bu c¢alismada, DNA hasarinin belirlenmesi icin Comet analiz metodu
uygulanmistir. Kontrol grubu (0) ve farkli oranlarda (1:9, 1:15, 1: 25) seyreltilmis ve
farkli dozlarda (1 mM, 2 mM, 4mM) MPG ilave edilerek dondurulmus sperm 6rnekleri
incelenmistir. Analiz sonucglarii sperm hiicrelerinin yapisinin bozulma durumuna
gore her hiicre DNA’sinin bozulma sonucu olusturdugu kuyruk uzunlugu floresan
mikroskop altinda incelenerek gorsel olarak 1. 2. 3. ve 4. dereceden hasarli ve 0

(hasarsiz) olarak 6lgeklendirilen veriler Tablo 4.4’te verilmistir.

Tablo 4. 4 Gruplar arasinda hasar durumuna gore DNA hasar degerleri

9:1 15:1 25:1
Hasar 1 2 4 1 2 4 1 2 4
Grup Durumu Kon mM mM mM mM mM_ mM mM mM_ mM
Hasarsiz 0 427 515 490 370 697 469 283 488
o k=]
Az hasarli 1 15 27 E 14 8 12 7 £ 11 18
Ortahasarh 2 15 5 o 6 2 4 3 S 6 10
£ £
Hasarl 3 13 6 e2 1 5 3 22 4
Cok Hasarli 4 9 8 4 2 4 4 2 3
Topl. Sperm Sayisi 479 561 516 383 722 486 304 523
Topl. Hasarl1 S. Sayis1 52 46 26 13 25 17 21 35
Hasar % 10,86 8,2 5,04 3,39 3,46 35 6,91 6,69

Tablo 4.4’te analiz sonuglar1 incelendiginde gruplar arasindaki hasar yiizdeleri
farkli oranlarda seytelticiler arasinda ve farkli dozlarda kullanilan antioksidanlar
karsilastirildiginda en iyi sonuglar 1:15 seyrelticide oldugu goriilmiistiir. Tiim
seyreltici gruplarinda ise antioksidan dozlar arasindaki degerler bir birine yakin

oldugu gozlemlenmistir. Buna ragmen tim gruplarda elde edilen hasar yuzde
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degerleri antioksidan kullanilmayan kontrol grubuna gore daha diisiik oranlarda

oldugu goriilmiistiir.

Sekil 4.1 DNA hasarlariin fleuresan mikroskop altinda 50 pm boyutunda

gorintdleri, a; hasarsiz, b; az hasarli, c; orta hasarl, d; hasarli, ¢; ¢ok hasarl

Sekil 4.1°de goriildiigii gibi, comet assay analiz sonucuna gore DNA hasarlarmin
floresan mikroskop altinda 50 um boyutunda goriintiileri hasarsiz, az hasarli, orta

hasarli, hasarli ve ¢ok hasarli olarak tespit edilmistir. Genel olarak DNA ¢ift
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sarmalindan ¢ok DNA tek sarmalinda hasar meydana getirmektedir, DNA,
cekirdekten anoda dogru go¢ ederek kuyruklu yildiz gérinimind vermis, bu
nedenle hasarli hiicreler COMET olarak adlandirilmigtir [115].
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Bolum 5

Tartisma

Alabaliklarda sperm miktar1 baligin yasina ve biiyiikliigiine gore degisim gostermekle
birlikte yasam alanmin su sicakligma bagli olarak da farkliliklar gorilmektedir.
Sperma miktari genel olarak alabaliklarda 4-6 ml, yogunluk ise 10-20x10° ml’dir [27].
Balik spermasinin pH’s1 7,0 osmotik basinci ise 306 mOsm 1/L bildirilmistir [27,185].
Gokkusagi alabaliginin fonksiyonel erkeklerin de kanal seminal plazmadan elde edilen
pH’1 7,78 £+ 0.02, testikiiler seminal plazma pH’ 1 7,50+0,10 olarak elde etmislerdir.
Bu ¢alismada, 6nceki ¢alismalardan farkli olarak pH 8.4 elde edilmistir [186].

Ozel bir isletmede incelemeler sonucunda tespit edilen farkli yaslarda ve farkl
blyukliklerdeki baliklardan alman sperm miktarmm da farklilik gosterdigi
gbzlemlenmistir. Buna gore geng erkek baliklardan (250-350 gr) alinan sperm miktar1
ortalama 3,0-7,0 ml iken; yetiskin erkek baliklardan (1500-2500 gr) alman sperm
miktar1 ortalama 9,0-15,0 ml olarak tespit edilmistir. Diger taraftan fonksiyonel

baliklardan alinan sperm sivis1 miktar1 50-70 ml kadar 6l¢tilmiistiir.

Alabaliklarda yumurta biyiikligii baligin saglhigina, yasina, yasadigi adet basina birim
alanina, havuza giren su miktarina ve su kalitesine bagli olarak degisebilmektedir [31].
Alabaliklarda genel olarak yumurtanin biiyiikligi, 1,5-2 yasindaki geng¢ bireylerde
2,5-3,5£0,5 mm c¢apinda ve yaklasik 65-70+15 mg agirlindayken, 3 ve uzeri
yaslarindaki alabaliklarda 4-6+1 mm capinda ve 90-100+20 mg agirhiginda
degisebilmektedir. Ergin bir disi anag alabalik yaklasik 1500-2500 adet yumurta /kg

canli agirlik basma yumurta verdigi gozlemlenmistir.

Tumu disi olan salmonid popiilasyonlarinin olusturulmasi, ticari su udrdnleri
yetistiriciligi i¢in istenmektedir [53]. Fonksiyonel disiler (erkeklestirilmis disiler,
neomaller) bir erkek fenotipine sahip olsalar bile halen daha disi genotipine (XX)
sahiptirler. Bu nedenle, fonksiyonel disiler tarafindan iiretilen spermatozoa sadece X
kromozomu tasir ve elde edilen ¢aprazlamalar sadece disilerden kaynaklanir. Bu

sekilde disi salmonidler bir erkek fenotipi ifade eder ve spermatozoa dretir [131].
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Dontstiirtilmiis disilerde genellikle spermatid kanallar1 bulunmadigindan, semen
dogrudan testisten toplanir ve hayvanlarin aci ¢ektirilmeden oldiiriilmesi gerektigini
bildirmiglerdir [51]. Testiktler semen, normal erkeklerin ejakllat sperminden
farklidir, degisken spermatozoa olgunlugu, daha yiiksek sperm konsantrasyonu, daha
diistik sperm motilitesi ve kriyoprezervasyondan sonra oldukca azalmis ddlleme
basaris1 ile karakterizedir [55-56]. Kriyoprezervasyondan sonra dondstiiriilmiis
disilerin sperminin zayif ozelliklerinin nedenleri tam olarak anlagilamamistir. Bu
nedenle, kriyoinjury ile ilgili olarak doniistiiriilmiis disilerden elde edilen sperm
kryoprezervasyonunda antioksidan ilavesinin etkilerinin belirlenmesi 6nemlidir
[98,91].

Sperm dondurma sirasinda amino asitler, genel olarak seminal plazmada yulksek
konsantrasyonda bulunan ve antioksidan o6zelligi nedeniyle kriyoprezervasyon
sirasinda spermleri hiicre hasarma karsi korur [187]. Aromatik amino asitlerde L-
triptofan, Taurin ve L-metiyonin ¢cok yonli bir molekil olup proteinlerin biyosentezi
icin gereklidir. Hiicrelerin metabolik fonksiyonlar1 nedeniyle bilimsel arastirma ve
diger klinik calismalarda siklikla kullanilmaktadir [188-189]. L-triptofan katkili
sulandiricilar, kisa stireli sperm dondurma uygulmalarinda sperm kalitesini korumak
icin yararli sonuglarinin oldugu belirlenmistir. Benzer calismanin sonuglari, uzun

stireli sperm dondurma, muhafaza, tretimde kullanilabilirligini géstermislerdir [190].

Diisiik sicakliklarda sazan (Cyprinus carpio) spermi muhafazasi sirasinda seminal
plazmasindaki amino asit (yani sistein) seviyesinin bilyik 06lclide azaldigmi
belirlemisler; bu diistik sicakliktaki sazan spermindeki spesifik amino asidin, reaktif
oksijen tirleri (ROS)’inden kaynaklanan zararli etkiyi bertaraf etmek icin sazan
spermatozoasi tarafindan kullanildigini, sicakligi diisiiriilmiis sazan sperminin, belirli
ROS'un etkisini en aza indirmek icin bir miktar L-sistein gerektirdigi
varsayilabilecegini bildirmislerdir. Ancak, antioksidan (yani L-sistein) eklenmesinin
sazan spermi nitelikleri Uzerindeki etkisi hakkinda daha ©nce higbir ¢alismada
kullanilmadigin1 bilgisini paylagmislardir. Bu nedenle, yapilan bu ¢aligma elde edilen
sonuglarin sazan spermi motililtesini, motilite stiresini olumlu yonde etkiledigini ve bu

amagcla kurokura sulandicisina 1 mMol L-sistein ilave edilmesini 6nermislerdir [191].

Sperm Kkalitesinde iyi sonuclar elde edilmesi igin en iyi konsantrasyonun ve amino

asitlerin kombinasyonunun belirlenmesi 6nemlidir. Onceki calismalarda, ok yiiksek
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amino asit konsantrasyonunun ozmotik toksisite ve hipertonisite nedeniyle sperm
kalitesini olumsuz etkiledigi bildirilmistir [192-196]. L-sisteinin sazan (C carpio)
spermi kryoprezervasyonu sonucunda sperm Ozellikleri Gzerindeki etkisi tzerine bir
caligmada, farkli konsantrasyonlarda L-sistein (0, 0,5, 1, 1,5 ve 2 mM) kullanmislar ve
L-sistein  konsantrasyonundaki artisin toksik etkisi nedeniyle diisik semen
ozelliklerine neden oldugunu bildirmislerdir [191]. Bu sonucun aksine, Ogretmen ve
ark. (2015) 20 mM konsantrasyonda daha yuksek ¢OzUm sonrasi yuzdesi ve
hareketlilik siiresi, dollenme ve kulugka orami elde etmisler ve konsantrasyon artisi
sazan (C carpio) sperminin DNA hasarin1 azalttigini belirlemislerdir. Bu ¢aligmada da
onceki caligmalara benzer olarak, konsantrasyon artisiyla sperm motilite ylizdesi ve

siresi azalmustir.

Antioksidanlar ROS olusumunun inhibisyonu igin yararhdir [197]. N-(2-
Merkaptopropionil)-Glisin (MPG) indirgeyici ve karmasik bir tiyoldiir. MPG serbest
bir merkapto grubu ile birlikte yaygin olarak kullanilan bir antioksidandir. Bazi
raporlar, serbest radikallerden hiicre zar1 hasarmi onleyen serbest radikal onleyici
oldugunu gostermistir. MPG, ¢esitli hastaliklarin  tedavisinde yaygm olarak
kullanilmaktadir [198,100-101]. MPG, olas1 bir antidot olarak diger sulfidril
bilesiklerine g0re bircok avantaja sahiptir ve ¢esitli karaciger hastaliklari,
nefrotoksisite ve sistin drolitiyazisi tedavisinde Klinik olarak kullanilmaktadir
[102,100-101]. Bu, koruyucu bir ila¢ olarak kullanilmasini biyik 6élglide kolaylastirir.
Simdiye kadar, MPG klinik kullannrmda c¢ok az yan etkiye neden olmustur.
Hayvanlarda ve insanda gergeklestirilen onceki ¢alismalarin aksine, baliklarda MPG
ilavesinin sperm kryoprezervasyonundan sonra hiicreleri nasil etkiledigi ile ilgili
herhangi bir ¢aligma yapilmamistir. Simdiye kadar sadece aktivasyon soliisyonuna
MPG ilave etmisler, artan MPG konsantrasyonlarinin [0 mM (Kontrol), 0,25 mM, 0,5
mM ve 1 mM] gokkusagi alabaligi (O. mykiss) sperm motilitesi ve siresi Uzerindeki
etkilerini degerlendirmis ve 0,25 mM’de motilite ylzdesi (%91,80+6,42) ve
siresindeki (29,4045,86 s) artiglarin istatistiksel olarak anlamli oldugunu
belirlemiglerdir (p<0,05). 1 mM konsanrasyonda sperm hucrelerinde hareketlilik
belirlenemedigini bildirmislerdir [103]. Onceki calismalarm aksine, bu calismada
sperm kriyoprezrvasyonunda en iyi sonuclar 2 mM konsantrasyondan elde edilmistir.

Sperm motilite yuzdesi ve suresi, dollenme ve agilma orani kontrol grubu ile
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karsilastirildiginda bir artig gstermistir. Bu durum, MPG’nin antioksidan 6zelliginden

dolay1 hiicreyi korumasi ile agiklanabilir.

Gunimuze kadar, Salmonidlerin doniistiiriilmiis disilerinin sperm Kalitesinin analizine
iliskin gokkusagi alabaliginda c¢aligmalar gergeklestirilmistir [90,101,102, 200,
170,155-157,164,167,169]. Onceki caligsmalarda, donistiiriilmiis bireyler ile normal
gokkusagir alabaligindan elde edilen spermanin sperm motilitesi, sperm
konsantrasyonu ve seminal plazma ozmolalitesi degerlerini benzer olarak
bildirmislerdir [157,164,167,102]. Sperm konsantrasyonu acisindan, doniistiiriilmiis
disilerde sperm kanallar1 bulunmadigindan ve semen dogrudan testislerden ekstrakte
edildiginden, test edilen iki tir igin degerler 2-3 kat daha ylksek oldugunu
belirtmislerdir [164,167]. Bu ¢alismada, sperm konsantrasyonu 12,5x10° ml olarak

belirlenmistir.

Sperma dondurmanin temel amaci, ¢6zlindiirme sonrasi yagsayan normal spermatozoa
sayisinin yiiksek tutarak dondurularak uzun sire (20-30 yil) saklamaktir. Dondurma
once mevcut bulunan spermatozoa motilitesi, yapisal biitiinliik, canlilik, DNA ve
dolleme potansiyelinin ¢6ziim sonrasi spermada da devam ettirilmesi temel olarak
gereklidir. Onceki literatirlerde, sperma dondurma icin dondurma oéncesi sperma
kalitesi, dondurma ve ¢ozlndirme yontemleri, sperma sulandiricilar1 gibi 6nemli
faktorler ¢oziim sonrasi sperma kalite 6zellikleri izerinde etkili oldugu gosterilmistir.
Bunlarin Uzerinde hassasiyetle durulmasi gerektigi anlasilmaktadir. Nitekim
dondurma-c6zindirme teknikleri ve sperma sulandiricilarini iyilestirmek adina
yapilan bir¢ok calisma, balik sperma dondurma yonteminin ilerlemesini saglamstir.
Onceki ¢alismalarda, sperma sulandiricisina  katilan  degisik  antioksidanlar,
spermatozoa motilitesini devam ettirdigi, Spermatozoa biitiinliigiinii korudugu ve DNA
hasarint en aza indirdigi gosterilmis olmasina ragmen bu maddelerin yarar1 hala

tartismalidir.

Spermanin dondurulmasi, spermanin ¢oziim sonrast motilitesini belirli bir oranda
koruyan bir yontemdir. Spermanin dondurulmasi basarisi, sperma parametrelerine ve
sulandiricinin bilesimi, sulandirma, dondurma ve c¢tzme islemleri gibi cevresel
faktorlere baghdir [200]. Kriyoprezervasyon islemlerinin sperma kalitesini bozdugu
ve spermatozoa motilitesine bagli fertilizasyonu azalttig1 bilinmektedir [201-202].

Ayrica Kriyoprezervasyon ¢ogu durumda membran biitlinliigiiniin kaybina,
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mitokondriyal hasara, metabolik ve fonksiyonel durum degisikliklerine [202], lipid
peroksidasyonuna ve sitoplazmik reaktif oksijen tirlerinin artisma (ROS)

vedolayistyla DNA hasariin artmasima neden oldugunu bildirmisleridir [203-205].

Sperma kalitesini degerlendirmek igin yeni testler, sperm Kkalitesini ve sperma
dondurma protokollerinin optimizasyonuna katkilar sunar. Cok sayida sperma
dondurma yontemi mevcuttur, ancak hepsi sogutma, dondurma ve ¢dzmeyi igerir.
Cozuldlkten sonra, spermatozoa DNA biitiinligiiniin ¢esitli Kriyoprezervasyon
yontemlerinden nasil etkilendigine dair tartismalar devam etmektedir. Birgok ¢alisma,
bu sireclerin sperm fonksiyonuna zarar verebilecegini bildirmislerdir [206]. Oksidatif
stresin olumsuz sonuglar1 niikleer ve mitokondriyal DNA hasara yol agmasidir. Bu
nedenle reaktif oksijen tirlerinin azaltilmasi DNA hasarimi da azaltabilecegini
belirlemiglerdir [207]. Daha 6nceki ¢alisma bulgular1 dondurma ¢oziindiirme islemi
sirasinda olusan serbest radikaller ve Caspase 3 gibi enzimlerin aktivasyonu hiicresel

apoptoza ve DNA hasarma neden oldugunu bildirmislerdir [208-200].

Oksidatif DNA hasarmi saptamaya yonelik testlerden biri olan 8-OHdG analizi
sonuglarina bakildiginda, yalnizca Methanol ve Siikroz’un birlikte kullanildig:
sulandiricida ve Methilglikole Siikroz ilave edilen sulandiricida hasar yilikselmistir.
Ayni sekilde, Comet analizinde de Methanol’e Sikroz, Methilglikol’e Suikroz
ilavesinde DNA hasarinda anlamli derecede artis gozlemlenmistir. Buna karsilik,
Comet analizi sonucunda DMSO’ya Silkroz ve Methilglikol’e Siikroz ilavesinde
onemli azalma tespit edilmistir. 8-OHdG ve Comet analizi, oksidatif DNA hasarmin
giivenilir belirteci olarak kabul edilen yaygm yontemlerden biridir [211-212]. Levrek
sperm Comet analizi, taze sperm ile karsilastirildiginda, dondurulmus ¢oziinmiis
sperm Orneklerinde 6nemli bir DNA pargalanmasi meydana geldigini agikca

gOstermistir [161].

Hicre icine giremeyen siikrozun [127,213]. DNA hasarini azalttigi soylenebilir. Buna
karsilik, DMSO ve metilglikol’lin comet assay analizinde yliksek DNA hasarimna yol
actig1 belirlenirken, 8-OHdG testinde, alkol ve sekerlerin [213,127,214] DNA hasarina
yol agmasi, bunlarm karigiminin DNA hasarmi yiikseltmesi, her iki test ile daha ¢ok

caligmalar yapilmasi gerektigi diisiincesindeyiz.
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Bu ¢alisma sonuglari ile diger ¢alisma sonuglar1 arasindaki farklilik, her testteki sperm
konsantrasyonundaki ve sperm sayilarindaki degisiklikten kaynaklaniyor olabilir.
Yumurta ve spermatozoon orani fertilizasyonu etkileyen dnemli bir faktordiir [215].
Diger yandan, ¢oziindiiriilmiis sperma ile ilgili olarak, spermatozoa-yumurta orani
daha yiiksek olmalidir ¢linkii dondurma-¢dziilme spermatozoalarin hiicre yapilarina
(DNA, hiicre zar1, orta kisim ve flagellum) zarar vermenin yani1 sira biiyiik 6limlere

neden olabilmekte ve bdylece onlar1 ddllenme icin devre dis1 birakabilmektedir [216].

Tablo 5.1°de bir¢ok arastirici tarafindan 6nceki yillarda farkli tiirlerde ve ayni tiirden
olup cinsiyeti doniistiiriilmiis olan baliklarin spermalarinin uzun siireli dondurma ve
muhafaza caligmalarindan elde edilen motilite orani, motilite siiresi ve dollenme
oranlar1 goriilmektedir. Bu calismada ise cinsiyet doniisiimii yapilmis gokkusagi
alabalig1 spermasi dondurulmasi sirasinda sulandiriciya ilk defa katilan MPG ile elde
edilen veriler gegmiste yapilan calismalarla karsilastirilmistir. Elde edilen sonuglarin

diger sonuclara yakin degerlerde oldugu tespit edilmistir.
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Tablo 5.1 Gegmiste yapilan benzer ¢aligmalarin sonuglarinin karsilastiriimasi

Muhafaz

XX/

Motilite Motilite Dollenme

Tar . Orami  Sdresi Oramm1  Arastirica
asekli XY (%) (sn) (%)
Gokkusagi alabaligi Uzun
(Oncorhynchus sureli XX 92,7 60 Gif‘fezrég(e)
mykiss) muhafaza ark.,
Gokkusagi alabaligi Uzun
(Oncorhynchus sreli XX 88 74 R?(blgsbgg
mykiss) muhafaza ark.,
Gokkusagr alabalig Uzun .
(Oncorhynchus  sireli XY 77,08 56,08 le‘”;o‘é%
mykiss) muhafaza ark.,
Gokkusagi alabaligi Uzun
(Oncorhynchus sureli XY 57 96 68 Bolf kggovse
mykiss) muhafaza ark.,
Uzun
Sazan baligi L Bozkurt ve
. . streli XY 64 218 35
(Cyprinus carpio) muhafaza ark., 2005
Abant alabalig Uzun Hatipoglu
Salmo trutta streli XY 67 61 ve ark.,
abanticus muhafaza 2010
Gokkusagi alabalig Uzun :
(Oncorhynchus streli XY 94,3 64,4 Sakhléloxig
mykiss) muhafaza ark,
Gokkusagi alabaligi Uzun o
(Oncorhynchus sureli XX 55 80 D'imgg 1\/:
mykiss) muhafaza ark.,
Gokkusagi alabalig Uzun Ciereszko
(Oncorhynchus sureli XX 56 91 83 ve ark.,
mykiss) muhafaza 2015
y Uzun Kutluyer
Japon havuz balig 1
. streli XY 45 17 ve ark.,
Carassius auratus muhafaza 2015
Gokkusagi alabaligi Uzun
(Oncorhynchus sureli XY 78 78 Ju?(ycl;gilg
mykiss) muhafaza ark.,
Gokkusagi alabaligi Uzun
(Oncorhynchus sureli XX 59 81 Ju?(ycggilg
mykiss) muhafaza ark.,
Gokkusagr alabaligt Uzun
(Oncorhynchus sureli XX 76 120 63 Bu ¢alisma
mykiss) muhafaza
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Bolum 6

Sonuclar ve Oneriler

Sonu¢  olarak, sperm  kriyoprezervasyonun isleminden sonra  N-(2-
Merkaptopropionil)-Glisin (MPG) ilavesinin sperm kalitesi tizerinde pozitif etkileri
oldugu belirlenmis ve déllenme, gozlenme ve agilma oranlarinda en iyi sonuglar 2 mM
konsantrasyonu ve 25:1 seyreltme oraninda elde edilirken, DNA hasar1 en az oldugu
1 ve 2 mM konsantrasyonu ve 15:1 seyreltme oranindan elde edilmistir. Ayrica,
fonksiyonel erkek bireylerdeki sperm yogunlugunun fazla olmasindan dolay1 uzun
sireli sperm muhafazasinda sperm yogunlugunun sonuglar1 Onemli derecede
etkiledigi, en iyi sonuglarin 25:1 sulandirma oraninda oldugu belirlenmistir. Bu
calismada, sperm kalitesi MPG’nin farkli konsantrasyonlarindaki degisikliklerden
etkilenmis ve en iyi sonuclar 2 mM konsantrasyondan elde edilmistir. Bu ¢aligsma
ileride sperm ile ilgili yapilacak ¢aligmalara 151k tutacak ve ticari liretim i¢in faydal

olacaktir.

Sperm Kalitesinin tretim asamasmdaki 6nemini ortaya koyarak yil boyu kaliteli sperm
bulundurabilecek yontemlerin belirlenmesi ve uygulamasi gergeklestirilmistir. Elde
edilen veriler ileride yapilacak calismalara 1sik tutacaktir. XX erkeklerle sperm
kriyoprezervasyonu ve fertilizasyon calismalariyla desteklenmesi onerilmektedir.
Kriyoprezervasyon yoluyla genetik materyalin kolayca tasinmasi ve saklanmasi,
hastaliklara ve ortam kosullarma dayanikli stoklar elde edilmesi, stoklarin daha
ekonomik olarak tutulmas, elektrik, su filtrasyonu, tank temizligi, bakim-onarim, yem
ve personel giderleri en aza indirilmesi, isletmelerde kullanilmasi gereken damizlik ve
stok havuzlarmm sayisinin azaltilmasi Uretim tesisleri agisindan biyik 6nem
tagimaktadir. Bu yoniiyle iireticiye dolayisiyla iilke ekonomisine katki saglayacaktir.
Gokkusagi alabaligi tath sular ve deniz ortaminda iiretim havuzlari, kanallar ve kafes
sistemlerinde yapilmaktadir. Bu baligin ulusal ve uluslararasi pazar payi yliksektir ve
talebi de glin be giin de artmaktadir. Bu baliklarda semen alimida ve kalitesinde

karsilasilabilecek olumsuzluklar Uretici ekonomisini menfi olarak etkileyecektir.
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Dolayisiyla tireticiye bu anlamda daha verimli yontem saglanmis olacaktir. Bir kag
ciimlede 6zetleyecek olursa asagidaki gibi sirayalabiliriz; damizlik popiilasyonlarin
azaltilmasi, istiin 6zelliklere sahip bireylerin elde edilmesi, spermlerden daha uzun
stire yararlanilmasi, yumurta kayiplarinin minimize edilmesi, ireme sezonu disinda
sperm tedarikinin saglanmasi, anag yetistiriciliginde sadece disi popiilasyonlarin yer

almasi1 ve genetik materyalin kolayca muhafaza ve taginmasi saglanacaktir.
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