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gerekse degerli damizliklarin genlerinin gelecek generas-
yonlarda degerlendirilebilmesi amaciyla son yillarda ol-
dukca onemli konu haline gelmistir.

Glinumuzde pek ¢ok balik tiriiniin spermasi basarili bir
sekilde dondurulabilirken, yumurta ve embriyonun dondu-
rulmasi ise heniz gelisme asamasindadir. Balik yumurtala-
rinin dondurulmasindaki problem, biiyiik ve yogun yumur-
ta sarisi icerigi ile farkli ozmotik gecirgenlige sahip farkl
tabakalardan olusmasindan kaynaklanmaktadir. Yine balik
embriyolarimin disiik ozmotik gecirgenlige sahip olmasi
ve 0°C’nin altindaki sicaklik degerlerine cok az tolerans
gostermesi bu biyoteknolojinin basarili olmasi icin asilmasi
gereken onemli noktalar arasinda yer almaktadir.

Bu konuda yapilacak ¢alismalarin artirilmasi ile yurtdisin-
da akuakiiltiir alaninda balik spermasinda oldugu gibi dondu-
rulmus balik yumurta ve embriyo’nun kullanmlir hale gelmesi
ilkemiz icin oldukca 6nemli kazamimlar saglayacaktir.

1.Giris

Su Uriinleri yetistiriciligi, hayvansal protein ihtiyacinin
karsilanabilmesi icin giinimizde oldukca biiyiik boyutlara
ulasmistir. Diger taraftan su iiriinleri yetistiriciligi gelisimi-
ne paralel olarak bir takim sorunlan da beraberinde getir-
mektedir. Su urinleri yetistiriciliginde karsilasilan nemli
sorunlarin basinda; gerek duzenli bir seleksiyon programi-
nin uygulanmamasi gerekse isletme sahipleri tarafindan
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kar amaciyla diger isletmelerden bol miktarda dollen-
mis yumurta ve yavru balik temin edilmesi nedeniyle
isletme icerisinde genetik yapinin uzun siire muhafaza
edilememesi gelmektedir.

isletmelerdeki s6z konusu genetik varyasyondaki
azalma; dusik yasama ve buyime orani, yem donusum
etkinliginde azalma, hastaliklara yakalanma riskinde ar-
tis ve yavru baliklarda olum oranimin artmasi seklinde
kendini gostermektedir. Dogal olarak bunlarin sonucun-
da mevcut balik populasyonu icerisinde arzu edilmeyen
genetik varyasyonlar meydana gelmekte ve baliklarda
bireysel olarak olmasi gereken onemli ozellikler kaybe-
dilmektedir (1).

Baliklarin genetik potansiyeli, tiirler aras1 hibridizas-
yon ve gamet maniplasyonlari yoluyla 1slah edilebilmek-
tedir. Bu uygulamalarin basinda gamet ve embriyolarin
muhafaza edilerek korunmasi gelmektedir. Bu nedenle
arzu edilen gen havuzlarinin olusturulmasinm saglamak
amaciyla gamet ve embriyolarin muhafaza edilmesi gi-
derek blyik ilgi gormekte olup bu amagla baslica iki
ana metot kullanilmaktadir.

Bunlardan birincisi, baliklarin havuzlarda muhafaza
edilmesi suretiyle canli gen bankalarinin olusturulma-
sidir. Ancak canli gen bankalarinin gametlerin muhafa-
zasinda kullanilmasi iki onemli sorunuda beraberinde
getirmektedir. Bunlardan birincisi populasyonun sahip
oldugu genetik yapinin meydana gelebilecek kayiplar
nedeniyle uzun sureli muhafazanin garanti edilememesi
ve ikinci olarak canli gen bankalarinda bu metodun ol-
dukca masrafli olmasidir (1).

Gamet ve embriyolarin muhafaza edilmesinde yay-
gin olarak kullanilan diger bir metot ise; dondurarak
muhafaza yani kriyoprezervasyon yontemidir. Balik
yetistiriciliginde ileri ve yiiksek Uretim kapasitesi olan
bircok ulkede balik Uretiminde yeni biyoteknolojik yon-
temler ozelliklede kriyoprezervasyon yontemi giderek
yaygin bir sekilde kullamlmaktadir. Sperm, yumurta ve
embriyonun dondurularak muhafaza edilmesi ve ihtiyac
duyuldugunda tekrar kullanilabilmesine olanak saglayan
kriyoprezervasyon teknolojisi bircok canli tiiriinde uygu-
lanmaktadir (2).

Doku ve hiicrelerin kriyoprezervasyonu (siiper soguk
sicaklik derecelerinde dondurma islemi) 1700°lu yillar-
dan itibaren bilim adamlarn tarafindan uygulanmakta
olan bir tekniktir. Hiicrelerin uzun siire canliigint muha-
faza etmesine olanak saglayan bu teknik 1900’lii yillarin
ortalarindan itibaren soliisyonlara kriyoprotektant mad-
delerin ilave edilmesinin yararli etkilerinin gorulme-
si Uzerine Kriyobiyoloji bilimi hizli bir sekilde gelisme
kaydetmistir. Bugline kadar 200’den fazla balik tirinin
spermasina kriyoprezervasyon islemi basarili bir sekilde
uygulanmasina ragmen bu teknigin isletme kosullarinda
pratikte uygulamsi oldukca enderdir (1). Balik yumurta
ve embriyolarinin dondurularak muhafaza edilmesi ise
son yillarda arastinlmaya baslanmistir.
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Balik yumurtasinin blyik bir hacme sahip olmasi,
farkli ozmotik gecirgenlige sahip membran tabakalar
icermesi nedeniyle bu konuda yapilan calismalar oo-
sitler izerinde yogunlasmaktadir. Diger taraftan balik
oositlerinde membran gecirgenliginin kriyopezervasyon
icin yeterli olmadig1, czellikle pelajik deniz balig1 yu-
murtalarindaki asin su iceriginin 6nemli bir sorun teskil
ettigi bildirilmektedir. Ayrica oositin membran yapisi
duyarli oldugu icin dondurma ve c¢oziindiirme islemle-
rine kars1 oldukca hassastir. Nitekim benzer sekilde,
memeli oositleri Uzerinde oositlerin dondurulmasi ve
¢ozundurulmesi sonrasinda yapilan IVF calismalarinda
disuk oranlarda fertilizasyon sonuclan elde edilmistir
(3). Yapilan calismalar oosit membran gecirgenliginin
basanli bir kriyoprezervasyon islemi icin mutlaka gelis-
tirilmesi gerektigini ortaya koymustur.

Balik yumurtalarinin dondurularak muhafaza edile-
bilmesi lizerine yapilan calismalarda dondurma basarisi-
nin ¢ok dusiik olmasi, arastiricilar embriyo ve embriyo-
nun ileri safhalarin1 arastirmaya yonlendirmistir.
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2. Balik Embriyolarinin Dondurulmasi

Balik embriyolarinin dondurulmasi cok kompleks bir
islem olup; hiicre ici ve disi sivi degisimini ve sicakli-
g1n embriyo lzerine olan etkisini icermektedir. Embriyo
dondurma islemi bircok farkli parametrelere dayanmak-
ta olup bu parametrelerin bir butiin olarak algilanmasi
ve cok dikkatli bir sekilde calisilmasi gerekmektedir (4).
Ozellikle Gliseroliin sperm hiicrelerinin dondurulmasin-
da basariyla kullanilmasi, embriyolarinda dondurularak
saklanmasi icin gerekli arastirmalarin yapilmasinin bas-
langicim olusturmustur. ilk basarili embriyo dondurma
islemi fare embriyolarinda gerceklestirilmistir.

Embriyo dondurma ve ¢ozme islemi; embriyolarin
kriyoprotektanlarla dengelendikten sonra sogutulma-
s1 ve -196°C’de sivi nitrojen icerisinde depolanmas: ile
embriyolarin ¢ozduriildikten sonra kriyoprotektan or-
tamindan uzaklastinlarak gelisimlerinin saglanabilmesi
icin 6zel kiltur ortamlarina aktarilmasi islemlerini kap-
samaktadir (5).

Dondurma ve cozdiirme islemleri sirasinda sicaklik
degisimi onemli bir faktor olup, kademeli dondurma
sirasinda kriyoprotektan etkinligine bagli olarak hiicre
dehidrasyonunun olusmasi onemli bir noktadir (6). Balik
embryolan, iki secici gecirgen kompartmandan olusan
kompleks bir yapiya sahiptir. Bu kompartmanlardan bi-

risi yumurta sansi, digeri de blastodermdir. [Hagedorn
ve ark, (1997)] (7) yumurta sarisin1 saran zarin kriyop-
rotektanlarin yumurta sarisina ulasmasina engel olan
ana bariyer oldugunu belirtmislerdir. Bazi arastiricilarin
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bildirdigi gibi embriyo kriyoprezervasyonu icin anahtar
nokta embriyo gecirgenligidir. (8, 9).

2.1. Embriyo Dondurulmasinda Uygulanan
Yontemler

Kriyoprezervasyon isleminde kullanilan yontemler;
geleneksel yavas dondurma, kademeli dondurma ve vit-
rifikasyon olarak ii¢ grupta toplanmaktadir. Baslangicta
embriyolarin dondurulmasinda yavas dondurma metodu
kullanilmistir. Bu yontemde kullanilan cihaz ve gerecler
sperma dondurma yontemi ile benzerlik gostermekte
olup genelde dondurma islemi payetlerde gerceklesti-
rilmektedir. Kademeli dondurma yonteminde, embri-
yolarin dondurulmasi icin dondurma prosedirinin tim
asamalarinin monitorden kontrol edilebildigi bilgisayar
destekli pahali ve komplike cihazlara gereksinim vardir.
Vitrifikasyon yonteminde ise, buz kristallerinin hic se-
killenmedigi vitroz bir ortam olusturularak hiicrelerin,
dokularin ve organlann direkt olarak siv1 azot icerisinde
dondurulmalan saglanmaktadir. Bu yontemde buz kris-
tallerinin sekillenmedigi bildirilmektedir (10).

Balik embriyolarindaki yumurta saris1 hacminin fazla
olusu ve diisik membran gecirgenligi, hiicre icinden su
atibminm ve kriyoprotektanlarin penetrasyonunu azalt-
maktadir. Bu nedenlerden dolayr dondurma sirasinda
olusan buz kristalleri embriyoya zarar vermektedir. Bu
durum arastiricilan yeni yaklasimlara sevk etmistir. Bu
yaklasimlari; embriyolarin membran yapilarinin gecir-
genligin arttirnlmas1 ve yumurta sansi kitlesinin mik-
ro maniplasyon ile ortamdan uzaklastirilmasi seklinde
ozetlemek mumkundiir.

Yapilan bazi ¢alismalar 1s18inda, balik embriyosunun
yavas dondurmaya uygun olmadigi anlasilmistir. Bu yiizden
vitrifikasyon yonteminin arastirilmasi gerektigi disiincesi
onem kazanmis durumdadir. Bu yontem memelilerde ba-
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sar1 ile kullanilmakta olup dondurma proseduriinde kulla-
mlan soliisyonlar genellikle fazla oranda molekiil agirligi
yuksek olan kriyoprotektanlar icermektedir.

2.2. Embriyo Dondurma Prosediiriinde
Kriyoprotektan ve Antifriz Protein Kullanimi

Uygulanmakta olan tim dondurma yontemlerindeki
temel prensip, dondurma ve cozdiirme sirasinda olu-
sabilecek hiicre ici buz kristallerinin olusumunu engel-

hem hiicre hacmindeki degisiklikler azaltilmakta hem
de embriyo hiicreleri icerisindeki buz kristallerinin olu-
sumu minimum diizeye indirilerek dondurma islemi si-
rasinda huicreleri zarar gormesi en aza indirilmektedir.

Kriyoprotektan maddelerin spesifik miktarlarda ol-
masi, dondurma isleminin basaris1 icin kritik oneme
sahiptir. Esit olmayan ve tamamlanmayan penetrasyon
embriyo icin oldiirlicu etkiye neden olabilmektedir. Bazi

leyerek, hicrelerin buz kristallerinden gorebilecekleri
zarari onlemektir. Bunu saglamak amaciyla hiicre ici
svisinin, hiicre membranindan gecebilen ve hiicrelere
olabildigince zararsiz olan kriyoprotektan maddeler ile
yer degistirilmesi hedeflenmektedir. Dondurma ve ¢oz-
durme islemlerinde hicrelerin zarar gormesini onlemek
amaciyla, dondurma cozdirme solusyonlar icerisine
Kriyoprotektan adi verilen cesitli kimyasal maddeler
ilave edilmektedir.

Kriyoprotektanlar, dondurma ve cozdiirme islemle-
ri sirasinda hiicrelerde olusabilecek zararlari onlemek
amaciyla kullanilan kimyasal maddeler olarak tanimlan-
maktadir (11). Kriyoprotektanlar genel olarak koruyucu
etkilerini ortamdaki donmamis fraksiyonu artirarak ve
ortamdaki iyon miktarini azaltarak gostermektedir. Kri-
yoprotektan maddeler, hiicre membranindan niifuz ede-
bilme ozelliklerine gore internal ve eksternal olarak iki
grupta incelenmektedir.

Donmanin gerceklesmesinden once, ozmotik basing
farkindan dolay1 embriyo hicreleri icerisindeki sivi, kri-
yoprotektan maddeler ile yer degistirmektedir. Boylece
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arastiricilar, balik embriyosunun farkli katmanlarinm geg-
mek i¢in mikroenjeksiyon tekniginin en etkin yol oldugunu
belirtmektedirler (12). Bu teknik, gen maniplasyonlarinda
ve gen transferi yoluyla transgenik canli tiretimi amaciyla
yogun bir sekilde kullamlmaktadir. Ayrica embriyo dondu-
rulmasinda membranlar arasi gecirgenligi arttirmak icin
ultrason tekniginin kullanilabilecegi de bildirilmektedir
(4). Yapilan calismalarda ultrasonun disuk frekansla mu-
amelesinde embriyonun absorbsiyonunun arttigi belirtil-
mektedir. Bununla birlikte ultrason calismalarinin da, ge-
cirgenlik oramini ve kriyoprotektanlann lokalizasyonunun
nasil saglanacaginin calisilmasi ve gelistirilmesi gerektigi
belirtilmelidir. Elektroprosyon ise, lipit katmalarindaki
tek katli gecirgenligi tersine cevirelebilen elektriksel bir
teknik olarak tanimlanmaktadir. Elektroprosyon ayni za-
manda elektro-osmozis yolu ile membranlar arast mole-
kiiler gecisi de degistirmektedir (13).

Bunlara ilave olarak, Arktik baliklardan ekstrakte
edilen antifriz proteinler, toksik olmamalan ve soguga
kars1 dayanimi artirmada yararli etkileri nedeniyle yu-
murta ve embriyolara mikroenjeksiyon yoluyla dondur-
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ma basarisinm artirilmas1 amaciyla kullanmilmaktadir. An-
tiriz molekilleri, peptid ve glikopeptid yapisinda olup
buz parcaciklarina baglanarak hiicrelerin diisiik sicaklik-
lara dayanimlarini artirdigi ve hiicreye zarar vermeleri-
ni engelledigi bildirilmektedir (14).

2.3. Dondurulan Embriyolarin Cozdiiriilmesi

Cozdurme islemi, embriyolar tasiyan payetlerin sivi
azottan cikanldiktan sonra belirli sicaklik derelerindeki
su banyosu icerisine belirli bir sire daldirilmasi sure-
tiyle gerceklestirilmektedir. Kriyoprotektanlarin zararli
etkilerini ve hiicre i¢i ortamda bulunabilecek kiicuk buz
kristallerinin membran yapisina olan zararli etkilerini
onlemek amaciyla ¢ozdiirme asamasinda olduk¢a hizli
hareket edilmesi gerekmektedir (15).

Kriyoprotektanlarin ortamdan uzaklastirilmasi ama-
ciyla sukroz, trehaloz veya galaktoz gibi hiicre icerisine
niifuz edemeyen sekerler kullamlmaktadir. Clinki bu
maddelerin ortamda bulunmasi sonucu kriyoprotektan
madde yogunluk farkindan dolayr disar1 ¢ikmaktadir
(16).

3. Embriyo Dondurma isleminde Dikkat

Edilmesi Gereken Noktalar

Embriyo dondurma prosediriinde en kritik sicaklik
+15 ile -5 °C arsindaki sicakliklardir. Dondurma sirasin-
da bu sicaklik araligina dikkat edilmelidir. Aksi taktirde
buz kristalleri olusmakta ve bu kristaller hiicrelere za-
rar verebilmektedir. Dondurma prosediriinde kullanilan
kriyoprotektan maddelerin hacimlerini dusurerek kris-
tallesmenin onune gecilebilmektedir.

Dikkat edilmesi gereken bir baska nokta ise kriyop-
rotektanlarin toksik etkisidir. Kriyoprotektanlarin toksik
etkisi, kullanilacak konsantrasyonun sinirlarin1 belirle-
mekte ve dondurmaya kars1 koruyucu 6zelligini sinirla-
maktadir. Toksik diizey, embriyonun gelisim asamasina
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ve tiire gore degisim gosterebilmektedir. Hangi kriyop-
rotektanin hangi konstarasyonda kullanilacagi, difiizyon
katsayisi, toksik seviyesi, muamele slresi, donmaya
kars1 duyarlilik, uygun vitrifikasyon solusyonlarinin for-
mule edilmesi, dondurma ve cozdirme sicakliklarinin
tiirlere gore degismesi embriyo dondurma basarisini dii-
suk tutmaktadir (17).

Kriyo zarari ve kriyoprotektan maddelerin toksisite-
sini azaltmanin bir baska yolu da dondurma hizinin ar-
tinlmasidir. Yapilan bu calismalarda kriyoprezervasyon
isleminde sulandinci ve kriyoprotektan etkilesiminin
onemli oldugu, fertilizasyon oranlarinin artirilabilmesi
ve basarili bir dondurma protokoli icin farkli yonlerden
arastirmalarin tekrarlanmasi gerekmektedir (18).

4. Sonug

Balik embriyolarinin dondurulmasi akuakultir ala-
ninda gen bankalarinin olusturulmasi acisindan biyuk
fayda saglamaktadir. Balik embriyolarinin dondurulma-
s1, mumkun olan en kiiciik alanda babadan (paternal) ve
anadan (maternal) olan genetik materyalin tasinmasi ve
saklanmasi gibi onemli bir avantaja sahip olmasi yanin-
da ayn1 zamanda transgenik ve melez tiirler Uretilmesi-
ne de olanak saglamaktadir.

Balik iiretim ciftliklerinde dogal sartlarda yilda bir-
kez yavru alinirken, embriyo dondurulmasinda basariya
ulasilmasi halinde yil boyunca yavru alinmasi ile ureti-
min artinlabilecegi bilinmektedir. Basarili bir embriyo
dondurma prosediri aym zamanda kuluckahanelerde
kullanilacak damizlik balik sayisin1 azaltarak isletme
giderlerini duslrecektir. Sonucta hastaliklara direnc ve
reprodiiktif acidan ustiin bireylerin yetistirilmesi sag-
lanmis olacaktir. Bu konuda yapilacak calismalarin ar-
tirilmasiyla lilke ekonomisine katki saglanabilecegi gibi
akuakiiltiir sektoriindede onemli gelismeler saglanabi-
lecektir.
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