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Balik Spermasinin Dondurulmasi

Ozet
Dr. ilker YAVAS Hayvancilik, insanligin gida maddeleri talebini karsilayan,
Mustafa Kemal Universitesi, Veteriner Fakiiltesi bu yiizden de yasamini dogrudan ilgilendiren ve vazgeceme-

boterme ve Suni Tohumlama Anabilim dali yecegi ekonomik bir faaliyettir. Bu nedenle, gelismislik dii-

zeyi ne olursa olsun, bitin insan topluluklarinda hayvansal
Uretim sektoru onemini korumustur. Hayvansal uretim faali-
yetleri icerisinde degerlendirilen balik yetistiriciligi son yil-
larda onemli derecede gelisme kaydetmektedir. Ancak ozel-
likle 1slah konusunda henuz istenilen diizeye ulasilamamistir.
Bu kapsamda ele alinmas1 gereken konulardan biriside diger
ciftlik hayvanlanimin yetistiriciliginde oldugu gibi, dondu-
rulmus spermanin kuluckahanelerde fertilizasyon amaciyla
kullamlmasidir. Bu derlemede, iilkemizde balik yetistiriciligi
alaninda yeni bir konu olan balik spermasinin dondurulmasi
konusu tzerinde durulmustur.
1. Giris

FAO verilerine gore dinya yillik su Urlinleri dretimi 140 392
858 ton olup, bu lretimin %64’U avcilik, %36’s1 yetistiricilik
yoluyla elde edilmektedir (1). Ulkemizde ise 2007 yili verile-
rine gore toplam 772 323 ton olan uretimin % 82’si avcilik, %
18’1 yetistiricilik yoluyla elde edilmistir (2). Su urunlerine olan
talebinin artmasi ve deniz ile ic sularda avcilik yoluyla yapilan
retimin azalmasi sonucu kiiltiir balikgiigimn onemi giderek
bir artis gostermektedir. Balik yetistiriciliginde ileri ve yiiksek
Uretim kapasitesi olan bircok iilkede balik iiretiminde yeni bi-
yoteknolojik yontemler ozellikle de sperma kriyoprezervasyo-
nu giderek yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

Sperma, yumurta ve embriyonun dondurularak saklanma-
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s1 ve kullanmilmasi bircok canli tuirtinde uygulanmaktadr.
Akuakiltiirde bu biyoteknolojinin kullammi 6zellikle son
yillarda giderek artmaktadir. Balik spermasinin dondu-
rulmasi ilk basarili calisma ise Holtz (1993) (3) tarafin-
dan yapilmistir. Arastirici dondurulmus ve ¢ozdurilmiis
sperma ile Ringa balig1 yumurtalarim déllemistir. Giinii-
miizde alabalik, sazan gibi tatli su baliklarinin yan sira
cok sayida deniz baligi tiiriiniin de spermasi basarili bir
sekilde dondurulabilmektedir (4).

Spermanin dondurulmus olarak kullamlmasinin balik
kulturiinde bircok avantaji bulunmaktadir. Enfeksiyonla-
rin yayilma riskini azaltilmasi, hibrid (melez) yavru elde
edilmesi ve istenen karakterlerde seleksiyon yaparak
bir ornekligin olusturulmas gibi avantajlara sahiptir (5).
Baliklarda dondurulmus sperma ile fertilizasyon islemi
ulkemizde heniiz genis bir sekilde kullamlmamaktadir.

2. Spermanin Alinmasi ve Degerlendirilmesi

Baliklarda spermanin sagilarak alinmasi diger sper-
ma elde etme yontemlerine gore daha iyi sonuc ver-
mektedir. Bu metotla, hem spermatozoanin aktive edil-
dikten sonraki motilite oramimin yiiksek olmasi, hem de
motilitenin korunmasi acisindan daha basarili sonuclar
elde edilmektedir (4).

Ureme sezonu basinda, sonuna gére daha uzun
siire spermatozoon aktivitesi korunmaktadir. intrates-
tikiiler maturasyon, idrar kontaminasyonu ve sperma-
tozoon yaslanmasi sperma kalitesini etkileyen onemli
faktorlerdendir. Testis ici gamet yaslanmasi bircok
balik tiriinde gozlenmekte ve ozellikle lireme sezonu-
nun sonunda sperma kalitesini olumsuz etkilemektedir.
Dondurulacak spermada intratestikuler yaslanma, ure
karismasi ve spermatazoalarin yaslanmasi hususlarina
dikkat edilmesi gerekmektedir (4).

Baliklarda genital kanal ile tiriner kanalin yakinligin-
dan dolay1 sperma, siklikla idrar ile kontamine olmakta-
dir. Kalkan baliginda yapilan bir calismada (ire kontami-
nasyonunun %15.3 oldugu gozlenmistir. Spermaya idrar
karismasi spermatozoanin motilitesini, mzim, dolleme
kapasitesini ve donma kabiliyetini olumsuz etkilemek-
tedir. Spermamin idrar veya mukusla karismasi ozmola-
ritenin ve pH’ sinin diismesine neden olmaktadir. Ure
kontaminasyonunu onlemek icin katater uygulamasi ya-
pilabilmektedir (6,7).

3. Spermanin Dondurularak Saklanmasi

Balik spermasinin dondurularak saklanmasinda bas-
lica iki teknik kullamlmaktadir. Bu tekniklerden birinci-
si, spermanin kuru buz iizerinde dondurulmasidr. ikinci
teknik ise degisik hacimlerdeki payetlere cekilen sper-
manin sivi azot buharinda dondurulmasidir. Bu teknik-
lerden gerek laboratuar ve gerekse isletme kosullarinda
en yaygin olarak kullamlani spermanin sivi azot buha-

rinda dondurulmasidir (8).

Sperm hiicrelerinin  dondurularak saklanmasin-
da standart bir islem haline gelen kriyoprzervasyon,
spermatozoanin yasayabilmesi icin gerekli olan ideal
kosullarin saglanmasim gerektirmektedir (8). Kriyop-
rezervasyonun ilk asamasi, dondurma iseminden once
kriyoprotektanlarin hiicre icerisine penetre olmalarim
saglamak amaciyla kriyoprotektan iceren sulandiricilar
ile sulandinlmasidir. Bu amacla sulandirici kompozis-
yonunun gelistirilmesinde iki yaklasim bulunmaktadir.
ilk yaklasim, baligin seminal plazma kompozisyonuna
benzer kompleks sulandinci formiilasyonlarinin kulla-
nilmasi, ikinci yaklasim ise basit sulandinici formdulas-
yonlarimin kullanilmasidir (9).

Bircok tatli su ve deniz balig1 spermasimin dondu-
rulmasinda Mounib sulandiricist (10,01 mg/ml KHCO,,
1,99 mg/ml glutatyon, 42,78 mg/ml sukroz, 10 mg/ml
BSA, %10 DMSO, pH 7.8, osmolarite 310) (10) basariyla
uygulanmaktadir. Pratik olarak 300 mM glukoz ve %10
yumurta sansi iceren sulandirici ozellikle gokkusagr
alabaligi spermasinin dondurulmasinda basarili olarak
kullanilmaktadir (11). Genellikle sulandirma orani 1:1 ve
1:20 arasinda degismektedir. Bir cok calismada ise su-
landirma orani 1:3 olarak uygulanmaktadir.

Sulandirma ve dondurma sonrasi spermatozoanin
maruz kaldig1 degisikliklerin incelendigi bir calismada
spermatozoanin ozellikle ozmotik basin¢ degisimlerine
ve donmaya karsi oldukca duyarli oldugu bildirilmekte-
dir (12). Dondurma ve ¢ozdurme sirasinda olusan hiic-
re hasar ozellikle plazma membrani, buz kristallerinin
olusumundan olumsuz etkilenmektedir. Bu etkiyi en
aza indirmek icin kriyoprotektanlar kullamlmaktadir.
Genellikle tire ozel kriyoprotektan iceren sulandirici
formiilasyonlar1 hazirlanmaktadir (13). Degisik kriyop-
roktektanlarin etkilerinin arastirildigi calismalarda, or-
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negin etilen glikol, propilen glikol, gliserol, DMSO, DMA
ve methanol arastinlms ve genellikle DMSO’nun ¢6zim
sonu motilite iizerinde en iyi sonucu verdigi goriilmiis-
tur (14, 4). Fabbrocini ve ark. (2000) (13) yine kryopro-
tektanlarin etkiligini arastirdiklan bir calismada, etilen
glikol, propylen glikol, gliserol, DMSO ve methanol gibi
kriyoprotektanlar arasinda en iyi motiliteyi %5 DMSO
(Me,SO)’'de gozlediklerini bildirmislerdir. Yine Akcay
ve ark. (2004) (14) kullandiklar1 sulandiricilarda %15’er
oranda DMSO, DMA ve gliserol ilave ettikleri calismala-
rinda en iyi motiliteyi %55 oraminda aynali sazan (Cypri-
nus carpio)’da tespit etmislerdir.

Kriyoprotektanlarin etkinliginin artinlmas1 icin,
dondurmadan sonra olusan hasarin plazma membran
tzerindeki etkisinin degerlendirilmesinde hipoosmotik
ve hiperosmotik solusyonlar kullamlmaktadir (15). Du-
stk konsantrasyondaki DMSO) motiliteyi olumsuz etkile-
se de, diger kriyoprotektanlara gore daha az toksik ve
daha uzun siireli motilite oranlari saglamaktadir. Ancak
motilite oraninda en az diisisiin gozlendigi kriyoprotek-
tanin ise etilen glikol oldugu belirtilmektedir (13).

Dondurulmus spermanin taze sperma ile benzer fer-
tilizasyon ve yakin motilite oramna sahip oldugu tespit
edilmistir (16). Dondurulmus spermada motilite suresi-
nin daha kisa oldugu, metabolizmasinin farklilastig1 ve
fertilizasyonda dollenen yumurtalarin kuluckadan cikis
oranlarinin diisiik oldugu belirlenmistir (10,17). Dondu-
rulmus spermada hem viabilite (canlilik) oram dusmek-
te hemde spermatozoalarin fonksiyonlar1 azalmaktadr.
Bunun nedenleri arasinda, soguk sokuna ugramalan,
osmotik strese maruz kalmalari ve hiicre ici kristalizas-
yonun meydana gelmesi gosterilmektedir (7,5,13).
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Dondurulmak Uzere kriyoprotektan iceren sulandi-
ricilar ile muamele edilen sperma, payetlere (0,25-0.5
ml), dondurma tiiplerine (1,5 ml) veya makro tiiplere
(5 ml) cekilebilmektedir. Kullamlan hacme gore don-
durma siiresi ve sicakligi degismektedir. Payetler sivi
nitrojen buharinda (-120 °C), nitrojen seviyesinin 6,5
cm uzerinde 15 dakikada dondurulmaktadir. Donduru-
lan sperma daha sonra sivi azota aktarilmaktadir. Balik
spermatozoalar1 kicik yapisindan dolay1 sulandirma
sonrasinda penetrasyon hizlica meydana geldiginden
ekilibrasyon (alisim) safhasina gerek bulunmamaktadir.
Nitekim cipura lzerinde yapilan bir calismada, DMSO
katilan sulandinc ile muamele edilen spermanin 2 daki-
kadan fazla ekilibrasyona birakildiginda, dolleme oranla-
rimin daha diisiik oldugu gézlenmistir (10,4 ).

Yapilan arastirmalarda, deniz baliklanimin spermala-
rinin dondurmaya kars1 daha dayanakli oldugu, bunun-
da nedeninin spermatozoon membranindaki kolestorol/
fosfolipit oraninin yilksek olmasi dusunulmektedir. Yine
soguga kars1 direncte deniz baliklarinin spermatozoon
membraninda bulunan fosfatil kolinin etkili olabilecegi
vurgulanmaktadir. Levrekler lzerinde yapilan bir calis-
mada, Ureme sezonu sonunda alinan spermanin soguga
kars1 direncinin dusik olmasi, hucre ici ATP miktarimn
dusuk olmast ile iliskilendirilmistir (4).

Cabrita ve arkadaslar (2005b) (15) ise, sperm don-
durmanmin DNA {zerine olan etkisini inceledikleri calis-
mada, 5 ml hacimdeki makro tiiplerde 1:6-1:20 oranin-
da sulandinlarak yapilmistir. Calismada cozdirmek icin
makro tipler 60 °C’de 30sn bekletilmistir. Cikan sonuc
ise; 1:6 oraninda sulandiralan spermanin DNA hasarinin
en az oldugu, yiksek oranda sulandirlanlarin ise daha
fazla oldugu seklindedir.

4, Spermanin Cozdiiriilmesi ve Fertilizasyonda
Kullanim

Spermay1 cozdirme islemi, dondurulmus payet veya
pellet’lerin 5-40 °C sicaklik araligindaki su banyosuna
farkli surelerde daldinlmasi suretiyle uygulanan bir islem-
dir. Kriyoprezervasyon isleminden sonra spermatozoala-
rin biylk cogunlugu hasarli membran ve mitokondriye
sahiptir (18). Bu nedenle ¢ozdiirilmiis spermanmn hemen
kullanilmasi dollenme oranim artirmaktadir.

Spermanin aktive edilmesinden 10 saniye sonra taze
sperma ile dondurulmus spermanin motilitelerinin birbi-
rine yakin oldugu ancak motilite siiresinin taze spermada
50 saniye iken dondurulmus spermada 40 saniye oldugu
belirtilmektedir. Yine taze ve dondurulmus spermanin
yogunluklarinin aym olmasina ragmen dolleme oranlari-
nin farkli oldugu, aym yogunluktaki taze spermanin daha
fazla yumurta dolleyebildigi belirtilmektedir (10).
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Yapilan bir calismada, spermatozoa yogunlugu orta-
lama 50x10° spz / ml olan levrek spermasinin yaklasik
olarak 100.000 adet yumurtay1 dolleyebildigi, aym sa-
yidaki yumurtalar1 dolleyebilmek icin 400 pl taze sper-
madan elde edilmis 1,2 ml dondurulmus sperma kulla-
mlmas gerektigi belirtilmektedir. (10).

Cabrita ve arkadaslar (2005a) (7) cipuralar lizerine
yaptig1 calismada natif sperma (%77) ve dondurulmus
sperma (%75) arasinda fertilite farki olmadigim ortaya
koymustur. Bozkurt ve ark. (2005) (19), gokkusagi alaba-
lik (Oncorhynchus mykiss)’larinda payet ve pellet yon-
temlerinin fertilizasyon Uzerine etkilerini inceledikleri
calismalarinda, fertilizasyon oranlari payet yonteminde
%52.3, pellet yonteminde ise %48.4 olarak belirlemis-
tir. Tekin ve ark. (2007) (20), sulandirici-kriyoprotektan
interaksiyonunun ¢o6zum sonu fertilizasyon uzerine et-
kilerini inceledikleri calismalarinda, en yuksek fertili-
zasyon oramin glukoz kokenli sulandiriciya %15 DMSO
ve %1 oraninda gliserol ilave edilen grupta %49.3 olarak
belirlemislerdir.

Dondurulup ¢ozdiriilmis spermatozoa progresif mo-
tilitesini yani ileri dogru kuvvetli hareketini 4-6 dk siir-
direbilmektedir (13,5). Ancak dollenme oram, progresif
motil spermatozoasayisi ile degil, motile 6zellik gosteren
spermatozoa sayisiyla orantiidir (4).

5. Sonug

Kiiltir balikgiig1 Tirkiye ve Diinya’da yiikselen bir
deger halini almistir. Ozellikle gelismekte olan iilkelerin
en onemli gecim kaynaklarindan olan Akuakuiltur sektori
hizla gelismekte ve bilyiimektedir. Bu bliylime ve uretim
artisimn devami icin bir cok bilimsel calisma yapilrms ol-
masina karsin, sperm kriyoprezervasyonu biyoteknoloji-
sinin Tiirkiye’de oldukca yeni bir konu oldugu bilinen bir
gercektir. Bu konuda yapilacak calismalarin artinlmasiy-
la lilke ekonomisine katki saglanabilecegi gibi akuakilltiir
sektoriinde de nemli gelismeler saglanabilevektir.
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