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DERGI YAZIM KURALLARI
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Mudurlagi'nin hakemli bilimsel yayin organi olup 6 ayda bir
yayimlanir. Derginin kisaltiimis adi “Lalahan Hay. Arast. Enst.
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2. Derginin yayin dili Tiirke ve ingilizce'dir. Ozetler Tiirkce
ve Ingilizce yazilmalidir. Basliklar ézetlerden énce verilmelidir.
Dergide, tamami veya bir kismi baska bir yerde yayinlanmamis
bilimsel arastirmalar ve derlemeler, kisa bilimsel calismalar ve
orijinal arastirma &zetleri yayinlanir. Derlemeler yazarin o ko-
nuda orijinal yayin ve arastirmalar yapmis olmasi ve yenilikleri
icermesi durumunda kabul edilir.

3. Metin kismi, Mirosoft Word ile A4 (210 x 297 mm) beyaz ka-
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2 cm bosluk birakilarak; 11 punto ve Times New Roman karak-
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4. Yazilar elektronik ortamda e-posta ile gonderilmelidir. Ancak
"Yayin Dilekgesi", yazarlar tarafindan imzalanan “Yayin Hakki
Devri Sozlesmesi” ve “Etik Kurul Onayi” posta ile gdnderilme-
lidir. Yayin dilekgesi ve yayin hakki devir sézlesmesi i1slak imzali
olmalidir.

5. Aragtirma makalesi, Tiirkce basliktan sonra Tiirkce 6zet; ingi-
lizce baghiktan sonra ingilizce 6zet, yazar/yazarlarin adlari (Adi
ve soyadi kiigUk harflerle), calistiklari kuruma ait bilgiler, Tiirkge
6zet ve anahtar kelimeler, ingilizce dzet ve anahtar kelimeler,
Girig, Materyal ve Metot, Bulgular, Tartisma ve Sonug, Kay-
naklar seklinde hazirlanmalidir.

« Baslik; kisa ve acik olmali, baslikta gecen kelimelerin ilk harf-
leri byuk harfle yazilmali, calismaya iliskin aciklama ve dip-
not sayfanin alt kisminda gosterilmelidir.

« Yazar/yazarlar; ad ve soyadlari ile belirtilmeli, invan kullanil-
mamali, yazar/yazarlarin calistiklari kuruma ait bilgiler so-
yadlarindan hemen sonra numaralandirilarak belirtilmelidir.

« Tiirkce ve ingilizce 6zet; en fazla 200 kelime olmal, alt kisim-
larina Tiirkge ve Ingilizce anahtar kelimeler yaziimalidir.

« Girig; calisma ile dogrudan ilgili kisa literattr bilgiler verilmeli
ve son paragrafta calismanin amaci belirtiimelidir.

» Materyal ve Metot; anlasilir bicimde kisa ve 6z yazilmali, ista-
tistik analizler hakkinda bilgi verilmelidir.

« Bulgular; kisaca aciklanmali, mimkin oldugunca bulgular
cizelge ve sekillerle belirtiimeli ve cizelgeler sayfanin alt kis-
minda yer almali, kullanilan ondalik sayilar nokta ile ayril-
mali (1.23 gibi), gizelgelerde verilen rakamlarin metin icinde
tekrarindan kaginilmalidir. Cizelge baslklari gizelgelerin st
kisminda, sekil-resim baslklari sekil-resimlerin alt kisminda
yer alacaktir.

« Tartisma ve sonug; bulgular kendi iginde ve konuyla ilgili di-
ger kaynaklardaki bulgular ile tartisilmal ve yorumlanma-
hdr.

« Kaynaklar bolimiinde, kaynaklar listesi alfabetik ve kronolojik
olarak siralanmali ve numaralanmalidir. Metin icerisindeki
kaynak, yazar soyadi yazilip sira numarasi ile; cimle sonun-
da ise sadece sira numarasi ile kdseli parantez [ ] igerisinde
yazilmalidir. Cimle sonunda birden ¢ok kaynak belirtilecek
ise kaynak numaralari kiiglikten biytige dogru siralanmali-
dir. Metin icerisinde ikiden ¢ok yazarl kaynak kullanimlarin-
da ilk yazarin soyadi yazilmali diger yazarlar ise “ve ark.” (in-
gilizce metinlerde “et al.") kisaltmasi ile belirtiimelidir. Dergi

adlarinin kisaltiimasinda “Periodical Title Abbreviations: By
Abbreviation” son baskisi esas alinmalidir. Kaynaklar liste-
sinde yazar(lar)in ayni yila ait birden fazla yayini varsa, yayin

o

tarihinin yanina “a” ve "b" seklinde belirtilmelidir.
Kaynak yazimi ve siralamasi asagidaki gibi yapilmalidir;
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Eskisehir yoresi Tiirk Arap atlarinda lavanta
renkli tay sendromunun arastirilmasi

Muhammet Kaya' ©, Tugba Yildiz> ©, Elif Glinvar® ©, Metin Tas*

1234 Eskisehir Osmangazi Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarumsal Biyoteknoloji Bélimdi, Eskisehir

Gelis Tarihi / Received: 23.04.2019, Kabul tarihi / Accepted: 18.02.2020

Ozet: Lavanta Renkli Tay Sendromu (Lavender Foal Syndrome-LFS) otozomal resesif kalitim modeli gésteren bir
genetik kusur olup, Arap atlarinda nérolojik anormalliklere ve ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Yiritilen aras-
tirmada, Eskisehir yoresindeki dokuz 6zel isletmeden alinan toplam 115 bas Arap ati materyalinde LFS mutant allellin
varligi arastirimisti. Genomik DNA kandan elde edilmis ve LFS'den sorumlu mutasyonu iceren MYO5A gen bdlge-
si Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) yontemi ile cogaltilmistir. PCR rtnleri Faul restriksiyon enzimi ile muamele
edildikten sonra agaroz jel elektroforezde analiz edilmistir. Heterozigot genotipte olanlar dizi analizi yontemiyle
teyit edilmistir. Arastirmada, incelenen 115 bas Turk Arap atinin LFS genetik kusuru bakimindan mutant allele sahip
olmadigi tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Genetik kusurlar, LFS, PCR-RFLP, Tirk Arap Ati

Investigation of lavender foal syndrome in Turkish
Arabian horses in Eskisehir region

Abstract: Levander Foal Syndrome (LFS) is autosomal recessive hereditary disorder causing serious economic losses
in Arabian horse breeding throughout the world. In this study, the presence of LFS genotypes was investigated in
115 Turkish Arabian horse reared at nine different private farms in Eskisehir. Genomic DNA was obtained from blood
and the MYO5A gene fragment which includes the mutation responsible for LFS were obtained by using Polymerase
Chain Reaction (PCR). PCR products were analyzed by agarose gel electrophoresis after treatment with Faul restric-
tion enzyme. Heterozygous genotypes were confirmed by sequence analysis. In the study, it was detected that 115

Original Article / Ozgiin Arastirma

head Turkish Arabian horses examined did not have mutant alleles with respect to LFS genetic defect.
Key words: Genetic disorder, LFS, PCR-RFLP, Turkish Arabian horse

Giris

Hayvan popilasyonlarin da gorilen kalitsal kusurlar
arastirmacilar ve yetistiriciler icin énemli konulardan
birisidir. Hayvan yetistiriciliginde suni tohumlamanin
yayginlasmasi ile birlikte bazi kalitsal kusurlarin po-
pllasyonlardaki frekanslari artmistir. Sigirlarda BLAD
(Bovine leukocyte adhesion deficiency) tasiyicis
oldugu sonradan belirlenen Osborndale Ivanhoe,
Penstate Ivanhoe Star ve Carlin-M Ivanhoe Bell
gibi damizlik bogalarin suni tohumlamada kullanil-
masityla BLAD'In Holstein sigir irki ve melezlerinde
yayllmasinda etkili oldugu bildirilmektedir [17]. Bu
nedenle, hayvan yetistiriciliginde kaltsal kusurlarin
molekuler temellerinin belirlenmesi ¢cok dnemlidir.
Atlarda 232 genetik bozukluk ile 6zellik tanimlanmis
ve bunlardan 44'lUne neden olan mutasyonlar tespit
edilerek kalitim modelleri belirlenmistir [18]. Bu ka-
htsal kusurlardan bazilari sadece belli irk ve melez-
lerinde goziikmektedir. Kalitsal kusurlara sebep olan
mutasyonlarin molekiler tani ydntemleri Uzerinde
cahismalar ylritilmektedir.

Lavanta Renkli Tay Sendromu (LFS) Arap atlari
ve melezlerinde gorilen kalitsal bir hastalktir [4].
LFS, Arap atlarinda gorilen agik deri rengi ile ilis-
kili nérolojik bir durumdur. Taylar acik deri rengi ile
dogmaktadir ve deri rengi giimus, kalay, lavanta ya
da pembe goriinebilir. Hastalikli taylarda dogumdan
sonra gorilen norolojik anomaliliklerde ¢esitlilik,
kesikli ya da slrekli opisthotonus da dahil olmak
Uzere, bacaklarda aralikh kiirek cekme hareketi, ba-
caklarda ekstansor kas sertligi, gozlerde sasilik go-
rilmektedir. Taylar yanal yatar pozisyondan kendi-
lerini dizeltemezler. Klinik bulgularin siddeti ve ka-
hcihgr goéz 6nune alindiginda bu durumun tedavisi
olmadigindan dolayi taylar dogumdan kisa bir siire
sonra Otenazi edilmektedir [19, 10]. LFS, ilk olarak
Misir Arap atlarinda teshis edilmistir [4]. LFS'li tay-
larda Miyosin 5A (MYOS5A) geninin 30.-ekzonun 148.
nukleotidi olan sitozin (C) bazi delesyonunun has-
taliga sebep oldugu belirlenmistir. LFS otozomal re-
sesif kalitim modeline sahiptir. MYO5A geni vesikdl
trafiginden sorumlu olan miyosin-5a protein Ureti-
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minden sorumludur [6]. Vesikul trafigi melanosit ve
noronlarda, dolayisiyla agik deri rengi ve norolojik
anormalliklerde &nemlidir. MYO5A genindeki mu-
tasyonlarin insanlarda Griscelli Sendromuna sebep
oldugu rapor edilmistir; bu hastalik hipopigmentas-
yon, norolojik anormallikler ve immun eksikligi ile
ozdeslesmistir [6, 20].

Molekuler tani teknikleri, kalitsal hastaliktan
sorumlu mutasyonun belirlenmesi esasina dayali
yontemlerdir. LFS kalitsal kusuruna sebep olan mu-
tasyonun tespit edilmesinden sonra molekiler test
gelistirilmistir [6]. Yapilan genetik analizler sonucu
mutant allelere sahip atlar yetistiricilik programin-
dan cikartilarak bu genetik kusurlarin yeni nesillere
tasinmasi engellenebilir. Misir kdkenli Arap atlarinda
bulundugu tespit edilen LFS kalitsal kusuruna Misir
[1], Glney Afrika [21], ABD [6] ve Hirvatistan'da [8]
yetistirilen Arap atlarinda farkh frekanslarda hete-
rozigot genotipli atlar belirlenmis ancak Ortadogu
[12] ve Tlrkiye'de [5] yuritilen ¢alismalarda mutant
allel tasiyan atlara rastlanilmamistir.

Turkiye'de yetistirilen sigirlarda genetik hasta-
liklarin belirlenmesine yonelik calismalar fazlaca bu-
lunurken atlarda rastlanan kalitsal hastaliklar aras-
tiran sadece bir arastirma vardir ve bu calismada
kamu isletmelerinde yetistirilen Arap atlarinda LFS
mutant allelin varligina rastlanilmamistir [5]. Yapilan
arastirmada, Eskisehir ili Mahmudiye ilcesinde bu-
lunan cesitli 6zel isletmelerde yetistirilen Arap atla-
rinda LFS geni mutant alleli varliginin PCR-RFLP ve
DNA dizi analizi ydntemleri kullanilarak incelenmesi
amaclanmistir.

Materyal ve Metot

Hayvan materyali

Hayvanlar (izerinde yapilan tim islemler ESOGU
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun 06.08.2015
tarih ve 466-1 sayili karari dogrultusunda gercek-
lestirilmistir. Arastirmada, Eskisehir ili Mahmudiye
ilcesinde bulunan dokuz farkli 6zel isletmelerde ye-
tistirilen toplam 115 Arap atina ait kan drnekleri ma-
teryal olarak kullaniimistir.

Yontem

Galismada kullanilan  kan ornekleri 10  ml'lik
EDTAll tuplere, steril ve tek kullanimlik enjektor-
ler ile Arap atlarinin vena jugularislerinden alin-
mis ve laboratuvara soguk zincir iginde tasinmistir.
Eskisehir Osmangazi Universitesi Ziraat Fakdltesi
Tarimsal Biyoteknoloji Bolumi Molekuler Genetik
Laboratuvari'nda yurutilen bu calismada toplam

gDNA, Meydan [16] tarafindan bildirilen DNA izo-
lasyon protokoli kullanilarak izole edilmistir.

Arastirmada, LFS genetik kusuruna neden olan
mutasyonun meydana geldigi gen bdlgesinin ¢o-
galtilmasi amaciyla Brooks ve ark. [6]'un gelistirdi-
gi PCR-RFLP ydntemi icin dizayn ettigi primerler (F:
5" CAG GGC CTT TGA GAA CTT TG 3’ ve R: 5' CAG
CCA TGA AAG ATG GGT TT 3) kullanilmistir. 25 ul
PCR reaksiyonu 50-100 ng gDNA, 10 X Taqg polime-
raz tamponu, 1.5 mM MgCl,, 2.5 mM dNTP karisi-
mi, 0.5 U Taq DNA polimeraz (Promega, Madison,
Wisconsin, USA) ve 5 pmol her bir primeri icer-
mektedir. PCR reaksiyonu 94°C'de 3 dak, 33 déngu
(94°C-30 sn, 60°C-30 sn, 72°C-30 sn) ve son uzama
olarak 72 °C- 5 dak yapilarak tamamlanmistir. PCR
drlnlerinin %2'lik agaroz jelde kontroliinden sonra
Fau | (New England Biolabs, MA, ABD) kesim enzi-
mi ile 55°C'de 1 saat inklibasyona tabi tutulmustur.
inkiibasyon sonrasi kesim Uriinlerinin kontrolii ya-
pilirken %2'lik agaroz jeli kullaniimisti. PCR-RFLP
analizi sonucu heterozigot olarak belirlenen tiim &r-
nekler ile normal olan (n=5; rasgele secilen) drnekler
ayni primerler kullanarak DNA dizi analizi yapilmistir.
PCR drlnlerinin temizligi ve DNA dizileme uygula-
malari hizmet alimi seklinde yapilmistir. Bu islemler
yurdtilirken PCR Grind temizleme PCR clean-up
(Macherey-Nagel, Almanya) adl kit ve DNA dizi
analiz BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit adli ticari kitle ABI 310 Genetik Analiz Cihazinda
(Applied Biosystems, Foster City, CA, ABD) uygu-
lanmistir. DNA sekanslari MEGA X programi [13] ile
analiz edilmistir.

Bulgular

Eskisehir yoresi Arap ati popllasyonlarinda LFS
hastaligina sebep olan MYO5A genindeki mutant
allelin varligini arastirmak icin PCR-RFLP ve dizi
analizi yontemleri kullaniimistir. Bu amacla Eskisehir
Mahmudiye yoresinde bulunan 6zel isletmelerinde
yetistirilen 115 kisrak ve aygirdan alinan kan 6rnek-
leri kullanilmistir. Brooks ve ark. [6] tarafindan gelis-
tirilen ydnteme uygun olarak elde edilen 765 b¢ bi-
yukligundeki PCR Uriinleri Faul kesim enzimi ile mu-
amele edilmistir. PCR Grlnlerinin restriksiyon enzimi
ile muamele edildikten sonra meydana gelen geno-
tiplerin %2'lik agaroz jel tzerindeki gorintisi Sekil
1'de verilmistir. PCR GrUnlerinin Faul kesim enzimi ile
muamelesi sonucunda; LFS mutant alleli tasimayan
normal genotipteki (+/+) atlar 386 bg, 289 b¢ ve 90
b¢'lik bant modeline, LFS mutant alleli bakimindan
homozigot genotipe (-/-) sahip olan hasta atlar 476
b¢ ve 289 be'lik bant modeline sahipken LFS mutant
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alleli bakimindan heterozigot genotipe (+/-) sahip
olan taslyici atlar ise 476 bg, 386 bg, 289 ve 90 b¢'lik
bant modeline sahiptirler [6]. Bant modellerinde tes-
pit edilen bu farklliklara dayanarak normal ve LFS
taslyici atlarin genotipleri belirlenmistir. PCR-RFLP
analizinde kullanilan Faul kesim enzimi star aktivite
gosterme ihtimalinin yiksek olmasindan dolayi [5]
analiz sonuglarinin dogrulugu dizi analizi ydntemi ile

teyit edilmistir (Sekil 2). Yirtttulen PCR-RFLP analizi
sonucunda 115 Arap ati arasinda 38 Arap atinin LFS
kalitsal kusuru bakimindan heterozigot genotip ol-
dugu gorilmistir. PCR-RFLP sonucunda belirlenen
heterozigot genotipler ile rastgele secilen normal
genotipli 6rnekler dizi analizi yapilmis hicbir 6rnegin
mutant alleli tasimadigi belirlenmistir.

Sekil 1. LFS PCR drlnlerinin Faul enzimi ile kesimi sonucunun % 2'lik agaroz jelindeki gériinima (M, 100 bg

Fermentas® GeneRuler DNA marker).

B30

N

Al

GAACCTGCAGCTGCCCCCAGAGGCC@GCATCGAGGCCAGCCTGCAGCATGAGAT CACCCGg
340 350 360 370 380 3

A

Sekil 2. LFS kusuruna neden olan delesyonun (C isaretli) yer aldigi DNA dizi sekansi.

Tartisma ve Sonug

Eskisehir yoresi 6zel isletmelerinde yetistirilen Arap
atlarinda LFS kalitsal kusuruna neden olan MYOS5A
geni mutant alleli PCR-RFLP ve dizi analizi yontem-
leri kullanarak incelenmistir. Ttrk Arap ati yetistiricili-
gi icin dnemli bir yer olan Eskisehir ilinde bazi 6zel at
isletmelerinde yetistirilen Arap atlarinin LFS kalitsal
kusuru bakimindan ari populasyonlar oldugu orta-
ya konmustur. Turkiye'de 2019 yili verilerine gore
136.209 at yetistirildigi ancak bunlarin ne kadarinin
Arap ati irkina ait oldugu bilinmemektedir [25]. Tarim
ve Orman Bakanligi verilerine gére Bursa ilinde 1.967

[7], Malatya ilinde 1.279 [15] bas at bulunurken,
Eskisehir ilinde 1.698 [9] bas Arap ati bulunmaktadir.
Tirkiye Tarim isletmeleri Genel Miidiirligu (TIGEM)'e
ait isletmelerde (Mahmudiye'de 281, Karacabey'de
389 ve Sultansuyu’nda 279 olmak tzere) toplam 949
bas damizlik Arap ati yetistirilmektedir [23]. 2013 yi-
linda yapilan at yarislari incelendiginde TIGEM'lerde
yetismis at orani %29 iken, daha dnceki yillara gore
karsilastinldiginda bu oranin azaldigi bildirilmekte-
dir. Bu durum 06zel isletmelerde yetistirilen at sayi-
sinin artarak strdirildigini gostermektedir [23].
TIGEM'e bagl cesitli kamu isletmelerde yetistirilen
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239 Arap ati ile yapilan calismada PCR-RFLP ana-
lizinde heterozigot bulunan bireylerin dizi analizi
sonucunda normal genotipte olduklari belirlenerek
benzer sonuc¢ alinmistir [5]. Ydrttalen arastirma ile
Eskisehir yoresindeki 6zel isletmelerde, Bilgen ve ar-
kadaslarinin [5] yaptigi arastirmada ise Turkiye kamu
kurumlarinda (Eskisehir, Bursa ve Malatya) yetistiri-
len Arap atlarini incelenmis ve arastirilan Tirk Arap
atlarinda LFS mutant allelinin olmadigi tespit edil-
mistir.

Turkiye'de yetistirilen atlarin genetik hasta-
liklarinin taranmasi ve kontroli hakkindaki veriler
yetersizdir. Tirk Arap atlarin kaltsal hastaliklarini
arastiran bu calisma disinda sadece bir arastirma
[5] bulunmaktadir. Amerika, Avustralya, ingiltere vb.
gelismis Ulkelerde oldukga kisa slirede glvenilir so-
nuglar veren rutin DNA testleri profesyonel at ye-
tistiriciliginde kalitsal hastaliklarin tanimlanmasi icin
kullanilmaktadir [14, 2, 22]. Yapilan genetik analizler
sonucu kalitsal hastaliklara sahip atlar yetistiricilik
programindan c¢ikarilmaktadir. Boylelikle, bu genetik
kusurlarin yeni nesillere aktariimasi engellenmekte-
dir.

Turkiye'de yapilan iki arastirma sonucu diger Ul-
kelerde yapilan calismalarla karsilastinldiginda Turk
Arap atlarinda LFS kalitsal kusuruna hentiz rastlanil-
mamistir. Diger Ulkelerde yapilan farkh calismalarda
[6, 21, 8, 11, 3] heterozigot bireyler tespit edilmistir.
Brooks ve ark. [6] yaptiklari arastirmada alti LFS has-
tasi taylarda Miyosin 5A (MYO5A) genin 30. ekzonu
148. nikleotidinde sitozin (C) bazinin delesyonun
taylarda LFS hastaligina sebep oldugunu belirlemis
ve bu delesyonu tespit edecek PCR-RFLP testini ge-
listirmistir. 114 bas Arap atinin incelendigi calismada
58 bas Misir Arap atindan altisinin (%10.3) ve 56 bas
Misir kokenli olmayan Arap ati arasindan da bir atin
heterozigot genotipte oldugu (%1.8) tespit edilmis-
tir [6]. Avrupa’da yapilan ve birbiri ile akraba olma-
yan 215 Arap atinin yaninda 78 Thoroughbred ve 30
Standardbred irki atin da kullanildigi baska bir calis-
mada PCR-RFLP teknigi kullanilarak yedi Arap atinin
MYOS5A delesyonu icin heterozigot ve LFS tasiyicisi
oldugu (0.016) belirlenmistir. Diger irklarda LFS mu-
tant alleline rastlanilmamistir [11]. Giiney Afrika'da
yapilan bir calismada Arap atlari icin 2004 sezonun-
da LFS tastyici atlarin prevelansi %13.3 iken 2009 yili
sezonunda %11.7 tespit edilmistir [21]. Yapilan tica-
ri test sonuclarinda Misir Arap ati poptlasyonunda
%10 civarinda heterozigot at oldugu bildirilmektedir
[3]. Hirvatistan'da toplam 618 Arap ati bulundugu-
nun bildirildigi ve 3 farkli Arap ati popllasyonunda
100 6rnekle yapilan baska bir calismada sadece bir

popiilasyonda 5 heterozigot at (%5) tespit edilmistir
[8].

LFS kalitsal kusuru molekiler yapisinin belir-
lenmesinden sonra yapilan calismalarda LFS mu-
tant alleli Misir [1], Gliney Afrika [21], ABD [6, 24]
ve Hirvatistan'da [8] yetistirilen Arap atlarinda go-
rilmus ancak Turkiye [5] ve Ortadogu'da [12] ye-
tistirilen Arap atlarinda tespit edilmemistir. LFS gibi
kalitsal kusurlarin populasyonlarda olmadigini gos-
teren calismalar Tirk Arap atlarinin degerini artira-
caktir. Bu durumun korunmasi ve sirdirilmesi icin
Tarkiye'ye ithal edilecek aygir spermalarinin genetik
hastaliklardan ari olmasi ilgili talimatlarda belirtil-
mektedir [24].

Sonug olarak, LFS kalitsal kusurunun Tirkiye'de
yetistirilen Arap atlarinda bulunmadigi, yetistirilen
tim damizlik Arap atlarinda ve ithal edilen sperma-
larin genetik hastaliklar bakimindan taranmasinda
yarar vardir. Kalitsal kusurlarin belirlenmesinde DNA
tabanli molekdler tani yontemlerinden yararlanma
orani arttikca genetik kusurlardan ari populasyon-
larin korunmasindaki basari da o oranda artacaktir.

Tesekkiir: Bu calismanin bir kismi TUBITAK 2209-
A Universite Ogrencileri Yurtici Ars. Destekleme
Programi (Proje No: 1919B011502601 - TY) tarafin-
dan desteklenmistir.
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Etlik piliclerde iki farkli barindirma sikliginin piliglerin besi
performansi, 6liim orani ve ayak taban yangisi lizerine etkisi
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Ozet: Bu arastirma ticari kosullarda yetistirilen etlik piliclerde iki farkli barindirma sikhiginin ortalama canl agirhg,
pilic basina ortalama yem tiketimi, yem dénlsim orani, 6lim orani ve ayak taban yangisi izerine etkisini belirle-
mek amaciyla yapilmistir. Ross 308 irki civcivler iki kiimeste 39 kg/m? ve 34 kg/m? barindirma sikhiginda 3 yetistirme
doénemi boyunca incelenmistir. Piliclerin 41 glinlik besi dénemi sonunda, 39 kg/m#deki pili¢ basina ortalama yem
tiketimi (P<0.01), yem dontisim orani (P<0.01) ve 6lim oraninin (P<0.05) daha yuksek, ortalama canl agirligin ise
34 kg/m?'deki piliclerden daha disik oldugu tespit edilmistir (P<0.01). Ayak taban yangisi bakimindan iki barindirma
sikhgr grubu arasinda ¢nemli bir farklilik olmadigr (P>0.05) fakat barindirma sikligi gruplari icinde bu farkin 6nemli
oldugu belirlenmistir (P<0.001). Arastirma bulgulari dogrultusunda, cevre denetiminin iyi oldugu ticari kiimeslerde,
39 kg/m? barindirma sikliginda yetistirilen piliclerde 34 kg/m#ye gore besi performansi ve 6lim oraninin olumsuz
etkilenmesine karsin kabul edilebilir diizeyde oldugu sonucuna variimistir.

Anahtar kelimeler: Ayak taban yangisi, barindirma sikligi, besi performansi, etlik pilic, 8lim orani

The effect of two different stocking density in broiler chicken on
fattening performance, mortality rate and foot pad dermatitis

Abstract: This study was carried out to determine the effect of two different stocking densities on average live
weight, average feed consumption per chicken, feed conversion ratio, mortality rate and foot pad dermatitis of
broiler chickens under commercial conditions. Ross 308 chickens were placed in two different densities as 39 kg/m?
and 34 kg/m? into two poultry house and investigated throughout three fattening periods. Average feed consump-
tion per chicken (P<0.01), feed conversion ratio (P<0.01) and mortality rate of 39 kg/m? density group (P<0.05)
were higher than that 34 kg/m? density group at the end of the 41 days fattening period. Average live weight of
34 kg/m? density group was higher than that 39 kg/m? density group (P<0.01). There was no significant differ-
ence between the two stocking density groups (P>0.05), but there was a significant difference within the groups
(P<0.001) in terms of foot pad dermatitis. According to the research findings, it was concluded that although the
fattening performance and mortality rate were negatively affected in density group of 39 kg/m? compared to that of

Original Article / Ozgiin Arastirma

34 kg/m?, but it was acceptable in commercial poultry houses with good environmental control.

Key words: Foot pad dermatitis, stocking density, fattening performance, broiler chicken, mortality rate.

Giris

Etlik piliclerin kiimes icindeki yogunlugunun, besi
performansi, hayvan refahi ve isletme karlihgina
onemli etkileri vardir [9, 23]. Canli agirlik artisi [14,
19], ayak tabani yangisi [21], karkas kalitesi [20] ve
olum orani [9] gibi ozellikler etlik piliglerin kiimes
icindeki sikhginin artmasindan olumsuz etkilenir.
Cunkd barindirma sikliginin artmasiyla altlik kalitesi
[23], barinak ici hava sicaklik ve nem degerleri [7]
ve hayvan davranislan [9] olumsuz etkilenmektedir.
Klmes icinde hayvan basina ayrilan alan arttiginda
ise yem donusim orani, 6lim orani ve karkasta is-
tenmeyen ciziklerin azaldigi, beden agirligi ve gogus
et miktarinin arttig bildirilmistir [1].

Kimes icinde tavsiye edilen pilic basina ayril-
masi gerekli minimum barindirma sikligi ile ilgili
degerler degiskendir. Kiimes icinde etlik piliclere
ayrilmasi gerekli minimum alan pili¢lerin besi sonu
agirhgina gore 33 kg/m? olarak belirlenmis, fakat
kiimes ici cevresel kosullarin karsilandigi ve idarenin
iyi oldugu kiimeslerde 39 kg/m? hatta 42 kg/m?ye
kadar izin verilebilecegi bildirilmistir [5, 8, 21]. Bunun
yani sira SCAHAW [17] tarafindan barindirma sikligi-
nin 30 kg/m?*yi, FAWC [6] tarafindan ise 34 kg/m?yi
asllmamasi tavsiye edilmistir. Bu sinirlamalara karsin
gerek Turkiye, gerekse de diger Ulkelerdeki etlik pilig
isletmelerinde daha ¢ok gelir elde etmek amaciyla
kiimes ici hayvan yogunlugu sik¢a asiimakta ve so-
runlar olusmaktadir. Kiimes ici barindirma sikligi ile
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ilgili yapilan galismalar incelendiginde calismalarin
cogunun deneysel kapsamda, az sayida ornekler
dlzeyinde yapildig, ticari isletme kosullarinda yapi-
lan arastirma sayisinin ¢ok az oldugu belirlenmistir.

Bu arastirma ticari kosullarda yetistirilen etlik
piliclerin besi performansi, 61im orani ve ayak taban
yangisi Uzerine iki farkli barindirma sikliginin etkisini
belirlemek amaciyla yapilmistir.

Materyal ve Metot

Bu arastirma Samsun’un Ondokuz Mayis ilcesindeki
Ozel bir firmaya ait olan, iki adet kiimese yerlestiri-
len Ross 308 hatti etlik piligler Gzerinde Ug tekrarla
yuritilmastar. Arastirmaya 2018 Eylul ayinda bas-
lanmis, her iki kiimeste de besi siireleri arasinda
10'ar gin ara verildikten sonra besiye devam edil-
mistir. Ayni firmaya ait birbirinin aynisi olan 195 m
x 10 m boyutlarindaki (1950 m?) iki adet kiimesin
birine ardisik besi sirelerinde 35378 (£79.91) adet
(18.14+0.04 pilic/m?) digerine ise 29993 (+98.21)
adet (15.38+0.052 pilic/m?) civciv yerlestirilmistir.
Her iki kiimeste de yemlik ve suluklar ayni dizayn-
da yerlestirilmistir. Pilic basina diisen yemlik ve su-
luk uzunlugu her iki kiimeste de sabit olup yuvarlak
tip yemlikte en az 2.5 cm, 8-10 pilice bir adet ni-
pel suluk olacak sekilde ayarlanmis, yem ve su ad
libitum olarak saglanmistir. Ortalama besi donemi
barindirma sikligi yuksek ve distik kiimesler icin si-
rastyla 41.91 (+£0.36) giin ve 41.70 (+0.20) giin ola-
rak belirlenmistir. Etlik piliclere besi boyunca ilk 11
glin baslangi¢ (HP: %23.5; ME: 2850 kcal/kg), 12-22
glinler arasinda biyitme (HP: %22; ME: 2950 kcal/
kg) ve kesime gonderilinceye kadar bitis (HP: %20;
ME: 3010 kcal/kg) olmak Uzere 3 farkh yem verilmis-
tir. Birbirinin aynisi her iki kiimeste de sicaklik, nem
ve havalandirma otomatik olarak kontrol edilmistir.
Kiumeslerin sicakliklari ilk hafta 32°C'ye ayarlanmis,
3. haftanin sonunda 24°C'ye dusurilmis ve pilicle-
rin ¢ikisina kadar bu sicaklikta calismaya devam edil-
mistir. Havalandirma orani ve bagil nem orani her iki
kiimeste sirasiyla 2 m3/h/kg canli agirlik ve %65 ola-
rak ayarlanmistir. Calisma boyunca her giin 24 saat
aydinlatma saglanmistir. Beton olan her iki kiimesin
zeminine kiimes boyunca 7'ser cm kaba talas seril-
mis her besi déneminden sonra althk degistirilmistir.
Arastirma boyunca etlik piliclerin kiimes icinde yo-
gunlugunu etkileyecek uygulama yapilmamistir.

Ol¢iim ve Degerlendirmeler

Kiumeslerin yemlikleri tamamen doldurulmus ve
haftalik olarak kiimeslere gore tiketilen yem mikta-
r ve gunlik olarak élen pili¢ sayilar kaydedilmistir.
Kesim gini kesimhanede barindirma sikhgr gru-

buna gore nakil aracina yiklenen piliclerin toplam
agirhgr pilic sayisina bollinerek besi sonu ortalama
canh agirhgi olarak kaydedilmistir. Kimesten ¢ikan
piliclerin toplam agirhigi kimesin alanina bdline-
rek metrekare basina diisen ortalama canli agirlik
olarak hesaplanmis ve bu degerler 39.55+0.14 ve
34.22+0.18 kg/m? olarak belirlenmistir. Toplam tu-
ketilen yem miktari toplam agirlik artisina boltinerek
yem donlisim orani hesaplanmistir. Pili¢ ayaklarinin
lezyonlarinin skorlamasi Martrenchar ve ark. [12]'nin
yontemine gore yapilmistir. Buna gore kesimhanede
uzman Ug personel tarafindan, her barindirma sikligi
grubu icin rastgele secilen 150 6rnek olmak lzere
Ug¢ tekrar icin toplam 900 etlik pilicin ayak tabani ve/
veya parmaklarindaki lezyonun varligi veya yoklu-
guna gdre makroskobik olarak degerlendirme ya-
pilmistir. Bu degerlendirmede lezyon yoksa Skor 0,
lezyon ayak tabaninin %25'ine kadar yayilmigsa Skor
1; lezyon ayak tabaninin %25-50'si arasindaysa Skor
2; lezyon %50'den fazla ve/veya ayak parmaklarina
da yayilmigsa Skor 3 olarak skorlama yapilmistir.

istatistiksel Analiz

Bu arastirmada iki farkhi barindirma sikligina ait
besi performans ozelliklerinin karsilastiriimasinda
bagimsiz iki 6rnek t testi, iki barindirma sikhgi gru-
bu arasinda ayak taban yangilarina ait skorlarin ve
Olim oranlarinin karsilastirilmasinda Mann Whitney
U testi, barindirma sikhigi gruplari iginde ayak taban
yangilarina ait skorlarin karsilastirimasinda ise Ki-
Kare testi, kullaniimistir. istatistiksel analizde SPSS
21.0 [22] istatistik programindan yararlaniimistir.

Bulgular

Etlik piliglerin iki barindirma sikligina ait bazi besi
performansi ve 6lim orani degerleri Tablo 1'de veril-
mistir. Ortalama canli agirlik degeri 39 kg/m? barin-
dirma sikhgi grubunda, 34 kg/m? grubundan daha
az bulunmustur (P<0.01). Pili¢ basina ortalama yem
tiketimi (P<0.01), yem dontsim orani (P<0.01) ve
Olim orani (P<0.05) 39 kg/m? barindirma sikligi gru-
bunda daha fazla bulunmustur.

Barindirma sikligi gruplari arasinda ve iginde
ayak taban yangilarina ait skorlarin karsilastiriimasi
Tablo 2'de verilmistir. Buna gore barindirma sikhig
gruplari arasinda 6nemli bir fark olmadigi belir-
lenmistir (P>0.05). Diger taraftan, barindirma sik-
hgr gruplari icinde ayak taban yangi skorlari ara-
sinda 6nemli farkhlik bulundugu tespit edilmistir
(P<0.001). Her iki barindirma sikliginda da Skor 2'de
en ¢ok, Skor 0 ve Skor 3'de en az sayida etlik pilicin
oldugu saptanmistir.

Lalahan Hay. Arast. Enst. Derg.

http://arastirma.tarimorman.gov.tr/lalahanhmae

Cilt 59, Ek Sayi, 2019, 102-106



104

Teke B ve ark. Etlik piliclerde iki farklt barindirma sikliginin pilicler iizerine etkisi

Tablo 1. Barindirma sikligi gruplarina ait bazi besi performansi ozellikleri degerleri (X £ SX ), 6liim oranlari ve 6nemlilik diizeyleri.

Ozellikler Barindirma sikhigi (39 kg/m?) Barindirma sikhigi (34 kg/m?)  Onemlilik
Toplam hayvan sayisi (adet) 35378+79.91 29993+98.21 rrx
Ortalama canli agirlk (g) 2315+9.33 2348+7.09 *x
Toplam yem tuketimi (kg) 135689+308.52 108460+530.76 i
Pili¢ basina ortalama yem tiiketimi (g/adet) 4073+6.17 3816+32.72 *k
Yem doniisiim orani 1.75+0.007 1.62+0.016 o
Oliim orani (%) 5.85 5.25 @

* P<0.05, **: P<0.01, ***: P<0.001

Tablo 2. Barindirma sikligi gruplari arasinda ve icinde ayak taban yangilarina ait skorlarin karsilastiriimasi ve énemlilik diizeyleri.

Barindirma Sikhig (Snl;o(lz%f)) (snl;o(':%;l) (Snl;o(lz%z) (Snl;o(l:%?) Toplam Onemlilik
39 kg/m? 23 511 1406 31.11 219° 4867 68  15.11 450 il

34 kg/m? 26 578 113 2511 270°  60.00 41 9.11 450 i
Onemlilik 6.d. o.d. o.d. o.d.

a, b, c: Ayni satirda farkli harfle gosterilen skor degerleri nemli derecede farklidir (P<0.05).

**+ P<0.001, 6.d.: Onemli degil.

Tartisma ve Sonug

Kimes ici barindirma sikligi etlik piliclerin besi per-
formansini etkileyen en dnemli cevre faktorlerinden
birisidir. Bu arastirmada 39 kg/m? ve 34 kg/m? barin-
dirma sikhginda kiimese yerlestirilen etlik piliclerin
ortalama besi donemi sonu canh agirlik degerleri
arasindaki farkin 6nemli oldugu tespit edilmistir. Ya-
pilan arastirmalarin cogunda da ylksek barindirma
sikliginda bulunan etlik piliclerin besi dénem sonu
canli agirhgi, dusutk barindirma sikhginda bulunan-
lardan daha az oldugu bildirilmistir [14, 16, 19, 20,
23]. Mortari ve ark. [16], Mendes ve ark. [14] ve Skr-
bic ve ark. [19] tarafindan yiksek barindirma sikhgi-
nin etlik piliclerin besi sonu ortalama agirlik degeri-
ne olumsuz etkide bulundugu bildirilmistir. Yapilan
bir arastirmada [20] etlik piliclere kiimes icinde 10,
13 ve 16 pilic/m? olmak tizere 3 farkli barindirma
sikligr uygulanmis ve arastirma sonucunda duisik
siklikta barindirmanin agirlik artisi ve besi sonu or-
talama canli agirligina katkisinin olumlu oldugu bil-
dirilmistir. Petek ve ark. [23] tarafindan 15 pilic/m? ve
19 pilic/m? barindirma sikhigindaki piliclerden elde
edilen besi sonu canli agirlik ortalamalari arasinda
farkin 6nemli oldugu bildirilmistir. Diger taraftan
barindirma sikliginin canh agirhga etkisi ile ilgili ya-
pilan bir arastirmada [24] ise 15 pilic/m? ve 20 pilic/
m? olmak tizere iki barindirma sikhginda yetistirilen
piliclerin besi ddbnemi sonu ortalama canh agirlk de-
gerleri arasinda istatistiksel bakimdan fark olmadigi
bildirilmistir. Bizim arastirma sonucumuz Thomas ve
ark. [24]'nin arastirma sonucundan farkhdir.

Petek ve ark. [23] tarafindan barinak icinde 15
pilic/m? ve 18 pilic/m? barindirma sikhginda yetis-
tirilen piliclerde yem donusim oranlarinin sirasiyla
1.59 ve 1.71 oldugu belirtilmistir. Thomas ve ark.
[24] tarafindan 15 pilic/m? ve 18 pili¢/m? yogunlukta
barindirilan piliglerin yem déntisiim oranlari sirasiyla
1.718 ve 1.750 olarak bildirilmistir. Bu arastiricilarin
[23, 24] sonucuna benzer olarak bu arastirmada da
barindirma sikligi artinca yem donisim orani art-
mistir. Bazi calismalarda ise yiiksek barindirma sikli-
ginda yem donlsim oraninin, dustk barindirma sik-
iginda yetistirilenlerden daha az oldugu bildirilmis-
tir [4, 11, 19]. Besi sonu canli agirlik ve yem déniisiim
oranlari ile ilgili olarak, bizim arastirma sonuglarimiz
ile bazi calismalar arasindaki bu farklilik, arastirma-
larda kullanilan etlik pili¢ hatlarinin degisken olma-
sindan kaynaklanmis olabilecegi distintilmektedir.

Bu arastirmada &lim orani, 39 kg/m? barindir-
ma sikigindaki etlik piliclerde 34 kg/m? barindirma
sikhgindakilerden daha fazla bulunmustur. Hall [9]
tarafindan ylksek kapasiteli (120 000 adet pilig) k-
meslerde iki farkli barindirma sikliginda (34 kg/m?
ve 40 kg/m?) yetistirilen etlik piliglerin 8lim oran-
lari karsilastiriimis ve arastirma sonucunda 40 kg/
m?de 6lim oraninin daha fazla oldugu bildirilmistir.
Bizim arastirmamizdaki 6lim orani ile ilgili arastir-
ma sonucu Hall [9]'in arastirma sonucuna benzerdir.
Diger taraftan Thomas ve ark. [24] tarafindan 15 pi-
lic/m? ve 20 pilic/m? barindirma sikliklarinda 8lim
oranlari sirasiyla %4.3 ve %3.8 olarak bildirilmistir.
Shanawayn [18], Cravener ve ark. [2] ve Martrenchar
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ve ark. [13] tarafindan dustk ve ylksek barindirma
sikliklarinda yapilan arastirmalarda 6lim oranla-
r arasinda farkliigin énemsiz oldugu bildirilmistir.
Olim oranlari ile ilgili bizim arastirma sonucumuz
bu arastiricilarin sonuclarindan farklidir [2, 13, 18,
24]. Bu farklihk 6rnek buylkligunin artmasi ile hay-
van davranislarindaki degisimle korku davranisinin
artmasi ve bogulma riskinin blyuk surilerde fazla
olmasindan kaynaklanmis olabilir.

Bu arastirmada iki farkli barindirma sikhgr gru-
bu arasinda yapilan karsilastirmada piliclerin ayak
taban yangilari arasinda 6nemli bir farkin bulunma-
digi belirlenmistir. Fransa'da 50 etlik pili¢ kimesinde
yapilan arastirmada [12] altlik ve hava kalitesinin iyi
olmasi kosuluyla barindirma sikhgr ile ayak taban
yangisi arasinda iliskinin bulunmadigr bildirilmistir.
Diger iki arastirmada da [3, 10] barindirma sikhginin
artmasi ile ayak tabani yangisinda énemli bir farkhhk
olmadigi bildirilmistir. Bizim arastirma sonucumuz
bu arastirma sonuclarina benzerdir [3, 10, 12]. Fakat
bazi arastiricilarin sonuglari ile farklilik gdstermekte-
dir [9, 21, 23, 24]. Bu farkliigin kiimes icinde althk,
hava kalitesi, sicaklik ve nem degerleri gibi bakim
ve idare kosullarinin farkliigindan ileri gelebilece-
gi dustnulmektedir. Arastirmada barindirma sikligi
gruplariicindeki ayak taban yangi skorlari arasindaki
farkhhk ise onemli bulunmustur. Her iki barindirma
sikhgi grubunda da Skor 2'de en ¢ok, Skor 0 ve Skor
3'de en az sayida etlik pilicin oldugu gézlemlenmis-
tir. Spindler ve Hartung [21] tarafindan yapilan aras-
tirmada 33, 39 ve 42 kg/m? yogunlukta barindirilan
30, 34 ve 40 gline kadar buydtllen piliclerde ayak
tabanindaki lezyonun yayginliginin arttigi yani Skor
0'dan Skor 2'e dogru etkilenen pili¢ sayisinin arttigi
ve aradaki farkin 6nemli oldugu bildirilmistir. Bizim
arastirma sonucumuz Spindler ve Hartung [21] tara-
findan bildirilen sonuca benzerdir.

Sonuc olarak, bu arastirma iki farkli barindirma
sikhginin (34 ve 39 kg/m?) piliclerin besi sonu ortala-
ma canli agirlig, pilic basina ortalama yem tiketimi,
yem donlstiim orani, 6lim orani ve ayak taban yan-
gisi Uzerine etkisini belirlemek amaciyla yapilmistir.
Arastirma sonucunda 39 kg/m? grubunda bulunan
piliclerin besi sonu ortalama canh agirlig, pili¢c ba-
sina ortalama yem tiiketimi, yem donlstiim ve 6lim
orani ozelliklerinin diger gruba goére olumsuz etki-
lendigi belirlenmistir. Buna karsin ayak taban yangi-
si bakimindan iki barindirma sikhgr grubu arasinda
fark olmadigi tespit edilmistir. Arastirma bulgulari
dogrultusunda cevre denetimi kontrol edilebilen ti-
cari kiimeslerde 39 kg/m? barindirma sikliginda ye-
tistirilen piliclerde besi performansi ve 6lim orani

kismen olumsuz etkilense de kabul edilebilir oldugu
soylenebilir.
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Ozet: Calismada, in vitro embriyo kiiltir medyumuna ilave edilen eritropoietinin antioksidan etkinligi incelendi.
Sigir ovaryumlarindan elde edilen oositlerin in vitro maturasyonu ve fertilizasyonlarini izleyen siirecte eritropoietinin
3 farkli dozu (0,5 pg, 0,25 ug, 0,125 pg /ml) ilave edilerek 3 deneme grubu ve eritropoietin ilave edilmemis (anti-
oksidansiz) kontrol grubu olusturularak kiltir ortamina alinarak boéliinen oosit oranlari, blastosiste erisim oranlari
biyokimyasal parametreler degerlendirildi. Morula ve 48. saat bélinen oosit oranlari bakimindan gruplar arasindaki
farklihk 6nemli iken, diger ozellikler icin gruplar arasi farkliliklarin istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu tespit edildi
(p>0,05).

Anahtar kelimeler: Antioksidan, embriyo, eritropoietin, in vitro, oksidatif stres

Effects of erythropoietin addition to in vitro embryo culture
mediums, on oxidative stress and embryo development

Abstract: In this study, effectiveness of erythropoietin addition to in vitro culture mediums on oxidative
stress and embryo development was investigated. in vitro maturation and fertilization of oocytes from cow
ovaries, cleaved oocyte ratios, reaching to blastocyst ratios, and biochemical parameters were evaluated
using 3 trial groups with different doses of erythropoietin (0,5 pg, 0,25 ug, 0,125 pg /ml) to culture mediums
and 1 control group without erythropoietin (no antioxidant). Morula and 48th hour cleaved oocyte ratios
were significantly different between groups whereas differences regarding the other parameters were in-

significant (p>0,05).

Key words: Antioxidant, embryo, erythropoietin, in vitro, oxidative stress

Giris

Eritropoietin (EPO), hematopoietin olarak da adlan-
dirilan glikoprotein yapisinda yerel bir hormondur.
30.4 kDa agirhginda bir glikoprotein ve insanlarda
genomik DNA da 7. kromozomda bulunan 5.4 kb'lik
bdlgeden 193 amino asit iceren polipeptit zinciri
seklinde ifade edilir [15,19]. Baslica bobrekler ta-
rafindan salgilanan EPO'nun karaciger, makrofajlar
ve salgl bezleri ile diger doku ve hiicrelerde varlig
tespit edilmistir. Ancak en 6nemli Uretim kaynaklari
bdbreklerde kortikal peritubular hicreler olup, erit-
rosit Uretiminin kontrolliinden sorumludur [14,16].
Eritropoietinin birincil olarak eritrosit Uretiminin
kontroliinden sorumlu olmakla birlikte cesitli klinik
raporlar oksidatif stresi azaltabilecegini bildirmekte-
dir. Bu ¢alismalarda EPO'nun in vitro embriyo Uretim
asamasinda hicresel hasarin dnemli nedenlerinden
biri olan oksidatif stresi azaltarak htcreleri koruya
bilirligi ortaya koymaya calisildi [3,9,17,24].

Embriyonun hiicre membran yapisi  blylk
oranda doymamis yag asitlerinden olugmaktadir. Bu
durumda gerek in vitro kultir ortamlarinda gerek-
se kiltlir dncesi maniplasyonlari esnasinda oosit ve
embriyolar lipit peroksidasyonuna maruz kalmakta-
dirlar [6].

Bazi arastirmacilarin  yaptiklari ¢alismalarda
embriyolarin in vitro kiltir stirecinde olusan serbest
radikal oranlar ile embriyo gelisiminin olumsuz etki-
lenmesi arasindaki iliskinin énemli oldugunu bildir-
mektedirler [18,23].

Oositlerin gerek maturasyonu gerekse fertili-
zasyonunun in vitro kiltlr ortaminda gerceklestiril-
mesi esnasinda olusan serbest radikaller (stiperoksit,
hidrojen peroksit ve hidroksi radikali) hiicrede oksi-
datif hasara neden olarak hicrenin normal fonksi-
yonlarini etkilemektedir. Bu oksijen radikalleri 6zel-
likle hiicre zarlarini asarak nikleik asit, protein, lipit
gibi yapilari etkileyerek mitokondride bozukluklara
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neden olurlar. Olusan bu bozukluklar ise embriyo-
nun normal gelisimini engelleyerek fertilizasyondan
sonra embriyonik gelisimde bloklanmaya ve apop-
tozise neden olmaktadir [11,13].

In vivo sartlarda, embriyonun kendi yapisinda
ve yasadigi disi kanalinda thiol bilesikleri (glutatyon,
sistein, hipotaurine) ve enzimler (katalaz, superoksit
dismutaz) gibi reaktif oksijen turlerinin (ROS) olus-
turdugu hasara karsi koruyucu endojen kaynakli
antioksidan etkili maddeler bulunmaktadir. Bu an-
tioksidan maddeler ortamda gelisen ROS'un zararli
etkilerini dnleyerek embriyoyu korumaktadir. Fakat
bu endojen kaynakli antioksidanlar in vitro kiltur es-
nasinda yetersiz kalmakta ve endojen antioksidanlar
disinda baska ekzojen antioksidan maddelerin ilave
edilmesine gereksinim duyulmaktadir [4].

Bu calismada in vitro Charles Rosencrans 1 ami-
noasit (CR1aa) embriyo kiltir medyumuna eritro-
poietinin farkl dozlari ilave edilerek embriyo gelisi-
minde ROS'un etkilerini elimine ve detoksifiye etkisi
ile kullanilacak etkili uygun dozlarinin belirlenmesi
arastirildi.

Materyal ve Metot

Ankara ili Cubuk ilcesi'nde ve Kirikkale il'inde bu-
lunan c¢evre mezbahalarda kesilen disi hayvanlar-
dan toplanan ovaryumlar oosit kaynagini olusturdu.
Eritropoietin (Rat Recombinat Erytropoietin; SIGMA
E 8905 USA) antioksidan olarak, Tissue Culture
Medyum (TCM-199; M7528/Sigma-Aldrich Co.) ma-
turasyom medyumu, Charles Rosencrans (CR71aa)
kdltir medyumu ve total oksidan olg¢limleri igin
spektofotometrik kit (Total Oxidant Status Assay Kit,
Mega Tip San. ve Tic. Ltd. Sti.) kullanildi.

Ovaryumdan Oosit Aspirasyonu

In vitro embriyo elde edilmesi amaciyla bdlgedeki
mezbahalarda kesilen kdltur irki ve melezlerine ait
ineklerin ovaryumlari kullanildi. Hayvanlarin kesimi-
ni takip eden 15-20 dakikalk sire icerisinde alinan
ovaryumlar antibiyotik (gentamisin 100 mg/L) ilave
edilmis %0.9 fizyolojik tuzlu su (FTS) icerisine nak-
ledildi. FTS icerisinde ve 30°C'lik sabit 1s1 saglayan
termosta 3 saat icerisinde laboratuvara getirildi [8].
Capi 2-8 mm'lik blyukluge sahip follikiiller normal
enjektor ile Resim 1'deki gibi oositler aspire edilerek
90 mm petrilerde toplandi [20]. Ardindan calisma
icin kullanilacak olan oositler kalite yoniinden de-
gerlendirildi [1]. A ve B kaliteye sahip olan oositler
Resim 2'deki gibi (A kalite: etrafinda 2 ve daha fazla
kumulus hiicre katmani bulunan, B kalite: etrafinda 2
sirali kumulus hiicre katmani bulunan oosit) in vitro
embriyo Uretim slrecine alind.

Resim 1. Oosit aspirasyonu.

Resim 2. Aspire edilen oosit

Oositlerin in vitro Maturasyonu ve Fertilizasyonu

Aspire edilen A ve B kalite oositlerin maturasyo-
nunu gerceklestirmek amaciyla 2 pg/ml FSH, %10
fetal calf serum (FCS, SIGMA F9665), 0.1 mg/ml
L-Glutamin (G8540/Sigma-Aldrich Co.), 100 1U/ml
kristalize penisilin-G potasyum ve 100 ug/ml krista-
lize streptomisin siilfat ilave edilmis TCM-199 doku
kdlturd medyumu kullanildi. Maturasyon siirecine
alinan oositler 20-22 saat %95 bagil nem, %5 CO, ve
38,5°C'deki karbondioksit inkubatdrde inkiibasyona
birakildi [22]. % 90 ve Uzeri kumulus ekspansiyonu
gosteren oositler mature olmus olarak degerlendiri-
lerek (Resim 3) fertilizasyon sirecine alindi.

Bu amagla Uluslararasi Hayvancilik Arastirma
ve Egitim Merkezi Madirligld Suni Tohumlama
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Laboratuvari'nda Uretilmis olan, payet icerisinde
175x105 spermatozoaya sahip 0,25 ml'lik suni to-
humlama payetlerinde dondurulan boga spermalari
kullanildi. Kanagawa ve arkadaslarinin (12) yonte-
mine gore, Spermatozoonlarin kriyoprotektanlar,
seminal plazmadan ayrilmasi, sulandiriimasi ve ka-
pasitasyonu igin modifiye Brackett Oliphant (BO)
medyumlari kullanildi. BO stok medyumlarindan
Sperm Yikama Sollsyonu (SYS), Sperm Sulandirma
Sollisyonu (SSS) ve Oosit Yikama Sollsyonu (OYS)
hazirlanarak SYS ve OYS 35°C'deki su banyosuna,
SSSise inkubatdre kaldirldi. Kapasitasyon amaciyla
5 U/ml heparin (H3149/Sigma-Aldrich Co.) ve 2 mM
kafein (C4144/Sigma-Aldrich Co.) kullanildi. 0.25'lik
5 sperma payeti 37°C'deki su banyosunda 25-30 sa-
niyede ¢dzdurildi. Ardindan santrifiij tiplerine ali-
narak Uzerine 6 ml SYS ilave edildikten sonra 1800
rpm devirde 5 dk santriftj edildi. Ardindan super-
natant kismi sifon yaptirilarak uzaklastirildi. islem 2
tekrar seklinde gerceklestirildi. Spermatozoonlarin
mikroskoptaki sayimlarinin kolay yapilabilmesi icin
Gzerine 1.2 ml daha SYS ilave edildi. Bundan 50 pl
alinarak 4950 pl %5'lik NaCl iceren tuzlu suya ak-
tarilarak thoma laminda sayim islemi gerceklesti-
rildi. Sayimin ardindan elde edilen sayiya gore final
yogunluk 6.25x10% spermatozoa/ml olacak sekilde
SSS ilave edilerek fertilizasyon medyumu hazirlan-
di. 30.000 spermatozoa / oosit olacak sekilde son
sulandirmasi yapilan spermatozoonlardan 35 mm
kiltur petrilerinde (Falcon 3001/Dickinson) 100 pl
olmak Uzere 4 mikro damla ve Uzerleri mineral yag
ile kaplanarak fertilizasyon droplari olusturuldu. in
vitro maturasyonu tamamlanan oositler fertilizasyon
icin OYS ile en az 2 kez yikandiktan sonra her bir
mikro damlaya 20 adet oosit ilave edilerek 5-6 saat
streyle fertilizasyon (Resim 4) islemleri gerceklesti-
rildi [22].

Resim 3. Oositlerin maturasyonu

Resim 4. Oositlerin fertilizasyonu

In vitro Embriyolarin Elde Edilmesi

5-6 saat fertilizasyon siirecinden sonra kumulus
hicrelerinin uzaklastirlmasi amaciyla dar pastor
pipeti kullanildi. Kumuluslari uzaklastirilan oositler
eritropoietinin 3 farkli dozu ilave edilerek (0,125 ug,
0,25 pg, 0,5 pug /ml) deneme [26] ve eritropoietin
ilave edilmemis (antioksidansiz) kontrol olmak Uze-
re 4 grup olusturularak CR1aa kultir medyumuna
alindi. Kiltir ortami olarak 38,5°C, %5 CO,, % 95
nem iceren inkubatdrden yararlanildi. Her bir 100 pl
kiltur drobunda en az 20 oosit kullanilarak ¢alisma
gerceklestirildi. Kultlre alinan oositlerin 2. glinii (48
saat) sonunda mikroskopta bélinme oranlari (Resim
5 ve Resim 6) kontrol edildi. Elde edilen bulgular ka-
yit edilerek boélinen oosit sayilarina gére bdlinme
oranlari tespit edildi. ikinci giin bélinme kontroli
yapilan oositler tekrar inklibasyona alindi. Kdlttr
sUrecinin 7. glinlinde embriyo gelisimleri takip edi-
lerek morula-blastosiste ulasma oranlari bakimin-
dan ve toplam embriyo sayilari stereo mikroskop
(Olympus SZH10 Japonya) altinda incelendi. Elde
edilen embriyolar daha sonra total oksidan dizeyi
olctimleri yapilmak tzere -40°C'ye kaldirildi.

Embriyolarin Total Oksidan Diizeyi Analizi

Orneklerdeki mevcut oksidanlar, demir iyonlari ile
birleserek demirli selat bilesimler halinde bulunurlar.
Bu demir iyonlari asidik sollisyonlarda renkli yapi-
lar olustururlar. Bu renk olusumlari da spektrofoto-
metrik olarak olctlebilmektedir. Total oksidan di-
zeyi (TOS) analizi bu prensiple yapilmaktadir. Total
oksidan dizeyi 6l¢imleri ticari spektofotometrik kit
(Total Oxidant Status Assay Kit, Mega Tip San. ve
Tic. Ltd. Sti. Gaziantep, Turkiye) kullanilarak spektro-
fotometre cihazinda (Perkin Elmer Lambda 25) be-
lirlendi. -40°C'den ¢ikarilan embriyolar oda isisinda
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¢6zUndarildi. Embriyolarin parcalanmasi islemi dar
pastor pipeti ile pipetleme yontemiyle gerceklestiril-
di. 1.2 mL'ye kadar distile su ilave edildi. 10 milimol
etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) iceren 0,2 molar
1.2 ml Fosfat tamponu ile karistirildi. Analiz icin ha-
zirlanan bu embriyo sollisyonundan 75 pl 1 ml'lik
spektrofotometre kiivetine konuldu. Uzerine kit ice-
risinde bulunan Reagent 1 (Assay Buffer) sollisyo-
nundan 500 pL eklendi. Ayni sekilde kit icerisinde
bulunan Standart 2 sollsyonunda 75 pL alinarak ki-
vete konuldu ve tzerine 500 ul reagent 1 sollisyonu
ilave edildi. Ornekler ve standart 530 nm'de okun-
du. Orneklerin ve standardin (izerine kit icerisinde
bulunan 25 pl reagent 2 (Prochromogen solution)
solisyonundan ilave edilerek 10 dk oda sicakliginda
inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda tekrar 530 nm'de
okundu. Sonuglar asagidaki formille hesaplandi [7].

Sonug = (AAbsorbans Ornek/ AAbsorbans Standart)
x 20 Equiv/L

A Absorbans Ornek: Ornegin, 530 nm de 2. absor-
bans degeri - 530 nm'de 1. absorbans degeri

A Absorbans Standart: Standardin, 530 nm de 2. ab-
sorbans degeri - 530 nm'de 1. absorbans degeri.

istatistiksel Analiz

Embriyo gelisiminde expanse oosit, 48. saat bolliinen
oosit, morula, blastosist ve toplam embriyo oranla-
r bakimindan gruplar arasi karsilastirmalarda Khi-
kare; expanded blastosiste erisme oranlari bakimin-
dan gruplar arasi karsilastirmalarda ise bazi grup-
larda gozlem sayisinin (frekaslarin) 5'ten az olmasi
nedeniyle G (Likelihood Ratio Chi-Square) istatistigi
uygulanmistir [5].

Bulgular

Embriyo kultir sirecine alinan fertilize oositlerin
boélinme oranlar Cizelge 1'te verilmistir. Fertilize
oositlerin 48. saatteki boélinme oranlari bakimindan
0.25 ug (% 66.49) ve 0.125 pg (% 62.19) eritropo-
ietin iceren kultir medyumlarinda, kontrol grubu-
na (% 50.78) gore daha ylksek sonuclar elde edildi
(P<0.001). Morula asamasina ulasan embriyo oran-
lari Gzerinde ise, 0.5 pug (% 66.67) eritropoietin iceren
kdltir medyumu, diger gruplara gore daha ytksek
sonug verdi (P<0.05). Blastosist ve ekspanded blas-
tosist oranlar Uzerinde, eritropoietinin dnemli bir
etkisi gorilmedi (P>0.001). Oksidatif stres paramet-
releri lizerinde de eritropoietinin herhangi bir etkin-
lik gostermedigi gorulda.

Cizelge 1. Kiltur strecine alinan fertilize oositlerin 48. saat ve 7-8. glin gelisim slreclerine ait istatistiksel tablo.

Maturasyona Expanse Kiiltiire alinan 48. saat béliinen
oosit oranlan

alinan oosit oosit

7. Giin Kiiltiir Sonu Morula/Blastosist Oranlari

Gruplar oosit sayisi Morula Blastosist Exp. Blast. = Toplam
sayisi orani (%)  (CR1aa) (%) % % % Embriyo %

Kontrol 200 86,50 193 50,78 (98/193)> 17,65 (3/17)° 64,71 (11/17) 17,65 (3/17) 17,35 (17/98)

Deneme | a b

(0125 g erit) 201 85,57 201 62,19 (125/201)* 38,24 (13/34)° 47,06 (16/34) 14,71 (5/34) 27,20 (34/125)

Deneme Il

(025 g erit) 200 88,50 194 66,49 (129/194)° 32,00 (8/25)° 60,00 (15/25) 8,00 (2/25) 19,38 (25/129)

(Doesnigzrliltl ) 200 89,50 177 46,33 (82/177)° 66,67 (12/18)* 33,33 (6/18) 0(0/18) 21,95 (18/82)

p _ *kk * - - -

-p>0,05; *: p<0.05; ***:p<0.001

a, b: Ayni sttundaki farkli harfler tasiyan ortalamalar arasi farkliliklar nemlidir

Cizelge 2. Kiltur strecine alinan fertilize oositlerin 7. giin total oksidan diizeyi analizi

Gruplar Okuma 1 Okuma 2 DS Sonug Equiv/L
Kontrol 0,148 0,199 0,051 53,68
Deneme | (0,125 pg eritropoietin) 0,185 0,228 0,48 50,90
Deneme Il (0,25 pg eritropoietin) 0,182 0,231 0,049 51,57
Deneme Il (0,5 ug eritropoietin) 0,201 0,244 0,043 45,26

p
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Resimb5. Fertilizasyondan sonra 48. Saat

Resim 6. Fertilizasyondan sonra 7. Gln

Tartisma ve Sonug

Memeli hayvanlarda in vitro fertilizasyon sonrasi
gelisen oksidatif stres ve buna bagl ortamda se-
killenen serbest radikaller embriyonun gelisimi-
ni etkileyen dénemli etkenlerden birisidir. Ozellikle
embriyonun yapisinda meydana gelen hasara bagl
olarak blastosiste erisme oraninda ve kaliteli emb-
riyo elde edilmesinde oldukca 6nemlidir. Buradaki
temel etken, embriyo hiicre membranlarinin yapisi-
nin doymamis yag asitleri oraninin yiiksek olmasidir.
Serbest radikallerin olusturdugu lipit peraksidas-
yon, hiicre yapisinin bozulmasina neden olmaktadir.
Fertilizasyondan sonra in vitro kiiltre alinan oosit-
lerin 48. saati embriyo gelisimi i¢in olduk¢a 6nemli
ve kritik bir donemdir. Bu donemde oksijen radikal-

lerin etkisi daha buyik olmakta ve embriyonal blok-
lanmalara sebep olmaktadir [6]. Netice olarak bu
oksijen radikallerinin (siperoksit, hidrojen peroksit,
hidroksi radikali) neden oldugu hicredeki hasar,
hucresel fonksiyonlarin devam ettirilmesini engelle-
yerek elde edilecek embriyo sayi ve kalite oranlarini
dusirmektedir [11,13].

Memeli embriyolarin in vitro elde edilmesinde
cok farkli kaltar ortamlari kullaniimaktadir. Bunda
temel amag en uygun kiltir ortamini saglayarak
embriyo kalitesini ve sayisini artirmaktir. Kaliteli
blastosist elde edilmesi halinde embriyolarin don-
durulup c¢oziinmesi sonrasi nakillerinde gebelik
oranlari tzerinde oldukca dnemli katki saglamakta-
dir. Ayni zamanda kaliteli blastosist elde edilmesi ile
embriyoda yapilacak islemlerden (biyopsi, kriyopro-
tektanlardan daha az oranda etkilenme, blastomer
seperasyonu vb.) etkilenmesi de daha az olacaktir.
Bu amaclarla oositlerin gerek maturasyon gerekse
fertilizasyon sonrasi kiltiir medyumlarina ¢ok cesitli
antioksidan etkili maddelerin ilavesi yapilarak uygun
bir kiltlr ortaminin olusturulmasina calisiimaktadir
[10,25].

Yapilan bu calismada, oositlerin fertilizasyo-
nu sonras! kiltirin 48. saatinde yapilan bdlinme
kontrollerinde; 0.25 pug ve 0.125 pg eritropoietin,
kontrol grubuna gore daha yiksek (% 62 ve % 66)
oran verdigi gorildi. Alinan bu sonuclar Bucak ve
ark. [2] Sisteamin ile yaptiklar calisma sonuglarin-
dan daha (% 49) yuksek bulunmustur. Morula asa-
masina ulasan embriyo oranlar tzerinde ise, 0.5 ug
eritropoietin igeren kultir medyumu, diger gruplara
gore daha Ustun ciktigr tespit edildi (P<0.05). Sung
ve ark. [21] ise morula asamasindaki embriyo orani-
ni %26, blastosist asamasindaki embriyo oranini ise
%19 bularak, bizim buldugumuz sonuclardan daha
dusuk bulmuslardir.

Embriyo oksidatif stres parametreleri tizerinde
de eritropoietin herhangi bir etkinlik vermedigi tes-
pit edildi. Bu sonug, ortama katilan eritropoietinin
antioksidan seviyelerini (glutatyon ve total antioksi-
dan kapasite) artirmadigindan hareketle, blastosist
ve ekspanded blastosist oranlarina bir etkinligin ol-
madigi varsayimini dogurmaktadir. Bilimsel kaynak-
larda ise embriyo lzerine eritropoietinin etkinligini
arastiran bir ¢alismaya rastlanilamadi. Ancak yapilan
diger antioksidan calismalar ile karsilastirildiginda
daha duslk bir oran elde edilmedigi de goralda. [2].

In vitro kiltlr ortaminda eritropoietinin serbest
radikallerin zararli etkilerinin azaltiimasina yonelik
yapilan bu calismada oositlerin kiltir ortamina ak-
tarildiktan sonra 48. saat bolinme oranlar 0.25 ve
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0.125 pL eritropoietin ilave edilmis deneme grup-
larinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli sonug verdigi tespit edildi. Bununla birlik-
te toplam elde edilen embriyo sayilari bakimindan
0.125 pL eritropoietin ilave edilen deneme grubu-
nun diger gruplara gore daha yiiksek embriyo sayisi
verdigi belirlendi. Mevcut calismada eriropoietinin
in vitro embriyo kiltir medyumlarinda antioksidan
etkinliginin yapildigr ilk calisma oldugu icin oksidatif
stres parametrelerinin istatiksel olarak anlamsiz ol-
masinin nedeninin ortaya konulabilmesi icin farkli
kdltir medyumlarinda da calismalarin yapilamasi
gerekmektedir. Bunun yani sira embriyo kalite ve
blastosiste erisme oranlarina etkili olan farkli etken-
lerde bulunmaktadir. Ozellikle oositlerin elde edildi-
gi hayvanlarin kondisyonu, oosit kaliteleri ve farkli
kiltur ortamlari da elde edilen sonuclari etkilemek-
tedir. Bu nedenle calismalarin baska kiltir ortamla-
rinda yapilacak farkli calismalar ile desteklenmesinin
uygun olacagi kanaatine varildi.

Tesekkiir: Bu calisma, TAGEM (TAGEM/HAYSUD/13/
A-02/P-01/0) tarafindan doktora projesi olarak des-
teklenmistir.
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Tek hiicre proteinlerinin hayvan besleme acisindan
onemi ve rasyonda kullanim olanaklari
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Ozet: Diinya niifusunun hizli artisina bagli olarak geleneksel gida ve yem katki maddelerine alternatif besin kaynak-
lari arama yolunda calismalar giindeme gelmektedir. Rasyonlarda kullanilan antibiyotiklerin, insan ve hayvan saglgi
Uzerindeki olumsuz etkilerinin ortaya ¢ikmasiyla birlikte Avrupa Birligi Ulkeleri ve Tirkiye'de yem katki maddesi olarak
kullanimi yasaklanmistir. Protein bakimindan zengin gidalara olan talebin artmasi da alternatif protein kaynaklarinin
aranmasi gerektigi sonucunu ortaya cikarmistir. Diinyadaki protein aciginin kapanmasi icin bazi mikroorganizmalarin
bol miktarda Uretilip dogrudan dogruya besin maddesi olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. insan ve hayvan
beslemede protein kaynagi olarak bakteri, maya, mantar ve su yosunlarindan énemli oranda yararlanmaktir. Ayrica
bir takim sanayi atiklari da besiyeri olarak kullaniimaktadir. Boylece tarimsal ve sanayi atiklari degerlendirilerek,
ekonomiye kazandiriimakta, cevre kirliligi dnlenmekte ve ylksek kaliteli hayvansal Griinlere esdeger protein Gretimi
mimkiin olmaktadir. Bu derlemenin amaci tek hiicre proteininin hayvan besleme agisindan énemi ve rasyonda kul-
lanim olanaklarina yonelik yapilan ¢alismalar hakkinda bilgi vermektir.

Anahtar kelimeler: Hayvan besleme, protein kaynagi, tek hiicre proteini.

Importance of single cell proteins in terms of animal
nutrition and possibilities of use in ration

Abstract: Due to the rapid increase in the world population, studies are underway to search for alternative food
sources for traditional food and feed additives. Antibiotics used as growth factors, together with the emergence of
adverse effects on human and animal health it is prohibited from use in the European Union and Turkey. Increased
demand for protein-rich foods has also led to the conclusion that alternative sources of protein should be sought.
It is thought that some microorganisms can be produced in abundance and can be used directly as nutrients in
order to close the protein deficit in the world. Human and animal nutrition as a source of protein from bacteria,
yeast, fungi and algae is to benefit significantly. In addition, a number of industrial wastes are also used as fatten-
ing. Thus, by evaluating agricultural and industrial wastes, it is gained to the economy, environmental pollution can
be prevented and equivalent protein production to high quality animal products is possible. The aim of this review
is to give information about the importance of single cell protein for animal feeding and the studies on the use of
rationality in ration.

Key words: Animal nutrition, protein source, single cell protein.

Review Article / Derleme

Giris

Diinya niifusunun surekli artmasi, tarim drinlerine
olan talebi de ayni oranda artirmaktadir. Ozellikle
ekonomik gelir seviyesinin distk oldugu Ulkelerde
insanlarin saglikli ve dengeli beslenmesi giinimuz-
de giderek zorlasmaktadir. Diinyadaki protein tiike-
timi acigi insanligin énemli sorunlarindan biri haline
gelmistir. Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgitii
(FAO) tarafindan yapilan bir incelemede, protein
kaynaklarinin yetersiz olmasi ve niifusun her gegen
glin artmasi gibi nedenlerle, insanlarin fiyati giderek
artan geleneksel protein kaynaklar (soya, balik unu
vb.) yerine gecebilecek alternatif protein kaynaklari-
ni aramaya basladigi vurgulanmustir [1].

Gecmis donemlerde rasyon protein dengesinin
saglanmasinda ekonomik ve kolay bulunabilir ren-
dering Uriinlerden (et-kemik unu, kan unu vb.) yarar-
lanilirken glinimuzde Avrupa Birligi'nde ruminant-
larin rasyonlarina uzun yillardir dahil edilmeyen hay-
vansal orijinli kaynaklar, ilkemizde de Haziran 2010
tarihli 5996 sayili Veteriner Hizmetleri, Bitki Saglhig,
Gida ve Yem Kanunu sonrasinda Aralik 2011'de ya-
yinlanan “insan Tiketimi Amaciyla Kullaniimayan
Hayvansal Yan Uriinler Yonetmeligi” ile yasaklanmis
ve 1 Ocak 2017 tarihi itibariyle kanath beslemede
kullanimi kisittanmaya baslamistir [6]. Bu tarihten
itibaren proteince zengin diger kaynaklarin kulla-
niminda artis s6z konusu olmustur. Bu kaynaklarin
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basinda yagli tohum ve kispeleri gelmektedir [8].
Ancak Avrupa'da oldugu gibi Tirkiye'de de Uretim-
deki eksiklikten dolayi genellikle ithal kiispe kullani-
liyor olmasi, karma yem sektorini ithalata bagimli
hale getirmekte ve ekonomik dalgalanmalardan hizli
bir sekilde etkilenerek fiyatlarin artis gostermesine
neden olmaktadir. Ayrica surekli ayni hammadde
akisinin saglanamamasi Uretimde sikintilara yol ag-
maktadir [19, 20]. Bundan dolayi, kiiresel anlamda
ve Ulkemizde artan nlfusun hayvansal Grlin ihtiya-
cini karsilamak icin hayvan beslemede kullanilabilir
ucuz ve glvenilir proteince zengin yem hammadde-
si arayisi hiz kazanmistir.

Bir kaynagin yem hammaddesi olarak kullanil-
masl i¢in besin madde iceriginin uygun olmasi, tok-
sik etki barindirmamasi, sindirilebilir olmasi ve hay-
vanlar tarafindan sevilerek tlketilmesi gerekmekte-
dir [21]. Bazi Ulkelerde insanlar tarafindan protein
takviyesi olarak tuketilen mavi-yesil alg, maya ve
bakteri gibi tek hiicre proteinlerinin (THP) hayvan
beslemede de kullanilabilecegi diistiniimektedir. Bu
baglamda, THP'lerinin hayvan beslemede alternatif
protein kaynagi olarak kullanilmasi, kiresel gida so-
rununun ¢6zimdine katki saglayabilecek alternatif
ve yenilikci bir yol olabilir. Bu calismada THP'ler hak-
kinda genel bilgiler derlenerek, hayvan beslemede
kullanim olanaklari tartisiimistir.

Tek hiicre proteinleri

Tek hire proteini degisik besiyerlerinde uygun ko-
sullar altinda ¢ogaltilan mikroorganizmalarin olus-
turdugu bir biyokdtle Grinidur. Tek hiicre proteini
alg, bakteri ya da fungal kaynakl olabilir. Tek hiicre
proteini alglerin, mayalarin, bakterilerin buylk cap-
ta Uretilmesi ve bunlarin kurutulmasiyla hazirlanr.
Mikrobiyal protein uygun besi ortami saglandigin-
da, bitkisel ve hayvansal proteinlere gore daha hiz-
I Gretilmektedir. Ekonomik Uretim icin besi ortami
olarak ucuz, atik nitelikli yan Griinlerden olan seliiloz
ve hemiseliiloz iceren karbonhidrat kaynaklari kulla-
nilmalidir [14]. Tek hiicre proteini, yiksek besin de-
geri nedeniyle 6zellikte tavukgulukta tercih edilen;
soya ve balik unu yerine kullanilabilecek 6nemli bir
alternatif kaynaktir. Tek hiicre proteinleri ham prote-
in bakimindan oldukga iyi durumdadir. Basta B gru-
bu olmak Gzere vitamin icerikleri diistk olsa da, ylk-
sek kaliteli yag seviyeleri ve proteince zengin diger
kaynaklarda kisith olarak bulunan lisin ve metiyonin
bakimindan Ustlin olmalari nedeniyle insan ve hay-
vanlar igin alternatif besin kaynagi haline gelmistir
[4]. Bakteri, maya, mantar ve alglerin protein orani
sirasiyla %47-87, %45-50, %19- 57 ve %24-80 ara-
hginda degismektedir. Yiiksek protein icerigi, ylksek

Ureme hizi, tarimsal Uretim alanlarina ihtiyag duyul-
mamasi, Uretim kosullarinin iklime bagl olmamasi,
proteine donustlrdlkleri substratlarin cok cesitli ve
ucuz olmasi ile mikrobiyal proteinlerin dengeli bir
aminoasit yapisina sahip olmasi tek hiicre proteinin
strdurilebilir ve ucuz hammadde kaynagi olarak
tercih edilme nedenleridir. Bununla birlikte, THP'lerin
yaninda toksik Uriinlerinde sentezlenebilmesi, alisil-
mamis lezzet-koku vb. icermesi, niikleik asit ve pro-
tein oranlarindan kaynaklanan sindirilme zorlugu
nedeniyle olusan hastaliklar, icerdigi yag-seliloz gibi
maddelerin oranlari ve THP'lerin glvenilirligini bu
drdnlerin kullanimini sinirlayici faktorler olarak sa-
yilabilir. Bu nedenle; Methylophilusis, Brevibacterium
gibi bakteri; Spirulina, Chlorella gibi alg; Candida,
Hanseluna, Pitchia, Torulopsis, Saccharomyces gibi
maya; Fusarium, Aspergillus, Rhizopus, Tricoderma
gibi fungus turlerinin THP Gretimi icin uygun oldu-
gu; A. fumigates, fusarium graminearum gibi kuf-
lerin toksikolojik degerlendirme yapilmaksizin kul-
lanilmasinin uygun olmadigdi bildirilmistir. [7, 11, 18].

Bakterilerden Elde Edilen Tek Hiicre Proteini

Bakterileri THP Uretimi icin uygun kilan 6zellikler;
hizli Gremesi ve kisa blylume siresidir. 20 dakika
ila 2 saat arasinda hicre kutlesini iki katina cikara-
bilmektedirler. Ayrica nisasta ve sekerler gibi kar-
bonhidratlardan, metan ve petrol iceren gaz ve sivi
hidrokarbonlara kadar cesitli hammaddeler Gzerin-
de Uretilebilir. Buylmeyi desteklemek ve olabilecek
besin eksikligini gidermek icin bakteri kiltir ortami-
na mineral besin takviyesi eklenmesi onerilmekte-
dir [22]. Bazi bakteri turlerinden elde edilen protein
miktari bakterinin kuru maddesinin %70'ine kadar
¢ikabildigi ve biyolojik degeri zengin aminoasit bile-
simlerine sahip olduklari ifade edilmistir. Bazilari ise
kakartli aminoasitlerle birlikte, diger tim esansiyal
aminoasitleri icerir [5]. Bakteri kaynakli THP'lerinin
metiyonin icerikleri maya ve alglere gore fazla, lizin
miktarlari ise biraz duslktir. Protein kaynagi olarak
kullanimlarinda en 6nemli sakincalari da mayalar
gibi ylksek oranda nikleik asit icermeleridir. Yiksek
kontaminasyon riski tasimalari nedeniyle insan bes-
lenmesinde yaygin olarak kullanimi gli¢ olmakla bir-
likte, hayvan yemlerinde kullanilmasi daha uygun-
dur.

Mayalardan Elde Edilen Tek Hiicre Proteini

Mayalardan elde edilen proteinlerin daha buylk
boyutlara sahip olmasi (hasat edilmesi daha kolay),
disik nakleik asit icerigi, yuksek lizin icerigi ve asi-
dik pH'da blyime kabiliyeti gibi avantajlari vardir.
Geleneksel olarak uzun siireden beri fermentasyon
endustrisinde kullanilmasi nedeniyle glvenilirligi
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ylUksektir. Dezavantajlari ise distk blyime oranla-
r, dusuk protein igerigi (%45-65) ve bakterilerden
daha disuk metiyonin icerigine sahip olmalaridir.
Zor parcalanan sert yapili hiicre duvari; kirma, ezme,
ogutme, ylksek basing ve ultrasonik yontemlerle
parcalanabilir. Yuksek etkinlik saglamak icin once
mekanik parcalama daha sonra enzim ilavesi tercih
edilmelidir. Mayalarin Uretiminde melas, patates ni-
sastasl, seker, kuagtle olmus sitin sivi kismi, meyve
posalari, slfit sarisi, bira ve kagit endustrisinin atik
maddeleri, gazyad, saf hidrokarbonlar, peynir alti
suyu, odun sekeri mayasi ve petrol trlinleri substrat
olarak kullanilmistir [22]. Buda endustri atiklarinin
tekrar kullanima kazandirilmasi veya gidaya donus-
tartlmesi acisindan 6nem arz etmektedir. Alternatif
protein kaynagi olarak “Tek Hicre Proteinlerinin”
Uretiminde nar kabuklarindan yararlanilabilir ve bu
sekilde elde edilen maya proteinleri, kanatli hay-
vanlarin beslenmesinde soya kispesinin veya balik
ununun yerine kullanilabilir. THP kaynagi olarak kul-
lanilan mayalar: S.cerevisiae, S. fragilis, S. pasteuri-
anus, Torulapsis utilis, Brettanomyces 'ler, Candida
tropicalis, C. utilis, C. lipolytica, C. maltosa ve C. in-
termedia'dir. Ekonomik acidan degerlendirildiginde
en iyi olan Torula mayasi, Torulopsis veya Candida
utilis olarak bilinen mayalardir.

Alglerden Elde Edilen Tek Hiicre Proteini

Chlorella, Soenedesmus, Coelastrum ve Spirulina gibi
su yosunlari biyokutle olarak kiltire alinip kullanil-
maktadir. En fazla Gretilen iki alg tur(; tek hiicreli ye-
sil alg olan Chorella ile son zamanlarda Uretimi yay-
ginlasan iplikli mavi - yesil alg olan Spirulina‘dir [23].
Antik caglardan beri, Spirulina’'nin Afrika'daki insan-
lar tarafindan tarimi yapilmaktadir. Kurutulduktan
sonra gida maddesi olarak kullanmaktadirlar. Benzer
sekilde, Chlorella ve Senedessmus'dan elde edilen
biyokiitle de hasat edilerek gida kaynagi olarak
tUketilmektedir. Alglerin besin olarak kullaniminin
yaygin olmasi basit hasat yontemleri, glines ener-
jisinin etkin kullanimi, yiksek protein icerigi ve hizl
blylmesine dayanmaktadir [24].

Mikro-alglerin hayvan yemi olarak kullanimi
daha yenidir. Cok sayida besleme ve toksikolojik de-
gerlendirme sonucu, alg biyokutlesinin degerli bir
besin takviyesi olarak ya da geleneksel protein kay-
naklar (soya fasulyesi unu, balik unu, piring kepegi,
vb.) yerine kullanilabilirligini ortaya koymustur [23].
Alglerin kiimes hayvanlarinin rasyonlarina dahil edil-
mesi hayvan beslemede ticari kullanim icin uygula-
nabilir niteliktedir. Su kiltiriinde mikro alglerin kul-
laniimasi gelismekte olan bir alandir. Mevcut diinya
alg Uretiminin yaklasik % 30'unun hayvan besleme

uygulamalarinda kullanilmak Gzere satildigi tahmin
edilmektedir [24].

Algler, insanlar tarafindan sindirilmeyen seli-
lozik hiicre duvarlarina sahip olmanin dezavantaji-
na sahiptir. Ayni zamanda agir metal icerikleri goz
ardi edilmemelidir. Yosunlar s6z konusu oldugunda,
teknik ve ekonomik nedenlerden dolayi, tek hiicre
proteini izole etmenin ve kullanmanin genel amaci
olmadigl, ancak tim alg biyokutlesini ¢cogaltmanin
vurgulandigi belirtilmelidir.

Mantarlardan Elde Edilen Tek Hiicre Proteinleri

Bircok iplikcikli mantar tirl glukoz ve nisastall or-
tamlarda Uretilerek, mikoprotein olarak adlandi-
rimistir. Blyume etkinligi ve glvenli gida kaynagi
olarak yaklasik 3000 mantar turd arastiriimistir [25].
Aspergillus oryzae ve Rhizopus arrhizus tirleri toksik
madde icermemeleri nedeniyle 6nem arz etmekte-
dir. Saprofit 6zellikli mantarlar kompleks yapidaki
organik materyal tzerinde geliserek onlari basit ya-
pidaki Urtinlere cevirebilirler. Bdylece yiksek diizey-
de fungus kaynakli biyokdatle tretilmektedir. Miselial
verim organizmanin ve besi yerindeki materyalin
Ozelliklerine gore degismektedir. Aspergillus niger,
A. fumigatus, Fusarium graminearum gibi bazi man-
tar suslari Urettikleri mikotoksinler nedeniyle insan-
lar icin oldukga tehlikelidirler. Bu nedenle tek hiicre
proteini Uretiminde kullanilacak mikroorganizmalar
belirlenirken toksikolojik degerlendirmeler yapmak
gerekmektedir. iplikcikli mantar hasat kolayligi baki-
mindan avantajlidir, fakat daha disiik bliyiime oran-
lar, daha dislk protein icerigi bu Grintn kullanimi-
ni sinirlamaktadir. Lezzetsiz olmasi tiiketimindeki bir
diger sakincadir [17].

THP'nin Hayvan Beslemede Kullanim Diizeyleri
ve Etkileri

Yapilan calismalar incelendiginde, rasyonlara katilan
maya preparatlarinin rumen bakterilerinin sayr ve
aktivitelerini artirdigi, ucucu yag asitlerinin diizeyini
degistirdigi, mikrobiyal protein sentezini ve yemlerin
sindirimini olumlu yonde etkiledigi gorilmektedir.
McDonald ve ark. [12] THP'nin buzagilarda 80 kg/
tona kadar, etlik piliclerde ve yumurtaci tavuklarda
ise sirasiyla 50 kg/ton ve 100 kg/tona kadar kulla-
nilabilecegini bildirmislerdir. Bir diger calismada,
Aspergillus terreus'tan elde edilen % 43,7 ham pro-
tein iceren THP'nin etlik piliglerin besi performans-
lari ve sagliklari Gzerinde olumsuz etkisi olmaksizin
soya kuspesinin %30'una kadar kullanilabilecegi tes-
pit edilmistir [16]. Seyidoglu ve ark. [15] balik ve ka-
natl yemleri Gzerine yapilan calismalarda S. platen-
sis'in bagisikhk sistemini glglendirici 6zelliklerinin
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bulundugunu, bununla beraber etki mekanizmasi-
nin tam olarak agiklanmasi ve acikliga kavusturul-
mas! icin arastirmalarin artmasi gerektigini bildir-
mislerdir. Najib ve ark. [13] rasyona farkli dozlarda
(%5, 10 ve 15) % 51,88 ham protein iceren maya (S.
cerevisiae) ilavesinin yumurtaci tavuklarda perfor-
mans ile yumurta verimi ve kalitesi Uzerine etkisini
incelemislerdir. Arastirmacilar yumurta kalitesi baki-
mindan gruplar arasinda fark olmadigini belirtirken,
rasyona %5 veya 10 oraninda maya girebilecegini,
ancak %15 maya ilavesinin yumurta tretimi, agirhg
ve yemden yararlanmayi olumsuz etkiledigini bildir-
mislerdir. Chand ve ark. [3] etlik piliclerin rasyonuna
soya kuspesi yerine farkh dozlarda (3,5-7,0-10,5 g/
kg) maya (S.cerevisiae) ilavesinin performans Uzeri-
ne etkilerini arastirdiklari calismada, tim muamele
gruplarinda canl agirhigin arttigini ve yemden yarar-
lanmanin iyilestigini bildirmiglerdir.

Yapilan calismalar dogrultusunda, THP'lerin
yuksek nukleik asit icerigi nedeniyle yem katki mad-
desi olarak kullaniimasinin daha uygun olacagi bil-
dirilmistir. Bu gelismeler 1siginda THP'lerin icerigin-
deki fazla nikleik asidin biyoteknolojik islemlerle
uzaklastirilmasi sonucu, alternatif proteince zengin
yem kaynagi olabilecegi 6ngorilmekte, ayrica tok-
sik etki ya da sindirilebilirligi ile ilgili sorularin cevap
bulmasi icin daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ oldugu du-
stintilmektedir.

Sonug olarak, THP, hayvansal ve bitkisel Griin-
lere gore cesitli avantajlara sahiptir. Bliylime ge-
reksiniminin mevsimsel ya da iklimsel bir bagimh-
ik gdstermemesi nedeniyle proteinler yil boyunca
uretilebilirler. Gida endustrisi yan Urlnleri ve diger
bazi atiklar kullanilarak yetistiriciligi yapilabilir ve bu
nedenle cevre dostudur. THP'lerin alternatif bir be-
sin takviyesi olarak kullaniimasi, 6zellikle gelismekte
olan ulkelerde hizla biylyen nifusun gida kithgi so-
rununu ¢ézmeye yardimci olabilir. Geleneksel pro-
tein kaynaklari yetersiz ve maliyetleri de yuksektir.
Alternatif olarak tek hiicre proteinleri (izerine yogun
calismalar yapilmali, toksik etkileri ve kullanilabile-
cek miktarlari belirlenmelidir.
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Sicak stresi ve termotolerans: Sigirlarda molekiiler calismalar
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Ozet: Kiiresel iklim degisikligi riski insan niifusu, cevre kirliligi ve atmosferdeki sera gazlari oranlarinda gériilen ar-
tis nedeniyle giin gegtikge artmaktadir. Yiizey sicakliginda 2100'lerin sonunda yaklasik 1,8 ile 4,8°C araliginda artis
beklenmektedir. Iiman iklimlerde yasamakta olan sigirlar gelecekte artan sicakliklarla ve dolayisiyla da sicak stresi ile
karsi karsiya kalacaklardir. Sicak etkisi ile ortaya ¢ikan stres yanitlari ayni zamanda verim kaybiyla sonuclanmaktadir.
Yiksek sicaklik ve nem seviyeleri verim 6zelliklerini olumsuz yonde etkilemektedir. Tim bu gerekgeler sicak stresi ve
termotolerans ile iliskili molekiler calismalarin gerekliligini gdzler éniine sermektedir. Bilim insanlari genom boyu
iliskilendirme calismasi (GWAS), gen ifadesi, polimorfizm ve mikroRNA calismalari gibi bircok farkli yaklasim ile sicak
stresini ve termotoleransin molekiiler mekanizmalarini arastirmislardir. Bu derlemede sicak stresi ve zararli etkileri
tanimlanmis, sigirlar Gizerinde yapilmis molekuler calismalar ise tek bir yayin altinda toplanmaya calisiimistir.

Anahtar kelimeler: Sicak stresi, GWAS, polimorfizm, gen ifadesi, miRNA

Heat stress and thermotolerance: Molecular studies in cattle

Abstract: The risk of global climate change has been increasing from day to day due to, the increase in the human
population, environmental pollution, and greenhouse gases in the atmosphere. It is estimated that the surface
temperature will increase by approximately 1.8 to 4.8 °C at the end of the 2100s. Cattle breeds, which are living in
temperate climates will face off increasing temperatures and heat stress in the future. The stress response resulting
from the high-temperature effect also results in loss of yield in cattle. Additionally, high temperature and humidity
levels cause negative effects on productivity. All these reasons, reveal the necessity of molecular studies related to
heat stress and thermotolerance. Scientists have been investigating the molecular mechanisms of heat stress and
thermotolerance with many different approaches such as genome-wide association study (GWAS), gene expression,
polymorphism, and microRNA studies. In this review, heat stress and its harmful effects are described and molecular

Review Article / Derleme

studies, which are applied to cattle have been explained.

Key words: Heat stress, GWAS, polymorphism, gene expression, miRNA

Giris

insan popilasyonundaki artis, atiklar ve atmosfer-
deki CO,, CH,, N,O gibi sera gazlarinin oranlarindaki
yukselis kiiresel iklim degisikligi icin risk teskil etmek-
tedir [37, 64]. Yizey sicakliginin 2100’lerin sonunda
1,8-4,8°C araliginda artmasi beklenmektedir [58, 64].
2018 yihinda yayinlanan IPCC (Intergovernmental
panel on climate change/Hukimetlerarasi iklim de-
gisikligi paneli) 6zel raporuna gore, Isi artisinin de-
vam etmesi halinde, 2030 ve 2052 yillari arasinda
kiresel 1sinmadaki artisin 1,5°C'ye ulasacagi beklen-
mektedir [33].

Kuresel 1sinma nedeniyle bircok bdlgede asiri
sicaklik artisinin frekansi ve yogunlugunda; yagdis
sikhgr ve miktarinda ya da kuraklik olaylarinin go-
rilme sikliginda artis beklenmektedir [17, 33, 37, 51,
52, 64]. Karada artan sicaklarin GMST (Global Mean
Surface Temperature/anlamli kiresel ylizey sicakli-

g1) degerlerinden daha yuksek diizeyde olacagi ve
tliman iklim kusagindaki asiri sicak gtinlerde kuresel
iIsinmadaki artisin 1,5°C olmasi durumunda, 3°C'lik
artis gorulmesi 6ngorilmektedir [33]. Gegimleri ta-
rim ve kiyr alanlarindaki kaynaklara bagli olan po-
pllasyonlar ve bazi bolgelerdeki yerli halklar kiresel
iIsinmanin dogrudan etkilerinin yani sira, dolayl etki-
lerine de yitksek oranda maruz kalacaklardir [32, 33].
Buzul ekosistemleri, kurak bolgeler, kiiglik adalarda-
ki gelismekte olan Ulkeler ve az gelismis tlkeler en
cok risk altinda olan boélgelerdir [17, 32, 33]. Sahra
alti Afrika, Gineydogu Asya, Orta Amerika ve Giiney
Amerika'da misir, piring, bugday ve diger tahillarin
veriminde ve piring ve bugdayin CO,'e bagl beslen-
me kalitesinde disus gorilmesi beklenmektedir [33,
55]. Yem kalitesi ve miktarindaki disUsler, hastalikla-
rin yayllmasi ve kullanilabilir su kaynaklarinda 6ngo-
rilen kayiplar artan sicakligin hayvanciliktaki dolayli
etkileri olarak sayilabilmektedir [2, 33, 51, 63].
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Sicak stresi, diinya genelinde hayvanlarda verim
kaybina neden olan en dnemli sorunlardan biridir.
Her ne kadar hayvanlar zorlu iklim kosullarina adap-
te olabilseler de; hayatta kalmalarini saglayan fizyo-
lojik stres yanitlari verim kaybiyla sonuglanmaktadir.
Yiuksek sicaklik ve nem oranlari bliylime orani; sut
verimi; sut yag, protein ve laktoz oranlari; yemden
yararlanma orani; canli agirlik artisi ve fertilitede dii-
stse neden olmaktadir [11, 50].

Kiresel isinmanin Tirkiye icin olasi etkileri di-
sindldigunde yagislarda azalma, sicakliklarda art-
ma, seller ve kuraklik olaylari gibi alisiimisin disinda
doga olaylarinda artis gézlenmesi beklenmektedir
[37]. Klicuk ve orta 6lcekli isletmeler ile meraya da-
yali hayvancilik ile gegimlerini saglayan gelismekte
olan Ulkeler icin cevresel stres faktorlerine daha di-
rengli veya adaptasyon yetenegi gli¢lii genotiplerin
gelistirilmesi olduk¢a 6nemlidir [37, 58].

Bu derlemede sicak stresi ve zararl etkileri ta-
nimlanmis, sigirlar tzerinde yapilmis molekiler ca-
lismalar tek bir yayin altinda toplanmaya calisiimistir.

Sicak Stresi, Hipertermi ve Fizyolojik Yanitlar

M.C Appleby ve B.O. Hughes refahi “Hayvanlarin
fizyolojik, cevresel, besinsel, davranissal ve sosyal
ihtiyaclarinin karsilandigi iyi olma hali” olarak tanim-
lamislardir. Hayvanlar refah sinirlar disina ciktigin-
da ise stres yanitlari goriilmeye baslamaktadir [29].
Iliman iklimlerde yasayan sigirlar gelecekte artan
sicakhklar nedeniyle sicak stresi ile karsi karsiya ka-
lacaklardir. Sekil 1 ciftlik hayvanlarinin sicak stresine
adaptasyon mekanizmalarini gostermektedir [4].

Vicut sicakhigindaki her 1 °C'lik artis metaboliz-
ma hizinda %10 artisa neden olmaktadir. Bu nedenle
oncelikle homeostazis bozulur, fizyolojiyi dengele-
mek amaciyla sicak stresi semptomlari gorilme-
ye bagslar, ardindan hipertermi gerceklesir. Sicak
stresinden hipertermiye dogru gidildikce sirasiyla
deride vazodilatasyon, dehidrasyon, hipovolemi,
hipotansiyon ve serebral iskemi semptomlari goru-
[Ur. Hipertermide artan metabolizma ve dokularda
oksijen kullanimindaki artis nedeniyle hiicrelerde
hipoksi meydana gelir ve bunun sonucunda organ
yetmezlikleri gorilmeye bagslar. Hiperterminin son
asamasinda ise enzimler denatiire olur ve hiperter-
mi 6limle sonuclanir [16, 59].

Yiksek sicaklik ve nem oranlari hiicresel ve sis-
temik yanitlari da beraberinde getirmektedir. Akut
stres aninda sempatik sinir sistemi uyariminin bir

sonucu olarak kalp atiminda ve kandaki epinefrin
seviyesinde kisa sureli bir artis meydana gelir. Kisa
vadede glukokortikoit seviyelerinde artis gordlur;
sicak stresinin uzun siire devam etmesi halinde ise
glukokortikoit seviyeleri tekrar diismeye baglar [16,
29]. Kronik stres durumunda ise CRF (kortikotropin
salgilatici faktér) ACTH (adrenokortikotropik hor-
mon) sentezini uyarir; ACTH salinimini ise kortikos-
teroitlerin salinimina neden olur [29]. Hipertermi ne-
deniyle tiroid fonksiyonlari baskilanir ve metabolik
Ist Uretimi azaltilmaya calisihr [16].

Sicak stresi s6z konusu oldugunda prolaktin
seviyesi ve plazma insilin konsantrasyonlarinda
artis gorilmektedir. Strese karsi ortaya ¢ikan fizyo-
lojik yanitlar nedeniyle solunum hizi, rektal sicaklik,
plazma kortizol, tiroksin ve triiodotreonin seviyele-
ri cevresel stresin tespitinde ideal belirtecler olarak
onerilmektedir [64].

Termal cevrede homeostazis termoregilasyon
ile saglanmaktadir. Isi degisimi 1si Uretimine, eva-
poratif ve evaporatif olmayan isi kaybina baghdir.
Evaporatif olmayan 1si kaybi epidermal damarlas-
madaki degisikliklerle; evaporatif 1s1 kaybi ise po-
lipne ve terleme ile saglanmaktadir [59]. Epidermis
ylizeyi; ter bezlerinin yogunlugu ve fonksiyonlari; kil
yogunlugu, inceligi, uzunlugu ve rengi; don reng;i;
epidermal damarlasmanin regiilasyonu gibi faktor-
ler evaporatif 1si kaybini etkileyen en 6nemli faktor-
lerdir [16].

Sicak Stresinin Verim Ozellikleri Uzerindeki
Etkileri

Sicak stresinin sigirlar tzerinde bir¢ok olumsuz et-
kisi bulunmaktadir. Sekil 2 artan cevresel sicakligin
sigirlar Gstlindeki yaygin potansiyel etkilerini gos-
termektedir [56]. Yiksek sicakliklar yem alimi ve
ruminasyonu baskilamakta; hizli soluk alip verme
nedeniyle solunum alkalozu meydana gelmektedir.
Oksidatif hasarda artis gortilmekte; bagisiklk siste-
mi olumsuz etkilenmektedir. Ureme performansi ve
embriyo gelisiminin de artan cevresel sicakliklardan
olumsuz etkilendigi bildirilmektedir [19]. Sicak stre-
sindeki ineklerde ciftlesme ve dogum oranlari ile siit
veriminde dusus tespit edilmistir [74]. Yem alimi, bi-
ylime orani, dol verimi azalmakta; kizginlik dénemi
sicak stresine duyarli ineklerde daha zor tespit edil-
mektedir. Oosit kalitesi, sperm kalitesi ve embriyo
gelisimi artan sicakliklardan olumsuz etkilenmekte;
bu da fertilitede dlsUs ile sonuglanmaktadir [14, 19,
34].
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ADAPTASYON MEKANIZMALARI
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Sekil 1. Isi soku proteinlerinin Uretiminde ortaya ¢ikan hicresel ve molekiiler mekanizmalar [3].

Sicak stresi ineklerde sit verimi, laktasyon pe-
riyodu, meme saghgi, somatik hiicre skoru ve sut
kompozisyonunu etkilemektedir. Hammami ve ark.
[26] Holstayn sigir irkinda sicak stresine bagli olarak,
sut verimi; stt yag ve protein oranlari ile yag asit-
lerinin cogunda dists gozlemlemislerdir. Somatik
hiicre skoru, C18:0, C18:1 cis-9, doymamis yag asit-
leri, tekli doymamis yag asitleri, coklu doymamis yag
asitleri ve uzun zincirli yag asitlerinin seviyelerinde
ise artis oldugunu bildirmislerdir. Calisma sonucun-
da sut kompozisyonundaki degisimlerin sicak stresi

icin belirteg olarak kullanilabilecegi dnerilmistir [26].
Das ve ark. [19]'nin yayinlari stt sentezi, sut yagd,
yagsiz kuru madde miktari ve protein oranlarinda-
ki degisimler bakimindan Hammami ve ark. [26]'nin
yayinlarini destekler niteliktedir [19, 26]. Stt verimi
arttikga sicak stresine duyarlihgin arttigi belirtiimis,
daha yiiksek verim alinabilmesi icin barinak, beslen-
me, elektrolit dengesi gibi cevresel kosullarin uygun
hale getirilmesi ve termotolerans ile iligskilendirilmis
genler aracihgiyla belirte¢ yardimcili seleksiyona gi-
dilmesi dnerilmektedir [19]. Pragna ve ark. [57] ayni
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verileri desteklemekle birlikte sltteki laktoz oranin-
da dusts ve mastitise yatkinlik géraldigund bildir-
mislerdir. Bunun yani sira diinya genelinde st verimi
kayiplarinin nedenlerinin net bir sekilde tanimlana-
bilmesi amaciyla daha genis kapsamli calismalar ya-
piimasi gerektigini vurgulamislardir [57]. Thorat ve
ark. [71] ise Deoni sigir irkinda yaptiklari ¢alismada
sicak stresi ile laktasyon periyodu arasinda negatif
korelasyon gorildigini ifade etmislerdir. Sicaklk-
nem indeksi calisma siresince stres yaratmayacak
dlzeylerde 6lclilmis olsa da, sicaklik-nem indeksi
distukge aylik laktasyon siit veriminin arttigi belir-
tilmis ve suit veriminde diististin dniline gecilebilmesi
icin genomik seleksiyon ve ¢iftlik ydnetiminin dnemi
Uzerinde durulmustur [71].

Uslucan [73] sit verimi ve fertiliteyi etkileyen
cevresel faktorler Uzerine galismistir. Calisma so-
nuglar sigirlarda sicak ve soguk mevsimlerde bir-
cok davranis degisikligi oldugunu gostermistir. St
verimi; yem alimi; ayakta durma, dinlenme, hareket
etme ve kizginlik davranislari mevsimler arasinda
farklilik gdstermistir [73]. Polsky ve von Keyserlingk
[56] ineklerde ayakta durma siiresi ile topallik ve agri
arasinda iliski oldugunu belirtmislerdir. Sicak stresi
dolayli olarak ayak hastaliklarina predispozisyona da
neden olabilmektedir [56].

Trifkovic ve ark. [72] farkl mevsimlerin Holstayn
irkinda kolostrum ve buzagilarin dogum sonrasi
adaptasyon kapasitelerine etkileri Gstline calismis-
lardir. Calisma sonuglari sicak mevsimlerde kolostru-
mun hem kompozisyon hem de kalitesinin olumsuz
etkilendigini; sicak mevsimlerde dogan buzagilarin
ise fizyolojik, metabolik ve endokrin performanslari-
nin muhtemelen sicak stresi nedeniyle baskilandigi-
ni gostermistir [72]. Buna karsin, Ahmed ve ark. [3]
fotal hayatta sicak stresine maruz kalan buzagilarin
hayatlarinin ilerleyen dénemlerinde daha yiksek
termotoleranslari oldugunu iddia etmektedir.

Sigirlari ve verim ozelliklerini sicak stresinin
etkilerinden korumak icin cevresel faktorlerin hay-
vanlar icin en uygun kosullara getirilmesi oldukca
onemlidir. Barinaklarin fiziksel kosullari gelistirilme-
li, cevresel kosullara en uygun irklar yetistiriimeli ve
irklar sert iklim kosullarina dayanikh hale getirilme-
lidir. Hayvan agisindan cevre sartlarina uygun geno-
tiplerin gelistirilmesi en dnemli faktorlerden birisidir.
Sicak stresiyle basa cikabilmek icin Renaudeau ve
ark. [58] U¢ temel strateji 6nermektedir. Yem alimi
artirlmali veya metabolik 1si tretimi azaltiimali; 1si
kaybi kapasiteleri gelistiriimeli; termotoleransi yuk-
sek genotipler elde edilebilmesi amaciyla genetik
seleksiyona gidilmelidir [58].

ARTAN CEVRESEL SICAKLIKLAR

| i {/
DUYUSSAL DURUM \ BiYOLOJIK FONKSIYON VE SAGLIK

™ AGLIK VE SUSUZLUK
T GERGINLIK
1 AGRESYON

1 HALSIZLIK

DOGAL DAVRANISLAR
1T EVRIMSEL ADAPTASYONLAR

POLIPNE 1
KIZGINLIK DAVRANISLARI

SUT VERIMI L

T GRUP OLUSTURMA DAVRANISI

1 GOLGE ARAMA

Sekil 2. Cevresel sicak stresin ani etkileri ve hayvan refahinin t¢ temel bileseni arasindaki iliski: (1) hayvanin
biyolojik fonksiyonlari ve saghgi, (2) hayvanin duyussal durum ve deneyimleri, (3) hayvanin mevcut i1si yéne-

tim stratejileri altindaki dogal davranislari [47].
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Sicak Stresi ve Termoregiilasyon icin Yapilmig
Genom Boyu lliskilendirme Calismalari

Hastalik ve cesitli karakterlere iliskin varyasyonlar
genom boyu iliskilendirme (GWAS) calismalar ile
tanimlanabilmektedir. Belirli bir karaktere sahip bin-
lerce genom genellikle mikrodizin analizine tabi tu-
tulur, elde edilen veriler ilgilenilen karaktere sahip
olmayan bireylerin genomlari ile kiyaslanarak karak-
terin olusumuna etki eden aday genler ve varyantlar
tanimlanmaya calisilir [12]. Bu bélimde sunulan ¢a-
ismalarda mikrodizin analizi kullaniimistir.

Sigirlarda ilk genom boyu iliskilendirme calis-
masi Hayes ve ark. [27] tarafindan Holstayn ve Jersey
irklarinda yapilmistir. FGF4 geninin meme epitel hiic-
relerinin apoptozisinde reglatér gorevi gordigd,
insan testisinde esey hicrelerini artan sicakliklardan
korudugu ifade edilmis bu nedenle de sicak stresi ile
iliskilendirilen SNP’lerden (tekli niikleotit polimorfiz-
mi) birinin pozisyonu geregi FGF4 geninde bulundu-
gu ve FGF4 geninin termotoleransa iliskin dnemli bir
aday gen oldugu ileri strtlmdstur. [27]. Howard ve
ark. [30] Angus, Simental ve Piedmont irki sigirlar ve
bunlarin melezleri ile yaptiklari ¢alismada kis mevsi-
mi icin, CCNH, TNRC6A, FGD3, G2E3, RASAT, CSTB,
DAPK1, CACNG3, CLCN4, PRKCB, TRPC5, COX4I1
ve COX7C genlerinin; yaz mevsimi igin ise; STAC,
WRNIP1, MLH1, RIPK1, SMC6, GEN1, SERPINBY,
KCNS3, SLC22A23 ve TRPC4 genlerinin bulundugu
bolgeleri termoreglilasyon ve sicak stresi ile iliskili
bulmuslardir. Yapilan fonksiyonel anotasyonlar ve
yolak analizleri sonucunda bu bdlgelerdeki genle-
rin hlicresel stres, sicak stresi ve apoptozis yolaklari
ile iliskili oldugunu belirtmislerdir [30]. Dikmen ve
ark. [22] Holstayn irkinda yaptiklari calismada GOTT,
KBTBD2, RFWD12, LSM5, SCARNA3, SNORAT9 ve
UT genlerinin bulundugu bdlgelerin sicak stresi
altindaki sut ineklerinde kantitatif 6zellik lokuslari
olduklarini ve bu bolgelerdeki SNP’lerin termoto-
lerans agisindan genetik seleksiyonda kullanilabi-
lecegini ve sicak stresine verilen yanitin molekdler
mekanizmasinin aydinlatilmasinda etkili olabilece-
gini ifade etmislerdir [22]. Dikmen ve ark. [23]'nin
Holstayn irkindaki bir diger calismalarinda ATPATA,
HSP70A, PGR, CAST, SERPINE2 ve ARLG6IPT genleri-
nin termoregilasyonla iliskili oldugu belirlenmistir.
Bu genlerdeki mutasyonlarin sicak stresinde verilen
fizyolojik yanitlara etkilerinin arastirilmasi icin yeni
calismalarin yapilmasi gerektigi belirtilmistir. Hayes
ve ark. [27]'nin FGF4 geni ile iliskilendirdikleri SNP'in
apokrin ter bezlerindeki miyoepitelyal hiicre hatlari
arasindaki baglantilari saglamakla gorevli SHANK2
geninde oldugu ifade edilmistir [23].

Sicak iklimlere toleransi yiiksek oldugu bilinen
Dogu Afrika Kisa Boynuzlu Zebularinda (Afrika ger-
cek sigin ve Asya zebu melezi) yapilan arastirma
sonuglari diger sigir irklari ile yapilan calismalarla
karsilastirildiginda Afrika Kisa Boynuzlu Zebularinin
HSPB9, DNAJC7, DNAJC8, DNAJC14, DNAJCIS,
PPP1R10, PPPTR8, KRT ve PMEL genleri yoniinden
pozitif seleksiyona ugramis olduklari belirlenmistir.
Bu genlerin cogunun sicaga karsi hiicrelerin korun-
masini saglayan isi soku proteinleri (HSP) ailesinde
yer aldiklari, bir kisminin ise yine sicaga karsi duyar-
lihk ve direnci dogrudan etkileyen faktdrlerden don
rengi ve kil yapisiyla iliskili olduklar bildirilmistir [6].

Son olarak, Macciotta ve ark. (2017)'nin italyan
Holstaynlari ile yaptiklari calismada stt verimi; st
yag ve protein oranlarindaki degisiklikler stres ya-
nitindan etkilenen faktorler olarak kabul edilerek
temel bilesenler analizi yapilmisti. BTRC, FGFS,
MGEAS5, KCNIP2 ve HPS6 genlerinin bulundugu bol-
ge ile CCSERT geninin bulundugu bolge sut verimi
ile iliskili bulunmustur. DGATT, HSF1, ARHGAP39 ve
RPL8 genleri ile; MAPK15 ve ZNF34 genlerinin bu-
lundugu bdlgeler sit yagi orani ile iligkilendirilmis-
tir. Son olarak sut protein orani ile iliskili bolgenin
MCAT, SAMM50 ve TSPO genlerinin bulundugu bol-
ge oldugu ifade edilmistir. Artan sicaklik-nem indek-
si verileri ve analiz edilen 6zelliklerdeki degisimler
g6z 6nlinde bulunduruldugunda, bu 6zelliklerin ye-
tistiricilikte termotolerans 6lciti olarak kullanilabi-
lecegi belirtilmistir [46].

Polimorfizm Calismalan

Bircok karakterin ve gen ailesinin sicak stresi ve ter-
motolerans ile iliskili olabilecegine ikinci bolimde
deginilmisti. Dordliinci bolimde gorilen GWAS
calismalarinin sonucunda ise aday genler ve termo-
toleransi etkiledigi dustintlen aday SNP'ler belirlen-
misti. Sonraki asamada yapilan calismalarin buyik
bir kismini sicak stresi ile iligkili oldugu distndlen
karakterlere iliskin aday genlerde yapilmis olan poli-
morfizm calismalari olusturmaktadir. Bu karakterler-
den bazilari ve yapilan polimorfizm calismalari asa-
gidaki gibi siralanabilir:

1."SLICK hair” fenotipi: Kisa ve ince kil yapisiyla
karakterize otozomal dominant kalitim g&steren bir
fenotiptir. Bu fenotipe sahip bireylerin yiksek sicak-
liklarda diger bireylere gére daha dayanikh olduklar
belirtiimektedir [53]. PRLR geninde tespit edilen 20
baz ciftlik bir delesyon ve iki farkli anlamsiz mutas-
yon bu fenotipe neden olmaktadir [54].

2. ATPaz genleri: Sicak stresi oksidatif strese
neden olarak plazma K* ve Na* seviyelerinde degi-
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simlere neden olmaktadir. ATPaz proteininin sente-
zinde gorevli genler Na* iyonlarinin hiicre zarindan
transportu ile iligkilidir. Liu ve ark. [44] Holstaynlarda
ATPTAT geninde 14'lncil ekzonda polimorfizm sap-
tamis; bazi genotiplere sahip bireylerin sicak stresi-
ne diger bireylerden daha direncli olduklarini belirt-
mislerdir [44]. Ayni arastirmacilar 2011 yilinda ayni
gende yeni bir SNP bulmus; tespit ettikleri genotip-
lerden birinin diger genotiplere gore sicak stresi kar-
sisinda daha direncli olduklarini énermislerdir [45].
Kashyap ve ark. [35] Tharparkar ve Vrindavani irk-
larinda ATPTAT geninde yaptiklari calismada 17'nci
ekzonda bir varyant tespit etmislerdir. Bu varyantin
bulundugu genotipteki bireylerin diger genotipteki
bireylere gore solunum hizi ve rektal sicaklik agisin-
dan daha avantajli durumda olduklarini belirtmisler-
dir [35].

Wang ve ark. [77] Cin Holstaynlarinda ATP1B2
geninde polimorfizm calismasi yapmislar; 2'nci ve
4'Uncu intronlarda sirasiyla iki adet tekli nikleotit
varyanti bulmuslardir. Arastirmacilar 4'Uncl intron-
da bulduklar varyanti termotolerans ile iliskilendir-
mislerdir [77].

3. PPARa geni: PPARa adaptif termogenez, me-
tabolizma ve hicre farklilasmasi gibi biyolojik yanit-
larda gorev alan bir transkripsiyon faktoridir. Fang
ve ark. [24] Cin Holstaynlarinda PPARa geninde po-
limorfizm taramislardir. Calismada sekiz farkli haplo-
tip tespit edilmis; bu haplotiplerden birine sahip bi-
reylerin sicak stresine karsi diger haplotiplere sahip
bireylerden daha direncli olduklari 6nerilmistir [24].

4. HSP'ler ve HSP iliskili proteinler: Isi soku pro-
teinleri hicreleri toksik etkilerden ve sicak stresine

bagll meydana gelen termal hasarlardan korumak-
tadirlar. Bu proteinler molekiler agirliklarina gére
adlandiriimislardir. HSP27 ailesi mikrofilamentlerin
stabilizasyonu ve apoptozisin dnlenmesinde gorev
almaktadir. HSP60 ailesi proteinlerin yeniden katlan-
masindan sorumludur; denatire edilmis proteinlerin
agregat olusturmasini dnler ve apoptozis 6ncesinde
gorev alir. HSP70 ailesi molekiler saperonlarda ve
apoptozisin 6nlenmesinde gorevlidir. HSP90 aile-
si steroid hormon reseptdrlerinin regilasyonunda,
protein katlanmasinda, hicre sinyalinde ve timor
baskilanmasinda gorevlidir. HSP110/104 ailesi pro-
tein katlanmasinda gorev yapar. Sicak stresine kars!
en duyarli HSP'lerin HSP70 protein ailesi oldugu bil-
dirilmistir [13, 68].

1990 yilinda sicak stresi altindaki sigir 16kosit-
lerinde HSP'lerde artis gorildugl; 1997 yilinda ise
sicak stresinde HSP'lerde artis gorilirken diger
proteinlerin ifadesinde duisls oldugu gosterilmistir

[15]. Favatier ve ark. [25] HSP70 ailesindeki genlerin
oksidatif hasar, iskemi, yangi, UV radyasyonu ve yas-
lanmaya karsi koruyucu olduklarini belirtmis; balik
ve boceklerde termotolerans ile HSP70 ifadelerinin
arasinda pozitif korelasyon gorildigini bildirmistir
[25].

HSP70 proteinlerinden sorumlu HSPAS, HSPA6,
HSPATA, HSPATL, HSPAZ2 genleri [4] ile iliskili olarak
yapilmis calismalar asagidaki gibi 6zetlenebilir:

Adamowicz ve ark. [1] HSP70-1 geninin 3’
UTR (Translasyonu yapilmayan bdlge) bdlgesin-
de yeni bir SNP tanimlamislardir. Cai ve ark. [10]
ayni yil sicak stresine maruz kalan sut ineklerinin
lenfositlerinde HSP70 polimorfizminin HSF1, Bcl2
ve Bax-a gen ifadeleri ile arasindaki iliskiyi arastir-
mislardir. Sonuglar bu bolgedeki polimorfizmlerin
HSP70, HSF1, Bcl2 ve Bax-a mRNA'larinin ifadelerin-
de degisikliklere neden oldugunu gostermistir [10].
Rosenkrans ve ark. (2010) HSP70 geninin promotor
bélgesinde polimorfizm calismasi yapmis ve tespit
edilen polimorfizmlerin Brahman irkinda dogum
ile iliskisini arastirmislardir. Tespit edilen 11 mutas-
yondan 3'tntn dogum ile iliskili oldugu dnerilmistir
[60]. Li ve ark. [43] HSP70A 1A polimorfizmlerini ve
Gin Holstaynlarinda bu genin doku spesifik ifadele-
rini incelemislerdir. U¢ genotip termotolerans ile ilis-
kili bulunmustur. Gen ifadelerine bakildiginda ise en
ylksek ifade gorilen dokudan en dislik ifade gori-
len dokuya dogru organlar kalp, karaciger, bobrek,
kas ve dalak olarak siralanmistir [43]. Maréti-Agots
ve ark. [48] sicak stresine adapte oldugu bilinen yerli
bir irk olan Hungarian Grey ile soguk iklime adapte
oldugu bilinen Norwegian Red ve Finnish Ayrshire
melezlerini karsilastirmislardir. Hungarian Grey irki
bireylerin hi¢cbirinde HSP70.2 geni promotor bdlge-
sinde tanimlanmis AP2 mutanti homozigot olarak
bulunmamasina ragmen, melez bireylerde mutant
ve yabanil tip alleller esit oranda bulunmustur [48].
Basirico ve ark. [7] Holstaynlarda HSP70.1 geni po-
limorfizmi ve hicresel termotolerans arasindaki ilis-
kiyi arastirmiglardir. Polimorfizmler tespit edildikten
sonra secilen genotiplerdeki bireylere ait 6rnekler ile
hiicre kaltarinde calisiimistir. Sicaga maruz birakilan
hiicrelerin hayatta kalma kapasiteleri, gen ve protein
ifadeleri incelenmis; iki genotipin diger genotiple-
re gore sicak stresine daha dayanikli oldugu tespit
edilmistir [7]. Deb ve ark. [20] Frieswal (Holstayn ve
Sahival irki melezi) irki sigirlarda HSP70.7 geni AP2
kutusunda polimorfizm taramislardir. Sonuclar AP2
kutusuna ait genotipleri heterozigot olarak tasiyan
bireylerin mutant ve yabanil tip genotip tasiyan bi-
reylere gore daha yuksek sit verimi, laktasyon piki,
protein ve yagd oranlarina sahip olduklarini goster-
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mistir [20]. Xiong ve ark. [78] Cin Holstaynlarinda
HSP70ATA genindeki haplotiplerin termotolerans
ile iliskilerini incelemislerdir. Sekiz yeni mutasyonun
tespit edildigi calismada ¢ farkl haplotip tanimlan-
mistir. Farkl haplotiplerde genin ifadesinde degisik-
likler oldugu gozlemlenmistir [78]. Kerekoppa ve ark.
[36] Holstayn melezleri ve Deoni irklarinda HSPATA
geninin karakterizasyonu icin calismislardir. Calisma
sonucunda 10 farkli polimorfizm tespit edilmistir.
g.312-C>G ve g. 1098-A>G polimorfizmleri her iki
irkta ortak olarak bulunmus; g.456-G>A, g.972-
A>G, g.1788-G>A, g.1766-C>T ve g.2033-G>C
polimorfizmleri yalnizca Deoni irkinda tespit edil-
mis; g.480-A>G, g.574_575insC, ve g.624_625insC
polimorfizmleri ise yalnizca Holstayn melezlerinde
tespit edilmistir. Tespit edilen 10 niikleotid polimor-
fizminden ¢l amino asit degisikligine; insersiyonlar
ise amino asit degisikligi ile birlikte cerceve kaymasi
mutasyonuna neden olmaktadir [36]. Bhat ve ark.
[9] Tharparkar irki sigirlarda HSP70 polimorfizminin
termotolerans Ustlindeki etkilerini arastirmislardir.
Aspartattan tirozine amino asit dénlisimine neden
olan g.149-G>T mutasyonunu homozigot olarak
barindiran bireylerin sicak stresine toleransinin daha
ylksek oldugu bildirilmistir [9]. Bharati ve ark. [8]
kronik sicak stresi altindaki Tharparkar irki sigirlarda
HSP70 geni ifadesini incelemislerdir. Sonuclar HSP70
mRNA ifadesinin sicaklik-zaman durumuna gore
farklihk gosterdigini ortaya cikarmistir. Sicaga maru-
ziyetten on glin sonra ifadenin daha yiksek oldugu
belirtilmistir [8]. Maibam ve ark. [47] Tharparkar ve
Karan Fries (Tharparkar ve Holstayn melezi) irklarin-
da HSP70 geni ifadesine bakmislardir. Deri biyopsi-
leri ile yapilan calismada yaz ve kis mevsimlerinde
gen ifadesinin diger mevsimlere gore daha yiksek
oldugu; Tharparkar irkinin Karan Fries irkina gore si-
cak stresine daha dayanikl oldugu gorilmdistir [47].
Suqueli Garcia ve ark. [70] HSP70 genleri ile iliskili
yapilmis calismalarda cesitli tutarsizliklar oldugunu
farketmislerdir. Calismanin sonugclar sigir referans
genomu UMD 3.1.1/de muhtemel bir delesyonun
varligini gostermistir. Daha dnce cahsilan diziler Us-
tiinde yapilan in silico analizler referans genomda
11,1 kilobazlk bir delesyon oldugunu gdstermistir.
HSP70.1 ve HSP70.2 genlerinde yalnizca bir amino
asidin farkl olduguna vurgu yapilan ¢alismada, iki
genin promotor bolgelerinin ise tirler arasinda ko-
runmus farkliliklar icerdigine dikkat cekilmistir. Daha
once calisilan diziler farkli bir referans dizi ile hiza-
lanmis (genbank erisim numarasi: FQ482128.2) bazi
calismalarda yanlis HSP70 geni ile calisildigi; bazi
calismalarda ise hangi gen ile cahsildiginin belirsiz
oldugu ortaya ¢ikmistir [70].

Verma ve ark. [75] HSPB8 geninde iki adet SNP
tespit etmis; her iki SNP'in termotoleransla anlamli
derecede iliskili olduklarini bildirmislerdir.

Kumar ve ark. [39] Karan Fries irkinda HSPB6
geninde dizi analizi ile bes yeni varyant tespit etmis-
tir. Bu varyantlarin intergenik bdlge, 3" UTR bolgesi
ve intronik bdlgede olduklari ifade edilmistir. Protein
dizisini degistiren herhangi bir amino asit degisikligi
olmamasina karsin bu bdlgelerde gézlenen nikle-
otit degisimlerinin gen ifadesini degistirebilecegi
ifade edilmistir. Sicak stresi yaniti ve deney tasarimi
arasinda herhangi bir iliski tespit edilemedigi bildi-
rilmistir [39].

HSP90 proteinlerinin sentezinden sorumlu gen-
ler ile yapilan galismalar asagidaki gibi 6zetlenmeye
cahsilmistir:

Shergojry [68] Deoni sigir irkinda HSP90AAT
geninin molekdler karakterizasyonu Ustiinde calis-
mistir. Genetik varyantlar ve reprodiiktif performans
arasindaki iliskinin arastinldigr calismada, genetik
varyantlardan birinin ilk buzagilama yast ile iliskili ol-
dugdu bildirilmistir [68]. Kumar ve ark. [38] HSP90AAT
geninin 3'tncl ekzonunda bulunan bir SNP'in Karan
Fries irkinda termotolerans ile iliskili oldugunu bil-
dirmiglerdir. Badri ve ark. [5] Cin Holstaynlarinda
HSP90AAT geninde bes adet polimorfizm saptamis;
bu polimorfizmlerden birinin (g.-87-G>C) promotor
bdlgede; tgliniin (9.605-A>G; g9.1662-T>G; g.2819-
G>A) protein kodlayan bodlgede; sonuncusunun ise
(g.4172-A>G) 3'UTR bolgesinde oldugunu belirle-
mislerdir. g.2819-G>A yabanil tip allelinin stres do-
neminde sitte daha ¢ok somatik hicre sayisina ne-
den oldugu bildirilmistir. g.-87-G>C mutant allelinin
ifadesinin sicak ve nemin toplamali etkisine maruz
kalindiginda yabanil tipe gore daha fazla oldugu
fakat tek zincir konformasyonu ve sit Uretimi aci-
sindan normal sicaklik ve stres dénemi arasinda her-
hangi bir farklilik gézlenmedigi belirtilmistir. g.4172-
A>G mutant allelinin ifadesinde dme-miR-2279'a
bagl olarak disus olabilecegi belirtilmistir [5].

Charoensook ve ark. [13]'nin Holstayn ve yerli
Thai sigir irklar ile yaptiklarn calismada HSP90ABT
geninde 9 adet SNP tespit edilmis fakat bu SNP'lerin
sicak stresi nedeniyle meydana gelen fizyolojik ya-
nitlarda anlamli bir degisiklik olusturmadigi ifade
edilmistir. Sailo ve ark. [62]'nin Jersey melezlerinde
yaptiklari calismada HSP90ABT genindeki genetik
varyantlardan yalnizca birinin distk rektal sicak-
hk ile iliskili oldugu bildirilmistir. Sajjanar ve ark.
[61]'nin Hindistan'da siit verimi icin yetistirilen sigir-
lar ile yaptiklari calismada HSP90ABT geninde tespit
ettikleri genotiplerden birine sahip bireylerin sicak
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stresine karsi fizyolojik yanitlarinin ve stt veriminin
diger bireylere gore daha iyi oldugu bildirilmistir.

HSP iliskili diger proteinlerle yapilmis calismalar
asagidaki gibidir:

Li ve ark. [42] Cin Holstaynlarinda yaptiklari ca-
lismada HSF1 geninde iki yeni SNP tanimlamislar ve
her iki SNP’'in de termotolerans ile anlamli derecede
iliskili olduklarini ifade etmislerdir.

Cin Holstaynlarinda HSBP1 geninde yedi haplo-
tip tespit edilmis ve bu haplotiplerden birine sahip
bireylerin, diger bireylere gore sicak stresine daha
dayanikh olduklari ifade edilmistir [76].

Sicak stresine verilen fizyolojik yanitlar ve ter-
motolerans bir¢cok genin aktivitesinden etkilenmek-
tedir. Farkli bireylerin yalnizca tek bir gende tespit
edilen polimorfizmlere gore, gerek HSP genleri ge-
rekse protein onarimi ile iliskili yolaklarda gorevli
diger genlere bakilmaksizin sicak stresine duyarli
veya direncli olarak nitelendirilmesi calismalarin ne
derece guvenilir oldugu konusunda sliphe uyan-
dirmaktadir. Calismalarda kullanilan ydntemlerden
SSCP (Tek iplik¢ik konformasyon polimorfizmi/
Single Strand Conformational Polymorphism) gibi
eski ve distk ¢6zunurlikli bir metodun yerini DNA
dizi analizine birakmasi; elde edilen polimorfizm-
lerin genin yapisi, fonksiyonu ve ifadesini ne sekil-
de etkileyebilecegine dair verilerin biyoinformatik
analizlerle ortaya konulmasi; dogrulama amaciyla
klonal hiicre hatlarinda ilgili mutasyonlarin indukle-
nerek sicak stresine maruz birakilmasi sonucu stres
yanitinin ve hiicrenin yasamsal fonksiyonlarinin ne
sekilde etkilediginin tespit edilebilecegdi daha sis-
temli deney tasarimlari calismalarin givenilirligini
artiracaktir. Polimorfizm calismalarinda “Slick hair”
fenotipinden tek bir gen sorumlu oldugu igin [54],
PRLR genindeki mutasyonlarin bu fenotipi etkiledi-
gi bilgisi diger calismalarla kiyaslandiginda oldukga
glvenilir bir bilgidir. ikinci bélimde de deginildigi
uzere kil yogunlugu, inceligi ve uzunlugu gibi karak-
terler evaporatif i1si kaybini etkilediginden PRLR geni
mutasyonlari termoregilasyonda 6nemli faktorler-
den biridir [14, 53, 54].

Gen ifadesi Calismalari

Sicak stresi ile iliskili yapilmis bircok gen ifadesi ¢a-
lismasi bulunmaktadir. Horowitz [28], HSP70 benzeri
protein ifadeleri yliksek olan turlerin ylksek sicaklik-
lara daha dayanikli olduklarini belirtmistir.

Collier ve ark. [15] sigir meme epiteli kollajen jel
kaltard sisteminde calismislardir. Calismada aklimas-
yon, adaptasyon ve termotolerans ile iliskili genleri
arastirmak amaclanmistir. PIN, COLL ve UTRO genleri

artan sicak stresiyle negatif korelasyon gdsterirken;
RAS, Lig, PFK-P, p38, CLK1, BAG3, HSP40, PLTP, TRAF,
SIPB HSP70A, HSP70B genlerinin ifadeleri sicak
stresi ile birlikte artis gdstermistir. ifadelerinde artis
gorilen genlerin stres yaniti ve protein onariminda
gorevli olduklari; ifadelerinde dists gorilen genle-
rin ise biyosentez, metabolizma ve morfogenez ile
iligkili olduklari vurgulanmistir. Gen ifadelerindeki
degisimlerden anlasildigi tzere sicak stresinin za-
rarli etkilerine maruz kalan hucrelerde stres yaniti
ve protein onarimi ile iligkili mekanizmalar devreye
girmekte; diger faaliyetler ise baskilanmaktadir [15].

Collier ve ark. [16] sistemik sicak stresi yaniti ve
molekuler mekanizmalarini derledikleri yayinlarinda
sicak stresi yanitinda gen ifadesi degisimlerinin asa-
malarini agiklamiglardir. Sicak stresine maruziyette
ilk 6nce HSFT (1s1 soku faktorl 1) aktive olmaktadir.
Bunu HSP ifadelerinin artisi ve diger protein ifade-
lerinin dislst izlemektedir. Glukoz ve amino asit
oksidasyonunda artis; yag asidi metabolizmasinda
disls gozlenir ve endokrin sistem stres yaniti igin
aktive edilir. HSP'lerin hiicre disi kompartmana cikis!
ile bagisiklik sistemi uyarilir [16].

Artan HSP ifadeleri hiicreleri isi soku, hiperter-
mi, dolasim soku ve serebral iskemiye karsi koru-
maktadir. Sicak stresine maruz kalinan sire uzadi-
ginda endokrin sistem de hicresel stres yanitini et-
kilemektedir. Melatonin, prolaktin, prostaglandin-o
ve glukokortikoitler HSP ifadesini artirirken, leptinin
HSP ifadesini baskiladigi bildirilmistir [16].

Mehla ve ark. [49] Sahiwal irki (Zebu) sigirlarda
yaptiklari mikrodizin calismasinda sicaga maruziyet
sonrasl 140 transkriptin ifadesinde artis; 77 trans-
kriptin ise ifadesinde dusts saptamiglardir. HSF1
ifadesi ve HSP'lerin sentezlenmesinde artis gorilir-
ken, diger proteinlerin ifadelerinde dusts gorilmas;
HSP’lerin hiicre disina saliniminin ardindan bagisik-
lik sisteminin aktive edildigi belirtilmistir [49].

Li ve ark. [40] sigir meme epiteli hiicre kilti-
riinde sicaga maruziyetin etkilerini inceleyen bir ¢a-
lisma yapmislardir. Mikrodizin analizinde 1siya maruz
kalan grupta kontrol grubuna gore 123 genin ifa-
desinde artis, 419 genin ifadesinde ise dusus goz-
lemlenmistir. Hiicre iskeleti ve TGF-f sinyal yolagi ile
iliskili FGF7, CHRM3, ROCK2, PIK3CA, PPPTR12A ve
BMPRI1A genlerinde ifade dustst; HSP ailesindeki
HSPB8, HSPATA, HSPA5 ve HSPO90OABT genlerinde ise
ifade artisi tespit edilmistir [40]. HSP gen ailesinde-
ki genlerde gorilen ifade artisi ve diger yolaklarda
gorevli genlerde gorilen ifade disusleri Collier ve
ark. [13, 16]'nin yayinlarini destekler nitelikte gorul-
mektedir.
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Deb ve ark. [21] ATP1B1, ATP1B2 ve ATP1B3 izo-
formlari ile sicak stresine iliskisini arastirdiklari ca-
lisma sonucunda ATP1B1, ATP1B2 transkriptlerinin
sicak stresinde anlamli derecede artis gosterdigi be-
lirlenmis; her (¢ izoformun HSP70 geni ile arasinda
pozitif korelasyon goruldigu bildirilmistir.

Li ve ark. [41] granuloza hucrelerinde sicak
stresinin progesteron, 17B-6stradiol ve apoptozise
etkilerini arastirmak i¢in bir ¢alisma tasarlamislar-
dir. Istya maruz birakilan hiicreler ve kontrol grubu
karsilastirildiginda 1stya maruz birakilan grupta 175
genin ifadesinde artis; 1036 genin ifadesinde ise
dislis gozlenmistir. HSP9OB1, CASP3, BAX, BCL-2
genlerinde anlamli derecede ifade artisi; SF1, STAR,
CYP11A1 ve CYP19AT genlerinde ise anlamli dere-
cede ifade dlslist gozlenmistir. Isiya maruz birakilan
grupta CASP3'Un artan ifadesi ve BAX/BCL-2 mRNA
oraninin artisi ve buna bagl olarak apoptoziste an-
lamli derecede artis tespit edilmistir. Yine bu grupta
sicaga maruziyette koruyucu rolleri oldugu bilinen
HSP iliskili HSP32, HSP60, HSP70, HSP90 ve HSP105
genlerinin ifadelerinde anlamli artis goze ¢arpmak-
tadir [41].

Srikanth ve ark. [69] RNA dizileme analizi ile
sicak stresine maruz kalan Holstayn buzagilarinda
anlamli derecede farkl ifade edilen genleri tanimla-
maya calismislardir. Analiz sonugclari 376 genin farkli
ifade edildigini gostermistir. Sicaga maruziyetin bi-
rinci, ikinci ve Uglincl glnlerinde sirasiyla 343, 261
ve 256 genin ifadesinde artis; 159, 133 ve 120 genin
ifadesinde diistis gérilmistir. ifade artisi ve diistsi
gorilen genler molekiler fonksiyonlari agisindan si-
niflandiriidiginda genlerin isi soku faktorleri ve sape-
ronlar; bagisiklik sisteminde gorevli genler ve MAPK
yolaginda gorev yapan genler olarak gruplandiklari
gorialmustir. HSP iliskili genlerden HSPA1A, HSPAS,
HSPH1, HSP90AB1, HSP90AA1, DNAJAT, DNAJBI,
HSPB1, STIPT genlerinin ifadelerinde artis; ATPA7A
ifadesinde ise diistis gorildiga bildirilmistir. ifade
artisinin en fazla gozlendigi genler 75K, IRF4, PGA5,
HSPATA, BOLA-DQAS5, STT3A, PSIP1, PPPIRIB,
HSPH1, TNFRSF13C genleri; ifade dislslinin ise en
fazla goruldagu genler PSTK, SDCCAGS, C11orf54,
ACTR5, FBXWS8, FAM46A, VCAN, MCTP1, EHD4 ve
NRP2 olarak bildirilmistir [69].

MikroRNA Calismalari

MikroRNA'lar (miRNA) 18-25 nikleotit uzunlugun-
da, tek zincirli, kiicik RNA molekdilleridir. DNAdan
transkribe olan fakat proteine translasyonu gercek-
lesmeyen bu molekuller gen ifadelerinin transkrip-
siyon sonrasi regiilasyonunda kritik rol oynamak-
tadir. Protein kodlayan genlerin mRNA'larinin ge-

nellikle 3" UTR bolgesine komplementerite esasina
gore baglanan miRNA'lar, hedefledikleri mRNA'larin
degredasyonuna neden olabilmekte veya proteine
translasyonlarini baskilayabilmekte; bu sayede he-
defledikleri genlerin ifadelerini degistirebilmekte-
dirler. Bir miRNA birden fazla protein kodlayan geni
hedefleyebilmekte, bir gen ise birden fazla miRNA
tarafindan hedeflenebilmektedir [67].

Sengar ve ark. [65] sicak stresine maruz kalan
Frieswal irki sigirlarda yaz mevsiminde 65 miRNA'nin
farkli sekilde ifade edildigi belirlemislerdir. Sicak
stresi sirasinda bta-miR-103-2, bta-miR-2898, bta-
miR-2478 ve bta-miR-181b-2'in ifadelerinde anlam-
[l derecede artis; bta-miR-2311 ve bta-miR-6536-
2'nin ifadelerinde ise anlamli derecede disus goril-
digi belirtilmistir. Bu miRNA'larin bircogunun HSP
iligkili proteinleri hedefledikleri tespit edilmistir [65].
Ayni arastirmacilar 2018 yilinda Sahiwal irkinda yaz
mevsiminde kis mevsimine kiyasla bta-miR-1248,
bta-miR-2332, bta-miR-2478 ve bta-miR-1839'un
ifadelerinde anlamh artis; bta-miR-16a, bta-let-7b,
bta-miR-142 ve bta-miR-425 ifadelerinde ise an-
lamli dusus tespit etmislerdir [66]. Hu ve ark. [31]
normal kosullarda ve sicak stresindeki besi sigirla-
rinda ifade edilen miRNA profillerini incelemislerdir.
mMiR-1246'nin sicak stresi altindaki sigirlarda anlamli
derecede ifade artisi gosterdigi tespit edilmistir. Bu
miRNA'nin akciger hiicrelerinde sicaklikla indukle-
nen apoptozisi baskilayan PCBP2 ve CREBL2 mR-
NAlarinin 3'-UTR bdlgesine baglandigi deneysel
olarak gosterilmistir [31]. miR-1246 ifadesinin artis
PCBP2 ve CREBLZ ifadelerini baskilayarak akciger
hiicrelerinde sicaklik ile indiklenen apoptozise ne-
den olmaktadir.

Tartisma ve Sonug

Sigirlarda sicak stresi ve termotoleransin molekiler
mekanizmalarinin aydinlatilmasi icin bir¢cok calisma
yapilmistir. Sicak stresine verilen fizyolojik yanit ve
termotolerans bircok gen, transkripsiyon faktori ve
miRNA'lar gibi epigenetik faktorlerden etkilenme-
sine karsin; calismalarin bircogunda tek bir gene
odaklaniimistir. Bu nedenle arastirmalarda deney ta-
sarimi dogru sonugclara ulasmak icin oldukca 6nem-
lidir.

Sicak stresi ve termoregilasyon konusunda
tanimlanmis bir¢ok belirte¢ oldugu gortlmektedir.
Yapilmis ¢alismalarda sicak stresine duyarlilik ve di-
renc konularinda farkl belirteclerin kullanilmasi s6z
konusudur. Bu nedenle, arastirmalarda elde edilen
sonuglarin diger calismalarla karsilastirilmasi zorlas-
maktadir. Ornegin; arastirmacilar bir calismada rek-
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tal sicaklik ve solunum sayisini stres belirteci olarak
kullanirken; bir diger calismada ise eritrositlerdeki
potasyum konsantrasyonu stres belirteci olarak ele
alinmistir. Bu durum iki calismadan elde edilen bul-
gularin karsilastiriimasini, secilen stres belirteclerinin
farkli olmasi nedeniyle zorlastirmaktadir.

Stres yanitini etkileyen bircok faktdr goz 6niine
alindiginda tekli nukleotit varyasyonlari Ustiine ya-
pilmis ¢alismalarda canli organizmalar yerine, hiicre
kaltara calismalarinin kullaniminin daha etkili ve ke-
sin sonugclar vermesi olasidir. CRISPR/Cas9 gibi yeni
genom diizenleme teknolojileri ile istenen mutas-
yonlar induklenebilmektedir [18]. Aday genlerdeki
polimorfizmlerin termotoleransa etkisi arastirilirken,
hiicre kilturinde istenen mutasyonlar induklenerek
sicak stresine duyarlilik veya direng yoniinden ince-
lenebilmesi bu sayede artik mimkundur. Hiicre kal-
tlrt calismalarinda elde edilen 6n sonuclar ise daha
sonra canli organizmalarda test edilerek in vivo etki-
leri gbzlemlenebilir.

HSF1 gibi bazi transkripsiyon faktorlerinin sicak
stresi yanitini etkileyebildikleri bilinmektedir [16; 42].
Ornegin; HSF1 transkripsiyon faktérii HSP70 geni-
nin promotor bolgesine baglanarak stres yanitinin
baslamasini saglamaktadir. E§er HSE'de (isi soku ele-
menti; HSP70 geninin promotor bdlgesinde bulunur
ve HSF1 transkripsiyon faktoriiniin baglanma bolge-
sidir) olasi bir metilasyon s6z konusu olursa; HSF1
ve HSP70'in baglanmalari sekteye ugrayabilir ve bu
nedenle HSP70 mRNA'sI sentezlenemez [42]. Tek bir
gen ile yapilan calismalara bakildiginda, hicbir ca-
ismada calisilan genlerin promotor bolgelerinde
DNA metilasyonunun arastiriimadigi gértlmektedir.
Yalnizca promotor bolge metilasyonu degil, ayni za-
manda gen Ustlindeki diger regilator elementlerin
bulundugu bdlgelerdeki CpG adaciklarinda yapila-
cak metilasyon analizleri de gen ifadelerindeki degi-
simlerin nedenlerinin aydinlatilmasini saglayacaktir.

miRNA'larin da UTR bdlgelerine baglanarak gen
ifadesini transkripsiyon sonrasi asamada dizenle-
yebildikleri bilinmektedir. miRNA baglanma bdlge-
lerindeki olasi nikleotit degisimleri transkripsiyon
sonrasi asamada gen ifadelerini etkileyebilecektir.
Sicak stresi ve termotolerans konularinda miRNA'lar
ile yapilmis calismalarin sayisi oldukca azdir [31, 65,
66]. miRNA calismalari ile hedef genlerdeki tekli
nikleotit polimorfizmi calismalarinin birlestirildigi
bir deney tasarimi bu konuda yapilacak calismalarin
dogrulugu ve givenilirligini artiracaktir.

HSP70 genleri ile iliskili yapilmis calismalarda
sigir referans genomundaki (UMD 3.1.1.) delesyon

nedeniyle karisiklik oldugu Suqueli Garcia ve ark.
[70] tarafindan gosterilmistir. Gelecekte bu genler ile
iliskili yapilacak calismalarin Suqueli Garcia ve ark.
[70]'nin yayinlarina goére dogrulanarak gerceklesti-
rilmesi daha dogru sonuclar alinmasini saglayacaktir.

Diinya genelinde verim kaybina neden olan en
6nemli sorunlardan biri sicak stresidir. Kiiresel iklim
degisikligi nedeniyle yiizey sicakhginda 6ngorilen
sicakhk artislari ihman iklim kusagindaki Ulkelerde
de sicak stresi riskinde artisa neden olacaktir. Bu ne-
denle sicak stresine verilen yanitlar ve termotoleran-
sin molekuler mekanizmasinin aydinlatilmasi ama-
ciyla yapilan calismalar gittikce dnem kazanmakta-
dir. Sicak stresine verilen yanita iliskin mekanizmalar
aydinlatildiginda; akla gelecek ilk soru kiresel iklim
degisikligi karsisinda hangi stratejinin izlenmesi ge-
rektigi olacaktir. Cevreye adaptasyon mekanizmala-
r gecmisten giiniimuize uzanan ve devam eden bir
surectir. Yerli irklar ve nesillerdir belirli bir boélgede
yetistirilen ticari irklarin ¢evresel etkilere adaptasyo-
nu diger irklara gore daha fazladir. Irklarin nesiller-
dir yetistikleri cevresel kosullara adaptasyonlarinin
genetik seleksiyonla gelistirilmesi, tim irklarin sert
cevre kosullarina dayanikhliklarinin benzer sekilde
artirilmasina kiyasla daha etkili bir yontem olacaktir.

Kisaltmalar

3" UTR : 3" ucundaki translasyonu yapilmayan bélge (3

Untranslated region)

ACTH : Adrenokortikotropik hormon (Adrenocorticotro-

pic hormone)

CpG adaciklari : Gen Ustiinde gen ifadesinin regilasyonu ile ilis-
kili ardisik CG (sitozin-guanin) nukleotitlerinin
bulundugu bolgeler

CRF : Kortikotropin salgilatici faktor (Corticotropin re-
leasing factor)

GMST : Anlamli kiresel yizey sicakhgr (Global Mean Sur-
face Temperature)

GWAS : Genom boyu iligskilendirme calismasi (Geno-
me-wide association study)

HSE . Isi soku elementi, HSP70 geninin promotor bol-
gesinde HSF1 transkripsiyon faktérinin baglan-
digi DNA dizisi (Heat shock element)

HSP . Isi soku proteinleri (Heat shock proteins)

IPCC : HukUmetlerarasi iklim degisikligi paneli (Intergo-
vernmental panel on climate change)

miRNA : MikroRNA

SNP : Tekli nukleotit polimorfizmi (Single nucleotide
polymorphism)

SSCP : Tek iplikgik konformasyon polimorfizmi (Single

strand conformational polymorphism)
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Spermatozoon liyofilizasyonu: Hayvan genetik kaynaklarinin
korunmasi icin yeni bir saklama modeli olabilir mi?
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Ozet: Her ilkenin, kendine 6zgii hayvan genetik kaynaklarini, nesli tikenme tehlikesine karsin veya gelecekte gen
aktarim calismalari igin korumasi, Gnemli bir stratejik planlamadir. Gen bankalarinda sivi azot bagimli olarak saklanan
spermatozoon genetik materyallerinin, sivi azot ile kontaminasyon riskinin bulunmasi ve sivi azot ikmali aksakliklari-
na bagl olarak, spermatozoonlarin zarar gorerek fertilizasyon yetenegini kaybetmesi muhtemeldir. Son yillarda sivi
azot ile spermatozoon saklama modeline alternatif olarak gosterilen spermatozoon liyofilizasyonu (dondurup-kuru-
tarak saklama) islemi sonucunda, spermatozoon motilite kaybi ve hiicre membran hasari gériilmesine ragmen DNA
butinligu korunmaktadir. Liyofilize spermatozoon genetik materyalinin, intra-sitoplazmik spermatozoon enjeksiyo-
nu (ICSI) ile laboratuvar hayvanlari basta olmak tizere yaban hayvanlari ve ciftlik hayvanlarinda in vitro fertilizasyon
uygulamasi ile yavru alinmasi miimkiindur. Bu derlemede liyofilize spermatozoon protokolleri, saklama kosullari ve
in vitro fertilizasyon calismalari hakkinda bilgi verilmesi amaglanmistir.

Anahtar kelimeler: Gen bankasi, kriyokonservasyon, dondurarak- kurutma, yardimci tireme teknikleri.

Lyophilization of sperm: Can it be a new storage model
for conservation of animal genetic resources?

Abstract: The conservation of the unique animal genetic resources for endangered or future gene transfer studies is
an important strategic planning for each country. Sperm stored in gene banks are at the risk of contamination with
liquid nitrogen and also sperm can be damaged and lose fertilization ability due to liquid nitrogen replenishment
failure. Sperm lyophilization (freeze-drying) process, which is indicated as an alternative to sperm storage model
with liquid nitrogen, preserves sperm DNA integrity despite the loss of motility and cell membrane damage of the
sperm. By using of intracytoplasmic sperm injection method, it is possible to produce offsprings from lyophilized
sperm samples in wild animals and farm animals as well as in laboratory animals. In this review, it was aimed to give

Review Article / Derleme

information about lyophilized sperm protocols, storage ¢

onditions and in vitro fertilization studies.

Key words: Gen bank, cryoconservation, freeze-drying, assisted reproduction techniques.

Giris

Her Ulkenin, bulundugu cevreye uyum saglamis, ta-
rimsal ekosistemin halkasi olan kendine 6zgu hayvan
genetik kaynaklari bulunmaktadir. Bu hayvan gene-
tik kaynaklarindan bazilarinin nesli, bilingsiz melez-
leme, avlanma ve dogal afetler gibi ¢esitli unsurlarla
tikenmis veya tikenme tehlikesi altindadir. Mevcut
hayvan genetik kaynaklarinin, nesli tiikenme tehli-
kesine karsin veya gelecekte gen aktarim calisma-
lari i¢in korunmasi, her llkenin benimsedigi 6nemli
bir stratejik planlamadir. Birlesmis Milletler Gida ve
Tarim Orguiti (FAO) tarafindan hayvan genetik kay-
naklarinin korunmasi ve strddrtlebilir kullanimi icin
U¢ yontem onerilmektedir; i) dogal yasam alanin-
da yetistirici sartlarinda (in situ in vivo) koruma, ii)

dogal yasam alani disinda 6zel koruma surilerinde
canh (ex situ in vivo) koruma ve iii) spermatozoon,
embriyo, oosit, somatik hiicre ve DNA gibi genetik
materyallerin dondurularak, uzun streler saklanma-
sini saglayan gen bankalarinda (ex situ in vitro) ko-
ruma [10].

Binlerce hayvana ait genetik materyalin pratik
olarak korunmasina imkan saglayan gen bankalari,
Ulkemizin de dahil oldugu 64 tlkede kurulmus, 41
Ulkede de kurulmalar planlanmistir. Hayvan gene-
tik materyalleri arasinda sperma kriyoprezervasyo-
nu (dondurup-saklama), diger genetik materyalle-
re gore, kolay elde edilebilir olmasi ve daha pratik
yavru alabilme imkani saglamasiyla, gen bankala-
rinin temelini olusturmaktadir [3]. Ancak sivi azota
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bagimli olarak kullanilan bu teknigin, sivi azot ile
kontaminasyon riskinin bulunmasi ve sivi azot ikmali
aksakliklarina bagli olarak, spermatozoonlarin zarar
gorerek fertilizasyon yetenegini kaybetmesi muh-
temel sonuctur. Bu durum arastirmacilari, sivi azot
ile saklama metoduna alternatif ydntem arayislarina
yonlendirmistir. Son dénemde yapilan arastirmalar
sonucunda, bu alternatif yontemlerin basinda sper-
matozoon liyofilizasyonu gelmektedir [6, 16, 36, 53].

Bu derlemede, farkli memeli tirlerinden, liyofi-
lize spermatozoon protokolleri, saklama kosullari ve
in vitro fertilizasyon calismalari hakkinda gtincel bil-
giler sunularak, gelecekte yapilacak olan ¢alismalara
katki saglamasi amaclanmistir.

Liyofilizasyon Nedir?

Prokaryot ve dkaryot hiicreler yaklasik %70-90 ora-
ninda su icermektedir. Su hicreler icerisinde biyo-
kimyasal aktiviteleri destekleyen, onlarin metabolik
aktivitelerinin devam etmesini saglayan bir ¢ozlici
oldugu gibi olumsuz kosullarda ise hiicre yapisi-
nin bozulmasi ve otoliz sireci igin gereken ortami
saglayan bir molekuldir [9, 17]. Liyofilizasyon veya
dondurarak kurutma (freeze-drying) islemi, biyolojik
materyallerin dondurulup, diistik basing altinda bu-
zun sliblimasyonu (buzun sivi hale gegmeden uzak-
lagmasi) ile su miktarinin herhangi bir metabolik
reaksiyonu desteklemeyecek seviyeye kadar azaltil-
masi islemidir. Boylece liyofilize edilen Uriinlerin oda
sicakliginda veya +4°C'de daha az maliyetle muha-
faza edilmesi ve tasinmasi mimkin olmaktadir [31,
54].

Liyofilizasyon Metodunun Tarihsel Geligimi

Liyofilizasyon isleminin tarihsel gelisimi, Eskimolarin
avladiklari baliklari soguk, kuru Arktik riizgarlara ma-
ruz birakarak suyun uzaklastiriimasi ile baslamakta-
dir. Benzer uygulamalara Viking ve inka toplumlarin-
da da rastlanildigi bildirilmektedir. Bu toplumlarda,
basincin ve sicakhgin disik oldugu yiksek tepeleri
dogal yiyecek koruyucu depolar olarak kullandiklari
belirtilmektedir [2, 17]. On dokuzuncu ylzyil basla-
rinda farkli bilim insanlari tarafindan bakteri, viris,
ilag, kan ve doku liyofilizasyon calismalari yapilmistir.
Penisilini kesfeden bakteriyolog A. Fleming klinik ¢a-
lismalarinda liyofilize mikroorganizmalari sik¢a kul-
landigini belirterek ilk olarak “liyofilizasyon” terimini
kullanmistir [7, 14, 15, 45]. GUnumizde liyofilizasyon
metodu, 6zellikle gida ve ilag endustrisindeki Urlin-
leri, islevsel saklama imkani sagladigi icin yaygin
olarak kullanilmaktadir.

Spermatozoon Liyofilizasyonu

Tesadifen gliserolt kesfederek basarili spermato-
zoon kriyoprezervasyon calismalari yapan Polge ve
ark. [44], ayni donemde ilk kez horoz spermatozo-
onlari ile liyofilizasyon ¢alismalari yapmis ancak ba-
sarili sonug bildirilmemistir [8, 48]. Spermatozoon
liyofilizasyon calismalari, Wakayama ve Yanagimachi
[50], tarafindan yapilan calisma ile ivme kazanmis-
tir. Bu arastirmacilar yaptiklari ¢alismada, liyofilize
fare spermatozoonlarinin hareketsiz, 614 olduklari-
ni fakat DNA'larinin bozulmadigini fark etmisler ve
genetik materyali, intra-sitoplazmik spermatozoon
enjeksiyonu (ICSI) yoluyla oositlerin fertilizasyonun-
da kullanarak, yavru alinabilecegini gostermislerdir.
Liyofilizasyon stirecinde olusan mekanik ve ozmotik
stres spermatozoon membraninda hasara yol ag-
makta ve hicre 6limine neden olmaktadir. Ancak
memeli spermatozoon niikleusu son derece stabil
ve yulksek yogunlukta, somatik hicrelere kiyasla
6 kat daha fazla kompakt ve 40 kat daha az DNA
hacmi ile 6zgln bir DNA organizasyonuna sahiptir.
Bu 6zglin DNA yapisi, fertilizasyon 6ncesi ekzojen
ajanlara karsi hicreyi koruma ve hasarlari asgariye
indirme bakimindan hayati 6nem tasimaktadir [52].

Spermatozoonun Liyofilizasyon Asamalari

Spermatozoonun  liyofilizasyona  hazirlanmast:
Liyofilizasyon icin taze veya dondurulmus sperma
kullanilabilecegi gibi epididimal spermatozoon da
kullanilabilmektedir. Liyofilizasyon 6ncesi spermato-
zoonun seminal plazma veya sperma sulandiricila-
rindan seperasyonu igin gesitli ayristirma yontemleri
(percoll gradient, swim up) uygulanmaktadir [17,
48]. Ancak, kog spermasi gibi ekzojen etkenlere karsi
hassas olan tirler icin spermatozoon ayristiriimadan
da liyofilize edilebilmektedir [5, 40]. Liyofilizasyon
icin spermatozoon sulandiricisi olarak, fotal sigir
serumu, monosakkarit veya disakkaritler (trehaloz),
L-glutamin, sodyum piirivat, etilen diamin tetra ase-
tat (EDTA), esansiyel ve esansiyel olmayan amino
asitler ve antibiyotik gibi cesitli tampon, besin ve
koruyucu madde bilesiklerinin eklendigi ticari kiltur
sulandiricilar (TCM-199, DMEM, TRIS) kullanilabilir.
Glncel liyofilize spermatozoon calismalarinda ise
Tris-HCI, EGTA bazli [10 mmol/L Tris-HCI, 50 mmol/L
NaCl ve 50 mmol/L etilen glikol bis (B-amino-etil-e-
ter) tetra asetik asit (EGTA), pH 8.2] sperma sulandi-
ricisi ile basarili sonug alinan galismalar bulunmakta-
dir [17]. Sulandirlan sperma numunesi oda sicakli-
ginda 30 dakika ekilibrasyon sirecine birakilmakta-
dir. Ekilibrasyon sireci sonrasinda istenilen dozlarda
(5x10* spermatozoa/ml gibi) dozlanarak cam veya
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plastik kriyojenik tuplere aktarilir. Kriyojenik tipler
icerisindeki numuneler, sivi azot icerisine daldirlarak
(-196°C, 20-30s) veya azot gazi buharinda (-140°C,
5dk) hizl dondurma islemi gergeklestirilir [47, 49].
Konvansiyonel kriyoprezervasyon yonteminin ak-
sine, dondurma isleminin hizli yapilmasi, hicreler
arasindaki buz kristallerinin hacminin buylk olmasi
dolayisiyla daha basarili liyofilizasyon isleminin ger-
ceklesmesi amaciyla yapilmaktadir [39].

Spermatozoon liyofilizasyonu: Genel olarak
spermatozoon liyofilizasyonu ¢ asamada gercek-
lestiriimektedir; dondurma, esas kurutma ve son
kurutma.

Spermatozoon dondurma islemi liyofilizasyon
cihazinda yapilabildigi gibi, cihazi ve zamani verim-
li kullanmak amaciyla, sivi azot icerisinde veya azot
gazi buharinda yapilmasi tercih edilmektedir [13].
Dondurulmus sperma numuneleri énceden sogu-
tulmus (-30°C - -80°C) liyofilazator icerisine yerles-
tirilerek esas kurutma islemine gecilir. Bu silrecte
kademeli olarak sicaklik artisi (+37°C ye kadar) ve
basincin dusurtlmesi (1,98-0,03 mbar) ile numu-
nelerdeki suyun yaklasik %901 sivi hale gegmeden
dogrudan, kati buz halden gaz haline gecerek yani
stblimasyona ugrayarak uzaklastirilmaktadir (ser-
best suyun tamami ve bagil suyun bir kismi). Ge-
riye kalan, Urlndn yapisal butinliguni saglayan
baglanmis su, esas kurutmada kullanilandan daha
disik atmosferik basing ile birlikte yiksek sicaklik
uygulanarak uzaklastiriimaktadir [17, 48]. Genel ola-
rak bu ic asamada yapilan spermatozoon liyofilizas-
yon islemi, son kurutma islemi uygulanmadan, esas
kurutma suresinin uzatilmasiyla (12-30 saat) iki asa-
mada gergeklestirilebilmektedir [11, 29]. Liyofilize
spermatozoon numuneleri, nemli ortamlardan uzak
vakumlu tipler igerisinde muhafaza edilmeli, 1siktan
korunmalidir. Ongériilen kullanim siiresine gére oda
sicakliginda veya +4°C'de saklanabilecegi gibi daha
uzun stire muhafaza igin -20°C'de veya -80°C'de sak-
lanmasi onerilmektedir [6, 28].

Spermatozoon Liyofilizasyonunu Etkileyen
Faktorler

Bastng ve liyofilizasyon stiresi: Bu iki faktor liyofilizas-
yon esnasinda spermatozoon fonksiyonunu dnemli
derecede etkileyen unsurlardir. Birbirleri arasindaki
etkilesim liyofilizasyon kinetigini ve dehidrasyon
oranini belirler (Tablo 1) [20]. Esas kurutma esnasin-
da farkli basinclar uygulayarak liyofilize edilen fare
spermatozoonlari 0,37 mbar basing altinda, 1,03 ve
0,04 mbar basinca gore DNA bittnltgi ve ICSI ba-
sarisi acisindan daha iyi sonuglar vermektedir [28].
Domuzlarda, spermatozoonun liyofilizasyon suresi-

nin 4 saatten 24 saate uzatilmasi, ICSI uygulamasiyla
yapilan in vitro fertilizasyon basarisini, olumsuz etki-
lemektedir [33].

Tablo 1. Liyofilize spermatozoon ile yavru veya blastosist asa-
masi elde edilen ¢alismalarda, kullanilan solisyon ve liyofili-
zatdr basing, sire kalibrasyonu.

Basing

Siire

Tiir (mbar) (saat) Soliisyon Kaynak

Fare 0,001 12 CZBDMEMvefo- )
tal sigir serumu

Fare  0,0322ve 0,040° 4 Tris-HCI, EGTA [32]

Fare  0,030%ve 0,045> 4
Tavsan 0,023%ve 0,040° 4

Tris-HCI, EDTA [24]
Tris-HCI, EGTA [34]
TCM-199, fétal

Boga 0,19 12-18 M [29]
sIgir serumu
Aygir 0,133 30 DMEM, fotal sigir (1]
serumu

2Esas kurutma ve °son kurutma basing degerleri. CZB; Chatot -
Ziomek — Bavister, DMEM; Dulbecco'un Modifiye Eagle Medyumu,
EGTA; Etilen glikol tetra asetik asit, EDTA; Etilendiamin tetra asetik
asit, TCM-199; Doku kiltir medyumu — 199.

Liyofilizasyon  soliisyonlart  ve pH degeri:
Liyofilizasyon isleminde kullanilacak sollsyonla-
rin spermatozoon DNA bitinliginin korumasi-
ni saglamasi, liyofilizasyon sicakligi ve basincinda
kolayca dehidre olmasi ve islem sonrasinda uygun
sekilde rehidrasyonu onemlidir. Su ana kadar yapi-
lan calismalarda arastirmacilar bu uygunlugu fark-
Il maddelerin kombinasyonlari ile saglamaktadir.
Liyofilizasyon sollsyonuna farkli maddeler ekleye-
rek koruyucu 6zelligini artirmaya yonelik calismalar
devam etmektedir [17]. Liyofilize spermatozoon kul-
lanilarak, ICSI teknigi ile farelerde ilk basarl yavru
elde edildigi calismada, iki yaygin kiltir medyumu-
na (CZB ve DMEM) eklenmis %10 fotal sigir serumu
kullanilmistir [50]. GUnimuzde yaygin olarak kulla-
nilan liyofilizasyon sollsyonu Tris-HCI ve NaCl kom-
binasyonudur. Liyofilizasyon sollsyonlarina EGTA,
EDTA, DMSO, Vit E, sorbitol ve laktoz ilavesi DNA
butliinliglni korumada olumlu etki yaratmaktadir.
Farkli hayvan tirlerinde (fare, boga, aygir, tavsan ve
bazi yaban hayvan tirleri) yapilan liyofilize sperma-
tozoon calismalari sonucunda, DNA biitlnligui igin
en uygun soltsyon pH degerinin 8 oldugu 6ngoril-
mektedir [1, 18, 20, 22, 23, 26, 28, 29, 32].

Liyofilize spermatozoon depolama stiresi ve st-
caklige: in vitro veya in vivo embriyonik gelisme
saglanan calismalarda liyofilize fare, sican, tavsan
spermatozoonlari oda sicakhginda 1 ay muhafaza
edilebilmistir. Domuz spermatozoonlarinin +4 °C'de
3 aydan daha fazla bulundurulmasinin DNA butin-
[GgUnU olumsuz etkiledigi belirtilmektedir [20, 37].
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Kaneko ve Serikawa [25], taze, kisa streli ve +4 °C'de
3 yil sure ile muhafaza edilen liyofilize fare sperma-
tozoonlarinin, fare oositleri ile in vitro embriyonik
gelisim oranlari arasinda, dnemli bir fark olmadigini
belirtmistir. Liyofilize spermatozanin, +4°C'de veya
oda sicakliginda saklama suresi tiirlere gore farkli-
ik gdstermesine ragmen, uzun yillar saklanma igin
-20°C'de veya -80°C'de saklanmasi onerilmektedir
[6, 28].

Etkin Liyofilize Spermatozoon Calismalari

Spermatozoon liyofilizasyonu arastirmalarindaki te-
mel hedef, in vitro fertilizasyon (IVF) veya suni to-
humlama uygulamalarinda kullaniimak Gzere gerekli
olan spermatozoon motilitesinin ve fertilizasyon ka-
pasitesinin korunmasini saglamaktir. Dondurma ve
kurutma sirecinde olusan mekanik ve ozmotik stres,
spermatozoon membraninda hasara yol agmakta,
bunun sonucunda motilite kaybi ve hicre 8lUmu
gerceklesmektedir. Ancak spermatozoonun oosit
icerisine mikroenjeksiyonu, rutin olarak bircok emb-
riyo laboratuvarinda kullanildigi icin motilite kaybi
artik fertilizasyon icin bir engel teskil etmemektedir
[30, 36]. Ayrica liyofilize fare spermatozoonlarindan
Uretilen blastosit asamasindaki embriyolarda kro-
mozal anomaliler, dogan yavrularin biytime hizi ve
patolojik degisiklikleri agisindan taze spermatozoon
ile kiyaslanabilir durumdadir. Bu durum spermato-
zoon genetik materyalinin liyofilizasyon ve rehidras-
yon slreclerinden etkilenmedigini gdstermektedir.
Ayni zamanda bu durum belli oranda DNA hasarina
sahip spermatozoonun, oosit genetik materyalin-
de bulunan DNA onarim genlerinin aktivasyonuyla,
spermatozoon DNA hasarinin, giderilmesiyle agik-
lanmaktadir [12, 19, 21, 30, 37, 51].

Liyofilizasyon sonrasi boda spermatozoonlarinda,
kalsiyum salinimi uyarim yetenegi, hafif dl¢lide azal-
makta ve bu durum oosit aktivasyonunu olumsuz
etkilemekte, fertilizasyon basarisini dnemli olclide
disltrmektedir [20]. Keskintepe ve ark. [29], liyofilize
boga spermatozoonun, oosit aktivasyonunu uya-
ran selatlar (iyonomisin, 6-dimetil amino purine) ile
muamele ederek in vitro fertilizasyon calismalarin-
da kabul edilebilir blastosit oranlari elde etmislerdir.
Kriyoprezervasyon icin en hassas DNAya sahip tir
olan ko¢ spermatozoonu ile liyofilizasyon calismalari
sinirli sayidadir [35]. Liyofilizasyon sollisyonuna an-
tioksidan (rosmarinik asit) ilavesi DNA bttnltgind
artirmakta, ancak fertilizasyon orani ve embriyonik
evre gelisimi acisindan 6nemli bir katki saglama-
maktadir [43]. Yapilan baska bir arastirmada ise li-
yoflize kog spermatozoonun, oosit icerisine mikro-
enjeksiyon uygulamasi ile %32,8 blastosit orani elde

edilmistir [40]. Choi ve ark. [11], liyofilize aygir sper-
matozoonlarinin, spermatozoon sitozol ekstrati ¢i-
karilarak muamele edilmesinin, oosit aktivasyonuna
katki saglayarak, kaliteli embriyo Uretiminde ve yav-
ru alinmasinda destek saylayabilecegini, ¢alismala-
rindan aldiklari iki tay ile kanitlamislardir. Bu ¢alisma
laboratuvar hayvanlar disinda, ¢iftlik hayvanlarinda
yavru alinan tek calismadir. Evcil veya vahsi hayvan
tlrlerinden, bir¢ok hayvanin liyofilize spermatozo-
onlari elde edilmesine ragmen laboratuvar hayvan-
lari disinda yavru alinan calismalar sinirlidir. Bunun
sebebi olarak laboratuvar hayvanlarindan oosit elde
edilmesinin daha pratik olmasinin yani sira in vitro
fertilizasyon sirecinde oosit aktivasyonun da daha
pratik olmasi belirtilmektedir. Farkli hayvan tirlerin-
den elde edilen liyofilize spermatozoon numune-
lerinin, fertilizasyon &zelligini belirlemek amaciyla
fare oositleri ile in vitro fertilizasyon calismalarinin
yayginhgi, bu durumu ispatlar niteliktedir (Tablo 2).

Tablo 2. Farkli tirlere ait liyofilize spermatozoon calismalari
ve basari kriterleri.

Tiir Basari Kriteri Kaynak
insan ICSl ile in Vitro Fertilizasyon  [32]
Kog ICSl ile in Vitro Fertilizasyon [40, 43]
Manda DNA Butinligu [47]
Kedi ICSl ile in Vitro Fertilizasyon  [45]
Kopek :%Ef\iIzuitwu\r/]ilrr%ul;ertilizasyon [41]
Zurafa ICSl ile in Vitro Fertilizasyon  [26]
Jaguar ICSlile in Vitro Fertilizasyon ~ [26]
Sempanze ICSl ile In Vitro Fertilizasyon  [26]
Sansar ICSlile in Vitro Fertilizasyon  [26]
Domuz ICSl ile in Vitro Fertilizasyon ~ [33]
haaby‘\’/;antl‘;‘r’fr DNA Bltdinlig, [25, 34,

(Rat, Hamster, Tavsan) ICSl ile In Vitro Fertilizasyon  38]

ICSI; intra-sitoplazmik spermatozoon enjeksiyonu.

Sonug

Gen bankalarinda sivi azot ile dondurulmus sper-
malarin saklanmasi pratik bir uygulama olarak go-
rilebilir, ancak sivi azotun sirekli buharlasarak fire
vermesi, surekli sivi azot ikmali gerektirmektedir [4].
Zamaninda sivi azot ikmali yapilamamasi durumun-
da, mevcut genetik materyallerin kullanilamaz hale
gelmesi, kacinilmaz bir tehlikedir. Ayrica sizi azot te-
mini, gen bankasinin bulundugu boélgeye goére de-
giskenlik gosteren siresiz bir ekonomik yuktar. Bu
yuzden, gen bankalarinda bulunan genetik mater-
yallerin en az iki gen bankasinda, farkli yontemler ile
her olasiliga karsi yedeklenmesi FAO'nun Onerileri
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icerisindedir [10]. Bu amagla, son yillarda liyofilizas-
yon teknigi yeni bir metot olarak memeli spermato-
zoonlarinda kullaniimaktadir. Sivi azota bagimsiz ve
farkh sicakliklarda (+25°C, +4°C, -20°C, -80°C) daha
ekonomik saklama imkani saglayan bu metodun,
gelecekte 1slah calismalarinda ve genetik cesitliligi
korumak amaciyla gen bankalarinda kullaniimasi
bircok arastirmaci tarafindan éngoérilmektedir [27].
1949 yilinda Polge'nin sperma sulandiricisina tesa-
difen ilave ettigi gliserol ile baslayan spermatozoon
kriyoprezervasyonu, ginimizde herkes tarafindan
kullanilabilen, saha sartlarina uygun bir protokole
uyarlanmistir [44]. Liyofilizasyon calismalarindaki
basing ve liyofilizasyon surelerinin farklihigi, kriyop-
rezervasyon metodu gibi bilim insanlari tarafindan
kabul géren ortak bir liyofilizasyon protokoliniin ol-
madiginin gostergesidir. Bu durum hayvan tirlerine
0zgu, farkli ydontemler ve liyoprotektanlar adini ve-
rebilecegimiz, liyofilizasyonun spermatozoon Uze-
rindeki olumsuz etkilerini, elemine edebilecek mad-
deler ile liyofilizasyon protokollerinin optimizasyon
calismalarina ihtiya¢ oldugunu distndirmektedir.
Hizla gelisen teknoloji ve bilimsel calismalarin isigin-
da, liyofilize spermatozoon metodunun, gelecek yil-
larda hayvancilik endistrisinde ve gen bankalarinda,
rutin yardimci Greme tekniklerinden birisi olarak kul-
lanilmasini, mimkin kilabilecegi diistintimektedir.
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