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ONSOZ

Bu tez ¢alismasi Tunceli Universitesi ve Atatiirk Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Su
Uriinleri Anabilim Dali Doktora programinda yiiriitiilmiis, arastirma giderleri ise TUBITAK
tarafindan desteklenen 1120285 nolu “Gdokkusag alabaligi (Oncorhynchus mykiss)’nin sperm
Kriyoprezervasyonunda (dondurulmasi) antioksidanlarin  kullanilmasi, sperm Kkalite
parametrelerinin, yag asidi, protein profillerinin ve seminal plazma kompozisyonunun
belirlenmesi” adli projeden karsilanmistir. Bu arastirma, Keban Cir¢ir Alabalik Uretim
Tesisi’nde yiiriitiilmiistir.

Calismada, {ilkemizde entansif yetistiriciligi yapilan gokkusagi alabaliginin
(Oncorhynchus mykiss) iiretimi i¢in 6énemli olan sperm muhafaza parametreleri, en uygun
sulandirici ve antioksidanlarin kullanim imkanlar1 {izerine bir etkisinin olup olmadigi
belirlenmeye calisilmigtir.

Degerli bilgilerini ve yardimlarini esirgemeyen, elestirileri ve onerileriyle arastirmamin
stirekliligini saglayan ve tez yazim agamasi dahil son ana kadar danismanligim yiiriiten, sayin
Dog. Dr. Murathan KAYIM ve Prof. Dr. N. Mevliit ARAS’a siikranlarimi sunarim.

Calismalarda yardimlarini ve destegini esirgemeyen saymn Dog¢. Dr. P. Barbaros
TUNCER, Yrd. Do¢. Dr. Fath OGRETMEN ve Yrd. Dog¢. Dr. Serhat
BUYUKLEBLEBICI’ye, ayrica emegi gegipte ismini sayamadigim tiim arkadaslarima sonsuz
tesekkiir ederim.

Calismada kullanilan canli ana¢ ve damizlik balik temininde ve yem ve ilag temini
konusunda her tiirlii desteklerini esirgemeyen 6zel alabalik isletmesi “Circir Alabalik Uretim

Tesisi” ve sahiplerine de ayrica tesekkiir ederim.

Filiz KUTLUYER
TUNCELI - 2014
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Doktora Tezi
OZET

Gokkusagi Alabahigi (Oncorhynchus mykiss)’nin Sperm

Kriyoprezervasyonunda (Dondurulmasi) Antioksidanlarin Kullanilmasi
Filiz KUTLUYER
Tunceli Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Su Uriinleri Yetistiricilik Anabilim Dali

Danigsman: Do¢.Dr. Murathan KAYIM
2014, 64 Sayfa, LXVII

Calismada, gokkusagi alabaliginin (Oncorhynchus mykiss) spermatolojik parametreleri,
sperma muhafazasinda sulandiricilara antioksidanlarin eklenmesinin etkisi, ¢0ziim sonrasi
dolleme oranlart ve motiliteleri incelenmistir. Calisma Keban Circir Alabalik Uretim
Tesisi’nde bulunan 2 yas ve iizeri boy ve agirliklar sirasiyla 36,6+2,23 cm ve 666,42+129,15
0, 18 erkek damizlik erkek ve yumurta temininde kullanmak igin 3 yas ve {izerinde disi
anaclar (43,3£2,10 cm, 1498+25 g) kullanilmistir. SCA (Sperm Class Analyser) cihaziyla 8
sperm kalite parametresi [hareketli sperma yiizdesi (%)], VCL (egrisel hareket hizi, p ms™),
VAP (ortalama hiz, p ms-1), VSL (dogrusal hareket hizi, p ms™), LIN [lineerlik (%)], STR
(dogrusallik), ALH [yatay yer degistirme (p m)] ve BCF [sperm vurus frekanst (Hz)]
belirlenmistir. Caligmada motilitesi (>%90) yiliksek olan spermalar kullanilmistir. Sperma
standart sulandirici ve bu sulandiriciya farkli antioksidanlar (katalaz, superoksit dismutaz,
peroksidaz, okside glutatyon, redukte glutatyon, L-methiyonin, {irik asit, L-askorbik asit, a-
tokoferol, B-karoten ve karnitin) eklenerek olusturulmus 12 farkli sulandiriciyla 1:10 oraninda
sulandirilmistir. 12 sulandirict ile sulandirilmis olan sperma, sulandirildiktan ve motiliteleri
kaydedildikten sonra 0,25 ml’lik payetlere ¢ekilmis ve sivi azot tankina yerlestirilerek
dondurma islemi gerceklestirilmistir. Payetler 1, 3 ve 6 ay sonunda 40°C’de 5 saniye siirede
¢ozdiriilmiis ve sperma kalite parametreleri belirlenmistir. Cozdiiriilen spermayla yumurta
dolleme islemi yapilmistir. Coézdiirme sonucunda, L-metiyonin ve iirik asit ilavesinin
motiliteyi arttirdig1 belirlenmistir (p<0,05). (+)-a-tokoferol ve iirik asit ilavesinin motilite
sliresini arttirdig1 tespit edilmistir (p<0,05). 1., 3. ve 6. ay sonunda ¢6ziim sonrasinda elde
edilen bulgularda siireye bagli olarak motilite ve motilite siiresinin diistiigi belirlenmistir.
Dollenme ve agilma orani, muhafaza edilen spermada taze sperma ile dollenenlerden diisiik
oldugu belirlenmistir. Sonug¢ olarak, antioksidan ilavesi motilite parametrelerini olumlu

etkilemistir.

Anahtar Kelimeler: Kriyoprezervasyon, alabalik, antioksidan, sperma.
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Doctorate Thesis
SUMMARY

Determination of the effect of antioxidants on the quality of cryopreserved semen in
Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss)
Filiz KUTLUYER
Tunceli University

The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Fisheries Aquaculture Graduate Program
Supervisor: Assoc. Prof.Dr. Murathan KAYIM
2014, 64 pages, LXVII

In present study, it was examined whether addition of antioxidants to the
cryopreservation extenders had an effect on semen post-thaw fertility and motility in rainbow
trout and also the sperm characteristics post-thaw. Broods of (male: 36.6+2.23 cm,
666.42+129.15 g; female: 43.3+£2.10 cm, 1498+25 g, +3 year old) were obtained from the fish
farm Keban Trout Production Facility (Elazig, Turkey). Sperm motility of the collected
samples was evaluated by subjective estimations. Motility parameters were measured using an
automated system, SCA (Sperm Class Analyser). Eight sperm motility parameters were
chosen for analysis: MOT [percent of motile sperm (%)], VCL (curvilinear velocity, p ms-1),
VAP (average path velocity, p ms™), VSL (straight line velocity, p ms™), LIN [linearity (%)],
STR (straightness), ALH [amplitude of lateral head displacement (u m)] and BCF [beat cross
frequency (Hz)]. Semen samples with a motility rate >90% were excluded from the
experiment. Antioxidants were separately added to the extenders (one per experimental
group): catalase, superoxide dismutase, peroxidase, oxidized glutathione, reduced glutathione,
L-methionine, uric acid, L-ascorbic asid, a-tocopherol, B-carotene and carnitine. After
dilution the semen (1:10) with 12 extenders was aspirated into 0.25 ml straws, the straws were
placed on the tray, frozen for 10 min, and plunged into liquid nitrogen. Semen was stored for
1, 3 and 6 months in liquid nitrogen. For thawing, the straws were taken out of the container
and thawed in 40 °C water for 5 sec. Thawed semen was immediately used for motility
measurements and fertilization assays. Our results indicated that the post-thaw motility rate
increased in extenders supplemented with L-methionine and iiric acid (p<0.05). It was
determined that the motility duration of frozen thawed semen increased in extenders
supplemented with (+)-a-tocopherol and iiric acid (p<0.05). The fertilization rate and the
hatching rate of frozen sperm (1, 3 and 6 months) were lower than that of fresh sperm.
Consequently, the tested antioxidants positively affected the motility parameters.

Key Words: Cryopreservation, trout, antioxidant, sperm.
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1. GIRiS

1.1. Genel Bilgiler

Kiiltiir balik¢iligi, niifus artisina paralel olarak artan besin ihtiyacini karsilamak
amaciyla son yillarda gelisen sektorlerden biridir. Niifus artis1, avlama yoluyla elde edilen su
iiriinleri miktarinin azalmasi 6zellikle bazi balik tiirlerinin kontrol altindaki ortamlarda iiretim
ve yetistiriciliklerinin yapilmasii zorunlu hale getirmistir. Ancak kontrollii sartlar altinda
balik iiretimindeki basariy1 sinirlandiran 6nemli faktorlerden biri disi ve erkek baliklardaki

gamet kalitesidir (Harlioglu ve Kutluyer, 2012).

Bir c¢ok isletmede disi ve erkek damizliklarda, iireme doneminde goriilen
senkronizasyon problemleri nedeni ile disi ve erkek bireylerden ayni donemde yumurta ve
sperma alinamamaktadir. Disilerden yumurta sagimi yapildiginda damizliklardan sperma
alinamadigi i¢in sagilan yumurta doéllenememekte ve yumurtalar ziyan olmaktadir. Bazi
durumlarda ise erkekler olgunlastigi halde disilerden yumurta alinamadiginda sperma kaybi
soz konusu olabilmektedir. Bu da iireticilerin ekonomik kayiplara ugramasina neden
olmaktadir (Tabakoglu, 2005).

Bir baligin damizlikta kullanilabilmesi i¢in spermatolojik o6zellikleri; kimi memeli
ciftlik hayvanlarinda oldugu gibi, cok iyi bilinmeli ve bu amacla kullanilacak baliklarin
damizlik olarak secilmesi ve yetistirmede kullanilmasinda bir takim kistaslar getirilmelidir.

Boylece daha ekonomik ve basarili sonucglarin alinmasi saglanabilir (Tabakoglu, 2005).

Balik yetistiriciliginde sperm kalitesinden daha c¢ok yumurta kalitesi iizerinde
durulmus ve bu konuda c¢ok sayida aragtirmalar yapilmistir. Ancak yumurta kalitesinin
saglikli larva ve yavru tretilmesindeki rolii kadar, erkek damizliklardan kaliteli sperm elde

edilmesi de 6nemli bir yere sahiptir (Vassallo-Agius vd., 2001; Lahnsteiner vd., 2009).

Biyotik ve abiyotik faktorler sperm kalitesini ve iireme fizyolojisini etkilemektedir.
Ozellikle, anag¢ baliklarin beslenmesi sperm Kkalitesini etkileyen onemli bir faktordiir
(Izquierdo vd., 2001; Bobe ve Labbe, 2010). Anag baliklarin dengeli ve kaliteli yemlerle
beslenmesi, dollenme oranimi artirarak elde edilen larvanin saglikli olmasinda etkili
olmaktadir (Vassallo-Agius vd., 2001). Yag asitlerinden 6zellikle ¢coklu doymamis yag asitleri
(Poly Unsaturated Fatty Acids, PUFA) iginde yer alan dokosaheksaenoik asit (DHA) ve

eikosapentaenoik asit (EPA) ve n-3 serisi yag asitleri (linolenik, stearidonik,

1



dokosapentaenoik asitler), dol verimi ve kalitesi lizerinde etkilidir (Bromage ve Roberts,
1995; Lahnsteiner vd., 2009; Huang and Ebersole, 2010). Bunlarin yaninda, sperma yag
asitleri kompozisyonu ve miktar1 da anaclarin besin maddelerindeki yag asitleri

kompozisyonuna bagli olarak degismektedir (Izquierdo vd., 2001).

1.2. Gokkusagi Alabahg (Oncorhynchus mykiss) ve Yetistiricilikteki Onemi

Kuzey Amerika kokenli 6nemli bir alabalik tiirtidiir. 1970’11 yillarda Alman Jacobi’nin
suni déllemeyi basarmastyla buradan birgok kita’ya yayilmustir. Once Avrupa’ya 1880, daha
sonra da tilkemize 1970’li yillarda getirilmistir. Denize gbgen alttiirleri vardir. Viicut, uzamig
ve az basik olup, sirtta bir yag yiizgeci mevcuttur. Sirt ylizgeci 10-12, anal ylizgeci ise 8-12
yumusak 1s1na sahiptir. Pullari, sikloit ve kiiciiktiir. Yanal ¢izgi tam, az 6ne dogru 100 ile 150
adet pulla kaplanmigtir. Kafanin tist kismi ve arkasi ¢elik mavisi, mavi- yesil, sari-yesil ve
hemen hemen kahverengidir. Viicut kenarlar1 glimiisi, beyaz veya soluk sari-yesilden griye
egilimli olan bir renktir. Karin kismi glimiisi beyaz veya saridir. Yine viicut kenarlarinda
bulanik pembe, mavimtrak veya genis agik bir pembe bant ile ¢ok sayida kiiciik lekeler
mevcuttur. Anaglar yumurtlama zamaninda renk ¢ok koyu ve yanal ¢izgi ise ¢ok kirmizi bir
goriiniim kazanir (Sekill.1) (Anonim, 2004).

Sekil 1.1. Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss)



Gokkusagr alabaligimin (Oncorhynchus mykiss) sistematikteki yeri su siraya gore ele
alinmaktadir:

Alem: Animalia (Hayvanlar)

Sube: Chordata (Kordalilar)

Smif:  Actinopterygii (Isinsal yiizgegliler)
Takim: Salmoniformes

Familya: Salmonidae (Somongiller)

Cins:  Oncorhynchus

Tiir: O. mykiss

Gokkusagi alabaligt Kuzey Pasifik Okyanus civart bolgelerde giiney Kaliforniya’dan
Alaska’ya (Aleutians bolgesi, Kamchatka’nin yarim adasinin bati pasifik bolgeleri ve
Okhotska deniz kiyisal alanlari) kadar dogal olarak bulunmaktadir. Gokkusagi alabaliklar
genellikle tath sularda yasamaktadirlar, fakat dogu ve bati kuzey Pasifik anadrom stoklari
tespit edilmistir. Bu stoklarin hayat devrelerinin Pasifik salmonla ayni oldugu goriilmiistiir.
Pasifik salmonlar gibi bunlarda hayatlarinin belli bir kismin1 okyanusta ge¢irmektedirler ve
gollere ve derelere yumurtlamak igin donerek burada hayatlarinin larva ve smolt (10-20 cm
boya kadar) donemlerini ge¢irmektedirler (Yanik, 2009).

GozIli yumurta naklinin kolayligi nedeniyle diinyanin birgok bolgesine yayilan bu tiiriin
yetistiricilikte tercih edilmesi, yiiksek adaptasyon ve yemden yararlanma kabiliyeti, yliksek su
sicakligl (26°C) ve daha diisiik ¢oziinmiis oksijen igerigini tolere etmesi, yapay yontemlerle
yumurta aliminin kolayligi ile kulugka siirelerinin kisalig1 ve hastaliklara karsi dayanikliliklari

gibi ozelliklerden kaynaklanmaktadir (Canyurt, 1985; Yanik, 2009).

Gokkusagi alabalig biiylime oranlar1 su sicakligina ve ortamdaki besinin varligina bagh
olarak degismektedir ve dogal olanlar1 genellikle 3-4 yaslarinda cinsi olgunluga
ulagmaktadirlar. Disilerin ¢ok az bir kismi yeniden yumurtlamak i¢in hayatta kalmay1
basarabilmektedirler. Bundan dolayr yumurtlamada en fazla ilk kez yumurtlayan baliklar
goriilmektedir. Gokkusagi alabaliklarinda biiylime ve olgunlasma oldukga belirsizlik
gostermektedir. Belli bir verim orani ya da yas yoktur. Biiylime ve olgunlasma g¢evresel

faktorlerin etkisi altindadir. Soguk bolgelerdeki bilyiik akarsularda yasayan baliklar sicak



bolgelerdeki durgun sulardakinden daha uzun oOmiirliidiirler. Kolombiya’daki Kooteney
Goli’nden yakalanan 5-6 yashi baliklarin maksimum agirliklart 17-23 kg arasinda
degismektedir. Fakat derelerde yasayan gokkusaklari ilk yaslarinda 100 g ve 3 yaslarinda ise
300-450 g’a ulasabilmektedir (Yanik, 2009).

Ilk balik yetistiricilik denemeleri 1763 yilinda alabaliklardan suni dol almis olmasindan
dolay1r Avrupada Jacobi olarak belirtilse de Livingston Stone 1872 yilinda Amerika’da ilk
defa gokkusag: alabaligr yetistiriciligini tanimlamistir. Ulkemizde entansif yetistiriciligi
yapilan gokkusagi alabaligi tiretimi, 1970’li yillarda baslamis ve sonraki yillar igerisinde de
ciddi bir artis meydana gelmistir. Baslangigta kiiglik aile isletmeleri seklinde siirdiiriilen bu
isletmecilik, 1990 yili takiben entegre iiretim tesislerine doniismiistiir. Ulkemiz i¢sularinda
alabalik {tretimi, 1999 yilinda 36.870 ton iken 2009 yilinda 75.657 tona ulastig
bildirilmektedir. Bu iiretim degeri, toplam su iirlinleri iretimimiz i¢inde 2009 yili verilerine
gore %48’lik payr olusturmaktadir (Ekici ve Timur, 2011). 2012 yilinda iiretim ise 111.335
tona ¢ikmustir (TUIK, 2013).

1.3. Sperma ve Yapisi
Spermatozoa adi verilen erkek germ hiicresi, ilk defa 1677 yilinda Johann Ham
tarafindan gozlemlenmistir. Bu hareketli hiicre, bas, govde ve kuyruk olmak {izere ii¢

kisimdan olusmaktadir.

Bas: Karsidan bakildiginda oval, yandan bakildiginda armut bi¢imindedir. Taze
preparatlarda 15181 ¢ok kiricidir, bu nedenle de parlak olarak goziikiir. Boyanmis preparatlarda
ise basin arka kismi niive boyalar1 ile ¢ok koyu olarak boyanir, ¢iinkii basin bu kisminda, ¢ok
miktarda (DNA) bulunmaktadir. Basin bu kisminin, spermatozoon epididimisde olgunlasirken
ortaya ¢ikan enzimleri tagidig1 ve bu nedenle de fertilizasyonda énemli bir rol oynadig: kabul
edilmektedir. Basin u¢ kismi bazi hayvan tiirlerinde delici u¢ (Perforatorium) seklinde
kuvvetlendirilmistir. Spermatozoan basi, olgunlasmamis germ hiicrelerinin niivesine uymakta

ve bu nedenle de babaya ait haploid kromozomlar1 tagidigi bildirilmektedir (Cevik, 2000).

Govde: Boyun ve birlestirici kistm olmak {izere iki boliimden olugsmustur. Boyun ¢ok
kisadir ve bas plagi (Noduli anteriores) ile ara kitleden (Massaintermedia) yapilmistir. Isik
mikroskopunda bas plagi; basin hemen altinda yerlesmis iki cisimcik ile onlar1 birbirine

birlestiren, enine diske baglayan homojen bir kitle goriiniimiindedir (Cevik, 2000).



Elektron mikroskopunda yapilan incelemelerde boynun yapisinin daha karisik bir
durum gosterdigi belirlenmistir. Birlestirici kisimda su olusumlar vardir: 1. Enine disk
(Discus transversalis), 2. Son halka, 3. Eksen ipligi, 4. Spiral iplik, 5. Sitoplasmik kilif
(Cevik, 2000).

Kuyruk: Bir uzun ana parca (Pars principalis) ile bir de kisa son parcadan (Pars
terminalis) olusmustur. Biitiin kuyruk boyunca eksen iplik¢igi uzanir. Kuyruk, yilanvari

hareketler ile spermatozoonun ileriye dogru hareket etmesini saglar (Cevik, 2000).

Spermatozoon bir hiicre olarak incelendiginde; bas, biitiin diger kisimlar da hiicre
govdesine uyar. Genler bulunmasi nedeniyle déllenme esnasinda asil 6nemli rolii oynayan
kisim bastir, enine disk ise sadece bir motor durumundadir: Bu plagin saglam olmasi
spermatozoonun hareket edebilmesi icin sarttir. Kuyruk, geminin pervanesi gibi sadece
hareketi saglayan bir kisimdir. Bas1 bulunmayan bir spermatozoon, eger enine plagi saglam
ise hareket edebilir. Bundan anlasilacagi lizere hareket yetenegi ile dolleme yetenegi farkli

seylerdir (Cevik, 2000).

Spermatozoa genital organlarda hareket ederler. Bu olaya pozitif (+) Rheotaxis denir.
Spermatozoa, disi genital organlarin bazi maddeleri tarafindan ¢ekilir. Bu olaya da pozitif (+)
chemotaxis denir. Bir spermatozoonun yasama siiresi, i¢inde bulundugu ortamin pH’ina
baglidir. Spermatozoonlar asit ortamlarda ¢ok cabuk hareket kabiliyetlerini kaybedip dliirler
(Kayal1 vd., 1992; Cevik, 2000).

1.4. Sperma Kalitesi

Sperma kalitesi, sperminanin yumurtay1 dolleyebilme kapasitesidir (Bozkurt ve Seger,
2006). Sperma fizyolojisi ve kalitesinin anlasilmasi ve gelistirilmesi i¢in yapilan ¢aligsmalarda,
sperma sivisindaki sperma hiicrelerinin sayis1 ve hareketliliginin belirlenmesi sperma
kalitesini tanimlamada en yaygin olarak kullanilan parametrelerdir (Bromage ve Roberts,
1995). Bununla birlikte, sperminanin ddlleme kapasitesiyle dogrudan iligkili tiim fiziksel
parametrelerin potansiyel olarak sperma kalitesinin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Yapilan
arastirmalarda sperma yogunlugu, osmotik yapi, sperma sivisinin pH’s1, sperma ve seminal
plazmanin kimyasal yapisi, enzimatik aktiviteler, adenozintrifosfat (ATP) konsantrasyonu,
hareketlilik, morfolojik yapi, dolleme kapasitesi ve diger oOzellikler sperma kalitesini
tanimlamada kullanilmaktadir (Billard vd., 1995; Lansteiner vd., 1998; Fauvel vd., 1998;
Geffen ve Evans, 2000; Chowdhury ve Joy, 2001).



Spermanin kimyasal igerigi tiire ve treme donemine gore farkliliklar gosterse de,
genellikle sodyum (Na*) ve potasyum (K*) igerigi zengin olup ayrica magnezyum (Mg*?) ve
kalsiyum (Ca*?®) da icermektedir. Spermalarin organik kompozisyonu ise lipid, fosfolipid,
kolesterol, trigliserid ve proteinlerin yanisira adenin trifosfataz, fosfataz, lipaz, esteraz,
oksidazlar, bir¢ok iirikolitik enzim, malik dehidrojenaz, adenin trifosfat, laktat, piruvat,
kreatin fosfat ve glukoz-6 fosfat gibi enerji metabolizmasinda gorevli bir¢ok enzimden
olugmaktadir (Stoss, 1983).

Motilite, sperma Xkalitesi ve dolleme yetenegini etkileyen en Onemli parametredir.
Spermatozoa genellikle iirogenital kanalda hareket yetenegine sahip degildir ve bu hareket
kabiliyetini ancak su ile temasa gectikleri zaman kazanir (Rurangwa vd., 2004). Motilite
stiresi, spermatozoanin yer degisiminin durdugu, ancak flagellum hareketlerinin devam ettigi
asamaya kadarki toplam hareket siiresi, dogrusal hareket gosterdigi toplam siire veya

gozlenen spermatozoanin %50'sinin hayatta kalma siiresi olarak tanimlanmaktadir (Billard

vd., 1995).

Motilite siiresini, ortamin kimyasal 6zelligi belirler. Sperm hareketi bagladiktan sonra
ATP kaynaklar1 spermatozoa tarafindan tiiketilir (Billard, 1986). Ortamin sicakligi da
motiliteyi etkileyen diger bir faktordiir. Diisiik sicakliga sahip ortamda spermatozoa daha
uzun siire hareketli kalirken yiiksek sicakliga sahip ortamlarda bu siire daha kisa olmaktadir

(Stoss, 1983).

1.5. Kriyoprezervasyon

Balik spermasinda kriyoprezervasyon, Brofeldt’in 1914 yilinda alabalik spermasinin
soguk ortamda daha uzun yasadiginin kesfi ile ortaya ¢cikmis ve balik spermasinin basarili bir
sekilde dondurulmasi ise ilk kez 1953 yilinda Blaxter tarafindan ringa baliginda
uygulanmistir. Bu islem, kisa siireli ve uzun siireli olmak {izere 2 farkli muhafaza teknigi ile
gergeklestirilmektedir. Sperma kisa siireli muhafaza isleminde 1 ila 9°C’de, uzun siireli
muhafaza isleminde ise derin dondurucu veya sivi azot igerisinde 0°C ile -196°C arasinda

muhafaza edilmektedir (Hatipoglu ve Akg¢ay, 2010).

Testislerde gelisen sperma, ilerleyen zaman igerisinde kullanilmadigr takdirde
yaslanarak kalitesi digmektedir. Kriyoprezerasyon sayesinde spermanin yaslanmasini
onlemek ve kaliteli spermalar1 muhafaza etmek miimkiindiir (Rana, 1995). Genetik ve 1slah
caligmalariyla yi1l boyu ihtiya¢ duyulan sperma, saklama teknikleri sayesinde muhafaza

edilebilmektedir (Suquet vd., 1998).



Sperma dondurulmasi isleminde gerekli olan spermanin temin edilmesinde 2 yas ve
iizerindeki gokkusagi alabaliklar1 damizliklari kullanilmaktadir. Anaglarin boy ve agirlik
Olgtimleri yapildiktan sonra, anestezi ile bayiltilarak “Abdominal masaj yontemi” ile sagim
yapilarak sperma alinmaktadir. Sagimda kontaminasyonu onlemek igin, idrar ya da diskinin
spermaya karismamasina dikkat edilmektedir. Sperma 6rnekleri analiz ve kriyoprezervasyon
islemleri i¢in 2-4°C arasinda buz igeren plastik kaplarda muhafaza edilmektedir. Elde edilen
spermanin makroskobik muayenesinde renk, kivam ve miktar parametrelerinin muayenesi
yapilarak bazi spermatolojik 6zellikleri belirlenmektedir. Sperma dondurulmasi islemi ig¢in
elde edilen spermalardan en kaliteli olanlar secilerek, farkli sulandiricilarla farkli oranlarda
sulandirma islemi yapilmaktadir. Sulandirma orani tiire gore degisiklik gostermektedir (Cevik
2000).

Sulandirilan  sperma  pellet seklinde, payetlere c¢ekilerek veya ampullere
doldurulmaktadir. Bu yontemlerin basarisi tiire, sulandirictya ve dondurma yontemine gore

degismektedir.

Dondurma isleminden 6nce delikli celik levha {izerine yerlestirilen payetler sivi Azot

buhari iizerinde tiire gore farkl: siirelerde tutulmaktadir.

Dondurulan payetler konteynirlara konulmadan once farkli biytikliikteki gobletlere
yerlestirildikten sonra konteynirin kanisterlerine konarak sivi azot icerisinde muhafaza

edilmektedir. Konteynirlara sivi azot takviyesi yapilmalidir.

Farkl1 balik tiirlerinde sperma muhafazasinda ¢esitli sulandiricilar ve donma islemi i¢in
farkli maddeler kullanilmigtir. Dimethylsulphoxide (DMSO) balik tiirlerinin ¢ogunda
kullanilan bir kriyoprotektandir (Suquet vd., 1998). Farkli deniz baliklar tiirlerinde yapilan
caligmalarda motilite, yasama orani ve agilmada farkli protokoller uygulanarak iyi sonuglar
elde edilmistir. Ancak sperma kalitesinin degerlendirilmesinde, uygulanan prosediirlerde
belirli bir standardizasyon yoktur. Bu yiizden farkli kombinasyonlar uygulanarak sperm
muhafazasi saglanabilir. Sperma kalitesinin korunmasi agisindan kriyoprezervasyon islemi
iretimde biiyik O©nem tasimaktadir. Tir c¢esitliligi, seleksiyon gibi faktorler
kriyoprezervasyonda farkli protokoller uygulanmasini gerektirir. Simdiye kadar, balik
ciftliklerinde sperm iinitesinin entegrasyonu ile ilgili fiyat analizleri yapilmamistir (Caffey ve

Tiersch, 2000).



Sperma 6zellikleri, tiire, stoklara, hatta ayni canlhidan farkli zamanlarda alinan
orneklerde bile degisim gosterebilmektedir. Bu yiizden sperma kalitesi denemeleri ve bu
kalite ile ilgili ozelliklerin belirlenmesine Oncelik verilmelidir. Ayrica sperma Ornekleri,

kalitelerine gére dondurmada farkli egilime sahiptirler (Cabrita vd., 2009).

Kriyoprezervasyon, plazma membraninda, mitokondride ve kromotin yapisini etkileyen
organellerde hasara neden olur (Watson ve Morris, 1987; Watson ve Fuller, 2001). Hem
hiicreler i¢indeki buz kristali olusumu hem de eksternal ortamda osmotik ya da oksidatif
stresten dolayr olusan mekanik kuvvetlerden dolay1 hiicre hasart meydana gelir (Watson ve
Morris, 1987). Hiicre yapisinin ve fonksiyonelliginin korunmasi kriyoprezervasyon
protokoliine baghdir. Yumurtanin dollenmesi i¢in plazma membraninin biitiinligliniin ve
osmotik durumunun korunmasi gerekmektedir. Dahasi, spermatozoanin oosite ulagmast igin
su i¢inde hareket etme Kkabiliyetini siirdiirmesi gerekmektedir. Sprematozoa motilitesi
mitokondri durumu, ATP iiretimi, plazma membran kanal aktivitesi ve kamgcili yap1 gibi
hiicrenin farkli 6zelliklerine baghdir (Cabrita vd., 2009). Motilite ¢esitli tiirlerde sperma
kalitesinin belirlenmesinde kullanilan parametrelerden biridir (Cosson vd., 2008). Tiire bagl
olarak, semen igindeki hareketli hiicreler %10 ile %100 arasinda degisir. Ayrica DNA
biitiinligii, dollenmeden sonra basarili embriyo gelisimi ile garantilenmelidir (Cabrita vd.,
2009).

ATP igerigi, yasayabilirlik testleri, motilitenin belirlenmesi, DNA analizleri gibi sperma
kalitesinin belirlenmesinde kullanilan parametreler, kaliteli sperma 6rneklerinin se¢ciminde ve
kriyoprezervasyon protokollerinin olusturulmasinda ve bu protokollerin standardizasyonunda
etkili olacaktir (Cabrita vd., 2009).

1.5.1. Kriyoprotektanlar

Kriyoprotektanlar hiicrenin dondurulmasi sirasinda olusan soguk soku zararina, hiicre
ici kristal olusumuna, ¢O6ziim esnasinda dekristalizasyona ve gelisen membransel
destabilizasyona karsi koruyucu amacl olarak kullanilir. Genel olarak koruyucu etkilerini
ortamdaki donmamuis fraksiyonu artirarak ve ortamdaki iyon miktarin1 azaltarak gosterirler.
Hiicre, dondurulmadan once kriyoprotektanlarla inkubasyona tabi tutularak, intraselliiler
bakimdan dengeye gelmesi saglanmaktadir. Kriyoprotektanlarin en dnemli 6zellikleri, diisiik
molekiiler agirliga sahip olmalart ve toksik etkilerinin belirli dozlarda katildiklarinda
olusmasidir (Polge vd., 1949; Palasz ve Mapletopt, 1996; Bucak ve Tekin, 2007).



Hiicrelerin basariyla dondurulmasi, plazma membranindan suyun ve kriyoprotektanlarin
basit difiizyonunu ve hizli tagiimini gerektirir. Son yillarda membranda transport iglevli
protein yapisinda olan su kanallar1 (aquaporin) saptanmistir. Bu proteinlerin sulandiriciya
katilmasiyla hiicrenin yasama orani artirilmaktadir (Edashige vd., 2003; Bucak ve Tekin,
2007).

Hiicrelerin kriyoprotektanlara maruz kalma siiresinin kisaltilmasi ve gegirgenlik 6zelligi
olmayan kriyoprotektanlarin kullanimi gibi uygulamalarla hiicre dondurma ortamindaki
kriyoprotektanlarin toksik etkisi azaltilmaktadir (Massip, 2001; Bucak ve Tekin, 2007).
Kriyoprotektanlar islevsel olarak permeabl ve permeabl olmayan kriyoprotektanlar olarak iki

gruba ayrilmaktadir.

Permeabl (internal) kriyoprotektanlar

Gliserol, Etilen Glikol [EG], Formamide, Dimetilsiilfoksit (DMSQO) permeabl 6zellige
sahip kriyoprotektanlara 6rnek olarak verilebilir. Permeabl kriyoprotektanlar etkilerini, hiicre
zarindan igeriye girerek gosterirler ve Koruyucu etkileri donma esnasinda ortamdaki elektrolit
yogunlugunu azaltmalari, suyu uzaklastirarak protein yapilarini korumalar1 ve diisiik

sicakliklarin yarattifi ozmotik bliziismeyi azaltmalarn ile olugmaktadir (Mcgann, 1978;
Leeuw, 1993; Leiboand and Brandley, 1999; Holt, 2000; Bucak ve Tekin, 2007).

Gliserol: Gliserol yiiksek oranda sulu yapi gosteren bir poliol bilesigidir. Kimyasal
yapisindaki C/OH oranmin esit olmasi spermatozoon iizerindeki etkisini artirmaktadir.
Gliseroliin toksisitesi, metabolik donilisimii esnasinda olusan methlglycosal tarafindan
olusturulur. Gliseroliin toksik etkisi tiire bagl olarak degismektedir. Aygir, tavsan, kanath ve
balik spermalarinin dollemeyi engelleyici 6zellik gostermektedir. Hiicrelerde gliseroliin toksik
etkisi, membran biyoenerji dengesinde degisiklige ve ozmotik strese yol agmasiyla ortaya

cikmaktadir (Katkov vd., 1998; Alvarenga, 2000; Woods, 2000; Bucak ve Tekin, 2007).

Etilen glikol: Spermanin donma-¢ézme esnasinda olusan zarara karsi, gliserolle esit
oranda etki saglamaktadir (Alvarenga, 2000; Ball ve Vo, 2001; Bucak ve Tekin, 2007).

Amid tiirevi Kriyoprotektanlar: Amid tirevi kriyoprotektanlar [(Formamid,
Dimetilasetamid (DMA vb.)] o6zellikle aygir spermasinin dondurulmasinda gliserole gore
daha iyi koruma saglamakta ve daha az dollemeyi Onleyici ozellik gostermektedir.
Sulandiricilara %3,5-5 oraninda katilmasi, donma zararma karsi etkili olmakta, ¢6ziim sonu

sperma kalitesinde iyilesme saglamaktadir. Amidler, gliserole duyarli tiirlerin spermalarinin



muhafazasinda alternatif olarak kullanilabilmektedir (Gomes vd., 2002; Alvarenga vd., 2005;
Bucak ve Tekin, 2007).

DMSO (Dimetilsiilfoksit): DMSO, kimyasal olarak bir polar kok etrafinda iki apolar
bastan olusan suyu hem seven hem sevmeyen gruplari bir arada bulunduran molekiildiir. Bu
Ozellik ona hem sivi hem de organik ortamlarda ¢oziinme imkani saglamaktadir. Alabalik

spermasinda ¢éziim sonu en yiiksek motilite orani, sulandiriciya %10-15 oraninda ilave

eklendiginde elde edilmektedir (Alvarenga, 2000; Ball ve Vo, 2001; Bucak ve Tekin, 2007).

Permeabl olmayan (eksternal) kriyoprotektanlar

Eksternal kriyoprotektanlar, membranlarin sivi ve katyonlara kars1 gegirgenliginde artis
yaparak, ozmotik strese karsi hiicre membranlar1 esnek hale getirerek koruyucu etkilerini
gosterirler. Bunun yaninda, hiicrede donma/¢éziinme esnasinda gelisen lipid
peroksidasyonunu azaltmaya ¢alisirlar. Sulandiriciya eklendiklerinde diisiikk oranda permeabl
olmayan kriyoprotektan kullanilmakta, bu islem internal kriyoprotektanlarin ortaya
cikabilecek toksik etkilerini azaltmaktadir (Arav vd., 1993; Cabrita vd., 2001; Bucak ve
Tekin, 2007). Eksternal kriyoprotektanlar, makromolekiiller ve sakkaritler olarak ikiye ayrilir.

Makromolekiiller: Polietilen glikol, ficoll 70, BSA, dekstran, mannitol ve polivilinil
prolidon sulandiricilarda en ¢ok kullanilan makromolekiillerdir. Bunlardan BSA (bovine

serum albumin)’nin lipid peroksidasyon inhibitorii oldugu diisiiniilmektedir (Mcgann, 1978;
Kasai, 1996; Cabrita vd., 2001; Bucak ve Tekin, 2007).

Sakkaritler: Glukoz, siikroz, trehaloz ve raffinoz sakkaritlerdendir. Sakkaritler, lethal
etkili intraselliiler kristallesmeyi engellemek i¢in hiicrede suyu uzaklastirir (Rudolph ve
Crowe, 1985; Mcwilliams vd., 1995; Bucak ve Tekin, 2007). Sekerler donma ve ¢6ziim
esnasinda olusan membran zararina karsi, membrandaki fosfolipitlerle etkilesime girerek
yiizey artist saglayarak koruma saglamakta ve ¢oziim islemi esnasinda da hiicrelerin ozmotik

soka girmesini 6nlemektedir (Mcgann, 1978; Mcwilliams vd., 1995; Bucak ve Tekin, 2007).
Yumurta sarisi

Yumurta sarisindaki diisik yogunluga sahip fosfolipidler spermatozoon yiizeyine
baglanarak hiicresel adenilat siklazi aktive ederek koruyucu etki gosterirler (Holt, 2000;

Bucak ve Tekin, 2007). Birgok arastirmada lipozomlardan elde edilen fosfolipitlerin koruyucu
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etkileri arastirilmus, tiire gore koruyucu etkili fosfolipid kaynaklar1 belirlenmistir (Leeuw vd.,
1993; Bucak ve Tekin, 2007).

Antifreeze proteinler

Antifreeze proteinlerinin farkli molekiiler agirliga sahip, tripeptit zincirlerden olusan {i¢
farkl1 tipi mevcuttur ve bu proteinler diisiik sicakliga sahip sularda (-1,8°C) yasayan baliklar,
bocekler, bakteriler ve bitkilerden izole edilmektedir (Payne vd., 1994; Palasz ve Mapletopt,
1996; Cheng ve Merz, 1997; Bucak ve Tekin, 2007).

Diger kriyoprotektif ajanlar

Kriyoprotektif ajanlardan soya fasiilyesi ekstraklarinin, hiicrenin sogutulmasi sirasinda
membran akigskanligini azaltarak koruma sagladigi bildirilmektedir. Ayrica pentoxifylline,
kafein, sodium nitroprusside, platet activating factor, butylhydroxytoluene (BHT) ve
hyaluronic acid’in spermatozoonun ¢oziim sonu Yyasayabilirligine katki sagladigi

bildirilmektedir (Oehninger vd., 2000; Bucak ve Tekin, 2007).

1.5.2. Kriyobiyolojik saklamanin mekanizmasi

Hiicrelerin dondurulmasinda suyun biyolojik formunun degisimi s6z konusudur. Yani
dondurma, suyun biyololik olarak kristallesmesi, sekil degistirmesi ile meydana gelmektedir.
Hiicrelerin dondurulma islemi sirasinda hiicre disi soliisyon/medyum kendiliginden veya
etkime ile -5 ila -100 °C’de kristallesir. Ancak hiicre i¢i ortamda hiicre membraninin etkisiyle
heniiz donma s6z konusu degildir. S6z konusu olusum sirasinda hiicre dig1 suyun buzlagsmasi
nedeniyle ortamda bulunan maddelerin yogunlugunda artis meydana gelir. Bu durum bazi
kimyasal maddelerin hiicre iginde ve disinda farkli yogunlukta bulunmalarina neden olur.
Meydana gelen farkli yap1 ya da denge nedeniyle bir kisim sivinin hiicre disina ¢ikmasi
(dehidrasyon) ile bu kez de hiicre i¢inde bulunan bir kisim erimis maddelerin yogunlugunda
artis meydana gelir ve hiicre igerisinde de kristaller olusur. Bu olusumlar hiicrelerin
dondurulmasinda oldugu gibi ¢ozdiiriilmesinde de (ters yonde ve dekristalizasyon halinde)
sogutma hizina bagli olarak az ya da ¢ok meydana gelir (Mazur, 1977, 1984, 1990; Bucak ve
Tekin, 2007).

Hiicre (gamet) membran biitlinliigli ve normal yapis1 hiicrenin metabolik fonksiyonlari
icin gereklidir. Normal viicut 1sisinda hiicre membran yapisi lamelli, iki sirali fosfolipid
yapisinda ve dizilmis proteinlerden olusur. Ortamin 1s1 degisimleri (6zellikle diigsme)

dogrudan membran yapisini etkilemesi (soguk soku) ile birlikte metabolik olaylarda azalma,
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sapma, diisme, hiicre i¢i iyon ve molekiil kayiplaria neden olur (Mazur, 1977, 1984; Bucak
ve Tekin, 2007).

Sogutma zarari

Gametlerdeki sogutma zarari, hiperozmotik stres, soguk soku stresi, ozmotik biiziisme-
sisme sonucu olugmaktadir. Hiperozmotik g¢evrenin yaratilmasinda ortam pH’si, hiicresel
dehidrasyonda artis, hiicre membrani protein-lipid kompleksinin zayiflamasinda 6énemli yer
tutar (Gao vd., 1993). Gametlerin soguk sokuna maruz kalmasinda gelisen zararlar, hiicresel
su kaybi, membran lipit ve proteinlerinde destabilizasyon-denatiirasyon, hiicre ve
endoplazmik retikiilimunda ozmotik sisme, plazma membraninda intramembrandz
kiimelesme, zona pellusida da fraktiir (kirilma), akrozomal enzimlerin salinimi, soguk sokuyla
spermatozoonun sirkiiler hareketi ve motilite kaybi, oositlerin in vitro fertilizasyonunda
kayiplar olarak siralanabilir. Bunlarin sonucunda, hiicre 6liimii, serbest radikal olusumu, ATP
sentezinde aksama, délleme kaybi, polispermi ve tetraploidi olusmaktadir (Shaw vd., 2000;
Bucak ve Tekin, 2007).

Kristal olusumu

Kristallesme endotermik bir islem olup, ortamda latent 1s1 dalgasini ortaya koymaktadir.
Sivilardaki kristallesmeyi takiben, donmamis fraksiyondaki fiziksel ozellikler degismekte,
kristallesme sonucu olusan gaz, ortam viskozitesini artirmakta ve pH’ta 6nemli degisimler
meydana getirmekte ve kristallesmenin yarattigi stres faktorii, hiicrede ozmotik biiziismeye ve
polimerizasyona, membran lipid fazinda degisimlere neden olmaktadir (Watson, 1995; Woods
vd., 2000; Bucak ve Tekin, 2007).

Ozmotik stres ve ozmotik sisme

Donma isleminde etkili en 6nemli faktér hiicrede olusan ozmotik strestir. Donma
sirasinda hiperozmotik ortam olugmasina ragmen, ¢oziim esnasinda kristalizasyonun ortadan
kalkmasiyla bu ortam azalmaktadir. Ozmotik stres, hiicre i¢i ve hiicre dis1 ortamdaki ozmotik
farktan kaynaklanmaktadir. Bu ozmotik farkliligin hesaplanmasi, hiicreden hangi oranda
suyun uzaklastirilmasinin belirlenmesinde 6nemlidir. Suyun uzaklagtirilma orani ise dogrudan
ortama katilacak kriyoprotektan yogunluguyla iliskilidir (Curry ve Watson, 1994; Bucak ve
Tekin, 2007).

Kriyoprotektanlarin ilavesi ortamin hiperozmotik olmasina, hiicre membranindan

iceriye  girmesiyle  hiicrede  dehidrasyonun  sekillenmesine neden  olmaktadir.
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Kriyoprotektanlarin uzaklastirilmasinda hiicreler tekrar sismekte ve isozmotik hacime
ulagsmaktadir (Woelders, 1997). Bu tekrarlanan degisimler kritik noktalar1 gegtiginde,
hiperozmosize bagli irreversibl membran yikimi olusur. Ayrica hiicredeki kiigiik porlarin
varlig1 potasyum ve sodyum iyonlarinin giris-¢ikisini saglayarak, hiicrenin hipoozmotik stres
ve kolloidal ozmotik hemolize duyarliligini artirir. Bu durumun 6niine gegmek i¢in ortama
kademeli olarak kriyoprotektanlarin ilavesi gerektirmektedir (Gao vd., 1993; Pedro vd., 1997;
Kasai, 2002; Bucak ve Tekin, 2007).

Iki faktor hipotezi

Mazur ve arkadaglarmin ortaya attig1 iki faktor hipotezine gore; hizli sogutma zarari,
hiicrede sekillenen kristallesmeyle ilgilidir. Yavas sogutma =zarar1 ise hiicrenin
kriyoprotektanlara uzun siire maruz kalmasinda ya da asir1 biiziigmesinde olusmaktadir

(Bucak ve Tekin, 2007).

1.5.3. Hiicre membran parametreleri

Hiicreler su igerigine, hacmine, sogutulma duyarliligina ve sitoplazmik membranin sivi
permeabilite katsayisina gore spesifik sogutma oranina sahiptir. Donma esnasinda gamet ve
embriyonun su aligveriginin hesaplanmasi, hiicrenin donmaya ve kriyoprotektanlara karsi
ozmotik tepkinin belirlenmesi, lethal etkili intraselliiler donma insidensinin azaltilmasi ve
kriyoprotektanlarin optimum katim oranlarimin saptanmasi bazi membran parametrelerinin
belirlenmesine baglidir. Bu parametreler, ozmotik inaktif hacim, hidrolitik iletkenlik (Lp),
eriyik permeabilitesinin aktivasyon enerjisi (Vp) ve hiicre yiizeyi/hacim oranidir (Leibo ve
Brandley, 1999; Bucak ve Tekin, 2007).

1.6. Antioksidanlar ve Kriyoprezervasyon Isleminde Kullanilmasi

Antioksidanlar serbest radikalleri uzaklastiran molekiillerdir ve oksidasyonlar1 engeller.
Diisiik antioksidan seviyeleri ya da antioksidan enzimlerinin inhibasyonu oksidatif strese
neden olur ve hiicrelere hasar verir ya da o6ldiriir. Memelilerde spermatozoadaki reaktif
oksijen tiirleri (ROS) mevcuttur (Alvarez ve Storey, 1989; Sikka vd., 1995; Tramer vd., 1998;
Sikka, 2004). Spermatozoa tarafindan ROS firetilmesi fizyolojik bir islemdir. Ancak ROS
olusumu, 16kosit kontaminasyonundan (Aitken vd., 1992) ve asir1 rezidiiel sitoplazma igeren
spermatozoa tarafindan da ortaya ¢ikabilir (Kessopoulou vd., 1992). Spermatozoa &zellikle
peroksidatif hasara karsi hassastir. Ciinkil stoplazmalarinin ¢ogu spermatogenesisin son
safhalarinda uzaklastirilir (Alvarez vd., 1987) ve hemen hemen ROS tarafindan meydana

gelen peroksidatif hasardan koruyan enzimlere sahip degildirler (Sikka, 2004). Dahasi,
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spermatozoanin plazma membranlar1 serbest radikal saldirisina hassas olan doymamis yag
asitleri igerir (Alvarez vd., 1987, Sikka, 2004). Bu yilizden, ROS sperma hiicre
membranlarinin lipid peroksidasyonuna, motilite kaybina, doéllenmenin engellenmesine,
akrosomal reaksiyona, aksonemal yapida hasara neden olur (Sikka vd., 1995; Tramer vd.,
1998).

Oksidatif stres, organizmadaki pro-oksidan ve anti-oksidan dengenin bozulmasi olarak
tanimlanmaktadir (Kopani vd., 2006). Memelilerde yapilan ¢esitli ¢alismalar ROS’un
kriyoprezervasyon islemi boyunca iiretildigini ve dondurulmus-¢oézdirilmiis spermatozoada
antioksidan seviyelerinin azaldigin1 ve lipid peroksidasyonuna son derece hassas oldugunu
gostermistir (Lasso vd., 1994; Chatterjee vd., 2001; Bansal and Bilaspuri, 2011). Sonug
olarak, erime sonrasi motilite, yasayabilirlik, membran biitiinligii, akrozom fonksiyonelligi,
antioksidan durumu ve dollenme oraninda azalmanin oldugu belirlenmistir (Bansal and
Bilaspuri, 2011). Spermanin antioksidan kapasitesi Kkriyoprezervasyon islemi boyunca
meydana gelen lipid peroksidasyonun engellenmesinde yetersiz oldugundan sulandiricilar
antioksidanlarla desteklenmelidir (Cheema vd., 2009; Taylor vd., 2009; Chatterjee vd., 2001,
Bansal and Bilaspuri, 2011; Gadea vd., 2009; Malo vd., 2010).

Giliniimiize kadar memelilerin spermasindaki antioksidan sistemleri ile ilgili ¢ok sayida
calisma (Alvarez ve Storey, 1989; Zini vd., 1993; Bauché vd., 1994; Gu ve Hecht, 1996)
yapilmasia ragmen teleost baliklardaki antioksidan sistemleriyle ilgili arastirmalar son
yillarda ¢alisiimaya baslanmistir. Sasaki vd. (1996) ‘ye gore seminal plazmadaki antioksidan
potansiyeli, diisik molekiil agirhigr ile iliskili oldugu belirtilitken, Liu vd. (1995)
spermatozoal antioksidatif korumanin seminal plazma proteinleri ile iligkili oldugunu iddia
etmistir. Askorbik asit konsantrasyonu alabalikta seminal plazmada, kan plazmasindan daha
yiiksek oldugundan spermada antioksidan olarak 6nemli bir yere sahiptir (Ciereszko ve
Dabrowski, 1995). Yapilan bir ¢alismada, gokkusagi alabalig1 ve ot sazaninin askorbik asit ya
da askorbil monofosfat igeren diyetlerle beslenildiginde sperma motilitesinin ve dollenme
oraninin arttig1 bildirilmistir (Metwally ve Fouad, 2009). Ayrica tokoferol igeren diyetler ile
beslenen Salvelinus alpinus tiiriiniin seminal plazmasinda lipid peroksidasyonunu azaltmis ve
seminal plazmanin antioksidan potansiyeli artmistir. Bu yiizden teleost baliklarda antioksidan

olarak kullanilabilir (Mansour vd., 2006).
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Giglii bir reduktant ajan olan tirik asit, gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss),
tatlt su levregi (Perca flavescens), turna baligi (Esox masquinongy, Esox lucius), sazan
(Cyprinus carpio), capak baligi (Abramis brama) ve yesil sazan (Tinca tinca)‘in seminal
plazmasinda yiiksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir. Bu yilizden antioksidan fonksiyonu da

olabilir (Ciereszko vd., 1999).

Son zamanlarda, farkli teleost baliklarin spermasindaki antioksidan sistemleri daha
detayli olarak incelenmistir (Ciereszko vd., 1999; Lahnsteiner vd., 2010). Lota lota (Linnaeus
1758), Perca fluviatilis (Linnaeus 1758), Alburnus alburnus (Linnaeus 1758) ve Salmo trutta
(Linnacus 1758)’ nin spermasi antioksidanlar (askorbik asid, karnitin, glutatyon, metiyonin,
tokoferol, tirik asid) ve oksidatif savunma enzimleri (katalaz, glutatyon reduktaz, peroksidaz,
superoksit dismutaz) igerdiginde, diger enzim ve metabolitlerin konsantrasyonlari/aktiviteleri
diistik ya da dalgaliyken iirik asit konsantrasyonlari ve SOD (superoxide dismutase) aktivitesi
yiksektir (Ciereszko vd., 1999; Lahnsteiner vd., 2010). Spermatozoa inhibe edici salin
solusyon spesifik antioksidan ve oksidatif savunma enzimleri ile saklandiginda, sperma
motilitesi ve memran biitiinliigli korunur ve lipid peroksidasyonu azalir (Lahnsteiner vd.,
2010a). Yapilan ¢aligmalarda, spermatozoanin oksidatif saldiriya hassas oldugu ve iirik asitin
sperma i¢in en uygun antioksidan oldugu sonucu ¢ikarilabilir (Ciereszko vd., 1999;
Lahnsteiner vd., 2010). Simdiye kadar teleost baliklarin spermatozoasinin kriyoprezervasyonu
ile ilgili cok sayida caligma yapilmasina ragmen hala kriyoprezervasyon boyunca oksidatif
zarar olup olmadigi, sulandiricilara antioksidanlarin eklenmesinin sperma kalitesini arttirip

artirmadig1 bilinmemektedir.
1.7. Alabaliklarda kriyoprezervasyon ve antioksidanlarin etkisi

Brofeldt’in 1914 yilinda alabalik spermasinin soguk ortamda daha uzun yasadigini
kesfetmesinden sonra, sperma biyolojisinin daha iyi anlagilmasiyla 2 farkli muhafaza teknigi
gelistirilmistir (Biiylikhatipoglu ve Holtz, 1978). Bu tekniklerden birincisi spermanin 1 ila
9°C’de kisa stireli saklanmasi (soguk saklama), digeri derin dondurucu veya sivi azot
icerisinde 0°C ile -196°C arasinda uzun siireli saklama teknigidir (kriyoprezervasyon)
(Tabakoglu, 2005).

Kriyoprezervasyon (dondurarak saklama) prosediirii bazi tatli su baligi tiirlerinde
ozellikle salmonidler, mersin baliklari, sazanlar ve yaym baliklarinda uygulanmis ve son 10

yilda deniz baliklar tiirlerinde aragtirmalar yapilmistir. Yapilan bu ¢alismalar deniz ve tatli su
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balik tiirlerinde spesifik protokollerin uygulanmasinda gerekli bilgiyi saglamistir (Cabrita vd.,
2008).

Mersin baliklari i¢in uygulanan protokollerin ¢ogu mersin morinasi (Huso huso), ¢uka
balig1 (Acipenser ruthenus), solgun mersin baligi (Scaphirhynchus albus) Sibirya, Avrupa ve
Rus mersin balig1 (A. baeri, A. sturio, A. gueldenstaedii), kisa burunlu mersin baligi (A.

brevirostrum) gibi ticari ve nesli tehlikede olan tiirlerde uygulanmistir (Horvath vd., 2008).

Yayimn balig: tiirleri igerisinde, Afrika ve Avrupa yayin baliklar1 (Clarias gariepinus,
Silurus glanis), sazanlarda (Cyprinus carpio) ve giimiis sazan1 (Hypophtalmichthys militrix)
tizerinde ¢alismalar yapilmistir (Horvath ve Urbanyi, 2000; Alvarez vd., 2008; Maisse vd.,
2008; Viveiros ve Komen, 2008).

Basarili c¢alisma girisimleri kalkan (Scophthalmus maximus) (Suquet vd., 1998;
Chereguini vd., 2003), levrek (Sparus aurata) (Fabbrocini vd., 2000; Cabrita vd., 2005),
Avrupa levregi (Dicentrachus labrax) (Fauvel vd., 1998; Sansone vd., 2002), Avrupa ve
Japon yilan balig1 (Anguilla anguilla, A. japonica) (Tanaka vd., 2002; Asturiano vd., 2003),
cizgili levrek (Morone saxatilis) (He ve Woods, 2003), sivriburun karagéz (Diplodus
puntazzo) (Taddei vd., 2001), halibut (Hippoglossus hippoglossus) (Babiak vd., 2006), dil
baligi (Pleuronectes americanus) (Rideout vd., 2003), orfoz ve tas hanisi (Epinephelus
marginatus, E. malabaricus (Gwo vd., 1999; Cabrita vd., 2009), mezgit balig1 (Gadus
morhua, Melanogrammus aeglefinus) (Rideout vd., 2004) gibi deniz baliklar tiirlerinde de

yapilmistir.

Salmonidlerde yapilan galismalarin ¢ogu gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss),
kahverengi alabalik (Salmo trutta), kaynak alabaligi (Salvelinus fontinalis) ve alp alabalig: (S.

alpinus) tizerinde yapilmistir (Cabrita vd., 1998; Marti1'nez-Pa ramo vd., 2009).

Gwo vd. (1999) Oncorhynchus masou formosanus tiirtiniin spermanin muhafazasinda
kriyoprotektan olarak DMSO ve DMA’yt 300 mM glukoz kombinasyonu ile birlikte
kullanmigtir. Ayrica 300 mM glukoz-DMSO ile sulandirildiktan ve dondurma-¢6zme islemi
uygulandiktan sonra spermatozoadaki morfolojik degisiklikleri incelemislerdir. Caligma
sonunda, Kriyoprotektan olarak DMSO kullanildiginda ¢6ziim sonrasi daha yiiksek motilite ve

doéllenme orani elde edildigi belirlemislerdir.

Drokin vd. (1998) gokkusagr alabaligi (Oncorhynchus mykiss) ve kahverengi alabalik

(Salmo trutta f. fario) spermatozoasinin yapisit iizerinde kriyoprezervasyonun etkisini
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incelemiglerdir. Elektron mikroskobunda yaptiklar1 incelemeler sonucunda alabalik

spermatozoasinin memran yapisinda degisikliklerin meydana geldigini belirlemislerdir.

Gopalakrishnan vd. (1999) kahverengi alabalik (Salmo trutta fario) spermasinin
dondurulmasinda yedi farkli sulandirici kullanmislar ve spermanin etkinligini incelemislerdir.
Yumurta sarist (%2) ve DMSO (%10) igeren sulandirict kullanildiginda (p>0,05) kontrol
grubunun agilma oranlarinin esit oldugu belirlemislerdir. Cozilmis miltin ve "Dexter"”
solusyonuna 5 mM theophyUie eklemeden once sélomik sivinin uzaklagtirilmasinin agilma

yiizdesini arttirdigini tespit etmislerdir.

Babiak vd. (2000) gokkusagi alabaliginda (Oncorhynchus mykiss) sulandirict igeriginin
ve dengeleme zamanmin dollenme ve dondurulmus spermatozoanin enzimatik aktivitesi
iizerindeki etkisini incelemislerdir. Sulandirici olarak Erdahl ve Graham+%10 DMA
(dimethyl acetamide) + %10 yumurta sarisi ve 0,3 M glukoz+%10 DMA kullanmislardir.
Ozellikle DMA ve DMSO igeren sulandiricilara yumurta sarisinin eklenmesinin yararl

oldugunu belirlemislerdir.

Labbe ve Maisse (2001) kahverengi alabalik (Salmo trutta f. fario) iizerinde yaptiklari
calismada cinsel olgunluktan 9 ay once 30 erkek birey tatl suda, 30 erkek birey de deniz
suyunda yerlestirmislerdir. Calisma sonunda bireylerden sperma toplanmis ve analiz
etmislerdir. Deniz suyunda yetistirilen baliklardan (%10-90; %55+29 S.D.) alinan
spermalarin motilitesi tath suda yasayan baliklara oranla (%60-95; %89+7 S.D.) daha diisiik
ve degisken oldugunu belirlemiglerdir. Spermatozoa plazma memraninin osmotik soka
dayaniklilig1i, spermatozoanin %50’si deiyonizeye maruz kalmasina bagli olarak propidium
iodide gecirgenligi meydana gelmeden Once hesaplayarak belirlemislerdir. Deniz suyunda
yasayan baliklardan alinan spermalardaki gecirgenlik tathi suda yasayan baliklara gore 2
dakika erken meydana geldigini belirtmislerdir. iki gruptan alman spermalarda sperma yag
asidi profilinin ayn1 oldugu ve kolestrol/fosfolipid oranmin ise deniz suyundakilerde
0,526+0,092 S.D. ve tath sudakilerde 0,523+0,076 S.D. oldugunu vurgulamislardir.
Kriyprezervasyon iki grupta da spermada ATP igeriginin ayni oranda azalmasina neden

oldugu ve dollenme oranlarinin farkli olmadigini belirtmislerdir (%27+12 ve %32+12).

Cabrita vd. (2001) kriyoprezervasyon uygulanmis gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus
mykiss) spermasinda membran stabilizatorii olarak eksternal kriyoprotektantlarin etkisini
arastirmis ve dondurma-¢ézme isleminin spermatozoa hiicrelerinde olusturdugu hasari

incelemistir. Dondurma-¢6zme isleminden sonra plazma memraninda olusan subletal hasarla
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iliskili olarak déllenmenin azaldigini belirlemistir. Eksternal kriyoprotektanlar sperma hiicre
memranini hasara karsi koruyucu olarak bilinirler. Temel dondurucu olarak #6 Erdahl ve
Graham ve %7 DMSO ve yumurta sarisi, BSA ve soya-protein kompleksini (DanPro S760)
ve bunlarin g¢esitli kombinasyonlarin1 kullanmislardir ve bu kriyoprotektanlarin etkisini
degerlendirmek i¢in 10 ve 300 mOsm hipo- ve isoosmotik solusyonlarina maruz birakildiktan
30 saniye, 2, 5, 10 ve 15 dakika sonra hareketli hiicrelerin yilizdesini, hiicrelerin propidium
iodie gecirgenligi ve in vitro dollenme oranini belirlemislerdir. Bazi stabilitazorler dondurma-
¢ozme isleminden sonra motiliteyi, gegirgenligi arttirmis ve hiicrenin hassasligini azalttigini
vurgulamistir. Hipo-osmotik soka dayaniklilik agisindan incelendiginde en iyi memran
korunmasi, sulandirictya BSA ve yumurta sarisi eklendiginde elde ettiklerini bildirmistir. En
yiiksek dollenme oranina DanPro S760 yalniz ya da BSA ile kombinasyonlar1 uygulandiginda
ulagmistir. Calisma sonunda, soya fasulyesi konsantrasyonunun iyi bir koruma sagladigini ve

dollenme oranini arttirdigini bildirmistir.

Tekin vd. (2003) gokkusagi alabaliginda (Oncorhynchus mykiss) iireme mevsiminin
sonunda farkli yas gruplari olusturarak abdominal masaj yontemiyle 37 bireyden sperma
almig ve alinan spermalarda miktar, motilite, canlilik siiresi, yogunluk, toplam spermatozoa
sayisi, pH ve renk parametrelerini belirlemiglerdir. Spermasi sagilan baliklarin canli agirlik ve
uzunluklarmi  Olgerek  spermatolojik  Ozellikler ile arasindaki  korelasyonlarinm
degerlendirmislerdir. Kriyoprotektan olarak %10 DMSO ve yumurta sarisi igeren iig¢
sulandiric1 (1:3 v/v) ile spermay: sulandirmiglardir. Sulandirilmis sperma 0,5 ml payetlerde
paketlenmis ve sivi azot buharinda dondurmuslardir. Payetler 30°C’deki su banyosunda 30
saniye siireyle ¢ozdiiriilmiis ve ¢oziim sonu motilite ve dollenme sonuglari glukoz esasl
sulandiricida tespit etmislerdir. Sonug¢ olarak gokkusag:r alabaliklarinda spermatolojik
ozelliklerin yas, tiir ve ¢evre kosullar1 goz oniline alinarak degerlendirilmesi gerektigini ve
canli agirlik ile viicut uzunlugu odlgiilerinin sperma verimi ve kalitesinin degerlendirilmesinde

kullanilabilecegini beyan etmislerdir.

Cabrita vd. (2005) ve Pérez-Cerezales vd. (2010) gokkusagr alabaliginda
(Oncorhynchus mykiss) sperma kriyoprezervasyununun DNA’ya zararini incelemisler ve
kriyoprotektan olarak LDL (low density lipoprotein=diisiik yogunluklu lipoprotein)
kullanilmiglardir. Calisma sonucunda DNA biitiinliigiinde, lireme sezonu boyunca
kriyoprezervasyon zararindan dolayr azalma oldugunu ve LDL ile yumurta sarisinin

eklenmesinin koruyucu etkisi oldugunu vurgulamislardir.
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Young vd. (2009) gokkusagr alabaliginda (Oncorhynchus mykiss) ilk gelisimde, taze
milt ile kriyoprezervasyon uygulanmis ve miltin etkisini incelemislerdir. Gozlenmis yumurta,
fry yasama orani, fry deformite oranlart ve gelisimlerini karsilastirmislardir. Calisma
sonucunda, Kriyoprezervasyon uygulanmis grupta gézlenmis yumurta (p<0,001) ve fry
yasama oraninda (p<0,001) onemli bir azalma oldugunu belirlemislerdir. Gozlenmeden fry
asamasina kadar olan siirede, yasama oraninda gruplar arasinda bir farklilik goriilmezken,
gozlenme sathasindan Onceki donemde onemli bir farkliligin oldugunu belirlemislerdir.
Ayrica ¢alismada, gbzlenmis safhada haploid embriyolarin orani, ag¢ilmada fry deformite
oranlar1 ve pektoral yiizge¢ 1sinlari asimetrisindeki (FA) dalgalanmalari belirlenerek

gelisimdeki farkliliklar incelenmistir ve gruplar arasinda farklilik olmadigini belirtmislerdir.

Hatipoglu ve Ak¢ay (2010) endemik bir balik tiirii olan Abant alabaliginin (Salmo trutta
abanticus) spermatolojik parametrelerinin degerlendirilmesi ve farkli sulandiricilarda kisa
streli saklanan spermatozoonlarin fertilizasyon yetenegini arastirmiglardir. Yaptiklar
calismada olgunlasmis 2 ile 5 yas arasindaki erkek ve disi Abant alabaliklarini iiretim
istasyonundan elde etmisler, 30 olgun erkek baliktan anestezi yapilmaksizin masaj yoluyla
sperma alinmis, birincil spermatolojik parametreler (miktar, motilite, hareket siiresi, yogunluk
ve pH) belirlendikten sonra birlestirilen 6rnekleri iki farkli sulandirict ile (0,3 M glukoz veya
Ringer solusyonu) 1:2 (sperma:sulandirici) oraninda sulandirmiglardir. Sulandirilan spermay1
4°C‘de 48 saat saklamiglar, saklama islemi esnasinda 24. ve 48. saatlerde motilite
degerlendirmesi yapmislar ve délleme denemeleri igin kuru délleme teknigini kullanmislardir.
Yumurtalart 30 olgun disiden masaj yoluyla almislardir. Dolleme islemini kuru plastik
kaplarda gergeklestirmisler ve her bir dolleme denemesi i¢in 600 yumurta kullanmiglardir.
Dolleme dozu olarak her bir yumurta igin 0,25x10° spermatozoa kullanmislardir.
Yumurtalarin sismesinden sonra iizerlerine kulucka suyu (7°C) eklenerek dikey inkubasyon
tepsilerine yerlestirmislerdir. Arastirmadan elde edilen sonuglara gore taze sperma motilitesini
ortalama %81,4 olarak bulmuslardir. Saklama sonrasi en yiiksek motilite (24. saat: %67; 48.
saat: %53) ve hareket siireleri (24. saat: 60 saniye; 48. saat: 42 saniye) glukoz sulandiricisi ile
elde etmislerdir. Taze spermadan elde edilen fertilizasyon oran1 %84,4 olarak bulunmustur.
En yiiksek gozlii yumurta orani (%80,4) 24 saat glukoz sulandiricisinda saklanan spermadan
elde edildigini bildirmiglerdir. Saklamanin 48. saatinde bu oran glukoz sulandiricist igin
%61,9a, ringer sulandiricisi igin %43,8’e diistiigiinii tespit etmislerdir. Sonuglara gore, Abant
alabaligi spermasmin kisa siireli saklanmasinda glukoz esasli sulandirici, Ringer

sulandiricisina oranla daha iyi koruyucu 6zellliklere sahip oldugunu bildirmislerdir.
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Dziewulska vd. (2011) Atlantik salmon (Salmo salar) spermasinda penetre
kriyoprotektantlar [%10 DMSO ya da methanol (MeOH)]; penetre olmayan kriyoprotektantlar
[glukoz (0,3 M) ya da sukroz (0,6 M)], ve 0,1 mL peletler ya da 0,25 mL payetlerde
dondurma isleminde 8 farkli kombinasyon uygulamislardir. Biitlin sulandiricilar %10 yumurta
saris1 ile desteklemislerdir. Motilite oranlari, gozlenmis yumurta, agilan yumurta ve keseli
larva oranlari, agilmadan iki ay sonra alevinlerin biliyiime oranlarini hesaplamiglardir.
Pipetlerde korunmus olan spermatozoa motilitesi ve dolleme basarisi peletlerde muhafaza
edilenlerden daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Seker tipleri arasinda 6nemli bir fark
olmadigin1 belirlemislerdir. MeOH ile muamele edilen spermatozoa DMSO ile muamele
edilmis olanlara oranla daha yiiksek bir délleme oranina sahip oldugu ve gozlii embriyonun
daha hizli gelistigini vurgulamiglardir. MeOH ile muamele edilenlerden olusan déllerde
ozellikle agilmadan 6nce daha yiliksek mortaliteye sahip olduklari ve her iki muamelede de
yiizme sathasindan caligma sonuna dogru esit sayida bireyler elde edildigini bildirmislerdir.
Dahast MeOH grubunda, beslenme boyunca DMSO ve kontrol grubundan daha diisiik
agirlikta larva iretilmis olsa bile, MeOH grubunun larva agirligi tatmin edici oldugunu beyan
etmislerdir. Larva gruplar1 arasinda biiyiiklik ve kondiisyon a¢isindan 6nemli bir farkin
olmadigimi tespit etmislerdir. Calisma sonucunda penetrate kriyoprotektanlarin MeOH ve
DMSO nun erime sonrasi sperma hizi, dollenme oranit ve bireylerin mortalite oranini

etkiledigi, seker tiplerinin (glukoz, sukroz) etkisinin olmadigini belirtmislerdir.

Lahnsteiner vd. (2010a) kahverengi alabaligin Salmo trutta f. fario sperma sulandirici
ortamina eklenen antioksidanlarin etkisini incelemislerdir. Spermatozoa ve seminal plazmanin
antioksidan ve oksidan enzimlerini analiz etmislerdir. Antioksidan ve oksidan savunma
enzimlerinin sperma fonksiyonelligi {izerinde bir etkiye sahip olup olmadiginin belirlenmesi
icin in vitro deneyler uygulamiglardir. Segilen antioksidan ve oksidan savunma enzimleri,
spermatozoa motilite-inhibe edici tuz solusyonuna eklenmis ve sperma aktivasyonu, membran
biitlinliigii ve lipid peroksidasyonu belirlemislerdir. Spermatozoa ve seminal plazmada
katalaz, redukte glutatyon, metiyonin, sulfoksit reduktaz, peroksidaz ve superoksit dismutaz
enzimleri, askorbik asit, glutatyon, methiyonin, tokoferol ve {irik asit metabolitleri belirlenmis
ve enzimlerden superoksit dismutazin en yiiksek aktiviteye, metabolitlerden iirik asitin en
yiiksek konsantrasyona sahip oldugunu belirlemislerdir. Urik asit ve katalazin sperma
motilitesini  ve sperma membran biitiinligini arttirdigimi  ve  kontrol grubuyla
karsilastirildiginda ise sperma lipid peroksidasyonunun azalttigini tespit etmislerdir. Ancak,

katalazin sadece seminal sivida olandan daha yiiksek bir aktiviteye sahip oldugunu
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belirlemislerdir. Azalan metiyonin, sperma motilitesi ve membran biitiinliigliniinii, okside
metiyonin ise motiliteyi arttirdigini, ancak ne redukte ne de okside methiyonin sperma lipid
peroksidasyonunu azalttigin1 belirlemislerdir. Calisma sonunda, kahverengi alabaligin

spermasinda ana antioksidanin iirik asit oldugu Sonucuna vardiklarini belirtmislerdir.

Lahnsteiner vd. (2011) kaynak alabaligi (Salvelinus fontinalis) ve gokkusagi
alabaliginda (Oncorhynchus mykiss) kriyoprezervasyon uygulanmis sperma kalitesi tizerinde
antioksidanlarin  etkisini  incelemislerdir. =~ Yaptiklar1 ¢alismada  kriyoprezervasyon
sulandiricilarina antioksidanlarin (katalaz, superoksit dismutaz, peroksidaz, redukte glutatyon,
redukte metiyonin, okside glutatyon ya da redukte metiyonin) eklenmesinin dondurma-¢ézme
isleminde kaliteyi arttirip arttirmadigini aragtirmiglardir. Calisma sonucunda, antioksidanlarin
erime sonrasinda motilite parametrelerini, DNA biitiinliiglinii ve dollenmeyi etkiledigini
ancak membran bitinligini etkilemedigini belirlemislerdir. Gozlemlenen etkilerin
cogunlugunun negatif oldugunu ve antioksitadif stres ya da hasarin kriyoprezervasyon
boyunca oOnemli rol oynamadigini ayrica lipid peroksidasyon testlerinde taze ve
kriyoprezervasyon uygulanmis sperma arasinda farkliliklar olmadigini, antioksidan desteginin

kaynak alabalig1 ve gokkusagi alabaligi i¢in uygun olmadigini belirlemislerdir.

Ubilla ve Valdebenito (2011) gokkusagr alabaliginin (Oncorhynchus mykiss)
spermasinin soguk muhafazasinda sulandiricilara farkli antioksidanlarin eklenmesinin sperma
motilitesi ve spermatozoanin ddlleme basarisini nasil etkiledigini arastirmislardir. Kontrol
grubu, G1 [(UCT sulandiricisi), G2 (UCT-Polyphenol (0,1 g 100 mL-1)], G3 [UCT-trolax C
(0,2 g 100 mL-1)], G4 [UCT- Polyphenol (0,1 g 100 mL-1)-trolax (0,1 g 100 mL-1)] ve G5
(UCT-vitamin C) olmak iizere alt1 grup olusturmuslar ve 7, 10 ve 17. giin sonra motilite ve
dolleme Dbasarisim1  incelemislerdir. Calisma sonunda, sulandiricilara antioksidanlarin
eklenmesinin sperma yasayabilirligini, motilite ve dolleme basarisint etkiledigini

belirlemislerdir.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Anac temini ve sperma toplama

Calismada Keban Cir¢ir Alabalik Uretim Tesisi’nden temin edilen, morfolojisi diizgiin
olan ve kayitlar1 tutulan, verimleri bilinen, 2 yas ve iizerindeki 18 damizlik (36,6+2,23 cm,
666,42+129,15 g) ve 3 yas ve lzerinde ana¢ alabaliklar (43,3+2,10 cm; 1498+25 g)
kullantlmistir.

Anaglarin 2-Phenoxyethanol (30 mg/L) kullanilarak anestezi ile bayiltilmig, boy ve
agirlik 6lgiimleri alindiktan sonra anaglar ve “Abdominal Masaj Yontemi” ile sagim yapilarak
sperma almmustir (Sekil 2.1). Sagimda kontaminasyonu onlemek igin, idrar ya da digkinin
spermaya karismamasi i¢in alabaliklar sagimdan 2 giin Once ag¢ birakilmistir. Sperma
ornekleri analiz islemleri i¢cin ve kriyoprezervasyon islemi i¢in 2-4°C arasinda buz iceren

plastik kaplarda muhafaza edilmistir.

Sekil 2.1. Anaglardan spermanin alinmasi
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2.2. Spermatolojik parametrelerin belirlenmesi
Spermanin makroskobik muayenesinde renk, kivam ve miktar parametreleri

incelenmistir (Sekil 2.2).

Sekil 2.2. Spermanin makroskobik muayenesi

Spermatozoa konsantrasyonu Neubauer sayma kamarasiyla %0,8 NaCl ile 2500 X
sulandirmayla belirlenmistir (Caille vd., 2006). Hareketli spermatozoonlarin yiizdesi 120 mM
NaHCOj; ile aktivasyondan sonra 5 saniye i¢inde mikroskopta 250X biiylitmede belirlenmistir
(Sekil 2.3).

Sekil 2.3. Spermatozoa konsantrasyonunun belirlenmesi
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10.000Xg seminal plazma 10 dakika 4°C’de spermanin santrifiijlenmesinden elde
edilmistir.

Spermatokrit dl¢timiinde mikro-hematokrit kapillar tiipler (75 mm uzunlugunda, i¢ cap1
I mm ve 0,1 ml kapasite) spermayla doldurulmustur. Tiiplerdeki sperma hacmi mm’de metre
Olceginde Olclilmiis ve 10 dakika 4000 rpm (3370Xg) de santrifiijlenmistir. Spermatokrit,
spermanin toplam hacmindeki beyaz hiicrelerin yiizdesi olarak tanimlanir.

Spermanin pH degeri, pH indikator kagidi kullanilarak belirlenmistir (Sekil 2.4). pH
tayini taze sperma, sulandirma sonrasi ve ¢oziim sonrasi olmak {izere ii¢ asamada ayr1 ayri
tayin edilmistir. Tayin isleminde bir damla sperma indikator kagidina damlatildiktan sonra,

kagit iizerindeki renk degisimine bakilarak skalaya gore okuma yapilmistir.

Sekil 2.4. pH indikator kagidi ile pH tayini

% 0,1 BSA ilavesi ile aktivasyon solusyonuyla (120 mM NaHCO3, 4°C) aktivasyon
saglanmigtir. Milt (1-2 pL), 400 pL aktivasyon solusyonu bulunan polietilen Eppendorf tiipe
eklenmistir. Karigtirdiktan sonra, bu sulandiricinin 1,2 pL’si lamin (12-well multi-test) (MP
Biomedicals LLC, Almanya) iistiine koyulmus ve istii lamel ile kapatilarak incelenmistir

(Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Spermanin incelenmesi

Sperm hareketi kamera (Basler A312fc, 50 Hz negatif faz konsantrat Nikon Eclipse 50i
mikroskop SCA cihazina bagli, 250x biiyiitmeli) ile izlenmistir. Aktivasyon sonrast 10
saniyelik filmler seklinde kayit yapilmistir (Sekil 2.6). Aktivasyon ve film kayitlar1 en az 5
kere tekrarlanmistir. Sperma hareketi ile ilgili 6zellikleri SCA (Sperm Class Analyser v. 4.0.0.
by Microptic S.L., Barselona, Ispanya) ile belirlenmistir. 8 sperma 6zelligi analiz edilmistir;

1) MOT, hareketli sperma yiizdesi

2) VCL, egrisel hareket hiz1 (upum sh):;
3) VAP, ortalama hiz (um s™);

4) VSL, dogrusal hareket hiz (um s™);
5) LIN, lineerlik (VSL/VCL x 100);
6) STR, dogrusallik (VSL/VAP x100);
7) ALH, yatay yer degistirme

8) BCF, sperma vurus frekansi (Hz).

Motilitesi (>%70) yiiksek olan sperma sulandirilmak i¢in ayrilmistir.
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Sekil 2.6. SCA cihaziyla spermatolojik 6zelliklerin belirlenmesi

2.3. Sperm Kriyoprezervasyonu ve Antioksidanlarin Kullanilmasi

Sagimdan sonra elde edilen ve biitiin spermatolojik 6zellikleri degerlendirilen sperma
icin ana sulandirici hazirlanmistir. Standart sulandiricida kullanilan Kimyasal malzemeler
0,0001 hassasiyetli terazi (Kern Ple 310-3N) ile tartilmistir (Sekil 2.7).

Standart Sulandirici

NaCl 6,52 mg/ml
NaHCO; 2 mg/ml
KCI 0.8 mg/ml
Glukoz 2 mg/ml
BSA 4 mg/ml
Yumurta sarist %7,5
DMSO %10

Sperma Kriyoprezervasyonunda kullanilan farkli antioksidan ilaveleri ile elde edilen

sulandirici kombinasyonlar1 Tablo 2.1°de verilmistir.
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Tablo 2.1. Farkli antioksidan ilaveleri ile elde edilen sulandirici kombinasyonlari

1.sulandirc (Standart sulandiricr)

2.sulandirci

103 mmol/l NaCl

103 mmol/l NaCl

40 mmol/l KCI

40 mmol/l KCI

NaHCO;

NaHCO;

%1.5 (w/v) bovine serum albumin (BSA)

9%1.5 (w/v) bovine serum albumin (BSA)

%7,5 (v/v) yumurta sarist

%7,5 (v/V) yumurta sarisi

glukoz

glukoz

DMSO (%10)

DMSO (%10)

Katalaz (250 U/I)

3.sulandirci

4.sulandirci

103 mmol/l NaCl

103 mmol/l NaCl

40 mmol/l KCI

40 mmol/l KCI

NaHCO;

NaHCOg

%1.5 (w/v) bovine serum albumin (BSA)

%1.5 (w/v) bovine serum albumin (BSA)

%7,5 (v/v) yumurta sarist

%7,5 (v/v) yumurta sarist

glukoz

glukoz

DMSO (%10)

DMSO (%10)

superoksit dismutaz (250 U/I)

Peroksidaz (250 U/I)

5.sulandirca

6.sulandirca

103 mmol/l NaCl

103 mmol/l NaCl

40 mmol/l KCI

40 mmol/l KCI

NaHCO,

NaHCO;

%1.5 (w/v) bovine serum albumin (BSA)

%1.5 (w/v) bovine serum albumin (BSA)

%7,5 (v/v) yumurta sarist

%7,5 (v/v) yumurta sarist

glukoz

glukoz

DMSO (%10)

DMSO (%10)

(-)-Glutatyon oksidaz (1.5 mmol/l)

L-Metiyonin (1.5 mmol/l)

7.sulandirca

8.sulandirca1

103 mmol/l NaCl

103 mmol/l NaCl

40 mmol/l KCI

40 mmol/l KCI

NaHCO3

NaHCO;:,

%1.5 (w/v) bovine serum albumin (BSA)

%1.5 (w/v) bovine serum albumin (BSA)

%7,5 (v/v) yumurta sarisi

%7,5 (v/v) yumurta sarist

glukoz

glukoz

DMSO (%10)

DMSO (%10)

Askorbik asit (0.5 mmol/l)

L-Karnitin (0.5 mmol/l)

9.sulandirci

10.sulandirci

103 mmol/l NaCl

103 mmol/l NaCl

40 mmol/l KCI

40 mmol/l KCI

NaHCO;;

NaHCO3

%1.5 (w/v) bovine serum albumin (BSA)

%1.5 (w/v) bovine serum albumin (BSA)

%7,5 (v/v) yumurta sarisi

%7,5 (v/v) yumurta sarisi

glukoz

glukoz

DMSO (%10)

DMSO (%10)

B-Karoten (0.5mmol/l)

(£)-o-Tokoferol (2.0 mmol/1)

11.sulandirci

12.sulandirci

103 mmol/l NaCl

103 mmol/l NaCl

40 mmol/l KCI

40 mmol/l KCI

NaHCO3

NaHC03

%1.5 (w/v) bovine serum albumin (BSA)

%1.5 (w/v) bovine serum albumin (BSA)

%7,5 (v/v) yumurta sarisi

%7,5 (v/v) yumurta sarist

glukoz

glukoz

DMSO (%10)

DMSO (%10)

Urik asit (0.25 mmol/l)

L-Glutatyon reduktaz (1.5 mmol/l)
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Sekil 2.7. Sulandiricinin hazirlanmasinda tartim islemi

Calismada kullanilacak spermalar 12 esit kisma bdliindiikten sonra hazirlanmis
sulandiricilarla 1:10 oraninda sulandirilmistir (Sekil 2.8). Sulandirma islemi yapilirken
sulandirici ile spermanin 1sisinin ayni olmasina dikkat edilmis, sulandirict spermaya kademeli

olarak eklenmistir.

Sekil 2.8. Spermanin sulandirilmasi
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Sulandirilmis sperma 0,25 ml’lik payetlere ¢ekilmistir (Sekil 2.9) ve payetlerin agik
olan uglart Polivinil alkol ile kapatilmistir. Sulandirilma isleminden sonra spermalar payetlere
cekilmis, payetlerin agik uglar1 kapatilmis ve hemen soguk suya atilarak Polivinil alkol’iin

sertlesmesi saglanarak kapatma islemi gergeklestirilmistir (Sekil 2.10).

Sekil 2.9. Spermanin payetlere ¢ekilmesi
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Sekil 2.10. Payetlerin polivinil alkol ile kapanmasi

Bu islemi takiben dondurma islemine gec¢ilmistir. Payetler celik levha {izerine

yerlestirilmis (Sekil 2.11) ve strafora sivi azot koyulmustur (Sekil 2.12).

Sekil 2.11. Payetler gelik levha iizerine yerlestirilmesi
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Sekil 2.12. Strafora sivi azot dokiilmesi

Daha sonra delikli paslanmaz celik levha iistiine yerlestirilmis payetler sivi Azot
buharmnin 3 cm {iizerinde 10 dakika tutulmustur (Sekil 2.13). Bu islemden hemen sonra
payetler s1vi azot igerisine konarak dondurma islemi gergeklestirilmistir. Daha sonra payetler
konteynirlara yerlestirilmis ve dondurulan payetler belli siireler sonunda (1., 3. ve 6 ay
sonunda) 40°C’de 5 saniye su banyosunda c¢ozdiiriilmiis ve spermatolojik ozellikleri

incelenmistir.
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Sekil 2.13. Payetlerin s1v1 azot buharinda tutulmasi

2.4. Déllenme Oram ve Acilma Oraninin izlenmesi

Fertilizasyon denemeleri icin 2,5 yas ve flzerindeki anaglardan yumurta sagimi

yapilmustir (Sekil 2.14).
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Sekil 2.14. Anaglardan yumurta sagimi

Yumurta olgun baliklardan toplandiktan sonra payetlerdeki ¢Ozlinmiis sperma her
birinde 100 yumurta olan gruplara dokiilmistiir. Yumurtalarin déllenmesinde %70 motiliteye
sahip olan spermalar kullanilmistir. Cozdiriilmiis sperma hemen yumurtalarin {izerine
dokiilmistiir. Dollenme basarisi lizerinde farkli protokollerin etkisini belirlemek i¢in diisiik
yumurta-sperma orani uygulanmigstir. Sperma 20-30 saniye karigtirilmig, 2-3 dakika sonra,
kuluckada kullanilan sudan yaklasik 50 mL eklenmis ve sonra yumurtalar birka¢ kez
yikanmis, 45-60 dakika sonra sisme saglanmistir. Yumurtalar kulucka dolabina yerlestirilmis
ve 8-10°C’de inkiibe edilmistir (Sekil 2.15). Oli yumurtalar diizenli araliklarla

uzaklastirilmigtir. D6llenme orani ve agilma oranlari belirlenmistir.
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Sekil 2.15. Kulugka dolabina yerlestirilen déllenmis yumurtalar

2.5. Veri Analizi

Sperma motilite 6zellikleri lizerinde farkli kriyoprezervasyon protokolleri arasindaki
farkliliklarin analizinde four-factor ANOVA uygulanmistir. Motilite, dollenme orani, agilma
orani arasindaki varyasyonlarda {i¢ yonlii tekrarli ANOVA, taze sperma ve kriyoprezervasyon
uygulanmis sperma arasinda motilite 6zellikleri arasindaki farkliliklarin belirlenmesinde tek

yonlii tekrarli ANOVA ve Duncan testi uygulanmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Spermatolojik Muayene Bulgular

Yapilan ¢alismada gokkusagi alabaligindan (n=18) clde edilen ejakulatlarda baslica
spermatolojik 6zelliklerden sperma miktari, spermatozoa motilitesi, sperma pH’s1 ve sperma
rengi tespit edilmistir. Taze spermada bulunan spermatolojik 6zelliklere ait veriler ortalama
deger olarak Tablo 3.1°de verilmistir. Alinan tiim sperma Orneklerinde renk beyaz-krem

olarak, pH’s1 ortalama (£S.D). 7,54+0,00 olarak belirlenmistir.

Tablo 3.1. Gokkusagi alabaliginda spermatolojik muayene bulgulart

Sperm miktari

Ornek (cc) Renk Kivam Motilite (%) pH
1 32,5 Beyaz-Krem Yogun 70 7,5
2 125 Beyaz-Krem Yogun 80 7,5
3 10 Beyaz-Krem Yogun 90 7,5
4 30 Beyaz-Krem Yogun 90 7,5
5 28 Beyaz-Krem Yogun 70 7,5
6 18 Beyaz-Krem Yogun 75 7,5
7 17 Beyaz-Krem Yogun 90 7,5
8 10 Beyaz-Krem Yogun 65 7,5
9 15 Beyaz-Krem Yogun 70 7,5

10 10 Beyaz-Krem Yogun 70 7,5
11 7,5 Beyaz-Krem Yogun 90 7,5
12 25 Beyaz-Krem Yogun 80 7,5
13 12 Beyaz-Krem Yogun 90 7,5
14 12,5 Beyaz-Krem Yogun 85 7,5
15 11 Beyaz-Krem Yogun 90 7,5
16 20 Beyaz-Krem Yogun 90 7,5
17 10 Beyaz-Krem Yogun 80 7,5
18 10 Beyaz-Krem Yogun 90 7,5

3.2. Spermanin Dondurulmasi ile ilgili Bulgular

Spermanin dondurulmasinda 18 adet damizhik gokkusagi alabaligi kullanilmstir.
Rastgele olarak segilmis alabaliklardan abdominal masaj yontemi ile sperma alinmigtir.
Alman 6rneklerden spermatolojik muayeneler yapildiktan hemen sonra daha 6nce materyal ve
metod kisminda da belirtilen oniki farkli sulandiric1 (katalaz, superoksit dismutaz, peroksidaz,

okside glutatyon, redukte glutatyon, L-methiyonin, iirik asit, L-askorbik asit, a-tokoferol, B-

karoten ve karnitin) ile sulandirilmis ve sonra dondurma islemine gecilmistir.
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3.2.1. Sulandirma Sonrasi Elde Edilen Bulgular

Taze spermadan SCA cihaziyla elde edilen sperma kalite parametreleri 3.2’de

verilmistir.

Tablo 3.2. Taze sperma kalite parametreleri

Parametreler Taze sperm (n=18)
Egrisel hareket hiz1 (VCL) (um s™) 76,44+19,53
Dogrusal hareket hiz1 (VCL) (unm s 28,8+10,00
Ortalama hiz (VAP) (unm ) 46,92+12,68
Lineerlik (LIN) 37,94+9,92
Dogrusallik (STR) 60,76+7,36
Yatay yer degistirme (ALH) 3,14+0,93
Sperma vurus frekans1 (BCF) (Hz) 6,54+1,40

1., 3. ve 6. ay sonunda payetler ¢ozdiirilmistiir. Tespit edilen sperma motilite degerleri
Tablo 3.3’te verilmistir. Yapilan istatistiksel degerlendirmede, ¢oziim sonrasi elde edilen
bulgularda spermatozoa motilitesi gruplar arasinda istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur
(P<0,05). Cozdiirme sonucunda en yiiksek motilite L-metiyonin ve iirik asit ilave edilen
gruptan elde edilmistir. 1., 3. ve 6. ay sonunda ¢6ziim sonrasinda elde edilen bulgularda
stireye bagli olarak motilitenin diistiigl, farkin istatistiki olarak 6nemli oldugu belirlenmistir
(P<0,05). Ancak, glutatyon oksidaz, katalaz ve peroksidaz eklenen gruplarda siireye bagli

olarak motilite diiserken, gruplar arasindaki fark istatistiki olarak 6nemli bulunmamastir.
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Tablo 3.3. 1., 3. ve 6. ay sonunda motilite degerleri (%)

Sulandiric1 Gruplari 1. ay 3. ay 6. ay F degeri P degeri
Standart sulandirici 34,00+2,65* 33,00+2,12%* 29,0042,54% 0,0814 0,92
L-Glutatyon reduktaz ~ 45,00+7,02"* 41,00+5,15% 40,00£6,14%Y 0,6958 0,53
-)-Glutatyon oksidaz ,00+4,73% ,00+4,25 ,00+4,62°% , ,
Glutatyon oksid 33,00+4,73% 29,00+4,25% 27,00+4,627 2,2750 0,27
L-askorbik asit 35,00:3,00% 34,00+2,79% 30,00+2,54% 0,0857 0,81
L-metiyonin 69,00+1,53** 62,00+1,46*Y 60,00+1,62%Y 0,1304 0,98
(2)-a-tokoferol 58,00+3,06™* 51,00+3,01%Y 49,00+3,12%Y 0,7129 0,54
Urik asit 69,00+4,00°°* 61,00+3,59°Y 55,00+3,46™7 0,2592 0,66
L-karnitin 61,00+4,73%* 55,00+4,02%Y 53,00+4,56%Y 2,3041 0,18
B-karoten 33,00+4,16°* 25,00+4,11°Y 22,00+4,32°%Y 0,6956 0,53
Superoksit dismutaz 63,00+5,69°4* 59,00+5,14%4Y 55,00+5,36%7 0,9032 0,35
Peroksidaz 25,00+2,65™ 22,00+2,14™ 19,00+2,37™ 4,3142 0,06
Katalaz 32,00+2,65%* 31,00+2,56™ 29,0042,48% 0,7056 0,53
Fdegeri 49,54 45,52 40,36
P degeri 0,00 0,00 0,00

ab.¢.d ¢ gylandiricilar arasindaki farklhiliklar gostermektedir.

X, Y,z

Siireler arasindaki farkliliklar1 gostermektedir.

1., 3. ve 6. ay sonunda payetler ¢ozdiiriilerek belirlenen sperma motilite siireleri Tablo

3.4’te verilmistir. Yapilan istatistiksel degerlendirmede, ¢6ziim sonrasi elde edilen bulgularda

spermatozoa motilite siiresi gruplar arasinda istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur (P<0,05).

Cozdiirme sonucunda en yiiksek motilite siiresi (+)-a-tokoferol ve iirik asit ilave edilen

gruptan elde edilmistir. 1., 3. ve 6. ay sonunda ¢6ziim sonrasinda elde edilen bulgularda

stireye bagli olarak motilite siiresinin diistiigli, farkin istatistiki olarak 6nemli olmadig:

belirlenmistir.
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Tablo 3.4. 1., 3. ve 6. ay sonunda motilite siireleri (Sn)

Sulandirici Gruplari 1. ay 3. ay 6. ay F degeri P degeri
Standart sulandirici 19,00+1,00** 18,00+0,98** 17,00+1,03** 0,0714 0,93
L-Glutatyon reduktaz ~ 22,00+1,00™ 21,001,02" 20,00+1,01™ 0,7058 0,53
(-)-Glutatyon oksidaz 13,00+1,53%* 12,00+1,21%* 10,00+1,36%* 2,3750 0,17
L -askorbik asit 13,00+1,73%* 13,00+1,68%* 10,00£1,65% 0,0857 0,91
L-metiyonin 25,00+2,00% 23,00+1,98** 21,00+2,06** 0,1304 0,88
- 28,00+1,53%* 27,00+1,45% 25,00+1,41%% 0,6129 0,57
(£)-a-tokoferol

Urik asit 32,00+2,08%* 29,00+2,01%* 28,00:+2,07%* 0,2592 0,77
L-karnitin 19,00+1,53%* 17,00+1,50%* 16,001,472 2,2941 0,18
B-karoten 18,00+1,53* 16,00+1,48** 15,00+1,55%* 0,6956 0,53
Superoksit dismutaz 22,00+1,15% 20,00+1,03%* 20,00+1,08** 0,9032 0,45
Peroksidaz 17,00+1,00%* 16,00£0,95°* 15,00+£1,05%* 3,2142 0,07
Katalaz 17,00+1,15% 15,00+1,12%% 15,00+1,16% 0,6956 0,53

F degeri 40,90 41,35 41,24

P degeri 0,00 0,00 0,00

a0.¢.4.¢ gylandiricilar arasindaki farkliliklarn gostermektedir.

X, Y,Z

Siireler arasindaki farkliliklar: gdstermektedir.

1., 3. ve 6. ay sonunda payetler ¢ozdiiriilerek sperma kalite parametreleri SCA cihazi ile

belirlenmistir (Tablo 3.5, 3.6 ve 3.7). Coziim sonrasinda elde edilen bulgularda sperma

parametreleri agisindan sulandiricilar arasindaki farkin istatistiki olarak onemli oldugu ve

zamana bagli olarak motilite siirelerinde diisiislerin meydana geldigi belirlenmistir.
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Tablo 3.5. 1.ay sonunda belirlenen sperma kalite parametreleri

Egrisel Dogrusal Ortalama hiz Lineerlik Dogrusallik Wobble Y%t.ay. yer Sperma vurus
Sulandirict Gruplar hareket h1z1 hareket h1z1 (VAP) (LIN) (STR) (WOB) degistirme frekansi
(VCL) (VSL) (ALH) (BCF)
Standart sulandirict 110,99+15,74® 71,51+13,50® 83,77+10,78® 66,54+18,35% 85,27+11,45® 77,08+14,79%¢ 3,15+1,54%¢ 8,37+2,38%
L-Glutatyon reduktaz 102,16+8,75%° 71,06+25,05% 88,75+11,91% 69,36+23,98" 79,11+24,28%° 86,89+9,18" 2,72+1,12" 8,85+3,65%
(-)-Glutatyon oksidaz 113,85+7,83? 40,35+33,12° 77,73+13,92% 36,47+31,11° 47,99+33,77° 68,76+14,75% 6,13+2,31% 6,03+1,85%
L-askorbik asit 85,06+12,16° 82,07+9,87° 84,09+10,25° 96,49+9,45¢ 97,60+6,78¢ 98,86+7,03%* 0,95:+0,78%0% 2,27+1,31¢
L-metiyonin 120,53+26,00% 51,59+23,24% 79,62+17,78% 43,34+19,02™ 63,25+21,97% 66,96+12,25% 5,73+1,73% 5,88+2,23%
()-a-tokoferol 107,07+20,39%° 55,43+14,07 59,49+11,61° 55,86+29,01% 92,48+4,73¢ 59,37+26,98° 3,04+2 330 8,47+3,28%
Urik asit 125,46+26,15° 51,94+37,15% 86,68+28,41% 46,38+37,35 62,18+35,61% 70,57+27,21% 4,18+2,95%% 3,21+3,88%
L-karnitin 115,63+13,61% 104,20+16,14° 107,50+7,84" 91,61+15,77° 96,56+12,17° 93,95+10,14° 1,62+1,42° 11,13+2,29°
B-karoten 106,09+13,45%° 37,48+22,19° 75,03+15,23% 35,05+19,90¢ 48,84+24,86° 70,86+12,85% 4,36+1,15%% 5,99+2,98%
Superoksit dismutaz 191,92+46,69° 107,95+60,64° 136,67+49,64° 55,78+2635% 74,82+23,25%° 70,98+17,13* 6,49+3,16¢ 6,23+3,21%
Peroksidaz 100,25:+9,29%% 52,12+20,48 77,44+14,37% 52,34+20,86% 66,25+18,962 77,13+12,30%° 3,60+1,07°% 6,38+2,41%
Katalaz 97,19432,05% 42,28+10,21% 94,05+9,87° 43,507,841 44,96+8,03% 96,77+6,34% 1,49+0,38" 10,00+0,69%
F degeri 52,888 19,365 26,060 22,913 14,408 18,749 25,383 21,616
P degeri 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

ab.¢.0 Sylandiricilar arasindaki farkliliklar gostermektedir.

39



Tablo 3.6. 3.ay sonunda belirlenen sperma kalite parametreleri

Egrisel Dogrusal Ortalama hiz Lineerlik Dogrusallik Wobble Y%'Ea)( yer Sperma vurug
Sulandirict Gruplari hareket hiz1 hareket hizi degistirme frekansi
(voL) (VSL) (VAP) (LIN) (STR) (WOB) (ALH) (BCF)
Standart sulandirict 87,71+4,61° 83,67+10,11° 84,71+8,45% 95,46+11,14% 98,47+4,46° 96,63+8,96° 0,80+0,59% 9,44+2,08%°
L-Glutatyon reduktaz 85,16+3,12° 66,54+21,70% 76,92+12,86%¢ 77,99+25,07%° 84,36+19,97° 90,19+14,10 1,47+0,92% 8,80+4,18%¢
(-)-Glutatyon oksidaz 86,81+3,11° 47,60+24,20" 63,52+18,66°" 55,36+28,68° 70,99+21,822 73,73+23,50™ 4,52+1,68° 5,07+2,56%
L-askorbik asit 71,30+13,16° 9,47+9,87% 66,96+10,25°% 13,2947,41 14,1546,78% 93,92+7,23° 1,31+0,64% 1,00+1,17%
L-metiyonin 85,17+2,74° 41,16+21,31° 61,12+11,82%f 48,3624,90% 64,58+25,96% 71,73+13,37° 3,86+0,88° 6,08+1,64%¢
(£)-a-tokoferol 72,60+0,65° 58,03+16,34% 59,96+16,17° 79,81+21,89° 96,52+1,53° 82,47+21,62° 1,77+1,00° 8,89:+1,42%
Urik asit 93,59+3,54° 33,50+11,70° 48,54+12 39 35,58+11,15¢ 68,17+6,69° 51,65+11,28¢ 4,26+0,02° 11,42+0,80°
L-karnitin 94,39+3,01° 86,07+15,79° 90,85+4,68° 91,09+16,30% 94,26+15,09% 96,24+3,78° 1,20+0,46® 9,98+2,12°
B-karoten 83,28+2,35° 29,11+19,66° 57,05+12,36° 35,18+24,05¢ 48,55+26,28° 68,52+14,75° 3,52+0,93° 5,59+3,11%
Superoksit dismutaz 84,27+1,74° 65,17+10,42% 75,78+7,10% 77,43+12,86%° 86,49+14,04% 89,84+7,11° 1,70+0,67 3,63+1,24%
Peroksidaz 83,80+2,75° 59,33+17,16™ 73,42+9,79%¢ 70,94+20,85%° 80,34+18,33? 87,77+12,31% 1,94+0,73° 5,15+2,27%
Katalaz 70,94+12,07° 10,54+10,01° 51,15+9,87¢ 0,1485:+8,83° 20,60+8,03° 72,10+0,35° 4,29+5,16 10,29:0,59%¢
F degeri 259,198 14,329 23,507 15,560 14,281 9,568 25,264 7,495
P degeri 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

ab.¢d et g gylandiricilar arasindaki farkhiliklarn gostermektedir.
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Tablo 3.7. 6.ay sonunda belirlenen sperma kalite parametreleri

Egrisel Dogrusal Ortalama hiz Lineerlik Dogrusallik Wobble Yeit.ay. yer Sperma vurus
Sulandirici Gruplari hareket hiz1 hareket hiz1 degistirme frekansi
(voL) (VSL) (VAP) (LIN) (STR) (WOB) (ALH) (BCF)
Standart sulandirici 75,96+3,13% 73,87+4,53% 74,48+3,87% 97,30+45,172 99,15+1,64% 98,07+3,76° 0,70+0,32% 9,63+1,82%
L-Glutatyon reduktaz 74,37+2,75® 63,33+16,01° 68,56+9,25% 85,05+21,08° 91,06+16,66% 92,11+11,55%° 1,37+0,69%° 10,6443,16°
(-)-Glutatyon oksidaz 74,79+2,34%® 29,77+10,47° 48,22+6,38° 40,17+15,11° 61,07+18,41° 64,68+10,02¢ 3,98+0,96° 5,29+2,23%
L-askorbik asit 70,38+13,16% 23,96+10,25° 58,66+7,41% 34,04+6,78° 40,84+7,23° 83,35+0,64%" 2,74+1,17°%° 2,00+9,87°
L-metiyonin 75,02+2,65% 42,73+17,64% 57,629,940 56,92+23,47° 71,97+20,87" 76,83+13,16™ 2,84+0,88¢ 6,39+1,56%
(&)-a-tokoferol 70,60+0,15° 62,90+8,31° 63,587,847 89,11+11,96° 98,85+0,92° 90,08+11,29%¢ 1,41+0,87%® 10,47+2,50°
Urik asit 84,2545 27° 39,53+24,72° 53,67+24,22 46,69+29,44° 69,54+16,76 63,67+28,90¢ 3,16+1,49% 6,10+4,72%
L-karnitin 81,2+5,8% 69,5+19,3 75,7+9,0° 85,58+22,62° 90,84+20,22% 93,21+8,30%* 1,36+1,08% 7,5242,77%
p-karoten 74,75+3,05%° 25,74+12,77° 51,23+9,05% 34,35+16,83° 49,32+20,76° 68,50+11,54¢ 3,17+0,60% 7,14+2,22%
Superoksit dismutaz 74,61+3,07%° 35,34+29,30° 57,62+9,53%% 48,29+40,00° 60,00+49,43° 77,27+12,80° 2,18+0,98" 3,60+2,00%
Peroksidaz 73,30+2,38% 60,79+15,45% 65,72+9,34% 83,04+21,29% 91,16+15,32% 89,74+12,92%¢ 1,41+0,84% 5,71+1,87%
Katalaz 63,80+26,15" 63,12+8,46° 63,50+12,39% 98,93+8,16" 99,40+5,98° 99,53+7,41%¢ 1,82+0,49% 8,00+0,75%
F degeri 6,636 15,277 11,641 15,441 12,667 12,265 20,039 12,420
P degeri 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

&0.¢d ¢ gylandiricilar arasindaki farkhihiklar géstermektedir.
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3.2.2. Dollenme Orani ve A¢illma Oraninin Belirlenmesi

Yapilan bu ¢alismada ayni1 zamanda antioksidanlarin doéllemeye etkisi de arastirilmistir.
Kontrol grubundaki dollenme oram1 %91,7+1,4, agilma oram1 ise %87,4+1,7 olarak
belirlenmistir. 1., 3. ve 6. ay sonundaki d6llenme ve agilma oranlar1 Tablo 3.8’de verilmistir.
Elde edilen bulgularda en yiiksek déllenme ve acgilma orani1 L-karnitin ilave edilen sulandirici
grubunda oldugu tespit edilmistir. Antioksidan ilave edilen gruplarda doéllenme ve agilma
orani standart sulandiriciya oranla daha yiiksek oldugu gozlenmistir. 1., 3. ve 6. ay sonunda
¢Ozlim sonrasinda elde edilen bulgularda siireye baglh olarak dollenme ve agilma oraninin

diistligii, ancak farkin istatistiki olarak 6nemli olmadig: belirlenmistir.
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Tablo 3.8. 1., 3. ve 6. ay sonundaki d6llenme ve agilma oranlari

Doéllenme orani (%)

Acilma orani (%)

Sulandirict Gruplar

1. ay 3. ay 6. ay 1. ay 3. ay 6. ay
Standart sulandirici 86,71+2,11 84,02+2,11 82,19+2,51 76,75+2,16 74,02+2,12 72,19+£2,45
L-Glutatyon reduktaz 87,26+2,05 85,14+2,05 84,76+2,15 77,62+2,45 75,1442.45 74,76+2,55
(-)-Glutatyon oksidaz 88,16+2,15 86,214+2,34 84,27+2.26 78,66+2,19 76,21+2,54 74,27+2.97
L-askorbik asit 77.23+8,71 75.43+6,17 73.31£5,21 67.63+4,70 65.43+5,16 63.31+6,23
L-metiyonin 89,56+4,21 87,36+3,26 85,49+4.25 79,54+4,05 77,36+2,29 75,49+4,17
(¥)-a-tokoferol 88,72+3,36 86,12+3,19 84,3242.96 78,27+5,16 76,1242,19 74,32+2.96
Urik asit 88,01+4,25 85,28+4,17 84,13+4,35 78,11+4,65 75,28+4,24 74,13+4,36
L-karnitin 90,01+3,14 88,36+3,26 86,12+3,04 80,07+3,35 78,36+4,16 76,12+3,02
B-karoten 87,44+5,68 85,05+3,27 83,36+1,68 77,34+3,69 75,05+3,64 73,36+1,68
Superoksit dismutaz 89,23+3,49 87,14+2,49 85,53+3,24 79,25+3,51 77,14+2 45 75,53+3,01
Peroksidaz 88,61+5,42 86,37+3,29 84,29+4.46 78,16+5,22 76,37+3,18 74,29+4,27
Katalaz 87,12+2,16 86,03+£2,15 85,25+2,06 77,32+3,36 76,03+2,03 75,25+2,65
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4. TARTISMA

Yapilan bu c¢alismada 2 yas ve tizerindeki 18 adet rastgele segilmis erkek alabaliktan
abdominal masaj yontemiyle alinan spermalarda sperma miktar1 (ml), spermatozoa motilitesi
(%), spermatozoa yogunlugu (x10° spp/ml), pH ve sperma rengi degerleri saptanmistir.
Calismada yukarida belirtilen spermatolojik parametreler sirasiyla; 16,17+£7,79, 81,39+1,04,
18,48+6,37, 7,5+0,00 olarak tespit edilirken, 18 ejakulatta sperma rengi gozle belirlenmis ve
anormal bir renge rastlanilmamuistir. Sperma rengi tiim ejakulatlarda beyaz-krem olarak tespit
edilmistir.

Calismada anaglar 2-Fenoksietanol kullanilarak anestezi ile bayiltilmis ve “Abdominal
Masaj Yontemi” ile sagim yapilarak spermalar alinmistir. Baynes ve Scott (1987), gékkusagi
alabalig1 spermasinin dondurulmasi ve ¢dziim sonu fertilite {izerine sperma kalitesi, yumurta
kalitesi ve sulandirict kompozisyonunun etkisini inceledikleri c¢alismalarinda spermayi
anestezi uygulayarak (2-Fenoksietanol, 1:1000) abdominal masaj yontemi ile almislardir.

Yapilan ¢alismada motilite siireleri; aktivasyon anindaki hizin korundugu siire ve tiim
hareketin bittigi siire (motilite siiresi) olarak belirlenmistir. Salmonlarda yapilan ¢alismalarda
sperma motilite siirelerinin 1-2 dakika arasinda degistigi bilinmektedir (Bromage vd., 1992;
Rainis vd., 2005; Bozkurt ve Secer, 2006). Yapilan bu ¢alismada sagimlarda motilite siiresi
39,00+3,00 olarak tespit edilmistir. Yapilan ¢alismalarla karsilastirildiginda motilite degerinin
diigiik oldugu belirlenmistir. Literatiir bulgulart ile yapilan arastirmada saptanan bulgular
arasinda gozlemlenen farkliliklar kullanilan materyalin rastgele segilmis olmasindan, ¢evresel
faktorlerden ve isletme suyunun 6zellikleri ile besleme rejiminden kaynaklanabilecegi gibi,
kullanilan sperma sulandiricilart ile sulandiricilarin igerdigi kriyoprotektanlarin miktar ve
oranlarinin farkli olmasindan kaynaklanmis olabilir. Bunlarin yanisira spermanin
sulandirilmasinda ve muhafazasinda kullanilan yontemlerin de bu farkliliklarin ortaya
¢ikmasinda etkili olabilecegi diistiniilmektedir.

Ciereszko vd. (2010) yaptiklar1 ¢alismada Salmonid spermalarinin genis pH araliginda
(5-10,5) motil olabildiklerini bildirmislerdir. Bu ¢alismada spermanin pH’s1 7,5+0,00 olarak
belirlenmistir.

Calismada eclde elde edilen sperma miktar1 (16,17+7,79 ml) bazi arastirmacilarin
(Biiyiikhatipoglu ve Holtz, 1984; Gjerde, 1984; Geffen ve Evans, 2000; Cevik, 2000)
bulgular1 ile benzerlik gosterirken bazi arastirmacilarin (Munkittrick ve Moccia, 1984;

Munkittrick ve Moccia, 1987; Schmidt-Baulain ve Holtz, 1989; Lahnsteiner vd., 1993;
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Bozkurt, 2006) bulgular: ile farklilik gostermistir. Lahnsteiner vd. (1993), gokkusagi alabaligi
spermatozoasinin enerji gereksinimi iizerinde yaptiklar1 calismada masaj yontemiyle sezon
ortasinda bir kez aldiklar1 spermada miktar1 1,5-4,5 ml olarak tespit etmislerdir.
Biiytikhatipoglu ve Holtz (1984), gokkusagi alabaliginda sperma verimi {izerine sagim
araliklari, sagim zamani, yas ve disi balik varligmin etkisini inceledikleri ¢alismalarinda
sperma miktarint sezon basi, ortast ve sonunda aldiklar1 spermalara gore karsilastirmiglar ve
sirastyla 24,6 ml; 13,4 ml; 8,9 ml olarak tespit etmislerdir. Munkittrick ve Moccia (1987)
gokkusagr alabaligi spermasindaki mevsimsel degisimleri inceledikleri ¢calismalarinda masaj
yoluyla Subat, Mart ve Nisan aylarinda aldiklar1 sperma miktarlarin1 sirasiyla 7,2+1,1;
7,0£1,0 ve 4,7£1,0 olarak tespit etmislerdir. Gjerde (1984) gokkusagi alabaliginin sperma
verimindeki degisimleri inceledigi calismasinda ortalama sperma miktar1 ve viicut agirligina
oranin1 5 ml’kg viicut agirlig1 olarak tesbit etmistir. Ayrica bir haftalik araliklarla 3 kez
yaptig1 sagimlarda ortalama sperma miktarini sirasiyla 10,2+6,3; 6,9+5,4; 5,8+4,6 olarak
saptamistir. Yapilan ¢alismada bireyin viicut agirligi ve viicut uzunlugu ile sperma verimi
arasinda pozitif bir iliskinin varoldugunu da belirlemistir. Munkittrick ve Moccia (1984),
Salmonid spermasinin dondurulmasi ve dollemede kullanilmasi iizerine yaptiklar1 ¢aligmada
bildirdiklerine gore olgun bir gokkusagi alabalig1 anaglarindan her 3-7 giin araliklarla yapilan
sagimlarda 2-10 ml civarinda edilebildigini bildirmektedirler. Ayrica bu arastiricilarain
bildirdigine goére bu asamada uygulanan anestezi Ozellikle MS-222 (Tricaine methane
sulphonate) uygulandigi zaman spermiasyonda Onemli azalmalar oldugu kaydedilmistir.
Geffen ve Evans (2000), normal ve ¢ift cinsiyetli gokkusagi alabaligi erkeklerinde sperma
ozellikleri ve fertilizasyon basarisim1 inceledikleri caligmalarinda normal erkeklerde sezon
boyu sperma miktarin1 33-69 ml alt ve iist smirlarda; ortalama ise 55,3£10,9 olarak
saptamislardir. Bozkurt (2006) gokkusagi alabaliginda viicut biiyiikliigiiniin sperma kalitesi
parametreleri ve dollenme basaris1 arasindaki iligkisi ile ilgili yaptig1 ¢aligmada sperma
miktarim1 9,343,33 olarak belirlemistir. Sperma miktarindaki bu farkliliklarin 6zellikle
besleme sartlari, besleme metodu, isletme suyunun yapisi ve diger ¢evre sartlarma baglh
olarak sekillendigi diigiiniilmektedir.

Yapilan ¢alismada sperma rengi beyaz-krem ve kivami yogun olarak belirlenmistir.
Sperma rengi ve kivami iireme mevsimine, bireysel Ozelliklere, besleme ve ¢evre sartlarina
gore farkliliklar gostermektedir. Aas vd. (1991) Salmonid familyasinda sperma rengi beyaz
renk yanisira nadiren soluk kirmizi ve soluk sar1 renk de gosterdigini belirtmistir. Secer
(1998) Salmonidea familyasinda spermanin, diger bir¢ok balik tiirlinde oldugu gibi biiyiik

cogunlukla beyaz-krem renge sahip oldugunu bildirmistir. Bu ¢aligmada elde edilen bulgular
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arastirmacilarin bildirdikleri verilerle uygunluk gostermektedir.

Sulandirma orani sperm dondurulmasinda etkili olan faktorlerdendir ve giiniimiize
kadar yapilan ¢alismalarda farkli sulandirma oranlar1 kullanilmistir. Munkittrick ve Moccia
(1984), Salmonid spermasinin dondurulmasi ve dollemede kullanilmasi tizerine yaptiklari
caligmada bildirdiklerine gore sulandirma oran1 1:1 ile 1:19 arasinda degisim
gosterebilmektedir. Gokkusagi alabaliginda yapilan arastirmalarin bir¢ogunda sulandirma
oranini 1:3 olarak uygulanmistir (McNiven vd., 1993; Lahnsteiner vd. 1996; Cabrita vd. 2001,
Tekin vd., 2003; Lahnsteiner vd., 2011). Cevik (2000) gokkusagi alaliginda yaptig1 ¢alismada
spermay1 1:10 oraninda sulandirmistir. Babiak vd. (2006) Atlantik halibut tiiriinde yaptiklari
calismada spermanin 1:6 ve 1:10 oraninda sulandirilmasi sonucunda spermanin yasama
stiresinin arttigini tespit etmislerdir. Ayrica sulandirilmis spermadaki MOT, VCL, LIN
degerlerinin sulandirilmamis spermaya oranla daha yiliksek oldugunu bildirmislerdir.
Martinez-Paramo vd. (2009) kahverengi alabalik (Salmo trutta) spermasinda yaptiklart
calismada spermayi 1:9 oraninda sulandirmislardir. Dziewulska vd. (2011) Atlantik salmon
(Salmo salar) spermasinda yaptiklari ¢alismada sulandirma oranin1  1:50 olarak
uygulamiglardir. Yaptiklar1 calisma sonunda sulandirma oraninin ¢dzdiirme sonrasi
aktivasyondan sonra sperma kalite parametreleri lizerinde etkileri oldugunu bildirmisler,
VCL, VAP, VSL, LIN, STR degerlerinin daha yiiksek ve ALH degerinin diisiik oldugunu
belirlemislerdir. Ubilla ve Valdebenito (2011) gokkusagi alabaligimin (Oncorhynchus mykiss)
spermininanin soguk muhafazasinda sulandiricilara farkli antioksidanlarin eklenmesinin
sperma motilitesi ve spermatozoanin dolleme basaris1 tizerindeki etkisi hakkindaki yaptiklari
caligmada sulandirma oranini 1:2 olarak uygulamislardir. Benzer sekilde, Hatipoglu ve Akgay
(2010) endemik bir balik tiirii olan Abant alabaliginin (Salmo trutta abanticus) spermatolojik
parametrelerinin  degerlendirilmesi ve farkli sulandiricilarda kisa siireli  saklanan
spermatozoonlarin fertilizasyon yetenegi ile ilgili yaptiklar1 ¢alismada spermay1 1:2 oraninda
sulandirmiglardir. Bu c¢alismada spermanin sulandirilmasi ve dondurulmasi asamasinda
spermatolojik 6zellikleri belirlenmis olan spermalar 1:10 oraninda sulandirilmistir.

Baliklarda kullanilan kriyoprezervasyon metodlari ile ilgili ¢alismalarin sayisi son 50
yilda artmistir (Horvath vd., 2010). Yapilan bu ¢alismalarda sperma kii¢iik hacimli saklama
kaplarinda muhafaza edilmektedir. Sulandirilan sperma pellet tarzinda, payetlere cekilerek ya
da ampullerde muahafaza edilmektedir. Bu yontemlerin basaris1 tiire, sulandiriciya ve
dondurma yontemine gore degismektedir. Bazi caligmalarda sperma muhafazasinda farkhi
hacimdeki saklama kaplar1 kullanilmis ve biiyiik hacimdeki saklama kaplarinin yetistiricilik

uygulamalarinda ticari olarak 6nemli rol oynayacagini bildirmiglerdir. Lahnsteiner vd. (1997)
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Oncorhynchus mykiss, Salmo trutta f. fario, Salmo trutta f. lacustris ve Salvelinus alpinus
tiirlerinde yaptiklar1 ¢alismada 1,2 ve 5 ml’lik payetlerin sperma muhafazasi i¢in uygunlugu
konusunu aragtirmiglar ve ¢O6ziim sonrasi dollenme oranlarinin benzer oldugunu tespit
etmislerdir. Brown ve Mims (1999) Polyodon spathula tiirtinde yaptiklar1 ¢alismada 5 ml’lik
payetler kullanmislar, ¢6ziim sonrasi déllenme oranini (%25-50) yeterli bulurlarken, agilma
oranini (%16) diisiik oldugunu tespit etmislerdir. Cabrita vd. (2001) gokkusagi alabaliginda
spermay1 5 ml’lik payetlerde muhafaza ettiklerinde ¢6ziim sonrasi dolleme oranininin (%73)
0,5 ml’lik payetlerdeki dollenme oranina (%90) oranla daha diisiik oldugunu saptamislardir.
Lahnsteiner vd. (2009) gokkusagi alabaliginda dondurulmus spermanin yag asitlerini
inceledikleri ¢alismada 0,5 ml’lik payet kullanmiglardir. Lahnsteiner vd. (2011) kaynak
alabaligi (Salvelinus fontinalis) ve gékkusagi alabaliginda (Oncorhynchus mykiss) yaptiklar
caligmada 0,5 ml’lik payet kullanmiglardir. Bu ¢alismada spermanin dondurulmasi, sivi azot
buharinda —196°C’de 0,25 ml’lik payetler kullanilarak yapilmistir. Payetlerin ucu polivinil
alkol ile kapatilmistir. Calismada kullanilan yontem olarak Baynes ve Scott (1987)’in
kullandigr yontemle ayni Ozellikleri tagimaktadir. Chen vd. (2010) Pagrus major tiiriinde
yaptiklar1t calismada uzun siireli muhafazanin dolleme {iizerindeki etkisini inceledikleri
calismada 1 ay (%71,33 + 8,84), 13 ay (%69,22 + 1,02) ve 26 ay (%60,33 + 2,33) sonundaki
sonuclarda énemli farkliliklar olmamasina ragmen 48 ay (%47,22 + 3,89) ve 73 ay (%39,56 +
0,69) sonunda dolleme oranli dnemli seviyede azaldigini belirlemislerdir. Ding vd. (2009)
Siniperca chuatsi tiirinde uzun siireli muhafazasinin sperm kalitesi ve dolleme orani
iizerindeki etkisini incelemislerdir. Calisma sonucunda, 1 yil sonundaki doélleme ve agilma
orant (%62,97£14,28 ve %52,58+11,17) ile bir haftaki dolleme ve agilma orani
(%62,97+14,28 ve %52,58+11,17) arasinda 6nemli farkin olmadigini tespit etmislerdir.
Lahnsteiner vd. (2010) kahverengi alabaligin Salmo trutta f. fario sperma sulandirict
ortamina eklenen antioksidanlarin etkisini inceledikleri ¢alismada segilen antioksidan ve
oksidan savunma enzimleri (katalaz, redukte glutatyon, metiyonin, sulfoksit reduktaz,
peroksidaz ve superoksit dismutaz enzimleri, askorbik asit, glutatyon, methiyonin, tokoferol
ve lrik asit) spermatozoa motilite-inhibe edici tuz solusyonuna eklemisler ve sperma
aktivasyonu, membran biitiinliigii ve lipid peroksidasyonu belirlemislerdir. Urik asit ve
katalazin sperma motilitesini ve sperma membran biitiinliigiinii arttirdig1 ve kontrol grubuyla
karsilastirildiginda ise sperma lipid peroksidasyonunun azalttigini tespit etmislerdir. Azalan
metiyonin, sperma motilitesi ve membran biitiinliigiiniinii, okside metiyonin ise motiliteyi
arttirmigtir. Caligma sonunda, kahverengi alabaligin spermasinda ana antioksidanin iirik asit

oldugu belirlemiglerdir. Lahnsteiner vd. (2010) farkli tiirlerde (Percidae, Salmonidae,
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Cyprinidae ve Lotidae) yaptiklar1 ¢calismada sulandiricilara iirik asit ve metiyonin ilavesinin
sperm kalite parametreleri (motilite, membran biitiinligii ve lipid peroksidasyonu) lizerinde
pozitif etkilere sahip oldugunu belirlemislerdir. Lahnsteiner vd. (2011) kaynak alabaligi
(Salvelinus fontinalis) ve gokkusagi alabaliginda (Oncorhynchus mykiss) kriyoprezervasyon
uygulamis, sperma Xkalitesi {izerinde antioksidanlarin etkisini arastirmiglar, enzimatik ve
enzimatik olamayan antioksidanlarla (katalaz, superoksit dismutaz, peroksidaz, redukte
glutatyon, redukte methiyonin, okside glutatyon, redukte methiyonin) hazirlamislar
sulandiricilarin motilite parametrelerini ve dollenme oranmi etkiledigini belirlemislerdir.
Ancak bazi antioksidanlarin olumsuz etkilerinin oldugunu, digerlerinin ise diisiik oranda
etkiye sahip olduklarini tespit etmislerdir. Kaynak alabaliginda glutatyon oksidaz ve
reduktazin yiizme hizini arttirdig1, katalaz ve metiyoninin ise diisiikk oranda bir artisa neden
oldugu belirlenmistir. Gokkusagi alabaliginda yaptiklart calismada ise bu etkilerin fark
edilebilir  diizeyde olmadigin1  belirtmislerdir. ~Martinez-Paramo  (2012)  levrekte
(Dicentrarchus labrax) yaptiklari ¢alismislar ve sulandiricilara askorbik asit ve a-tokoferol
eklenmesinin sperma kalitesi {izerindeki etkisini incelemislerdir. Calisma sonucunda
sulandiricilara askorbik asit ve a-tokoferol ilavesinin sperma motilitesi, hizin1 ve lineerligini
arttirdigin1 ~ belirlemislerdir. Ubilla ve Valdebenito (2011) gokkusagr alabaliginin
(Oncorhynchus mykiss) yaptiklart g¢alismada sulandiriciya C vitamini (askorbik asit)
eklenmesinin motilite ve dollenme orani iizerinde pozitif etkilerinin oldugunu bildirmislerdir.
Bu calismada, ¢dzdiirme sonucunda en yliksek motilite L-metiyonin ve {irik asit ilave edilen
gruplarda oldugu belirlenmistir. Onceki yapilan calismalarin aksine, sulandiricilara askorbik
asit ilavesinin motilite orani ve siiresini azalttigi ve Onemli bir etkisinin olmadig1
gozlemlenmistir. Ayrica, superoksit dismutaz, L-karnitin, (+)-o-tokoferol ve L-glutatyon
reduktaz ilavesinin motiliteyi arttirdig1 tespit edilmistir. (+)-a-tokoferol ve {irik asit ilavesinin
motilite siiresini arttirdig1 tespit etmislerdir. 1., 3. ve 6. ay sonunda ¢oziim sonrasinda elde
edilen bulgularda stireye bagli olarak motilite ve motilite siiresinin diistiigii belirlenmistir. Bu
sonucun Ciereszko vd. (1999) sonuglariyla benzer olarak iirik asidin, balik spermatozaoasini
oksidatif hasara kars1 koruyucu 6zellige sahip olmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.
Lahnsteiner vd. (2011) kaynak alabaligi (Salvelinus fontinalis) ve gokkusagi
alabaliginda (Oncorhynchus mykiss) yaptiklart ¢alismada antioksidan ilavesinin déllenme
oran1 iizerindeki etkilerini incelemislerdir. Calisma sonunda, kaynak alabaliginda ¢6ziim
sonras1 standart sulandiriciyla sulandirilan gruptaki déllenme oraninmi %67,9+£8,8 olarak
belirlerken, en yliksek dollenme oranini (<%75) katalaz, redukte glutatyon ve metiyonin ilave

edilen gruplardan elde etmislerdir. Gokkusagi alabalifinda ise standart sulandiriciyla
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sulandirilan gruptaki dollenme oranini %88,9+5,9 olarak belirlerlerken, katalaz, peroksidaz,
okside ve redukte glutatyon, okside ve redukte metiyonin ilave edilen gruplarda dollenme
oraninin %88-92 arasinda degistigini bildirmislerdir. Siiperoksit dismutaz eklenen grupta ise
dollenme oran1t kontrol grubuna oranla diisiik oldugunu tespit etmislerdir. Ubilla ve
Valdebenito (2011) gokkusagi alabaliginda (Oncorhynchus mykiss) yaptiklar1 c¢alismada
sulandirictya C vitamini (askorbik asit) eklenmesinin ddllenme yetenegini arttirdigini
belirlemislerdir. Bu ¢alismada, dondurulmus sperma ile fertilizasyon uygulamalari sonucunda
elde edilen bulgularda en yiiksek dollenme ve agilma orani L-karnitin ilave edilen sulandirici
grubunda oldugu tespit edilmistir. Antioksidan ilave edilen gruplarda déllenme ve agilma
orani standart sulandirictya oranla daha yiiksek oldugu goézlenmistir.

Chen vd. (2010) Pagrus major tiirlinde yaptiklar1 ¢alismada uzun siireli muhafazanin
dolleme tizerindeki etkisini inceledikleri calismada 1 ay (%71,33 + 8,84), 13 ay (%69,22 +
1,02) ve 26 ay (%60,33 + 2,33) sonundaki sonuglarda 6nemli farkliliklar olmamasina ragmen
48 ay (%47,22 + 3,89) ve 73 ay (%39,56 + 0,69) sonunda dolleme oranli 6nemli seviyede
azaldigim1 belirlemiglerdir. Ding vd. (2009) Siniperca chuatsi tiriinde uzun siireli
muhafazasinin sperm kalitesi ve délleme orani lizerindeki etkisini incelemislerdir. Calisma
sonucunda, 1 yil sonundaki doélleme ve agilma orani (%62,97+14,28 ve %52,58+11,17) ile 1
haftaki dolleme ve agilma orani (%62,97+14,28 ve %52,58+11,17) arasinda 6nemli farkin
olmadigini tespit etmislerdir. Bu ¢aligmada, spermanin uzun siireli muhafasi (1., 3. ve 6. ay)
sonucunda elde edilen bulgularda siireye bagl olarak dollenme ve agilma oraninin diistiigi,

ancak farkin 6nemli olmadig: belirlenmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Kriyoprezervasyon giiniimiize kadar c¢esitli alanlarda, arastirmalarda ve tiretimde
uygulanmistir. Ekonomik olarak 6nem tasiyan alabaliklarin spermasinin kriyoprezervasyon
yoluyla uzun siirelerde muhafaza edilerek tireme doneminde goriilen senkronizasyon problemi
giderilebilmekte, liretim ve  yetistiricilik  caligmalarinda  veriminin  artmasini
saglayabilmektedir. Ulkemizde biiyiik miktarda tiiketilen ve iiretiminin biiyiikk ¢ogunlugu
yetistiricilikten elde edilen alabaliklarda sperma muhafazasi ile yetistiricilik verimliliginin
artmastyla bu canlinin 6zellikle yar1 entansif ve entansif metotlarla yetistiriciligini yapmak
isteyen girisimciler bu uygulamalardan yararlanabilecekledir.

Sperma kriyoprezervasyon yoluyla kaliteli spermalarin muhafaza edilmesi, yetistiricilik
verimliliginin artmasina ve dolayisiyla birim alandan elde edilebilecek verim miktarinin da
artmasina neden olacaktir. Alabalik yetistiricilik veriminin artmasmnin saglanmasi
yurdumuzda yar1 intensif ve intensif metotlarla da yetistiricilik ve iiretiminin yapilmasini
tesvik edecek, buna paralel olarak toplam alabalik iiretimde bir artis saglanacaktir. Alabalik
iiretimimizdeki artig ulusal ekonomiye de olumlu yonde katkida bulunulacaktir.

Kriyoprezervasyon yoluyla, stoklar daha ekonomik olarak tutulacaktir. Erkek damizlik
populasyonunun az olmas1 sonucu elektrik, su filtrasyonu, tank temizligi, bakim-onarim, yem
ve personel giderleri en aza indirilecektir. Kriyoprezervasyon c¢alismalarinda kaliteli
spermalar kullanildigindan hastaliklara ve ortam kosullarina dayanikli stoklar elde edilecektir.
Erkek anaglarin spermalarindan daha uzun siire yararlanilabilecektir. Disi ve erkek
senkronizasyon problemi nedeniyle olusabilecek yumurta ziyanlarinin engellenmesi
saglanacaktir. Y1l boyunca erkek gamet hiicrelerinden yararlanabilinecektir. Erkek anaclarin
uzun yillar beslenmesi kiilfetinden kacinilabilinecektir. Sperma kalitesindein ilireme sezonu
siresince  olusabilen  degisimlerden  etkilenebilmesi  engellenecektir.  Fotoperiyot
uygulamalarinda ana¢ sayisim1 disi anaglarla smirlandirilabilinecektir. Monoseks kiiltiir
teknolojisinde erkeklestirilmis disi gonadlarin ge¢ olgunlagsmas: ile 1ilgili kayiplar
engellenecektir. Genetik materyalin kolayca tasinmasi ve saklanmas1 miimkiin olacaktir.

Arastirmadan elde edilen bulgularin 1s181nda asagidaki sonuclara varilmistir:

Gokkusagr alabaligi erkeklerinden abdominal masaj yontemiyle alinan spermalarda
miktar 16,17£7,79 ml; spermatozoa motilitesi %81,39+1,04; spermatozoa yogunlugu

18,48+6,37x10° spp/ml ve sperma pH’s1 da 7,5+£0,00 olarak tespit edilmistir.
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Elde edilen bu bulgularin biiyiik cogunlugu literatiir bulgulari ile birbirlerini destekler
niteliktedir. Farkliliklar ise daha ¢ok isletme sartlari, hijyeni, bakim ve besleme sartlarina
bagli olarak degismektedir.

Spermanin  dondurulmasinda oniki farkli sulandirict  kullanilmistir.  Standart
sulandiriciya farkli antioksidanlar (katalaz, superoksit dismutaz, peroksidaz, glutatyon
oksidaz, redukte glutatyon, L-methiyonin, iirik asit, L-askorbik asit, a-tokoferol, 3-karoten ve
karnitin) eklenmistir. Elde edilen motilite sonuglarma gore irik asit (69,00+4,00) ve L-
metiyonin (69,00+1,53) ilave edilen sulandiricilar diger sulandiricilara gore daha iyi sonuglar
vermistir. Motilite siireleri karsilastirildiginda ise en yiiksek siire (+)-a-tokoferol ve iirik asit
ilave edilen sulandiricilardan elde edilmistir. 1., 3. ve 6. ay sonunda ¢6ziim sonrasinda elde
edilen bulgularda siireye bagli olarak motilite ve motilite siiresinin diistiigii belirlenmistir.
Cozliim sonrasinda elde edilen bulgularda sperma parametreleri acisindan sulandiricilar
arasindaki farkin istatistiki olarak 6nemli oldugu ve zamana bagl olarak diislislerin meydana
geldigi belirlenmistir.

Dondurulmus sperma ile fertilizasyon uygulamalar1 sonucunda elde edilen bulgularda
en yliksek dollenme ve acilma orani1 L-karnitin ilave edilen sulandirici grubunda oldugu tespit
edilmistir. Antioksidan ilave edilen gruplarda dollenme ve agilma orani standart sulandiriciya
oranla daha yiiksek oldugu gozlenmistir. 1., 3. ve 6. ay sonunda ¢ézliim sonrasinda elde edilen
bulgularda siireye bagli olarak déllenme ve agilma oraninin diistiigii, ancak farkin istatistiki
olarak dnemli olmadig: belirlenmistir

Yapilmis olan bu arastirmada beklenen sonuclara kismen de olsa ulagilmistir. Calisma
sonucunda antioksidanlardan trik asidin ve karnitinin etkin oldugu belirlenmis ve sperma
muhafazasinda sulandiricilarda kullanilmasi &nerilmektedir. Ilerleyen zaman igerisinde bu
caligma alabalik spermasinin dondurulmasi i¢in uygun sulandiricinin ve kriyoprotektanin
secilmesi, dondurulmus spermanin déllemede kullanilmasi ¢aligmalarina 151k tutacaktir.

Bu ve benzeri ¢alismalarin tekrarlanmast sonucunda iilkemizde 6zellikle bu alanda
bagvurulan yurtdisindan dollenmis yumurta ithali giindemden kalkmasi, bu olay hem iilke
ekonomisi ve hem de yetistiricinin kar ylizdesini arttirmasi agisindan oldukga énemli yararlar

saglayacag diisiiniilmektedir.
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