ITVA INTTIGVNV ITOTOATd  NVNVNI ‘T'd

IZAL VIOLIO0d

~

ST0C VIDNN

T.C.
MUGLA SITKI KOCMAN UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTIiTUSU

BiYOLOJi ANABILIiM DALI

DOGAL ANTIOKSIDANLARIN CINSIYETI
DEGISTIRILMIS DiST GOKKUSAGI
ALABALIKLARINDA (Oncorhynchus mykiss)
SPERMATOLOJIK PARAMETRELER UZERINE
ETKILERI

DOKTORA TEZI

BURAK EVREN INANAN

EYLUL 2015
MUGLA



T.C.
MUGLA SITKI KOCMAN UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTIiTUSU

BiYOLOJi ANABILIiM DALI

DOGAL ANTIOKSIDANLARIN CINSIYETI
DEGISTIRILMIS DiST GOKKUSAGI
ALABALIKLARINDA (Oncorhynchus mykiss)
SPERMATOLOJIK PARAMETRELER UZERINE
ETKILERI

DOKTORA TEZI

BURAK EVREN INANAN

EYLUL 2015
MUGLA



MUGLA SITKI KOCMAN UNiVERSITESI

Fen Bilimleri Enstitiisii
TEZ ONAYI

BURAK EVREN INANAN tarafindan hazirlanan DOGAL
ANTIOKSIDANLARIN CINSIYETi DEGISTIRILMIS DiSI GOKKUSAGI
ALABALIKLARINDA (Oncorhynchus mykiss) SPERMATOLOJIK
PARAMETRELER UZERINE ETKILERI baslikli tezinin, 15/09/2015 tarihinde
asagidaki jiiri tarafindan Biyoloji Anabilim Dali’nda doktora derecesi igin gerekli
sartlar1 sagladig1 oybirligi ile kabul edilmistir.

TEZ SINAV JURISI

Prof. Dr. Murat BARLAS (Juri Baskani)

Biyoloji Anabilim Dali, Mugla Sitki Kogman Universitesi, Mugla
Prof. Dr. Fevzi YILMAZ (Danisman) |
Biyoloji Anabilim Dali, Mugla Sitki Kogman Universitesi, Mugla

Prof. Dr. Kenan GULLU (Uye) ifyza:

Su Uriinleri Mﬁhendis}ifgi Ana Bilim Dals, .
Mugla Sitk1 Kogman Universitesi, Mugla

Prof. Dr. ibrahim ORUN (Uye)
Biyoloji Ana Bilim Dali, Aksaray Universitesi, Aksaray
Dog. Dr. Cemil Kaya GOKCEK (Uye)

Su Uriinleri Yetistiriciligi Ana Bilim Dal,
Iskenderun Teknik Universitesi, Hatay

7

ANA BIiLiM DALI BASKANLIGI ONAYI

Prof. Dr. Hasan Sungur CIVELEK

Biyoloji Ana Bilim Dali Baskant,
Mugla Sitki1 Kogman Universitesi, Mugla

Prof. Dr. Fevzi YILMAZ

Damigsman, Biyoloji Anabilim Dals,
Mugla Sitk1 Kogman Universitesi, Mugla
Dog. Dr. Fatih OGRETMEN

Ikinci damgman, Biyoloji Anabilim Dali,
Mugla Sitki Kogman Universitesi, Mugla

Savunma Tarihi: 15/09/2015



OZET

DOGAL ANTiO}(SiDANLARIN CINSIYETI DEGISTIRILMIS DiSi
GOKKUSAGI ALABALIKLARINDA (Oncorhynchus mykiss)
SPERMATOLOJIK PARAMETRELER UZERINE ETKILERI

Burak Evren INANAN

Doktora Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Fevzi YILMAZ
Ikinci (Ortak) Danisman: Dog. Dr. Fatih OGRETMEN
Eyliil 2015, 172 sayfa

Tiim diinya iilkelerinde ve iilkemizde en ¢ok kiiltiirii yapilan ve avlanan tiirlerden biri
olan gokkusag alabaligi (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792), 6nemli bir besin
ve ekonomik kaynak teskil etmektedir. Gokkusag1 alabalig iiretiminde popiilasyonun
disi bireylerden olugmasi Ozellikle disiler daha hizli gelistiginden son derece
onemlidir ve bu konu balik iireme biyolojisi arastirmalarinda genis yer tutmaktadir.
Disi bireyler, erkeklerden bir yil sonra cinsel olgunluga gelirler ve cinsel
olgunlagsmadan Once satiy boyuna ulagirlar. Erkekler bu siirecte gonad olusturmak
icin enerji harcarken disiler ayni enerjiyi biiylimede kullanirlar. Bu sebeple tamami
disi olan bireylerden olusmus popiilasyonlarin {iretimi ticari gokkusagi alabaligi
kiiltiriinde o6nemli ekonomik faydalar saglamaktadir. Cinsiyeti degistirilmis
(Erkeklestirilmis) disi (Fonksiyonel Erkek) gokkusagi alabaliklarinin ana¢ olarak
kullanilmasi, tiimii disi olan popiilasyonlarin elde edilmesine imkan saglamaktadir.
Bu bireyler, en yaygin olarak yumurtadan ¢iktiktan sonra yeme ilave edilen hormon
uygulamasi ile elde edilirler. Bunlar erkek fenotipine sahiplerdir ancak disi
genotiplerini (XX) korurlar, boylece bunlarn islevsel testislerinde iiretilen tim
spermatozoa X kromozomu tasir ve dolayisiyla dollenmeleri sonucu elde edilen
yavrular tamami disi bir popiilasyon olusturur. Cinsiyeti degistirilmis (CD) disi
gokkusagr alabaliklar, normal erkekler ile benzer dis morfolojiye sahiptir, ancak
sperm kanallar1 yoktur, bu durum dolayisiyla bu bireylerden sagim yoluyla balik
spermi alinamamasi, gonadin diseksiyon ile alinarak spermin elde edilebilmesi
manasina da gelmektedir. Ancak testikiiler sperm genellikle, dolleme yetenegi
acisindan kisith motilite 6zelliklerine sahiptir. Bu motilite 6zelikleri, spermin bir suni
seminal plazma ile sulandirilarak bir olgunlastirma siireci sonucunda daha iyi hale
getirilmesi, kisa ve uzun siire muhafaza edilebilmeleri son derece Onemli bir
konudur.

Bu tez ¢alismasi, testikiiler semende seminal plazma parametrelerini tanimlayip CD
disi bireylerden elde edilen sperm hiicrelerinin motilite karakteristiklerini
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belirleyerek 25, 50 ve 100 mg/L derisimlerindeki dogal antioksidanlar (kuersetin,
kurkumin, rosmarinik asit, rutin, resveratrol ve salisilik asit) ilave edilmis suni
seminal plazma kullanmilarak gerceklestirilen uzun ve kisa siireli muhafazalara ait
motilite verilerini sunmaktadir. Ayrica, muhafaza c¢alismalarinin  motilite
karakteristiklerine etkileri, akuakiiltiir pratigindeki en Onemli parametrelerinden
yumurtay1 dolleme ve yumurtadan ¢ikis oranlar ile desteklenmektedir.

Tez calismasi, 2012-2013 (Aralik, Ocak ve Subat), 2013-2014 (Aralik, Ocak ve
Subat) ve 2014-2015 (Aralik, Ocak ve Subat) iireme sezonlari boyunca, Fethiye-
Mugla’da bulunan ticari bir alabalik iiretim isletmesinde gerceklestirilmistir. 11k iki
tireme sezonunda, seminal plazma biyokimyasal analizleri ve kisa siireli muhafaza
calismalan gerceklestirilmis iken 3. ireme sezonunda sperm hiicreleri DNA hasarlar
ve uzun siireli muhafaza calismalar1 tamamlanmustir. Ilk iki sezonda, toplamda 102
normal (N) erkek bireyin ve 88 CD disi bireyin semen ozellikleri incelenmistir. i1k
sezonda 2-3 yasinda CD bireyler, ikinci sezonda 3-4 yasindaki CD bireyler, her iki
sezonda da 2-3 yasindaki N erkek bireyler degerlendirilmistir.

Tez ¢alismasi sonuglarina gore, CD disi bireylerden elde edilen testikiiler semen, N
erkek semenine kiyasla daha yogun sperm hiicresine, seminal plazmasi daha diisiik
pH seviyesine, daha yiiksek ozmolarite ve protein degerlerine, toplam antioksidan
kapasitesine sahip olmasi ile nitelendirilebilmektedir. CD disi testikiiler seminal
plazmasi, daha yiiksek Na*, K* ve CI" derisimlerine sahip iken, Ca** derisimleri
acisindan N erkek seminal plazmasi ile farklilik gostermemektedir (P<0,05). 2-3
yasindaki CD disi bireylerin Mg derisimleri, N erkeklerden daha yiiksek iken 3-4
yasindakilerde istatistiksel olarak farkli degildir. Ayrica, CD disi testikiiler seminal
plazmasi daha yiiksek ortalama lipit peroksidasyonu ve katalaz aktivite degerlerine
sahiptir.

Tez calismasinda, hem kisa hem de uzun siireli muhafazada antioksidan maddelerin
kullanilmasinin, sperm motilite karakteristikleri ve yumurtalar1 dolleme oranlar
tizerine pozitif etkilerini saptamistir. Kisa siireli muhafazada kuersetin ve kurkumin,
uzun siireli muhafazada rosmarinik asit ve salisilik asit motilite karakteristiklerinin
korunmasinda daha etkili bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Cinsiyeti Degistirilmis Gokkusagi Alabaligi (Oncorhynchus
mykiss), Sperm Motilite Karakteristikleri, Kisa ve Uzun Siireli
Muhafaza, Dogal Antioksidanlar, DNA Hasar1
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THE EFFECT OF NATURAL ANTIOXIDANTS ON SPERMATOGICAL
PARAMETERS OF SEX-REVERSED FEMALE RAINBOW TROUT
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Doctor of Philosophy (Ph.D.)
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Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792) is one of the most common
wild-caught and cultured fish species as providing nutritional and economic sources
both worldwide and Turkey. Production of mono-sex female population of rainbow
trout is very important, and takes an important place on fish reproductive biology
studies. Females reach their marketable size before maturation, becoming sexually
mature 1 year later than males. For the very reason, the reproduction all female
populations in the aquaculture of rainbow trout has important economic benefits
compared to all male and mix populations. The production of sex reversed
(masculinized) females (functional males) and then using of them as breeders allow
spawning all female populations. These breeders commonly are obtained with adding
hormones to their diets during their larval stages. When they grow up, they become
phenotypically males but genotypically females (XX), and in this way spermatozoa
produced in their functional testis carry X chromosome. Therefore, all fry which
develop from zygote fertilized by these spermatozoa would be female. Sex reversed
(SR) females are looked like males morphologically but lack of sperm ducts. Thus,
abdominal stripping is useless and the breeders should be sacrificed to obtain sperm
samples. Testicular spermatozoa have limited motility characteristics for fertilization.
To improve the motility of testicular spermatozoa, the samples should be diluted with
artificial seminal plasma and incubated for maturation, thus samples could be used
for short and long term preservations.

In this study, the parameters of testicular seminal plasma have been determined, the
motility characteristics of their spermatozoa are evaluated, the data of short and long
term preservations using medium with 25, 50 ve 100 mg/L of natural antioxidants
(quercetin, curcumin, rosmarinic asid, rutin, resveratrol, and salicylic acid) are
presented. Besides the effects of the preservation techniques on motility
characteristics, fertilization and hatching rates as the most important parameters are
represented.
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The study carried out during 2012-2013 (December, January and February), 2013-
2014 (December, January and February), and 2014-2015 (December, January and
February) spawning seasons at the commercial fish farm in Mugla-Turkey. The
biochemical analysis of seminal plasma and the application of short term
preservation are conducted during the first two spawning seasons, while long term
preservation and DNA damages are determined during the third spawning season.
The sum of 102 normal (N) males and 88 SR females are examined during the first
two spawning seasons. 2-3 year old SR females in the first spawning season, 3-4 year
old SR females in the first spawning season, and 2-3 year old N males in both
spawning seasons are evaluated.

According to the results of the study, testicular seminal plasma of SR females has
higher spermatozoa concentration than N males’, and also testicular seminal plasma
has been characterized lower pH level, higher osmolality, protein and total
antioxidant capacity compared to the seminal plasma of N males. Testicular seminal
plasma of SR females has higher concentrations of Na*, K" and CI” while there was
no significant differences between the seminal plasma of SR females and N males in
terms of Ca®* concentration (P<0.05).The seminal plasma of 2-3 year old females
has higher Mg2+ concentrations than seminal plasma of N males’, Mg2+
concentrations of 3-4 year old females are not different from N males’. the seminal
plasma of SR females has more lipit peroxidation and catalase activity than N
males’.

The thesis study reveals that the antioxidants has positive effects on sperm moility
characteristics and fertilization rates during both short and long term preservations.
Quercetin and curcumin for short term preservation, rosmarinic asid and salicylic
acid for long term preservation have found as more effective than the other
antioxidants used in the study.

Keywords: Sex-Reversed Females Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss), Sperm
Motility Characteristics, Short and Long-term Preservation, Natural
Antioxidants, DNA Damage
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1. GIRIS

Tiim diinya iilkelerinde ve iilkemizde en ¢ok kiiltiirii yapilan ve avlanan tiirlerden biri
olan gokkusagi alabaligr (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792), 6nemli bir besin
ve ekonomik kaynak teskil etmektedir. FAO’ya (Gida ve Tarim Teskilat1) gore
2000’11 yillarda gokkusagi alabaligr yetistiriciligi yapilan iilke sayis1 64’e ulagmistir.
Birincil iiretim alanlari, Avrupa, Kuzey Amerika, Sili, Japonya ve Avustralya olmak
lizere, toplam diinya iiretimi 2003 yilinda 500.000 tona ulagsmistir (Anonim, 2014).
TUIK (Devlet Istatistik Kurumu) verilerine gore, Tiirkiye’de 1996 yilinda 20.000
tonun altinda olan iiretim miktari, 2011 yilinda 100.000 ton sinirin1 ge¢mis olup, Ege
Bolgesi son yillarda en ¢ok iiretimin yapilan bolge olarak belirlenmistir (Anonim,
2013). Gokkusag alabaligr iiretimi 2011 yilinda, toplam kiiltiir balig1 tiretiminin
yaklagik % 50’sini olusturmustur. Bu nedenle gokkusagi alabalig iiretimi, hem besin
hem de istihdam agisindan iilkemiz su {iriinleri sektoriiniin en Onemli ugras
alanlarmdan birisidir. Uretimdeki bu ilgi artis1, bilimsel farkindahg: da uyarmis ve
gokkusag1 alabaligi iireme biyolojisi caligmalar1 giderek hiz kazanmis, ozellikle

biyoteknolojik ¢alismalar agisindan 6nem kazanmustir.

Gokkusagi alabalig: iiretiminde, tamamu disi bireylerden olusan popiilasyonlar, disi
bireylerin hizli gelismesi ve et veriminin fazla olmasi, hastaliklara kars1 dayanikli
olmasi, daha iyi et kalitesine sahip olmasi ve daha ekonomik olmasi gibi bir¢cok
avantajlar1 nedeniyle tercih edilmektedir. Tamami disi popiilasyon elde etmede, en
verimli ve saglikli metot homozigot (XX) cinsiyet kromozomu iceren sperm ile
yumurtanin dollenmesini saglamaktir. Bu durum, cinsiyeti degistirilmis (CD) disi
bireylerin ana¢ olarak kullanilmasi ile miimkiindiir. CD disi bireyler, larvalara ¢esitli
cinsiyet hormonlar1 uygulanmasi ile elde edilirler. CD disiler, fonksiyonel erkekler,
hormonlu erkekler seklinde isimlendirilen bu bireyler, erkek fenotipine ancak disi
genotipine sahip olurlar, testisleri fonksiyoneldir. Normal erkek bireylerin cinsiyet

kromozom yapist XY iken, bunlarin sperm hiicrelerindeki yapt XX sekildedir.



Boylelikle, Y kromozomu elemine edilir ve CD disi bireylerden elde edilen sperm ile

yapilan her dolleme sonucu olusan zigot gelistiginde bir disi birey olusmaktadir.

CD disi bireylerin, normal erkeklerden en 6nemli farki, genellikle testis ve sperm
kanallarinin olusmamasi veya az gelismesidir. Bu sebeple, bu bireylerden semen
almabilmesi i¢in, bireylerin kesilerek testisin ¢ikarilmasi ve testis igerisindeki
semenin siizdiiriilmesi gerekmektedir. Ancak spermatogenez siirecinde sperm
hiicresinin olgunlasgtig1, bir baska deyisle motilite kazanmaya hazir hale geldigi, yer
olan sperm kanalarinin olmamasi1 sebebiyle, testikiiler semen c¢ok miktarda
olgunlasmamis sperm hiicresi igerir. Bu tip sperm hiicrelerinin motilite oranlari
diisiiktiir ve dolayisiyla yumurtay1 délleme kabiliyetleri azdir. Bu sekilde elde edilen
sperm hiicrelerinin in vitro sartlarda belli siire cesitli suni seminal plazmalar (SSP)
icinde saklanarak, olgunlagsmalar1 kismen de olsa saglanabilir ve motilite kaliteleri

arttirilabilir.

1.1. Amac ve Kapsam

Tez calismasimin temel amaci, hormonal cinsiyet degistirme yontemi kullanilarak
cinsiyeti degistirilmis (erkeklestirilmis) disi alabaliklarda, testikiiler spermin iireme
sezonu boyunca sperm kalitesinin, seminal plazmanin biyokimyasal parametrelerinin
belirlenmesi ve sperm kalitesinin arttirllmasi amaciyla farkli antioksidanlar igeren
sulandirici ortamlarda (suni seminal plazmalarda) kisa ve uzun siireli muhafaza
edilmesidir. Ayrica, calismalarda heniiz iilkemizde sinirh kullanimi olan CD disi

alabalik anaclarinin verimli kullanimini arttirmak da amaclanmustir.

Tez caligmalar1 kapsaminda yapilan semen analizleri (sperm ve seminal plazma),
kisa stireli muhafaza (ve olgunlastirma) calismalari ve uzun siireli muhafaza
(kriyoprezervasyon) caligmalar siiresince Olciilen parametreler Sekil 1.1.°de
sunulmustur. Ilk iki iireme sezonunda, seminal plazma biyokimyasal analizleri ve
kisa siireli muhafaza calismalar1 gerceklestirilmis iken 3. iireme sezonunda sperm
hiicreleri DNA hasarlar1 ve uzun siireli muhafaza calismalar1 tamamlanmustir. ilk iki
sezonda, toplamda 102 normal (N) erkek bireyin ve 88 CD disi bireyin semen

ozellikleri incelenmistir. ilk sezonda 2-3 yasinda CD bireyler, ikinci sezonda 3-4



yasindaki CD bireyler, her iki sezonda da 2-3 yasindaki N erkek bireyler

degerlendirilmistir.
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Sekil 1.1. Tez caliymasi siirecinde 3 ana bashkta toplanan 6rneklemeler

1.2. Kaynak Ozetleri

Birgok balik tiirlinde cinsiyet gelisimi, genellikle kulugkadan ¢iktiktan hemen sonra
gerceklesmektedir. Embriyonun genetik yapisina karsin, gelisim aninda meydana
gelecek modifikasyonlar, esey hiicrelerini ovaryum ya da testis olacak sekilde
programlamaktadir. Fenotipik cinsiyetin degistirilebilecegi bu dénem tiirlere gore
farklilik gostermektedir. Eger bir larva keseli donemden sonra anabolik steroitleri
absorbe ederse cinsiyet hiicrelerinin gelisimi gerceklesmekte ve bu donemde
yapilabilecek bir miidahale cinsiyet kontroliinii miimkiin kilmaktadir (Sheperd,

1990). Hormonal cinsiyet doniisiim metodu, tek cinsiyetli balik popiilasyonlarinin



tiretiminde ekonomik olmasi, yiiksek teknoloji ve uzmanlik gerektirmemesi
nedeniyle en ¢ok tercih edilen iiretim tekniklerinden biridir (Pandian ve Sheela 1995;
Arslan vd., 2001; Piferrer, 2001). CD (erkeklestirilmis) disi bireyler fenotipik olarak
erkek fakat genotipik olarak (XX) disi olmaktadir. Boylece fonksiyonel testislerde
tiretilen tim sperm hiicreleri sadece X kromozomu tasimaktadir. Baliklarin
erkeklestirilmesinde genellikle, dogal testosteron hormonunun bir tiirevi olan 17a-
metiltestosteron uygulanmaktadir. 17a-metiltestosteronun yapay analogu, ucuz ve
kolay bulunmakta ve bu yiizden pratik erkeklestirme islemlerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Salmonid tiirlerinde kg yem basina 3mg 17a-metiltestosteron dozu
erkeklestirme igin yeterli olmaktadir (Purdom, 1993). Kullanilan diger hormonlar
arasinda, 11B-hidroksiandrostenedion ve 17a-etinilmetiltestosteron ve 11-
ketotestosteron sayilabilmektedir (Ozden ve Giillii, 1996). Alabaliklarin hormon
kullanilarak cinsiyet degistirilmesinde en yaygin uygulama, dolayli cinsiyet
degistirme metodudur. Bunun nedeni ebeveynlere hormon uygulanip tiiketilecek
baliklara hormon uygulanmamis olmasidir (Giiner ve Kizak, 2001). Genel olarak
hormonlar, larvalarin ilk yem alimindan itibaren 40-60 giinliik donemde, nadiren 100
giin boyunca uygulanmakta ve bundan dolayr hormonal kahintilar, baligin
pazarlanmasindan ¢ok ©Once dokulardan yok olmaktadir (Sheperd, 1990). Ayrica
dogrudan hormonal uygulamada %100 tek cinsiyetli popiilasyon olusturma garantisi
bulunmazken, dolayli yontemde timiiyle disi ve erkek popiilasyonlar
iiretilebilmektedir (Ozden vd., 2003). Atar vd. (2009), 17a-metiltestosteron, 170-
etiniltestosteron ve 11pB-hidroksiandrostenedion ile yaptiklart c¢alismada bu
hormonlarin alabaliklarda cinsiyet degisimine etkilerini arastirmiglar ve sonucta kg
yem basma eklenen 3 mg 17a-metiltestosteronun, yavru baliklara 60 giin
uygulanmasi sonucunda %86.67+6.67 cinsiyet degisimi saglayarak, diger iki
hormona gore daha etkili oldugunu belirlemislerdir. Normal ticari uygulamalarda CD
disi alabaliklarda testis genelde tek parcadir ve sperm kanali bulunmadigindan testisi
cikarmak icin baliklar kesilmektedir. Sperm aliminda testis dokularinin karigsmamasi
icin parcalanan testis 1 mm goz acikligindaki bir elekten siiziilmektedir. Siiziilen
sperm ¢ok yogun oldugu i¢in aktivasyonu baskilayacak bir sulandiric1 (ekstender)
kullanilmas1 gerekmektedir (Olito ve Brock, 1991). Ayrica normal (genotipik)
erkekler gibi abdomene uygulanan yumusak bir basingla sperm birakamadiklarindan
gonadal olgunluklarinin 6nceden kontrol edilmesi de miimkiin olmamaktadir. Bu
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yiizden de 2-3 yilda erginlesen bu anaclar ancak bir defa kullanilabilmektedir
(Geffen ve Evans, 2000). CD disilerden elde edilen semen bir¢ok ozelligi
bakimindan, normal erkek bireylerden elde edilenden ©6nemli derecede farklilik

gostermektedir (Robles vd., 2009).

Balik yetistiriciliginde basariy1 etkileyen ©nemli faktorlerin basinda baliklarin
tirettikleri sperm hiicrelerinin hacimsel olarak miktari, yogunlugu ve canliligl gibi
ozellikler bulunmaktadir. Bu ozellikler tiirler arasinda biiyiik farkliliklar
gostermektedir. Baliklarda sperm kalitesi ve fizyolojisi ile ilgili konularda fikir sahibi
olmak i¢in sperm hiicrelerinin testis, testis kanallar1 veya sperm kanallar sisteminde
bulundugu ortam sartlari, sperm hiicrelerinin elde edildikten sonra muhafazasi,
herhangi bir sulandiric1 ¢ozeltisi ile seyreltilme oram1 ve dolleme Ozellikleri gibi
konularda detayli bilgilere ulasilmasi 6nemli olmaktadir (Billard vd., 1995). Dis
dollenme goriilen baliklarda sperm hiicreleri, dig ortama birakilmalar1 anina kadar
hareketsiz yani inaktiftirler. Sperm hiicreleri iireme sistemi kanal bosluklarinda
toplanmakta ve cevre sartlart uygun oluncaya kadar hareketsiz bir sekilde
kalmaktadir. Testislerde hareketsiz bir sekilde bulunan sperm hiicreleri, su ile temasa
gectiginde hareket kabiliyeti kazanmaktadir (Stoss, 1983). Tatli su baliklarinin
bircogunda sperm hiicreleri 2 dakikadan daha az siire hareketli kalirlar (Rurangwa
vd., 2004). Dogada veya akuakiiltiir ortamlarinda, balik gametlerinin kalitesi son
derece degiskendir ve ayni zamanda onemli sayida dig faktorlerin veya kulucka
yonetimi uygulamalarinin etkisi altindadir. Bu nedenlerle gamet kalitesi konusu artan
sekilde ilgi gormektedir. Bu konuda 6nemli caligsmalar olmasina ragmen gamet kalite
kontrolii baz1 faktorlerin daha iyi anlasilmasinmi gerektirmektedir. Giiniimiizde gamet
kalitesi konusu tam anlagilamamistir ve gamet kalite kontrolii yetistiricilik
sektoriinde sorun olmaya devam etmektedir. Bunun nedeni gamet kalitesinde
gozlenen degiskenliklerden sorumlu faktorlerin ve molekiiller mekanizmalarinin
bazilarinin bilinmemesi ya da tam olarak anlagilmamasidir (Julien ve Labbé, 2010).
Sperm hiicrelerinin organik igerigini lipit, fosfolipit, kolesterol, trigliserit ve protein
gibi metabolitler olusturmaktadir. Bunlarin yani sira adenin trifosfataz, fosfataz,
lipaz, esteraz, oksidazlar, bircok urikolitik enzim, malik dehidrogenaz, adenozin
trifosfataz, laktat dehidrogenaz, piruvat dehidrogenaz, kreatin fosfokinaz ve glukoz-
6-fosfat dehidrogenaz gibi enerji metabolizmasinda gorevli bircok enzimi

icermektedir (Stoss, 1083). Motilite karakteristikleri itizerine, bu parametrelerin ve
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bunlarin disinda yag asitleri ve amino asitler gibi metabolitlerin de etkisinin

olabilecegi diisiiniilmektedir (Lahnsteiner, 2009).

Bir spermin kalitesi, yumurtayr basarili bir sekilde dolleyebilmesi olarak ifade
edilmektedir. Sperm kalitesinin belirlenmesinde, spermin doélleme kapasitesi ile
iliskili olan ve Olgiilebilen ozellikleri (motilite ylizdesi ve siiresi gibi)
kullanilmaktadir (Subasinghe vd., 2009). lyi bir déllenme, kaliteli yumurta ve sperm
ile gerceklesmektedir. Olusan embriyonun kalitesinde her iki gametin de etkisi
bulunmaktadir (Rideout vd., 2003). Yetistiricilik iinitelerinde sperm kalitesini
etkileyen biyotik ve abiyotik faktorlerin, genetik, fizyolojik ve ¢evresel faktorlerin
etkilesimine bagh oldugu belirtilmektedir. Sperm, yetistiricilik sartlarindan veya
sagim ve dollemeye kadar olan siirede in vivo saklama kosullarindan
etkilenebilmektedir (Rurangwa vd., 2004). Bircok alabalik iiretim tesisinde, disi ve
erkek anaclar arasinda, iireme doneminde goriilen senkronizasyon bozuklugu
nedeniyle bazen disilerden yumurta alindigi halde erkek bireylerden sperm
almamamakta veya bunun tersi goriilmektedir. Bu durumda iiretici, disilerden
yumurta sagimi yaptifinda erkek anaclar sperm vermedigi i¢cin sagilan yumurtaya
dolleme islemi uygulanamamakta ve yumurtalar ziyan olmakta veya erkekler
olgunlastigi halde disilerden yumurta alinamadiginda ise sperm kaybi soz konusu
olmaktadir. Bu da iireticilerin ekonomik kayiplara ugramasma yol a¢maktadir
(Tabakoglu, 2005). Spermin dolleme kapasitesiyle direk olarak iliskili tiim fiziksel
parametreler, potansiyel olarak sperm kalitesini Ol¢mede kullanilabilmektedir.
Giiniimiize kadar yapilan arastirmalarda spermin yogunlugu, ATP derisimi, motilitesi
ve morfolojik yapisi, seminal plazmanin ozmolarite ve pH degerleri, kimyasal yapisi,
enzimatik aktiviteleri gibi Ozellikler sperm kalitesini tanimlamada kullanilan 6nemli
parametrelerdir. Sperm motilite kalitesindeki degiskenlik farkli erkekler arasinda
gozlenebildigi gibi ayni bireyin iireme sezonu siiresince de gozlenebilmektedir
(Billard vd., 1995). Sperm motilite kalitesi diisiik olan sperm hiicreleri, yumurta

membranina penetre olamamakta ve yumurtay1 dolleyememektedir (Honeyfield ve

Krise, 2000).

Normal erkek alabalik bireylerinde iireme sezon sonuna dogru spermatokrit, sperm
motilitesi, protein derisimi, antitiripsin aktivitesi ve askorbik asit miktar

azalmaktadir. Ureme sezonunda sperm kalitesine ait bilgiler alabalik iiretiminin
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kiiltiir sartlarinda kontrol i¢in son derece Onemli olmaktadir (Buyukhatipoglu ve
Holtz, 1984; Munkittrick ve Moccia 1987; Ciereszko vd., 1996;2004). Geffen ve
Evans (2000), CD disi baliklarda morfoloji ve sperm kalitesi hakkinda Onceden
tahminin zor oldugunu ve performansin ¢ok degisken oldugunu, daha biiyiik
baliklarda dollenme oraninin daha yiiksek olabildigini belirtmislerdir. Ayrica CD disi
baliklarda dollenme oranlarimi arttirmak icin iireme performansim belirlemeye
ihtiya¢ oldugunu bildirmislerdir. Balik sperminin testislerde motilite kazanmaya
uygun hale gelmesi, iireme kanallarindaki seminal plazmanin iyon bilesimine,
ozmolarite ve pH degerlerine bagh olmaktadir (Morisawa vd., 1983). Normal erkek
alabaliklarda sperm kanalindaki sperm, proteinler, yaglar, karbonhidratlar ve serbest
aminoasitler iceren bir seminal plazma ortaminda depolanmaktadir (Piironen ve
Hyvarinen, 1983). Seminal plazmanin fizyolojik gorevi erkek gametlerini disi genital
organlarina aktaran tampon bir sivi gibi gorev yapmak ve spermatozoon hareketini
kolaylagtirmanin yaninda (Ceviker ve Tuncer, 2005) testislerde spermatozoanin
muhafazas1 i¢in optimum bir ortam saglamak ve dolleme sirasinda spermin
hareketini kolaylastirmaktir (Billard vd., 1986; Ciereszko vd., 2000). Seminal
plazmayi olusturan iyonlarin spermatozoa motilitesinin diizenlenmesinde ve seminal
plazmanin ozmolarite degerinin ayarlanmasinda gerekli oldugu belirtilmektedir
(Scott ve Baynes, 1980; Billard ve Cosson, 1992). Ancak hiicrelerin zarlarinda
olusan herhangi bir bozukluk nedeniyle seminal plazmayi olusturan iyonlarin
oranlan degisebilmektedir. Bu durum plazmadan hiicreye ya da hiicreden plazmaya
madde gecisine neden olmaktadir. Genellikle hiicreden sperm plazmasina Mg" ve K*,
plazmadan hiicreye ise Na* ve Ca®* gectigi bildirilmektedir (Billard vd., 1986).
Seminal plazmadaki Na* miktarinin, alabaliklarda dolleme oram ile dogru orantili
oldugu kanitlanmistir. Glukoz gibi karbonhidratlarin Atlantik salmonunda (Salmo

salar) sperm motilitesine pozitif etkisi oldugu saptanmistir (Aas vd., 1991).

Testikiiler sperm hiicrelerinin her biri birbirinden cok farkli olgunlasma safhalarinda
olduklarindan normal spermden daha zayif performans gostermektedirler. Normal
gokkusagr alabaliklarda testisten alinan spermin, sperm kanalindakine gore sperm
yogunlugu ve spermatokrit daha yiiksekken motilite daha diisiiktiir (Billard vd.,
1986). CD disi alabaliklarda herhangi bir islem gormeyen sperm ile dollenen
yumurtalarda gozlenme oranlart %?20-30 arasindadir. Bununla beraber testikiiler

sperm ile gozlenme oranlarn c¢esitli uygulamalarla %70-80 oranlarina kadar
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iyilestirilebilmektedir (Kobayashi vd., 2004). Bu tip uygulamalar sadece CD disi
alabaliklarda degil aym1 zamanda Salvelinus pluvius gibi sagim esnasinda cok az
sperm almabilen tiirlerde de kullanight bir sekilde uygulanabilmektedir (Ciereszko
vd., 2000). CD disi alabaliklarda seminal plazma pH degerinin ve HCO3™ derisiminin,
normal erkeklerdeki seminal plazmaya gore daha diisiikk oldugu bilinmektedir.
Gokkusagr alabaliginda sperm kanalindaki pH’in 8 civarinda oldugu bildirilmistir
(Morisawa ve Morisawa, 1986; Morisawa, 1987). Balik sperm hiicrelerinde farkh
motilite degerleri goriilmesinin diger bir nedeni de, semen icerisinde olgunlagmasinin
farkli  asamalarinda yer alan sperm  hiicrelerinin  yer almasindan
kaynaklanabilmesidir. Ilk sperm alimindan bir ay sonra daha iyi kalitede ve
olgunlagsmasim1 tamamlanmis sperm hiicreleri elde edilebilmektedir (Zhukinskiy ve
Alekseenko, 1983). Ureme mevsimi boyunca erkek baliklar iireme stratejilerine ve
fiziksel ortamlarina bagh olarak birbirleriyle devamli bir yaris halinde olduklarindan,
bu durum iireme mevsimi boyunca erkek damizliklar tarafindan farkli kalitede sperm

iretilmesine neden olmaktadir (Tekin vd., 2003).

Normal alabaliklarda spermin SSP ile sulandirilmasi ile yapilan caligmalarda en
yiiksek motiliteler pH 8,5 ve 9,0 degerlerinde elde edilmistir. Ayrica spermdeki pH
degisimlerinden meydana gelen hasar1 6nlemek icin sulandirici ortami igerisine
HEPES gibi organik bir tampon konulmas1 gerekmektedir (Boitano ve Omoto, 1991;
Miura vd., 1992). CD disi alabaliklarda seminal plazma pH degeri ve SSP optimum
pH degeri konusunda kisith bilgiler bulunmaktadir (Kobayashi vd., 2004).

Seminal plazmadaki sperm ve protein derigsimleri, ozmolarite degeri, antitiripsin ve
laktat dehidrogenaz aktiviteleri CD disi ve normal erkek alabaliklarda degisiklik
gostermektedir. Normal erkek alabaliklarda sayilan bu degerler azaldik¢a yiizde
sperm motilitesi artarken, erkeklestirilmis disi alabaliklarda bu degerler attikca
dolleme oran1 artmaktadir. Seminal plazmanin bilesimi sperm alma sikligina,
mevsime, beslenme ve tiirlere gore de farklihik gostermektedir (Nynca vd., 2012;

England ve Allen, 1991).

Salmonid tiirlerinde, sperm hiicreleri laboratuvar sartlarinda tamamen kendi seminal
plazmasi igerisinde +4 °C civarinda bir giin veya birka¢ giin yasayabilmektedir. Bu
siire antibiyotikler ve oksijen ilave edilerek birka¢ haftadan 1 aya kadar

uzatilabilmektedir. Benzer sonuglar orfoz ve sazan baliklarinin spermleri icin de
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bildirilmistir, fakat sperm kalitesinde genis bir varyasyon s6z konusudur (Billard vd.,
1995). Seminal plazma, sperm motilitesini saglayan veya kisitlayan siirecle ilgili
olarak cesitli organik (trigliserit, gliserol, yag asitleri ve glukoz v.b.) ve inorganik
bilesikleri (Na*, K*, Ca®*, Mg®* v.b.) icermektedir (Morisawa vd., 1983; Lahnsteiner
vd., 1993). Tanimoto ve Morisawa’ya (1988) gore; seminal plazmada K* iyonunun
fazla bulunmasi1 spermatozoanin hiicre i¢i ATP enerjisini harcamalarina engel olarak
testislerde motiliteyi inhibe etmektedir. Bu nedenle spermatozoanin dis ortamda su
veya NaCl gibi ¢ozeltiler ile sulandirilarak uyarilmasi gerekmektedir. Bu sulandirma
sonucunda spermatozoanin membran yapisindaki degisimler sonucu K' iyonu
seminal plazmada azalmakta ve hiicre i¢ci ATP enerjisinin kullanilmasiyla sperm
hiicresi aktif hale gecmektedir (Terner, 1986; Suquet, 1992; Geffen ve Evans, 2000).
Seminal plazmadaki dogal antioksidanlar ve diger faydali bilesenler sperm
fonksiyonlar1 ve membran biitiinliigiiniin korunmas1 i¢in gerekli olan unsurlardir
(Maxwell ve Johnson, 1999). Ureme sezonunda CD disi alabaliklarin seminal
plazmasinda normal erkeklere gore daha yiiksek protein miktar1 ve antitiripsin
aktivitesi bulunmustur. Antitiripsin aktivitesinin sperm hiicrelerini ve {iireme
dokularim proteolitik saldirilardan korumada rol aldig1 kabul edilmektedir (Wojtczak
vd., 2007). Normal erkeklerle karsilastirildiinda CD disi alabaliklarda seminal
plazma ozmotik basinci daha yiiksektir (Nynca vd., 2012). Seminal plazma iyon
derisimine bakildiginda protein oranina benzer sekilde normal erkelere gore daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Alabaliklarda testikiiler spermde K* ve Mg”* iyonlarimin
yogunlugunun sperm kanalindakinden daha fazla oldugu belirlenmistir. Seminal
plazma iyon konsantrasyonun normal erkelere gore daha yiiksek olmasi nedeniyle,
spermin testisten ekstraksiyonu sirasinda spermatozoa hiicre ici iyonlarinin
degisebilecegi belirtilmistir (Billard vd., 1986). Bu CD disi alabaliklarla N erkelerin
iyon konsantrasyonun kargilagtirlmasi konusunda yeni calismalar yapilmasina

ihtiya¢ duyulmaktadir (Nynca vd., 2012a).

Morisawa ve Morisawa (1987), N erkek alabaliklarda seminal plazma Na* i¢in 128,9
ila 144,7 mmol, K* icin 32,5 ila 37,3 mmol, Ca** i¢in 2,6 ila 3,2 mmol, Mg** icin ise
1,0 ila 1,4 mmol elde etmislerdir. Benzer sekilde, gokkusagi alabaliklarinda yapilan
diger bir calismaya gore Na* degerleri 110,0 mmol, K* degerleri 43,4 mmol, Ca**
degerleri 2,1 mmol ve Mg** degerleri ise 2,5 mmol olarak bildirilmistir (Billard

vd.,1986).



Nynca vd. (2012a), yaptiklart ¢calismada, 11B-hidroksiandrostendion uygulamas: ile
elde edilen CD disi gokkusagi alabaliklar1 sperminin biyokimyasal (protein derisimi,
ozmolarite degeri, antitiripsin ve laktat dehidrogenaz aktiviteleri) ve fizyolojik
(sperm motilite 6zellikleri) karakteristiklerini incelemislerdir. CD disilerin sperm
derisimi, seminal plazmadaki protein derisimi, ozmalarite degeri, antitiripsin
aktivitesi ve laktat dehidrogenaz aktiviteleri gibi degerler, N erkek gokkusagi
alabaliklarindan elde edilen degerlere kiyasla daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.
Spermin biyokimyasal parametrelerinin tespit edilmesi, sperm kalitesinin
degerlendirilmesi agisindan 6nemlidir. Azalan ozmolarite degerinin, spermin idrar ile
kontaminasyonuna isaret ettigi gosterilmektedir (Gjerde, 1984). Diger bir taraftan,
yiikksek ozmolarite degerleri, yetersiz hidrasyon ile ilgili spermin olgunlagsmasindaki
bozukluklar1 yansitabilmektedir. Protein derisimi ve antitripsin aktivitesi (APA) de
ayrica sperm kalitesinin indikatoriidiir ve mevsimsel degisimler bu kompozisyona

yansimaktadir (Munkittrick ve Moccia, 1987).

Gokkusagi alabaligi seminal plazmasinda bulunan antioksidan maddelerin de sperm
motilitesi tizerine etkileri bulunmaktadir. Seminal plazmada, askorbik asit azlii
tireme sezonu boyunca sperm derisiminde ve motilitesinde ve dolayisiyla déllenme
oraninda azalmaya sebebiyet vermektedir. Bu durum, erkek gokkusagi alabaligi
tiretiminde C vitamininin 6nemini gostermektedir (Ciereszko ve Dabrowski, 1995).
Seminal plazmada, a-tokoferol, antioksidan enzimler ile ortak olarak ¢alisarak sperm
hiicrelerinin oksidatif ataklara karsi fonksiyonel yeterlilik kazanmmim saglar
(Therond vd., 1996). Askorbik asit, a- tokoferol ve kuersetin gibi antioksidanlar,
daha ziyade kriyoprezervasyon calismalarinda kullanilmaktadir. Kuersetinin,
dondurulmus ko¢ spermlerinde pozitif yonde etkisi oldugu belirlenmistrir (Silva vd.,
2012). Salmo trutta f. fario tiiriinde sulandirici ortamina eklenen, askorbik asit,
karnitin ve karoten icin en uygun derisim 0,5 mM, tokoferol i¢in ise 2.0 mM olarak
belirlenmis ve bu dozlarin kontrol grubuna gore 6nemli derecede déllenme oraninda
fark yarattign gosterilmistir (Lahnsteiner vd., 2010). Genel olarak, seminal
plazmadaki enzimatik aktivite spermin kalitesi, spermin dollenme kabiliyeti ve
kriyoprezervasyonda kullanimi acisindan ayirt edici 6zellik olmaktadir (Glogowski
ve Strzezzek, 1981; Ciereszko vd., 1992). Laktat hidrojenaz (LDH) izoenzimleri,
sperm hiicresinin farkli boliimlerinde bulunmaktadir (Clausen, 1969) ve LDH

aktivitesi hiicre metabolizmasina enerji saglanmasinda 6nemli rol oynamaktadir
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(Aydin vd., 1997). Sperm motilitesinde, canliliginda ve dollenme kabiliyetindeki
azalma, spermhiicreleri tarafindan {iiretilen reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile de
iliskilidir (Aitken ve Clarkson, 1989). Ozellikle siiperoksit dismutaz (SOD) ve
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi enzimler ana proaktif enzimler olup, ROS olusur
olmaz bunlar1 uzaklastirmada bertaraf edici 6geler olarak hareket ederler (Martinez-
Piaramo vd., 2009). Alabalik sperm kriyoprezervasyon calismasinda katalaz,
siiperoksit dismutaz, peroksidaz ic¢in en uygun derigsimin 250 mM; indirgenmis
glutatyon, indirgenmis metiyonin, okside glutatyon, metiyonin icin ise 1,5 mM
derisimlerinde spermatolojik kaliteyi arttirdigi bildirilmistir (Lahnsteiner vd., 2011).
Sonu¢ olarak, antioksidan maddelerin, CD disi gokkusag alabaligi sperm
olgunlastirma ¢aligmalarinda kullanimina yonelik ¢alismalar bulunmamaktadir. CD
disi gokkusagi alabaliklarin ve normal alabaliklarin protein profilleri arasinda
farklilik bulundugu bilinmektedir (Kowalski vd., 2011). Antiproteinaz aktivite,
seminal plazmanin biyokimyasal karakterizasyonunda belirleyici olmaktadir (Piros
vd., 2002). Balik tiiriine gore o©zgiil ¢esitlerde olabilen seminal plazmadaki bu
aktivite, protein ve sperm derisimiyle uyumluluk gostermektedir (Ciereszko vd.,

2004).

CD disi anaglarin iiretimde kullanilmasiyla hem kuluckahanede iiretim yonetimi
planlanabilmekte, hem de stoklanmas1 gereken ana¢ miktar1 azaltilabilmektedir (Feist
vd., 1995; Ninhaus-Silveira vd., 2006). Geffen ve Evans (2000), CD disi anaglardan
elde edilen spermin kullanilmadan ©nce bir siire olgunlastirma cozeltilerinde
bekletilmesi gerektigini, aksi halde olgunlasmasini tamamlayamayan spermin
yumurtalar1 dolleme kapasitesinin ¢ok diisiik olacagini ve bu durumun Onemli
ekonomik kayiplara yol acacagim bildirmislerdir. Bu soruna ¢dziim olarak Billard ve
Cosson (1986), senkronize bir sekilde spermatozoa motilitesi elde etmek icin yiiksek
oranda sulandirma yapilmasi gerektigini belirtmislerdir. Ancak, Suquet vd. (1994),
kalkan balig1 sperminde sulandirma oraninin artiritlmasinin spermatozoa motilitesini
ve canlilik siiresini azalttigini bildirmislerdir. Pérez-Cerezales vd. (2009), CD disi
alabaliklarda muhafaza esnasinda sperm hiicrelerinde oksidatif DNA hasarin1 6lgmek
icin yapmis olduklart c¢alismada, sperm olgunlagsmasini saglamak amaciyla 1:9
oraninda (v:v) ticari maturasyon ¢ozeltisi kullanarak (Maturfish®, IMV, Fransa)
+4°C’de 2 saat havalandirma yapmuslardir. Calismalarinda sadece seminal plazma

ozmolaritesi 310-319 mOsm/kg, pH degeri 8,08-8,42 ve motilitesi %75-100 arasinda
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olan alt1 CD disi birey kullanmiglardir. Robles vd. (2009), CD disi alabaliklarda
spermin dondurulmasi ile ilgili calismasinda, sperm olgunlasmasim tesvik etmek
amaciyla 1:9 oraninda (v:v) ticari maturasyon ¢ozeltisi (Maturfish®, IMV, Fransa)
ile sulandirma yapilmis ardindan bu ¢ozeltide +4°C’de 2 saat oksijen destegi ile
bekletilmistir. Bu calismada kisin alinan spermin baharda alinanlara gore motilite
yiizdesi daha yiiksek bulunmustur. Vandeputte vd. (2002), ii¢ sazan irkinin gelisimi
ile ilgili calismalarinda, sperm 6rneklerini ticari bir sulandirici (Maturfish®, IMV,
Fransa) ile 1:2 oraninda kanstirmislar ve oksijen vererek +4°C’de 24 saat
inkiibasyondan sonra dolleme yapmislardir. Ciereszko vd., (2015) metanol igeren
suni seminal plazmada inkiibe edilen, CD disi sperm hiicrelerinin daha hizh
olgunlastigin1 gostermislerdir. Sonug¢ olarak CD disilerde testisten alinan sperm
yiiksek oranda olgunlagsmamuis hiicre icerdiginden, oncelikle spermi in vitro ortamda
bir olgunlagma siirecine tabii tutmak gerekmektedir (Ciereszko vd., 2004; Robles

vd., 2009).

1.3. Balik Spermi ve Seminal Plazmasi

Genel olarak Teleost baliklarda spermatozoit iki gruba ayrilarak incelenebilmektedir.
Birinci grupta daha karmasik yapiya sahip olan i¢ dollenme yapan balik tiirlerinde
gbzlenen sperm tipleri ve daha basit yapili olup akuasperm olarak adlandirilan dis
dollenme goriilen tiirler de bulunmaktadir. Dig dollenmede gorev alan bu sperm tipi
“akuasperm” olarak da adlandirilmaktadir (Sekil 1.2.). Spermatozoit, erkek haploit
kromozomunu oosite nakletme fonksiyonu olan bir hiicredir. Bir balik spermi, temel
olarak bas, orta kisim ve kuyruk (flagellum) olmak iizere 3 kisimdan olugmaktadir
(Lahnsteiner ve Patzner 2007). Litik aktiviteye sahip olan bas kistm DNA
materyalini tagimakta, spermatozoitin oosite girisini mimkiin kilmaktadir. Bag
kisminda Acipenseridae gibi bazi balik gruplarinda katlanmig bir zar yapisi olan
akrosom bulunmaktadir. Mitokondriler sperm hiicresinin orta kisminda bulunmakta
ve flagellumun hareketi i¢in gerekli enerjiyi saglamaktadir. Flagellum, spermatozoit
hareketi icin bir motor gorevi yapmakta ve flagellumun bas kismina ve orta kisma
baglandig1 yer bazal bir yapi olusturmaktadir. Hareketi saglayan flagellum, icte

mikro tiibiillerden olusan bir aksonem, sitoplazma ve zar kisimlarindan olugsmaktadir.
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Bu temel yap1 disinda, sperm hiicresinin sekli, hem Chondrichthyes’e hem de
Osteichthyes’e ait taksonomik gruplara gore ve hatta aymi familyaya ait farkh
tirlerde, bas kismi sekli, mitokondri sayisi, flagellumdaki flamentlerin dizilisi gibi

baz1 yapisal degisiklikler gosterirler (Casson, 1996; Mattei, 1991; Mattei vd., 1991).

Genelde tath su tiirleri olarak nehir ve gollerde yasayan Salmonidae (alabalikgiller)
familyas: tiirleri dis dollenme gosterirler. Familyanin, Thymallinae, Coregoninae ve
Salmoninae olmak iizere 3 alt familyas1 bulunmaktadir (Froese ve Pauly, 2000). Ug
alt grup icinde, sperm hiicrelerinde bazi yapisal farkliliklar bulunmaktadir (Sekil

1.2.).

)
J

-

Thymallinae Coregoninae Salmoninae

Sekil 1.2. Bir balik sperminin (akuasperm) genel yapisi (A) ve Salmonidae familyasina ait 3
altfamilyaya ait sperm sekillleri (B) (n:niikleus, m:mitakondri, a:aksonem, c:sitoplazma,
dc:distal sentriyol, fl: flagellum, hr: bas kismi, mi:mitakondri, mp: orta kisim, nu: niikleus,
pc:proksimal sentriyol ,rc: sitoskeletal filament halkasi, tr: kuyruk kismi) (Cosson vd., 1999;
Lahnsteiner ve Patzner 2007)

Bu familya, diinya capinda ticari degeri yiilksek olan bir¢cok balik tiiriinii
barindirmaktadir. Ozelikle Salmoninae alt familyasinda bulunan Oncorynchus,
Salmo ve Salvelinus cinsleri 6nemli kiiltiir tiirleri icermektedir. Bu sebeple, iireme
biyolojisi ve sperm yapisi ile ilgili gesitli caligmalar bulunmaktadir. Salmonidae
familyasi tiirleri tipik akuasperm ozelliklerini tasgimaktadir. Sperm hiicreleri simetrik,
niikleus oval ve ¢ok ince sitoplazma ile sarilmistir, akrosom bulunmaktadir. Tek
flagellumlu sperm hiicresinin bas kismi 3 pm’den kii¢iik, orta kismi 0,40 pm’yi

gecmemekte ve 1-6 arasinda mitokontri icermektedir. Flagellum uzunlugu 30-40 um

arasinda degismektedir. Aksonemi olusturan, bir ¢ifti merkezde 9 c¢ifti kenarlarda
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toplam 10 c¢ift mikrotiibiil bulunmaktadir (Billard, 1983; Lahnsteiner ve Patzner,
1991; Gwo vd., 1996; Lahnsteiner ve Mansour, 2004).

Sperm hiicreleri, canli viicudunda seminal plazma icerisinde saklanmaktadir. Sperm
hiicreleri ve seminal plazma biitiiniiyle semen olarak isimlendirilmektedir. Baliklarda
seminal plazma 0zgiin bir icerige sahiptir ve bu icerigi sayesinde sperm hiicrelerini
desteklemekte, spermin viicut icerisinde motil olmalarin1 engellemektedir. Seminal
plazma icerigi, iireme sisteminin ve sperm hiicrelerinin durumlarindan
etkilenmektedir. Bir baska deyisle, iireme sistemi ve sperm hiicreleri salgilar
seminal plazma igerigini etkilemektedir. Seminal plazmanin gerek icerigi gerekse
fizikokimyasal 6zellikleri balik gruplarina gore degisiklik gostermektedir (Ciereszko
vd., 2000; Cabrita vd., 2009). Seminal plazmadaki iyon bilesimi, kan ve bosaltim

sivisindaki degerlerine gore daha diisiiktiir.

1.3.1. Baliklarda sperm motilitesi ve etkileyen parametreler

Tiim Metazoan canlilar tarafindan bir¢ok farkli tipte iiretilen sperm hiicreleri,
organizmadaki diger hiicrelere kiyasla benzersizdir. Ozellikle dis d6llenme goriilen
tiirlerde, sperm hiicreleri dogal olarak tath su, ac1 su veya deniz suyu gibi kendi
ortamlarina (icinde bulunduklar iireme sistemine) gore son derece fakli bir ortama
birakilmaktadir (Cosson, 2004). Kisa siiren motilite siireleri (Billard ve Cosson,
1992) ve motilitenin baglama mekanizmas1 (Morisawa, 1985; Cosson vd., 1995) gibi
ozellikleri ile balik sperm hiicreleri, diger canli gruplarindaki sperm hiicrelerine gore
farkliliklar olusturmaktadir. Siiriingenler ve memelilerdeki durumun aksine, ¢ogu
balik tiiriinde, sperm hiicreleri, testislerde (veya seminal plazmada) motil
olmamaktadir (Stoss, 1983; Krasznai vd., 1995). Motilitenin Onlenebilmesinde,
seminal plazmanin ozmolaritesi ve iyon bilesimi temel etkenleri olusturmaktadir
(Billard, 1986). Dogal iireme kosullarinda, motilite sperm hiicrelerinin erkek genital
kanallarindan, iyonlar gibi suda ¢oziinen bilesenlerin bulundugu sucul ortama
aktarilmasindan sonra tetiklenmektedir. Deneysel ¢alismalarda ise, sperm hiicreleri
seminal plazma gibi motilitenin baslamasina engelleyici olan bir ¢ozeltide (suni
seminal plazma) saklanabilmekte ve motilite cesitli uygun c¢ozeltiler (aktivasyon
coOzeltisi) ve spermin seyreltilmesi ile baslatilabilmektedir (Morisawa vd., 1983;

Cosson, 2004). Sperm hiicreleri motiliteyi baslatma ozelliginde olan bir ortamla
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karsilastiginda, ylizde motil hiicre orani, motilitenin siiresi gibi motilite
karakteristikleri, bu ortamda bulunan iyonlarm (Na*, K*, Ca®, Mg®* gibi)
derisimlerinden, ozmolarite ve pH degerlerinden direkt olarak etkilenmektedir. Bu
degiskenler sonucunda, aktivasyon cozeltisinde sperm hiicre zar1 depolarizasyona
ugramakta, flagellar motilite baslamakta ve bu da sperm hiicresinin hareketini
saglamaktadir (Morisawa ve Suzuki, 1980). Motilitenin aktive edilmesinden sonra
motilitenin siiresi ve dogrusal olarak hareketi, aktive edildigi ortamdaki iyonlarin
yogunlugu, ozmotik basing, pH degeri, sicaklik, seyrelme oranlarn gibi bircok
parametreye bagh olarak degismektedir (Stoss, 1983; Cosson vd., 1999; Cosson,
2004).

Temel olarak deniz ve tatli su baliklarinin sperm motilitesinin aktive olma
mekanizmalart benzerlikler gosterse de (Cosson vd., 2008), aktive olma nedeni
birbirinin tam tersidir. Genel olarak calisilan balik tiirlerinde, seminal plazma
ozmolaritesi 300 mOsm/kg civarindadir. Iyon bilesimi ve diger unsurlar bir kenara
birakilirsa, aktivasyonun baslamasi i¢in deniz balig tiirlerinde, aktivasyon ortaminin
ozmolarite degerinin 1000 mOsm/kg olmasi, tath su baliklarinda ise genel olarak 300
mOsm/kg degerinin altinda olmasi gerekmektedir (Dreanno vd., 1999). Diger bir
deyisle, sperm hiicrelerinin motilitesinin baslamas1 deniz balhig tiirleri igin
hiperozmotik sok ile, tatli su balig1 tiirleri i¢in ise hipoozmotik sok ile

iligkilendirilmektedir (Sekil 1.3.).

N
1000 mOsm —'/—\/
Deniz suyu
§ Seminal
300 mOsm Plazma .
Tatli su ‘/\/
10 mOsm S
~
Cdd

Sekil 1.3. Tath su deniz baliklarinda sperm motilitesinin ozmolarite ile baslamasi (Dreanno vd.,
1999’dan degistirilerek)
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Tatl1 su baliklarinda, 6zellikle ticari dnemi olan kiiltiir tiirlerini icermeleri sebebiyle
Acipenseridae  (mersinbaligigiller), Cyprinidae (sazangiller) ve Salmonidae
familyalarina ait tiirlerde ¢alismalar yogunlagsmistir (Alavi ve Cosson, 2006). Motilite
kontroliinde, genel olarak bazi parametreler 6ne ¢ikmaktadir. K* derigimi, ozmolarite
ile birlikte Salmonidae (Baynes vd., 1981; Billard, 1983a; Stoss, 1983) ve
Acipenseridae (Cosson ve Linhart, 1996; Toth vd., 1997) familyalarina ait tiirlerde
en onemli etken olmaktadir. Buna karsin ozmolarite, Cyprinidae tiirlerinde sperm
aktivasyonu i¢in daha biiyilk 6neme sahip olmaktadir (Morisawa, 1985; Takai ve
Morisawa, 1995; Krasznai vd., 2003). Genelde, motilitenin basladigi anda, sperm
hiicresi icerisine Ca®* iyonlar1 girmekte, Na* ve K* iyonlar1 ise hiicre disma
cikmaktadir. Hiicre zarindaki 6zgiil iyon kanallar1 yoluyla olan bu iyon degisimleri
zar potensiyelini degistirmekte ve sonugta sperm hiicresi icinde cAMP (siklik
adenozin monofosfat) derisimi artmaktadir (Sekil 1.4.). cAMP derisimindeki bu artig

sperm motilitesi i¢in bir baglangi¢ sinyali olusturmaktadir (Krasznai vd., 1999).

Salmonidae tiirlerinde, 6zellikle iiretimin arttirilmasi hedefiyle iyonlarin, motilitenin
baslamasina etkisini aciklamaya ve motilite siiresinin uzatilmasini amaglayan
calismalar mevcuttur (Gatti vd., 1990; Boitano ve Omoto 1992; Lahnsteiner vd.,
1998). Yiiksek K" iyonu derisimi, alabalik sperm motilitesini ve dolayisiyla délleme
yetenegini inhibe etmektedir (Kusa, 1950; Benau ve Terner, 1980). Gokkusagi
alabaliginda 20-40 mM K* iyonu derisiminin motiliteyi durdurdugu gdzlenmistir

(Morisawa vd., 1983; Cosson vd.,1989).
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Motilitenin Seminal Plazma
Icerisinde baskilanmasi

4 ™
[zoozmolarite Yiiksek K+
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. J
‘ Tatli Suda ‘
[ . . ] [ Ortamda K+ ]
hipoozmolarite
azalmasi

Hiicreden K*
kanallar1 agilir

cikist

L

-

I Hiicre zar1 hiperpolarizasyonu I

p

I Hiicre zar1 depolarizasyonu I

p

I Ortamdan hiicre icine Ca?* girisi I

-

I cAMP artis1, baslangic sinyali I

-

Motilitenin
baslamasi

Sekil 1.4. Tath su bahiginda (Cyrinus carpio) sperm motilitesinin baslama mekanizmasi yolu
(Krasznai vd., 1999’dan degistirilerek)
Salmonoid tiirlerinde semenin, uygun miktarda K* derisimi ve ozmotik basinci
ayarlanmig ¢ozeltiler ile sulandirilmast motilitenin  baslamasina  olanak
vermemektedir (Billard ve Cosson, 1992). Ancak, seminal plazmaya goére izotonik
NaCl ¢ozeltisi motilite aktivasyonunu tetikleyebilmektedir. K* iyonun hiicre zarindan
gecisi ile hiicre zarinin hiperpolerizasyonu, Salmonoid tiirleri sperminin motilitesinde
onciil olmaktadir (Kho vd., 2001). K* derisiminin bu motiliteyi engelleyici etkisi +2

degerlikli iyonlarin, 6zellikle Ca® iyonlarin, ortamda bulunmasi ile antagonisttik
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etkiye sahiptir. Bagka bir deyisle, K" derisiminin motiliteyi engellemesi, bir orana
kadar Ca”* iyonlarinin ortamda bulunmasi ile 6nlenebilmektedir (Billard ve Cosson,
1992). Ca’t iyonunun, K" derisiminin motilite iizerine olumsuz etkisini azaltmasi
disinda, baska onemli bir 6zelligi de motilite bagladig1 anda sperm hiicresi igerisinde
Ca** derisiminin artmasidir (Billard vd., 1989; Cosson vd., 1989). Hiicre dist
ortamda Ca®* iyonlarinin bulunmasi motilitenin baslamas1 i¢in gerekmektedir
(Christen vd., 1987; Cosson vd., 1989). Hiicre zarinda Ca** gecisi ile ilgili
kanallarimin bloke edilmesinin, motilitenin baglamasim direkt olarak engelledigi
deneysel olarak gosterilmistir (Tanimoto vd., 1994). Ayrica, Ca** iyonlarmnin hiicre
ici ile dis1 arasindaki yer degistirmesi, hiicre iginde iiretilen ve harcanan ATP
seviyesini etkilemektedir (Christen vd., 1987). Diger yandan, seminal plazmada
miktar olarak en fazla bulunan iyon Na® iyonudur. Seminal plazmaya, Na*/K" oram
16/1 veya daha yiiksek olacak sekilde NaCl eklendiginde motilite baslamaktadir
(Stoss vd., 1977; Baynes vd., 1981). Hiicre igcinden digina Na* iyonlarmin ¢ikigim
ATP derisimini etkilemektedir (Christen vd., 1987). Balik iireme sistemindeki Na*,
K" ve Ca® iyonlar1 derisimleri ve birbirlerine oranlari progesteron gibi steroit
hormonlarin ve gonadotropin gibi hormonlarin mekanizmalar ile kontrol edilir

(Blackmore vd., 1990; Blackmore ve Lattanzio, 1991; Marshall vd., 1993).

Bahsedilen iyonlar disinda, sicakligin da sperm hizina, motilite siiresine ve dolleme
kabiliyetine, spermin aktive oldugu ortamin sicakliginin etkisi bulunmaktadir (Stoss,
1983; Williot vd., 2000). Genel olarak, enerji kaynag: sayili olarak hiicre i¢indeki
mitokondrilere bagl olan sperm hiicresinin, aktive oldugu ortamda sicaklik artar ise
hiz1 artmakta ve boylelikle daha kisa bir motilite siiresine sahip olmaktadir. Ortamin
sicakliginda diigiis olur ise motilite siiresinde uzama olabilmekte ancak sperm
hiicresinin hizinda azalma goriilmektedir (Ginzburg, 1968; Stoss, 1983). Ornegin
Salmo trutta m. lacustris tiriinde +3°C’de dogrusal motilite 63 s siirerken, +9°C’de
40 s kadar siirdiigi gosterilmistir (Ginzburg, 1968). Benzer sekilde, Salmo trutta
fario tiiriinde sicaklifin toplam motilite siiresini ve dogrusal motilite siiresini 6nemli
derece etkidigi saptanmistir (Schlenk ve Kahmann, 1938). Genel bir degerlendirme
olarak, pH degerinin balik sperm motilitesinin aktivasyonu iizerine etkisi diger
parametrelere kiyasla minimum olmaktadir (Alavi ve Cosson, 2005). Ayrica, balik
tireme sistemindeki ortamin pH degerinin, sperm hiicresinin olgunlagsmasinda 6nemli

etkisi bulunmaktadir (Miura vd., 1991; Yaron, 1995). Fizyolojik pH araliginda, pH
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degerlerinin sperm motilitesinin baslamasina engel olmadig1 saptanmistir. pH 7,8
degerinin altinda aktivasyon c¢ozeltisinde Ca®™ ve Mg2+ iyonlar1 bulunmasi, pH
degerinin motilite iizerindeki olumsuz etkisini azalttigi saptanmistir (Baynes vd.,
1981; Billard ve Cosson 1992). Buna karsin, seminal plasma ve ovaryum sivisi ile
benzer veya daha yiiksek alkalin pH degerlerinin 6zellikle Salmonoid tiirleri i¢in
sperm motilitesine pozitif etkisi gozlenmektedir (Billard, 1986). Iyon dengesi goz
oniine alindiginda asidik sularin pH degerinin, motilitenin baglamasina engel
olmadigi ancak motilite karakteristiklerini (6zelikle sperm hiicresinin hareket
siiresinde bir azalma olmasina) etkiledigi bilinmektedir. Salmonidae tiirlerinde
seminal plazma pH degeri 7,5-8,5 araliginda 6l¢iilmektedir. Bununla birlikte, seminal
plazmanin pH degerinin 8,0-8,2 araliginda oldugu sperm &rneklerinin ddlleme i¢in
en uygun oldugu gosterilmistir (Lahnsteiner vd., 1998). Ayrica, gokkusagi
alabaliginda en yiiksek sperm motilite degerleri i¢in, 5-21°C araliginda uygun ¢ozelti

pH degerinin 9,0 oldugu saptanmistir (Billard ve Cosson, 1988).

1.3.2. Baliklarda erkek iireme sistemi ve gonadin yapisi

Toplam balik tiirii sayisinin 30,000’in iizerinde oldugu (Froese ve Pauly, 2000) ve
her yil ortalama 200 balik tiiriiniin yeni kayit (Eschmeyer, 1998) olarak tayin
edildigi belinmektedir. Baliklardaki tiir cesitliligi, iireme sistemlerindeki farkliliklara
da yansimaktadir. Oyle ki, i¢ veya dis dollenme, ayr1 eseylilik veya ¢ift eseylilik gibi
tireme stratejileri ve sekilleri gdzlenmektedir ve bu durumlar iireme sistemine hem
anatomik hem de fizyolojik olarak yansimaktadir (Moyle ve Cech, 2004). Ancak
genel olarak, iireme sisteminin biyolojisi merkezi sinir sistemi, hipofiz bezi ve
gonadlar arasindaki etkilesim icerisinde incelenebilmektedir. Yiizyilin basindan
itibaren, balik liretme teknolojisinin gelisimi ile erkek iireme sistemi ve sperm
olusumunun kontrol edilebilir olmasi {izerine ¢alismalar artmigtir. Bazen baliklarin
tiretilmesi gerektiginde nadir olarak bulunmasi, erkek ve disiler arasindaki gamet
vermede esleme farkliliklari, genetik olarak iyi irki segcme, biyoteknolojik ¢calismalar,
sperm muhafaza teknikleri gibi konular balik iireme biyolojisi calismalarim

tetiklemistir (Vizziano vd., 2008).

Baliklarda, ozellikle Teleost baliklarda, testislerin olusumu primordiyal kok

hiicrelerin (PGCs) biyo-isaretciler ile zigottan yetiskin forma kadar takip edilmesi ile
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ortaya konmustur (Timmermans, 1996; Sasado vd., 2004). Genel olarak, erkek
cinsiyeti heterozigot (XY) veya homozigot (WW) cinsiyet kromozomlar ile veya
daha kompleks genetik farkliliklar ile tayin edilmektedir (Devlin ve Nagahama,
2002). Gelismis bir testis genelde cift halde viicudun iki yaninda uzamis bir halde ve
fibor bir kilif igerisinde bulunmaktadir. Bazi1 tropikal tiirler hari¢, Teleost baliklarda,
testisin morfolojisi, rengi ve 6zellikle boyutu yillik iireme dongiisii icinde degisimler
gostermekte, genel olarak da baligin olgunlagsma durumu hakkinda bilgi vermektedir.
Salmonid tiirlerinde, testis agirliginin viicut agirligima oran (gonadosomatik
indeks) % 0,05’ten kiiciik olmas1 erkek baligin heniiz olgunlagsmadigini

gostermektedir (Billard, 1986).

Sekil 1.5.te Teleost baliklarinda iirogenital sistemi ve baliklarda iireme sisteminin
yardimec1 organlarinin boyuna kesitte sematik gosterimi sunulmustur (Alavi vd.,
2008; Lahnsteiner ve Patzner, 2009). Teleost balik tiirlerinde genital sistem, bobrek
sisteminden tamamiyla ayrilmistir. Testikiiler ana kanallar, testis sonunda itibaren
spermatik kanallar olarak isimlendirilerek devam etmektedir. Cift olan sperm
kanallarn genital papillaya dogru ilerlemektedir. Sperm kanallari, genital papillaya
ulasmadan Once, iirogenital papillaya acilan tek kanalli bir yap1 olusturarak
birlesmektedir. Testisteki bu gotiiriicli kanal sistemi sirasiyla testikiiler gotiiriicii
kanallar, testikiiler ana kanallar1 ve sperm kanallarindan olusmaktadir. Ozelikle
Salmonid tiirlerinde testikiiler gotiiriicii kanallar tanimlanmistir. Bu kanallar,
testisteki seminifer kanallar (sperm kanalciklar) ile testikiiler ana kanallar1 arasinda
bir gecis olusmasim saglamaktadir (Lahnsteiner vd., 1993; Lahnsteiner, 2003).
Testikiiler gotiiriicii kanallarin epitel hiicrelerinin, iireme sezonunda farklilagan

Sertoli hiicrelerinin degisimi ile olustuklari kabul edilmektedir (Grier vd., 1980).
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Sekil 1.5. Teleost baliklarda iirogenital sistem (A) ve baliklarda iireme sisteminin yardimci
organlarmin boyuna kesitte sematik gosterimi (B). a: Bobrek, b: Wolffian kanal, c: Sperm
kanali, d:Testis, 1: Testis, 2: Testikiiler ana kanal, 3:Testikiiler bez, 4: Sperm kanali, (Alavi vd.,
2008 ve Lahnsteiner ve Patzner, 2009’dan degistirilerek)

Teleost baliklarda testisin bolimleri enine kesitinde, Sertoli hiicrelerince
sekillendirilen spermatositler limen c¢evresinde olusumlann Sekil 1.6.’da
gosterilmistir (Billard vd., 1982). Sertoli hiicreleri gelismekte olan sperm hiicresinin
desteklenmesini ve beslenmesini saglamakta, hipofizden salgilanan FSH (folikiil
stimiilan hormon) reseptorler sayesinde algilayarak spermatogenezin uyarilmasini
saglamaktadir. Leydig hiicreleri ise, hipofiz kaynakli LH (liiteinizan hormonu)
reseptorleri sayesinde uyarilmakta ve testosteron iiretmektedir (Chung vd., 2010).
Ancak belirtilmelidir ki, bu tanimlanan hiicrelerin isimlendirmelerinde ve balik
spermatogenezindeki etkilesimleri hakkinda cesitli tartigmalar bulunmaktadir (Alavi

vd., 2007).

Testikiller ana kanallar ve sperm kanallar1 benzer histolojik yapilara sahiptir.
Testikiiler ana kanallarin sperm hiicrelerinin beslenmesi, depolanmasi, steroit sentezi,
protein ve enzimlerin salgilanmasi, seminal plazmanin olusturulmasi gibi gorevleri
bulunmaktadir. Salmonid tiirlerinde sperm kanallar1 morfolojik farkliliklar
gostermesine karsin histokimyasal yapilar1 benzerlik gostermektedir. Sperm
kanallarin fizyolojik fonksiyonlari, spermatositlerin farklilagmasi, sperm hiicrelerinin
depo edilmesi, monosakkarit, lipit, protein ve enzim salgilanmasi, steroit sentezi,
seminal plazmanin iyon bilesiminin diizenlenmesi, nekrotik sperm hiicrelerinin

emilmesi ve lizisi olarak belirlenmistir (Lahnsteiner vd., 1994a;1994b; Koldras vd.,
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1996; Alavi vd., 2007). Sonugta her bir sperm hiicresi testiste olusumundan, sperm
kanallan ile genital papillaya ulasincaya kadar olgunlagmakta, motilite ve dolleme
yetenegi kazanmaktadir. Sperm hiicresinin olgunlasmasi spermatogenez siirecinin

son safhasi olarak degerlendirilmektedir (Dzyuba vd., 2014).

Sinir lifi

Makrofaj Leydig hiicreleri

&— Fibroblast

Kilcal damar -

Peritiibiiler
hiicreler

Sekil 1.6. Teleost baliklarda testisin boliimleri (Billard vd., 1982)

Ozelikle sperm kanallarinin, sperm hiicresinin olgunlasmasinda, diger bir deyisle
motil olabilecek hala gelmesinde onemli yeri bulunmaktadir. Sperm kanali iginde,
seminal plazma pH 7,5 degerinden 8,0’a yiikselmekte ve sperm hiicresi icerisinde
cAMP miktan 2 katina ¢ikmaktadir (Yaron, 1995). Miura vd. (1991) ve Nagahama
(1994), sperm motilitesinin kazanimint endokrinolojik olarak agiklamaya
caligmiglardir. Hipofizden salgilanan gonotoropin testisteki hiicrelerin 17a-
hidroksiprogesteron salgilanmasini tesfik etmekte, bu hormonda sperm hiicresinde
170,20B-dihidroksi-4-pregnen-3-on (170,20B8-DP) olarak tanimlanmig hormonun
tiretimine sebep olmaktadir. Bu hormon sperm kanalindaki pH degerini yiikseltmekte
ve sonrasinda hiicre igcindeki cAMP miktar1 arttirmaktadir. Boylelikle sperm
motilitesi aktif edilmeye uygun hale gelmektedir. 17c,203-DP hormonu Salmonidae
tiirlerinde oositin olgunlagmasinda rol almaktadir. Diisiiniilenin aksine, spermin
olgunlagmasinda, Teleost baliklardaki iki 6nemli androjen olan testosteron ve 11-
ketotestosteron hormonlarinin, sperm olgunlagmasinda etkisi olmadigi gézlenmistir

(Nagahama vd., 1983).
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1.3.3. Balik sperminin kisa ve uzun siireli muhafazasi

Genel olarak sperm muhafazasi in vivo olarak canli viicudunda ve in vitro olarak
belirli sicaklikta ve iyonik icerikte semenin SSP ile sulandirilmasiyla
gerceklesmektedir. /n vivo muhafaza, sperm hiicrelerinin testiste olustuktan sonra
tireme kanalarinda tutulmasini saglayan fizyolojik bir siirectir (Shaliutina, 2013). In
vivo muhafaza, sadece erkek iireme kanallarinda degil, Xiphophorus maculatus
(Poeciliidae, canli doguranlar), Alcichthys alcicornis (Cottidae, iskorpitgiller) gibi
bazi tiirlerin disilerinin tireme kanallar1 i¢cinde aylarca tutulabilmektedir (Holt ve
Lloyd, 2010). Buna karsin, baliklarin genelinde, sperm hiicreleri erkek iireme
kanallarinda muhafaza edilmektedir. Ornegin sazan balig: tiiriinde, uygun sartlarda
gonadlarda yil boyunca sperm hiicreleri bulunabilmektedir (Koldras vd., 1990).
Oncorhynchus mykiss tiiriinde, normal sartlarda sperm hiicreleri sonbahar ve kig
aylarinda gonadlarda bulunur (Billard vd., 1983). Ureme sistemi yardimci organlari,
ozelikle sperm kanallar1 sperm hiicrelerinin motilite karakteristiklerinin korunarak

depo edilmesini saglamaktadir.

Sperm hiicrelerinin in vitro muhafazasi, fizyolojik olmayan bir siirectir ve temel
olarak sperm hiicrelerinin islevselligini koruyarak muhafazasim amaglamaktadir.
Akuakiiltiirde, in vitro sperm muhafazas1 cok ¢esitli sekillerde ve yaygin olarak
kullanilmaktadir. Genel olarak, kisa ve wuzun siireli muhafaza olarak
ayrilabilmektedir. McNiven vd. (1993), kisa siireli muhafazayi, donma sicakligi
tizerinde bir sicaklikta semenin suni dollemeye hazir halde tutulmasi olarak
tanmimlamaktadir. Kisa siireli muhafaza, gametlerin saklanmasi1 agisindan
akuakiiltiirde en yaygin olarak kullanilan yontemdir. Uygulamasi basittir, temelinde
sadece bir buzdolab1 ve uygun bir SSP (veya sulandirma ¢ozeltisi) yeterli olmaktadir.
Kisa siireli muhafaza, iireme sezonu siiresince ana¢ kullamimim ve is yiikiinii
azaltmaktadir (Kowalski vd., 2014). Erkek ve disi anaclardan gamet elde edilmesinde
senkronizasyon saglanamadiginda sperm hiicrelerinin hali hazirda saklanmasina
imkan saglamaktadir. Ornegin, Salmonoid tiirlerinde, disi anaclardan yumurta
alimmasi, erkek anaglardan sperm alinmasindan sonra gerceklesebilmektedir (Scott
ve Baynes, 1980). Bu durumda semenin uygun ortamda belli bir siire saklanmasi
gerekmektedir. Saf oksijenli ortamda uygun sulandirma ¢ozeltisi ile sulandirilan O.

mykiss semenin, orneklendikten 34 giin sonrasinda dahi dolleme kabiliyetinde oldugu
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gosterilmistir (Stoss ve Holtz, 1983). Benzer sekilde, +4°C’de O, sirkiilasyonunda
tutulan O. mykiss sperm hiicrelerinin, 5 giin sonra ilk alindiklarindaki kadar dolleme
kapasitesine sahip oldugu belirlenmistir (Billard, 1981). Kullanilan sulandirma
¢oOzeltisinin, uygulanacak tiiriin 6zelliklere uygun pH ve ozmolarite degerlerine ve
iyon bilesimine sahip olmasi1 gerekmektedir. Bakteriyal ve fungal kontaminasyonlari
engellemek amaciyla streptomisin, gentamisin, penisilin gibi cesitli antibiyotikler,
cozeltideki oksidatif stresi engellemek icin A ve C vitaminleri gibi c¢esitli
antioksidanlar, sperm hiicrelerini desteklemesi i¢in proteinler sulandirma ¢ozeltisine
ilave edilebilmektedir (Gwo vd., 2009; Ubilla ve Valdebenito, 2011). Genel olarak,
uygun sulandirma c¢ozeltisi ile belli oranda sulandirilarak sogukta saklanan sperm
hiicrelerinin motilite ve dolleme yiizdelerinde iyilesme gozlenmektedir (Stoss, 1983;
McNiven vd., 1993). Semeni sulandirmada kullanilan bu c¢ozeltiler, hiicre ve
mitokondri zarlarinin oksidasyonunu engellemekte, hiicrenin enerji saglamasina yol
acmakta ve sperm hiicrelerinin sabit pH ve ozmolarite degerlerinde olan bir ortamda
kalmalarin1 destekmektedir (Morisawa ve Suzuki, 1980; Morisawa vd., 1983;
Batellier vd., 2001). Saklama sicakligi, sperm hiicresinin metabolizmasinin
yavaslamasini saglayan onemli bir etkendir. Kisa siireli muhafazada ilk akla gelen
sicaklik +4°C’dir, ancak genelde saklama sicakligr 3-15°C arasinda degismektedir
(Jensen ve Alderdice, 1984). 0°C saklama kosulu olarak kullanilabilmektedir (Stoss
ve Refstie, 1983).

Kisa siireli muhafaza, balik sperm hiicreleri olgunlastirma ¢aligmalar ile ortiismekte
ve kapsamaktadir. Sperm kanallarinda sonlanan sperm hiicresinin olgunlagmasi
siireci, CD gokkusag alabaligi, cuka balig1 (Acipenser ruthenus) gibi tiirlerde cesitli
nedenler ile testikiiller semenin kullanilmasi gerektiginde tamamlanamamaktadir.
Olgunlagsmasin1 tamamlayamayan sperm hiicreleri, diisiik motilite karakteristiklerine
sahip olmakta ve sonucunda yumurtay1r dolleme kapasiteleri azalmaktadir. Bu
durumda, semenin uygun bir sulandirma cozelti ile belli oranda sulandirilmasi ve
belli bir siire sonunda in vitro olarak sperm hiicrelerinin olgunlasmasi kismi olarak

saglanabilmektedir (Geffen ve Evans, 2000; Dzyuba vd., 2014).

Uzun siireli muhafaza (kriyoprezervasyon), sperm hiicrelerinin canliliini
kaybetmeden kademeli olarak kuru buz (-78°C) ve 6zellikle siv1 azot i¢inde (-196°C)

saklanmasini ifade etmektedir. Kriyoprezervasyon, icerdigi dondurma ve ¢ozdiirme
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islemleri sonucunda sperm hiicrelerinin motilite karakteristiklerini korudugu olciide
basarili sayilmaktadir. Calisilan tiire uygun bir dondurma ¢ozeltisi secilerek ve sperm
hiicrelerinin soguk soka direngli olabilecekleri bir ortam hazirlanmaktadir. Bu
dondurma ¢ozeltisinin se¢imi, kriyoprezervasyon isleminin basarisinda oldukca
onemlidir (Chao ve Liao, 2001). Dondurma ¢ozeltisi genel olarak, seminal plazma
iyon bilesimi benzeri bir sulandirma ¢ozeltisi; dimetil siilfoksit ve metanol gibi
dondurma ve coziinme islemlerinde koruyucu etkili bir madde, yumurta saris1 gibi
hiicre zarinin yiizeyini donma siireci boyunca dengede tutacak bir stabilizatorden
olusmaktadir (Cloud ve Patton, 2009). Bunlarin diginda kriyoprezervasyon islemini
en uygun hale getirmek ve gelistirmek icin, siit (Chao vd., 1987; Foote vd., 2002),
bal (Chao ve Liao, 2001) ve propolis (Castilho vd., 2009; Ogretmen vd., 2014b) gibi
bazi katki maddeleri de bu ortama ilave edilebilmektedir. Tiim bu bilesenlerin
disinda, C ve E vitaminleri gibi bazi antioksidan vitaminlerin (Hu vd., 2010;
Martinez-Paramo vd., 2012) ve taurin, hipotaurin, L-glutamin gibi amino asitlerin
(Mercado vd., 2009; Cabrita vd., 2011;) kriyoprezervasyon iizerine etkileri son
yillarda calisilmistir. Temel olarak, eklenen bu maddelerin dondurma ve ¢6zdiirme
siireclerinde, sperm hiicrelerinden kaynakli reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
olusumunu engelledikleri diisiiniilmektedir (Alvarez ve Storey, 1992). Uygun
sartlarda kriyoprezervasyon islemi uygulanmis bir semen Orneginin teorik olarak

yillarca saklanabilmektedir (Lubzens vd., 1997).

Blaxter (1953), ilk kez ringa baligt (Clupea harengus) sperm hiicrelerinin
kriyoprezervasyonunu basarili bir sekilde gerceklestirmistir. Giiniimiize kadar
200’den fazla balik tiirtinde kriyoprezervasyon uygulamasi yapilmistir (Billard vd.,
1995). Kriyoprezervasyon calismalarinin temelinde, hem kiiltir hem de nesli
tehlikede olan tiirler icin genetik cesitligin kontrol edilebilmesini amaglayan,
kriyoprezervasyon uygulanmis sperm hiicrelerinin saklandigi bir kriyo-banka
olusturma hedefi bulunmaktadir (Lubzens vd., 1997). Kanada’min Ingiliz
Kolumbiyasi’nda ve Norve¢’te Salmonoid tiirleri icin bu tip bankalarin olusturulmasi
s6z konusudur (Harvey, 1998). Ancak, dondurulmus semen akukiiltiir endiistrisinde
yaygin olarak kullanilmamaktadir. Yontemin gesitli gerecler icermesi, maliyetinin
fazla olmasi, uygulamay:1 yapacak tecriibenin azligi kullanimi azaltan sebeplerdir.
Bunlarin yam sira, kriyoprezervasyon isleminde sperm hiicrelerinin u¢ kosullarda

saklanmasi, uygulanan metotlarin farkliliklari, kullanilan sperm hiicrelerin motilite
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kaliteleri ve donmaya kars1 farkli diren¢ dereceleri gostermeleri gibi sebepler
yontemin  yaygmn  kullanimina engel teskil etmektedir (Rana, 1995).
Kriyoprezervasyon uygulamasinda hem dondurmada hem de ¢6ziinme esnasinda
sperm hiicreleri zarar gorebilmektedir. En yaygin iki hasar nedeni, o6zellikle
sicakligin 0 °C’den -40°C’ye diisiiriilmesinde 1s1 kaybinda ve dondurmada koruyucu
olarak kullanilan maddelerin (dimetil siilfoksit, metanol gibi) toksik etkisidir.
Bunlarin disinda, pH degisimi, soguk sok, buz kristallerinin olusumu, ozmolarite
etkisi gibi sebepler ile sperm hiicreleri zarar gorebilmekte ve sonugta ¢oziinme

sonrasinda motilite karakteristiklerinde azalma saptanmaktadir (Chao ve Liao, 2001).

1.3.4. Balik seminal plazma icerigi ve oksidatif yapisi

Seminal plazma, testis ve sperm kanallarinin bir driiniidiir. Temel amaci, sperm
hiicrelerinin depo edilmesinde uygun sartlar1 saglamaktir. Bu depolama sirasinda,
sperm hiicrelerinin dolleme kabiliyetine olumsuz etki edebilecek olan sperm
hiicresinin canliliginda ve motilite karakteristiklerinde olusabilecek herhangi bir
bozulma seminal plazma sayesinde engellenmektedir (Ciereszko, 2007). Seminal
plazmanin, sperm hiicresinin canlilifini uygun sekilde kontroliinde 6zellikle, 6zgiin
ozmolarite degeri, iyon bilesimi ve motiliteye engel olan proteinlerin énemli yeri
bulunmaktadir. Ayrica, seminal plazma sayesinde sperm metabolizmasi i¢in gerekli
besin saglanmakta ve proteolitik ve oksidatif etkilere karst sperm hiicreleri
korunmaktadir. Seminal plazmanin sperm hiicrelerinin son olgunlagsma safthasi
iizerinde kontrol ve diizenleme etkisi de bulunmaktadir. Ozellikle son yillarda,
seminal plazmanin sperm hiicrelerinin olgunlasmasi iizerine olan biyolojik roliine
dikkat ¢ekilmektedir (Morisawa ve Morisawa, 1988; Alavi ve Cosson, 2005; 2006).
Alavi vd. (2007), seminal plazma calismalarinin iireme biyolojisi ve akaukiiltiir
calismalarinda cok biiyiikk 6nem teskil ettigini belirtmislerdir. Oncelikli olarak
seminal plazma yapisimt inceleyen calismalar, erkek iireme kanalarinda sperm
hiicresinin olgunlagsmas1 ve motil hale gegmeye hazir olmasi ile ilgili biyokimyasal
siirecleri anlamaya imkan saglamaktadir (Nagahama, 1994; Koldras vd., 1996;
Linhart vd., 1999). Farkl tiir ve bireylerde yapilacak olan seminal plazma analizleri,
tirlerin bireyleri arasinda ve tiirler arasindaki farkli iireme 6zelliklerinin
aciklanmasim saglamaktadir (Alavi vd., 2004a; 2004b). Hepsinin Otesinde, tiire
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uygun dolleme calismalarinin yapilmasinda, uzun ve kisa siireli sperm muhafaza
calismalarinda, caligilan tiiriin seminal plazma iceriginin bilinmesi son derece
onemlidir (Billard, 1992; Alavi vd., 2007). Sadece tiirler arasinda degil, aym tiir
icinde de seminal plazma bilesenlerinde farkliliklar gézlenmektedir (Koldras, 1996;

Billard, 1995b).

Temelinde Sertoli hiicrelerinin salgilar ile baslayan, testis ve sperm kanallariin
salg1 ve emilimleri ile sekillenen seminal plazma igerigi basta Na*, K™ ve CI” olmak
iizere Ca™ ve Mg2+ iyonlarinca zengindir. Buna karsin, balik seminal plazmasinda
hormonlar, feromonlar, kolesterol, gliserol, vitaminler, serbest amino asitler, sekerler
ve yaglar gibi organik icerigi olusturan maddelerin derisimleri, diger omurgali
gruplaria gore azdir (Scott ve Baynes, 1980; Linhart vd, 1991; Lahnsteiner, 2003).
Bu maddeler miktar olarak az olsa da ¢esit olarak az degildir. Son yillarda seminal
plazma protein profili iizerine yapilan calismalarin artmasi ile sazan baligi seminal
plazmasinda 186, sperm hiicresinde ise 348 farkli protein tayin edilmistir (Dietrich
vd., 2015). Benzer sekilde, O. myksiss sperm hiicresinin sadece flagellumunda
500’den fazla protein tiirii belirlenmistir (Cosson, 2010). Seminal plazmanin yapis,
baligin stres kosullarina bagli olarak degisebilecegi gibi, iireme sisteminde sperm
hiicrelerinin veya tireme sistemi kanallarindaki 16kosit hiicreleri gibi somatik
hiicrelerin zarar gormesi ile degisiklige ugrayabilir (Cosson, 2004; Rurangwa vd.,

2004).

Sperm hiicrelerinin ROS {iretmesi fizyolojik olarak normal bir siirectir. Ancak,
bunlarin iiretimi ve ortamin siipiiriicii etkisi dengesizlestiginde bu durum ozellikle
hiicre zan acisindan tehlikeli olmaktadir (Sharma ve Agarwal, 1996). Balik sperm
hiicre zarlar, diger omurgali gruplarindaki gibi, ROS’larin olumsuz etkilerine son
derece hassas olan doymamis yag asitlerince (PUFAs) zengindir. Bu olumsuz etkiler,
hiicre icin ATP miktarinin hizla azalmasina, aksonemal hasara, spermin orta
kisminda morfolojik bozulmalara sebebiyet verebilmektedir. Boylelikle sperm
motilite karakteristiklerinin degerlerini diisiirmektedir (Sikka, 1996; Bansal vd.,
2007). Bununla birlikte, ROS artis1 ile fertilizasyon orani arasinda negatif korelasyon
bulunmaktadir (Agarwal vd., 2005). Gazo vd. (2013), semendeki ROS artisinin
anormal sperm olusumu ve sperm hiicre hasar1 ile direk ilgisini gostermektedir.

Ozellikle bazt ROS gruplarinin sazan baligi sperminde DNA hasarina yol agtif
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bilinmektedir (Zhou vd., 2006). Kisa siireli muhafaza calismalarinda, semen
orneginde olusan ROS, motilite karakteristiklerini olumsuz etkileyen oksidatif
fosforilasyon gibi hiicre metabolizmasi siireclerini engellemektedir (Shaliutina vd.,
2013). Ayrica, ROS ile antioksidan aktivitesinin dengesizligi Ozellikle
kriyoprezervasyonda sperm hiicrelerinin zarar gormesindeki en 6nemli nedenlerden
biri olarak gosterilmektedir. Kriyoprezervasyon isleminde olugan DNA hasarinin
temel nedeni islem sirasinda olusan asir1 ROS olarak gosterilmektedir (Wang vd.,
1997; Li vd., 2007; 2009). Son yillarda, semen ve ROS iligkili ¢aligmalarda artis olsa
da, ROS gruplarinin sperm hiicreleri iizerine etkileri tam olarak bilinmemektedir

(Lahnsteiner vd., 2010; 2011; Lahnsteiner ve Caberlotto, 2012).

Gametler, performanslarinda oksijenin O6nemli rol oynadigi aerobik hiicrelerdir
(Ubilla ve Valdebenito, 2011). Serbest radikallerin bir tipi olan ROS farkli metabolik
yollar ile siirekli olarak iiretilmekte ve farkli biyomolekiiller ile etkilesime gecerek
hiicre zar1 hasarina yol acabilmektedir. Oksidatif stres, iiretilen bu serbest radikaller
ile hiicrenin anti-oksidasyon mekanizmasi arasindaki dengesizligin bir sonucudur ve
asirt ROS artis1 sebebiyle hiicreye zarar verebilmektedir (Saleh vd., 2002). Sperm
hiicreleri, kendilerinde ve seminal plazmada bulunan antioksidanlar ve antioksidan
enzimler tarafindan oksidatif stresin olumsuz etkilerinden korunmaktadir.
Antioksidanlar, bu serbest radikallerin kontrol dis1 {iiretimlerini engelleyen ve
biyolojik yapilar ile reaksiyonlarini kisitlayan molekiillerdir (Halliwell ve Chirico.
1993). Teleost baliklarinin hem seminal plazmasinda hem de sperm hiicresinde farkl
tiplerde antioksidan maddeler bulunmaktadir (Liu vd., 1995; Ciereszko vd., 2000).
Bu antioksidan maddeler, genel olarak enzimatik olanlar ve enzimatik olmayanlar
olarak 2 gruba ayrilabilir (Lahnsteiner vd., 2010). C ve E vitaminleri, iirik asit,
semende enzimatik olmayan antioksidanlar arasinda en yaygin olarak tayin edilmis
olanlardir (Ciereszko ve Dabrowski, 1995; Ciereszko vd., 1999; Metwally ve Fouad,
2009; Martinez-Paramo vd., 2012). Enzimatik antioksidan yapilarindan ise,
siiperoksit dismutaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidaz, katalaz, metiyonin
siilfoksit rediiktaz gibi enzimler semende bulunmaktadir (Lahnsteiner, 2009; Li vd.,
2010; Lahnsteiner vd., 2010; Martinez-Paramo vd., 2012). Bu antioksidan
ozellikteki yapilar sperm hiicresinin iireme sistemindeki canliligin korunmasinda son
derece onemlidir. Bu sebeple hem kisa hem de uzun siireli muhafazada sulandirici

cozeltilerine ilave edilmektedirler. Bu in vitro saklama islemlerinde, semenin
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antioksidan sistemleri yetersiz kalmakta ve ROS’larin olumsuz etkilerinden sperm
hiicresini koruyamamaktadir (Lahnsteiner vd., 2010). Bu sebeple, antioksidan
kapasitesine sahip molekiillerin, in vitro g¢aligmalarda sulandirma ¢o6zeltilerine
konulmasi, sperm hiicrelerinin soguk soka ve oksidatif hasara karsi direncinin
artmasina yaramaktadir (Cabrita vd., 2011). Ancak, eklenen her antioksidan
ozellikteki madde, her balik tiiriinde sperm motilite karakteristikleri agisindan 6nemli
derecede fark olusturmamaktadir (Lahnsteiner vd., 2011). Sonu¢ olarak, farkl
antioksidan oOzellikteki maddeler, balik tiirlerinin sperm hiicreleri iizerine farkh

etkiler gostermektedir.

1.3.5. Balik sperminde DNA hasari

Uygun kosullarda yetistirilen bir baliktan alinan sperm hiicrelerinde, diisiik oranda da
olsa DNA hasarli sperm hiicresi saptanabilmektedir. Genel olarak sperm
hiicresindeki DNA hasari, anormal kromatin paketlenmesi (Sakkas vd., 1996;
Boissonneault, 2002; McLay ve Hugh, 2003), ROS fazlaligi (Khosravi vd., 2014),
seminal plazma antioksidanlarinin azalmasi (Pérez-Cerezales vd., 2009), sperm
hiicrelerinin apoptozu (Sakkas vd., 1996) gibi nedenler ile olusabilmektedir.
Ozellikle uzun ve kisa siireli muhafaza sonunda DNA hasarli hiicrelerde artis
gozlenmektedir. (Labbe vd., 2001; Zilli vd., 2003; Dogu, 2011; Shaliutina vd., 2013).
Sperm hiicresinde olugan DNA hasar1 dolleme kabiliyetinin azalmasi ile iliskilidir ve
ozellikle dollemeden sonra yavrularda cesitli gelisim problemlerine hatta liimlerine

yol agmaktadir (Kopeika vd, 2004; Evenson ve Wixon, 2006).

Hem kisa hem de uzun siireli muhafaza sirasinda, DNA hasarlari meydana
gelmektedir. Bu hasarlar genellikle oksidatif strese dayandirilmaktadir (Watson,
2000; Aitken ve Baker, 2004). Bu durum, sperm hiicre ve mitokondri zarlarina,
aksonem yapisina zarar vererek sperm hiicre yapisini ve fonksiyonunu olumsuz bir
sekilde etkiler (Spinaci vd., 2005). DNA molekiillerinin oksidasyon ile zarar
gormesi; sarmalda kiriklar olugsmasi ve azot bazlarinin oksitlenmesi olarak iki temel
yol ile gerceklesir (Box vd., 2001). Pérez-Cerezales vd. (2009), CD disi bireylerin
sperm hiicrelerindeki DNA hasarlarinin, kisa siireli muhafazada oksidatif strese ile
ilgili oldugunu ve bu oksidatif stresin sitozinlerden ziyade gunaninleri etkiledigini

gostermislerdir. Ayn1 calismada, uzun siireli muhafazada ise oksidatif stress
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saptanamamistir ve buradaki DNA hasarinin daha ziyade soguk sok kaynakli oldugu

Ongodrmiislerdir.

1.4. Cinsiyet Degistirme ve Yetistiricilik

Yetistiricilikte cinsiyet degistirme icin kullanilan cesitli strateji ve planlar, hormon
uygulamalari, dol kontrolii, ginogenez ve androgenez gibi uygulamalar, genotipik
veya fenotipik olarak cogu veya tamami erkek veya disi popiilasyonlarin
gelistirilmesine yol a¢cmaktadir. Bu uygulamalarin genel amaci, biiyiime hizi, et
kalitesi gibi seksiiel dimorifizm gosteren Ozeliklerin avantajlarindan yararlanmaktir

(Dunham, 2012).

Cinsiyet degisimi kontrolii akuakiiltiir calismalarinin verimliligin gelisiminde c¢ok
onemli bir aragtir. Tek cinsiyet popiilasyonunun kiiltiirii ile baligin biiyiime orani
artabilmektedir. Ornegin, erkek Nil tilapiyast (Oreochromis niloticus), disi Nil
tilapiyasindan daha hizli biiytimektedir (Beardmore vd., 2001). Tersi bir durum
gokkusagi alabaligi i¢in s6z konusudur, disileri erkeklere gore daha once ticari olarak
satilabilir boyuta gelmekte ve disilerin et kaliteleri daha iyi olmaktadir (Panadian,
1995). Cinsiyet kontrolii sadece tiretimdeki et miktarini arttirmada degil, damizlik
anac balik cinsiyetindeki eksiklikleri gidermede de kullanilir. Ornegin, erkek lahoz
balig tiirleri (Epinephelus sp.) dogada nadir bulunmasi ve yakalanmasinin zor olmasi
sebebiyle, kiiltiirlerinde erkek anaglarin iiretiminin 6nemi vurgulanmaktadir (Kuo
vd., 1988; Hassin vd., 1997). Tek tip cinsiyetli popiilasyonlarin kiiltiirli sadece
besinsel akuakiiltiir i¢in degil, akvaryum tiirleri i¢cin de son derece Onemlidir.
Ornegin, erkek lepistes (Poecilia reticulata) bireyleri disi bireylerden daha siisliidiir
ve satis kolaylig1 acisindan tercih edilmektedirler (Piferrer ve Lim, 1997). Tiim bu
cinsiyet degisimi siireclerinde, anaclardan elde edilen gametlerin kullanimi son

derece 6nemlidir.

Timii disi popiilasyonlar Salmonid, Cyprinid ve Cichlid tiirlerinin kiiltiirlerinde
basarili bir sekilde elde edilmektedir. Cinsiyet kontroliinde, CD anag elde edilmesine
imkin saglayan Ozelikle hormonsal uygulamalar ©ne c¢ikmaktadir. Hormon

uygulamalari; larvalarin hormon katkili yem ile beslemesi, larvalarin hormonlu-su
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cOzeltisine maruz birakilmas: ve iki yontemin kullamildigi kombine uygulamalar
olmak iizere 3 farkli yontem kullamilmaktadir. Bu yoOntemlerde anaglara hormon
uygulandig1 icin tek cinsiyet yavru popiilasyonunun biiyiikligi ve hormon
uygulamasinin ticari olarak satilan baliga uygulanmamasi Onemli avantajlardir.
Ayrica bu sekilde dolayli hormon uygulamasinin tiimiiyle disi veya erkek
popiilasyonlar elde edilmesi soz konusudur (Purdom, 1993; Ozden vd., 2003). Tek
cinsiyetli popiilasyonlarin genetik olarak iiretimi, direk olarak hormon kullanilarak
cinsiyet degisimi saglamaya kiyasla hormon kullanimimi azaltmak gibi diger bir
avantaja da sahiptir. Boylelikle kullamilan hormonlarin ¢evresel etkilerinden ve
kullanimindaki yasal mevzuat durumlarindan kac¢imilmis olunmaktadir. Baliklarda
cinsiyet belirleyici mekanizma taksonomik gruplara ve hatta tiirlere gore farkliliklar
gostermektedir. Ticari olarak kiiltiire alinanan Cyprinid ve Salmonid tiirleri, XX
kromozom yapisinin disi, XY kromozom yapisinin ise erkek oldugu XX/XY cinsiyet
belirleme mekanizmasina sahiptir. Buna karsin ¢ipura (Sparus aurata) ve lahoz
(Epinephelus sp.) gibi tiirlerde olgunlasirken cinsiyet degisiminin goriildiigii ardisik
hermafrodizim bulunurken, Nil tilapyasi (Oreochromis niloticus) ve bir ¢ok yassi
balik (Pleurronectiformes) tiirtinde (6rne8in Paralichthys olivaceus) XX/XY
mekanizmasina ek olarak sicaklik kontrolii altinda cinsiyet belirleme s6z konusudur

(Devlin ve Nagahama, 2002; Dunham, 2004; Okorie vd., 2013).

Timil disi XX gokkusagi alabaligi cinsiyet degisimini kapsayan yetistiricilik tim
Ingiltere’de (Birlesik Krallik), Kanada’da daha yaygin olarak kiiltiirii yapilan kral
somon (Oncorynchus tshchawystcha) iiretiminde de benzer sekilde tek cinsiyetli
yetistiricilik uygulanmaktadir. Timii disi popiilasyonun kiiltir ortaminda
istenmesinin temel iki nedeni erkeklerin kiig¢iikk boyutta iken cinsel olgunuga

ulagmasi ve et kalitelerinin diisiik olmasidir (Dunham, 2012).

1.5. CD Disi Gokkusag1 Alabahig ve Sperm Kalitesi

Ozellikle Salmonidae tiirlerinin kiiltiiriinde, disi bireylerden olusan popiilasyonlar
yetistirilmek istenmektedir. Bunun 6ncelikli nedeni, disi bireylerin daha kisa siirede
ayn1 yemleme periyodu ile erkeklere gore daha cok et ihtiva etmesidir. Ayrica, disi

bireylerden alinan etin kalitesi daha iyi oldugu ig¢in, Ozellikle balik isleme
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siire¢lerinde tercih edilmektedir. Erkek bireyler disilerden daha once (yaklasik 1 yil),
cinsel olgunluga ulasmaktadir. Bu sebeple, en genel ifade ile erkek bireyler, disilerin
aksine, Ozelikle biiylimelerinin ilk yilinda, performanslarim1 daha ziyade gonad
olusumuna yonlendirmektedir. Tiimii disi popiilasyonlar iiretmenin en verimli ve
uygulanabilir yolu, dogas1 geregi XY karyotipine sahip ve olusan yavrunun
cinsiyetini tayin edecek olan sperm hiicresini, XX karyotipinde elde ederek, bu
sperm hiicresi ile yumurtanin dollenmesidir. Boylelikle olusan tiim zigotlar XX
karyotipinde, yani gelistiklerinde disi bireyler olusturacaktir. Iste bu tiir sperm
hiicreleri, cesitli hormon uygulamalar ile CD disi bireylerde bulunmaktadir. Bu CD
disi anaclardan alinan semen ile yapilacak yumurta dollemeleri sonucunda tamami
disi bireylerden olusan popiilasyonlar elde edilmektedir (Geffen ve Evans, 2000;
Kuzminski ve Dobosz, 2010; Purser ve Forteath, 2012).

Cinsiyeti degistirilmis (CD) disi alabaliklar terimi, 6nceki calismalarda daha siklikla
cinsiyeti degistirilmis disiler, yeni-erkek veya erkeklestirilmis disiler olarak da
tanimlanmaktadir (Kowalski vd., 2011). Bu bireyler, ticari olarak satilmak i¢in degil,
tiretimde anag¢ olarak kullanilmaktadir. Boylelikle hormon uygulamalarinin gerek
cevre gerek ise insan sagligl agisindan olumsuz etkileri tamamiyla giderilmektedir.
Bu anaglarin elde edilmesinde, 17a-metiltestosteron, 11f- hidroksiandrostenedion ve
17a-etinilmetiltestosteron gibi hormonlar yaygin olarak kullanilmaktadir. Uygulama
genellikle, yavrunun ilk 2 ya da 3 ayinda hormonlarin yeme ilave edilmesi ile
gerceklestirilmektedir (Atar vd., 2009; Kuzminski ve Dobosz. 2010). CD disi
baliklar, genotipik olarak disi Ozellikte olsalar da, gelismelerinin ilk yillinda
morfolojik olarak erkek oOzellikleri gostermeye baglamaktadir. Renkleri
koyulagmakta, alt ceneleri one dogru uzayarak kanca seklini almakta ve anal

yiizgegleri dis biikey sekilde gelismektedir.

CD disi bireyler, her ne kadar erkek bireylere benzese de, iireme sistemlerinde
genellikle sperm kanali olugsmamaktadir. Buna karsin, baz1 morfolojik bozukluklar
olabilmesine karsin, testis tek ya da cift olarak olugsmaktadir. Sperm kanali olmadig1
icin, normal sagim ile semenin elde edilmesi s6z konusu olmamaktadir. Bu sebeple
CD disi baliklar kesilerek testislerin alinmasi ve semenin, testislerden siiziilerek elde
edilmesi gerekmektedir (Geffen ve Evans, 2000). Sperm hiicrelerinin

olgunlagsmasinda onemli yer tutan ve seminal plazma icerigine katki saglayan sperm

32



kanallarinin, CD disi bireylerde olmamasi sebebiyle, bunlardan elde edilen semen ile,
normal erkeklerden elde edilen semen arasinda ciddi farklar bulunmaktadir (Demska-
Zakes vd., 1999). Bu semen direk olarak testislerden alindig1 icin, daha yiiksek
sperm hiicresi yogunluguna, daha az akiskanlik ve sperm motilitesi gdstermektedir.
Bu sebeple bu sperm hiicrelerinin dolleme orani diisiik olmaktadir (Robles vd., 2003;
Nynca vd., 2012). Bu sperm hiicrelerinin, alindiktan sonra in vitro sartlarda uygun
sulandirma ¢ozeltisi ile belirli bir siire inkiibasyon sonrasi bu sperm hiicrelerinin
motilite karakteristiklerinde iyilesme ve dolleme oraninda yiikselme gozlenmektedir

(Kobayashi vd., 2004).

Sonug¢ olarak, baliklarda cinsiyet degisimi iizerine pek ¢ok calisma bulunmasina
karsin, cinsiyeti degistirilen bireylerden elde edilen sperm hiicrelerinin 6zellikleri ve
kullanilmas: ile ilgili siirl bilgi bulunmaktadir. Tez caligmasi, testikiiler seminal
plazma parametrelerini de tanimlayarak CD disi bireylerden elde edilen sperm
hiicrelerinin motilite karakteristiklerini belirleyip, antioksidan ilave edilmis suni
seminal plazma kullanilarak gerceklestirilen uzun ve kisa siireli muhafazalarina ait
motilite verilerini sunmaktadir. Ayrica, muhafaza c¢alismalarinin  motilite
karakteristiklerine etkileri, akuakiiltiir pratigindeki en Onemli parametrelerinden

yumurtayr dolleme ve yumurtadan c¢ikis oranlann ile  desteklenmistir.
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2. MALZEME VE YONTEM

2.1. Malzeme
2.1.1. Deneme yeri

Bu arastirma Esen Cay1 iizerinde bulunan ticari bir gokkusagi alabalik iiretim
tesisinin destekleriyle gergeklestirilmistir. Cinsiyeti degistirilmis (CD) disi gokkusagi
alabalik (Oncorhynchus mykiss) testikiiler semeninin ve bu semendeki sperm
hiicrelerinin motilite 6zelliklerinin incelendigi tez calismasi, 2012-2013 (Aralik,
Ocak ve Subat), 2013-2014 (Aralik, Ocak ve Subat), ve 2014-2015 (Aralik, Ocak ve
Subat) iireme sezonlari boyunca gerceklestirilmistir. Ik iki iireme sezonunda,
seminal plazma biyokimyasal analizleri ve kisa siireli muhafaza c¢aligmalar
gerceklestirilmis iken 3. tireme sezonunda sperm hiicreleri DNA hasarlar1 ve uzun
siireli muhafaza calismalari tamamlanmustir. 11k iki sezonda, toplamda 102 normal
(N) erkek bireyin ve 88 CD disi bireyin semen ozellikleri incelenmistir. Ik sezonda
2-3 yasinda CD bireyler, ikinci sezonda 3-4 yasindaki CD bireyler, her iki sezonda
da 2-3 yasindaki N erkek bireyler degerlendirilmistir.

Cevre ve Sehircilik Bakanligi'min il Cevre Durum Raporu’na gore (2011) Esen Cayi,
Fethiye-Mugla’nin giineyindeki en u¢ noktada olup 100 km kadar uzunluga sahiptir
ve Mugla-Antalya smirinda Akdeniz’e dokiilir. Gida Tarim ve Hayvancilik
Bakanlig1 verilerine gore, Esen Cay1’nin gectigi Seydikemer Ilgesi’nde, toplamda 55
ticari alabalik isletmesi bulunmaktadir. Bunlarin 35 tanesi Esen Cayi’nin iizerinde
(Oren ve Sahil Ceylan Koyleri) bulunmakta, digerleri ise ¢ay ile dolayli baglantil
kollardadir. Bolgedeki yillik alabalik {iiretimi 8000 tondur. Arastirmanin
gerceklestirildigi alabalik tiretim tesisi, Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanlhigi
verilerine gore 800 ton/yil kapasitesi ile bolgedeki en biiyiik tesislerden biridir.
Ozellikle cinsiyeti degistirilmis disi gokkusagi alabalif1 anaglari, s6z konusu tesiste

tiretimde kullanabilir durumdadir.
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2.1.2. Balik, yem ve su materyali

Calismada, s6z konusu iiretim tesisinde rutin iiretimde kullanilan erkek anag bireyler
ve cinsiyeti degistirilmis disi bireyler kullanmilmistir. Cinsiyeti degistirilmis (CD) disi
alabalik bireyleri, hormon emdirilmis yem ile beslenmistir. Bu amacla, 3 mg 17a-
metiltestosteron/kg yem olacak sekilde hormon c¢o6zeltisi etanol icerisinde
hazirlanmis ve siirekli karistirilan yem iizerine piiskiirtillerek emdirilmistir. Vakum
etilviinde ¢oziiclisii ugurularak hazirlanan yemler +4°C’ da saklanmistir ve 60 giin
boyunca yumurtadan ¢ikan yavru baliklara verilmistir (Jalabert vd., 1975; Atar vd.,
2009). 2-3 yasinda erkek anaglar her iki ornekleme yilinda da kullanilirken, ilk
ornekleme yilinda 2-3 yasinda, ikinci ornekleme yilinda 3-4 yasindaki cinsiyeti
degistirilmis disi bireyler kullanilmistir. Calismanin {iigiincii doneminde, testikiiler
sperm  DNA  hasar1  belirlenmesi  ve  kriyoprezervasyon  calismalari
gerceklestirilmistir. Ana¢ baliklarin  beslenmesinde standart alabalik yemi
kullanilmigtir. Kullanilan yemin boyutlarina gore degisen teknik 6zellikleri Cizelge
2.1.’de sunulmustur. Alabalik tiretim tesisi bilgilerine gore, tireme sezonu boyunca
tesis girisindeki su kalite parametreleri: sicaklik 13,76+0,11 °C; c¢oziinmiis oksijen
doygunluk degeri % 86,37+0,25; ¢oziinmiis oksijen 8,93 mg/L; tuzluluk 0,17+0,03
ppt; pH 7,99+0,06; askida kati madde 0,0012+0,0002 g/L; nitrit (NO,-N) azotu
0,0240,00; nitrat (NO3™-N) azotu 0,68+0,09; amonyum (NH;"-N) azotu 0,39+0,09;
toplam fosfat (PO4'3) 0,62+0,21 mg/L seklindedir.

Cizelge 2.1. Calismada kullanilan yemlerin boyutlarina gore icerikleri

Yem Boyutu (mm)

Icerik (Miktar) 4 5 6 8 6 8 10
Ham Protein (Min %) 42 42 41 41 43 43 43
Ham Yag (Min %) 22 22 23 23 18 18 18
Ham Kiil (Max %) 12 12 12 12 12 12 12
Seliiloz (Max %) 3 3 3 3 3 3 3
Nem (Max %) 10 10 10 10 10 10 10
Fosfor (Min %) 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
Metabolik Enerji (kCal/kg) 4350 4350 4375 4400 4400 4200 4200
Amino Asitler (Min %) 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8
Yag Asitleri (%) 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
Koruyucular (%) 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4
Vitaminler (mg/kg) 125 125 125 125 125 125 125

35



2.1.3. Kullanilan antioksidanlar ve diger maddeler

Calismada kuersetin, kurkumin, rosmarinik asit, rutin, resveratrol ve salisilik asit
antioksidanlar1 kullanilmistir. Bu antioksidanlar, son yillarda 6zellikle tedavi amach
ragbet gordiikleri icin se¢ilmiglerdir. Calismada kullanilan 6 antioksidanin yapilar

Sekil 2.1.” de sunulmustur.

Kuersetin (CsH0O7, Ma: 302,24 g/mol), meyve ve sebzelerin 6zellikle yaprak ve
kabuklarinda yaygin olarak bulunur (Zheng vd., 2005). Insanin normal diyetiyle
alimmas1 gerekliligi vardir. Saghk acgisindan cok cesitli faydalara sahip oldugu
gosterilmistir.  Antioksidatif, serbest radikalleri siipiiriicii, antiviral etkileri

bulunmaktadir (Morand vd., 1998; Saija vd., 2003; Jullian vd., 2007).

Kurkumin (Cy1H2006, Ma: 368,38 g/mol), o©zellikle Zencefilgiller (Zingiberaceae)
grubundan hintsafrani, zerdecal, zencefilde bulunur. Antioksidan, antiinflamatuar,
antiviral, antikanserojen ve antifungal etkileri bulunmaktadir (Wright, 2002;

Stankovic, 2003; Modasiya ve Patel, 2012).

Rosmarinik asit (C1gH;603, Ma: 360,31 g/mol), bircok bitki tiiriinde bulunmakta,
ozellikle biberiye ve Perilla (Perilla frutescens) yaginda yogun olarak
bulunmaktadir. Antioksidan ve antienflamatuar etkilerinin yanisira, g¢esitli kanser
tiirlerine kars1 koruyucu etkisinin olabilecegi diistiniilmektedir. Alkollii bilesikleri

deri tarafindan absorbe edilebilmektedir (T6th vd., 2003; Zu vd., 2012)

Rutin (C7H30016, Ma: 610,52 g/mol), 6zellikle invasif bir tiir olan Carpobrotus
edulis (katrtirnagl) ve Fagopyrum esculentum (karabugday) bitkilerinde yogun
olarak bulunmaktadir. Antioksidan ve antibakteriyel 6zeliklerinin yam sira kolesterol
dengeleyici 6zelligi bulunmaktadir. Ayrica kan damarlarin1 koruyucu ve genisletici

ozellikleri bulunmaktadir. (Paniwynk vd., 2001; Conesa vd., 2005; Hamad, 2012)

Resveratrol (C4H 203, M4:228,24 g/mol), bir¢ok bitki tarafindan, ¢cevresel stres ve
patojenik saldirilar gibi olumsuz durumlara kars1 bir yanit olarak sentezlenmektedir.
Bu sebeple bitki temelli bir antibiyotik olarak degerlendirilmektedir. Yerfistiginda,
dut ve iizim kabugunda ve ozellikle tiziim suyunda yogun olarak bulunmaktadir.
Enflamasyon, ateroskleroz ve karsinojenez gibi insan patolojik siireclerinde
koruyucu etkisi olduguna dair kanitlar bulunmaktadir. Koruyucu etkisinin,

antioksidan oOzelliklerinden, lipit aktivitesinden ve lipoprotein metabolizmasini
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dengeleyici etkisinden kaynaklandigi belirtilmektedir (Stivala vd., 2002; Zhu vd.,
2008; Giilgin, 2012; Tuga vd., 2012).

Salisilik asit (C;He03, Ma: 138,12 g/mol), 6zelikle sogiit agac1 kabugundan elde
edilmektedir. Organik bir asit olarak oOzellikle organik madde sentezinde
kullanilmakta, bitki hormonu olarak islev gdrmektedir. Akne tedavisi i¢in yaygin
olarak kullanmaktadir. Ayrica asetilsalisilik asit olarak aspirinin énemli aktif bir ara

irtiniidiir (Simic vd 2007; Gerailoo ve Ghasemnezhad 2011; Khalili vd 2011).

Bunlarin disinda, sperm sulandiricilarinda ve kimyasal analizlerde kullanilan tiim
kimyasallar Sigma Aldrich (Almanya) iriinleridir. Cozeltilerin hazirlanmasinda,

Milli-Q sentez sisteminden (Millipore, ABD) elde edilen saf su kullanilmistir.
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Sekil 2.1. Calismada kullanilan antioksidanlarin molekiiler yapilar:
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2.2.Yontem
2.2.1. Balik gamet érneklemesi

Arastirma 3 tireme sezonu [2012-2013 (Aralik, Ocak ve Subat), 2013-2014 (Aralik,
Ocak ve Subat), ve 2014-2015 (Aralik, Ocak ve Subat)] boyunca siirdiiriilmiistiir.
Incelenen ilk iki iireme sezonunda seminal plazma analizleri ve kisa siireli muhafaza
calismalari, incelenen son iireme sezonunda ise Ozellikle kriyoprezervasyon ve
COMET calismalar1 tamamlanmustir. Incelenen ilk iireme sezonunda 2-3 yasindaki
CD disi alabalik ornekleri ve 2-3 yasindaki normal erkek ornekleri, ikinci iireme
sezonunda ise 3-4 yasindaki CD disi balik 6rnekleri ve yine 2-3 yasindaki normal
erkek Ornekleri incelenmistir. Ilk iki donemde incelenen 6rneklerin iireme sezonu
boyunca sayilari, yaslari, agirliklar1 ve boylart Cizelge 2.2.” de sunulmustur. Cizelge
2.2 ye gore, 2-3 yasinda 48 adet (ortalama 35,4+2,1 cm uzunlugunda, ortalama
567,4+115,1 g agirhginda) CD disi alabalik, 3-4 yasinda 40 adet (ortalama 49,8+3,3
cm uzunlugunda, ortalama 1819,2+268,7 g agirhiginda) CD disi alabalik, incelenen
ilk tireme sezonunda 2-3 yasinda 44 adet (ortalama 32,7+2,5 cm uzunlugunda,
ortalama 619,7+33,7 g agirliginda), ikinci iireme sezonunda 2-3 yasinda 58 adet
(ortalama 33,3+£3,0 cm uzunlugunda, ortalama 630,3+33,0 g agirliginda) normal
erkek bireylerden alinan drnekler incelenmistir (Cizelge 2.2.). Ornekleme planinda,
tireme sezonu baglangici ornekleri Aralik ay1 basinda, iireme sezonu ortasi1 6rnekleri
Ocak ay1 basinda ve iireme sezonu sonu Ornekleri Subat ay1 basinda alinan 6rnekleri

ifade etmektedir.

Gametler normal erkek ve disi anaglardan abdominal masaj yontemi ile alinmistir.
Cam tiipler igerisine sagilan semen Ornekleri, buz icerisinde laboratuvara taginmistir.
Sagim sirasinda sindirim artiklarinin bulagmasini onlemek amaciyla sagimdan 48
saat Oncesinden baliklara yem verilmesi kesilmistir. CD disi bireylerden sagim
yoluyla semen ornekleri alinamadig igin, diseksiyon ile gonadlar ¢ikartilmistir. Buz
izerinde gonadlar bistiiri yardimi ile temizlenerek, {izerinde bulunan kan damarlar
atilmigtir. Daha sonrasinda, gonadlar bistiiri ile kesilerek, 210 pm gozenekli plankton
bezinden testikiiller semenin cam behere damlatilmasiyla dokudan ayrilmasi
saglanmistir (Robles vd., 2009). Sagim sonrasi, su, kan, idrar veya feces ile

kontamine olan semen ornekleri analizlerde kullanilmamaistir.
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Cizelge 2.2. Incelenen iki iireme sezonu boyunca CD disi ve N erkek birey sayilar1 (n) ve fiziksel
ozellikleri (B: sezon baslangici, O: sezon ortasi, S: sezon sonu)

1. Ureme Sezonu

Ozellik B O S
Birey sayis1 (n) 8 17 19
Boy (cm) 32,8+2,4 33,5+2,4 32,0£2,6
N Agirlik (g) 601,3+39,4 622,1+30,1 625,3+33,3
Gonad (g) - - -
Yas (y1l) 2-3 2-3 2-3
Birey sayisi (n) 22 13 13
Boy (cm) 35,7£2,5 35,4+1,7 34,717
CD Agirlik (g) 625,7+120,0 510,0+62,1 526,2+105,8
Gonad (g) 20,7£6,8 27,748,1 26,9+4,3
Yas (y1l) 2-3 2-3 2-3
2. Ureme sezonu
Ozellik B O S
Birey sayisi (n) 14 17 27
Boy (cm) 33,5+3,1 33,243,5 33,327
N Agirlik (g) 643,6+41,6 623,8+33,5 627,6+26,3
Gonad (g) - - -
Yas (y1l) 2-3 2-3 2-3
Birey sayisi (n) 7 14 19
Boy (cm) 48,8+6,7 49,4+2,6 50,5£2,6
CD Agirlik (g) 1690,0+£565,0  1816,4+189,6  1855,3+213,2
Gonad (g) 88,0+£51,9 79,6£20,9 82,9+20,2
Yas (y1l) 34 34 34

2.2.2. Sperm motilite karakteristikleri ve sperm yogunlugunun belirlenmesi

Alinan her bir sperm Orneginin motilite karakteristikleri; yiizde (%) progresif
motiliteye sahip spermatozoa ve spermatozoa progresif motilite siiresi (s) olarak,
ornek alindiktan sonra ivedilikle tayin edilmistir. Mikroskop altinda 200x biiyiitmede
gerceklestirilen motilite Slciimlerinde, aktivasyon cozeltisi olarak 60 mM sodyum
bikarbonat (NaHCO3), 50 mM Tris pH=9,0 tamponu (Lahnsteiner, 2000)
kullanilmistir. Sulandirma ¢ozeltisi kullanilarak N erkek sperminde 1:200, CD disi
sperminde 1:400 veya 1:600 oranlarinda seyreltme yapilmistir. Hiicrelerin, progresif
motiliteye sahip olma yada olmama durumlari, spermin aktivasyon sonrasi aldigi
yola gore tespit edilmistir (Sekil 2.2.). Progresif motilite yiizdesi, aktivasyon ¢ozeltisi
ile spermin ilk temasinda dogrusal hareket eden hiicrelerin yiizdesi olarak
degerlendirilmistir (Billard ve Cosson, 1992; Horvath vd., 2003). Progresif motilite
yiizdesi, hiicrelerin tamamen progresif motil olmama durumu % 0, tam progresif
motil olma durumu % 100 olarak ve % 10 artis araliklar1 ile olusturulan bir

Olceklendirme ile degerlendirilmistir (Borges vd., 2005’den degistirilerek). Progresif
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motilite siiresi, spermin ileri yonde dogrusal harekete baslamasi ile spermin kat ettigi
yolun es merkezli dairesel harekete doniistiigli ana kadar gecen siire olarak kabul
edilmistir ve hesaplanmistir (Rurangwa vd., 2004). Her 6rnegin motilite sayimlar1 en

az 3 tekrarl yapilmis, ortalama deger kullanilmistir.

Sekil 2.2. Progresif (A) ve progresif olmayan (B) motilitenin sematik gosterimi

Spermatozoa yogunlugu, hemositometrik yontem ile belirlenmistir. Sayimlarda,
0,0025 mm? alanli Thoma sayim kamerasi kullanilmistir. Ornekler, 1:100 ve 1:10000
oranlar1 arasinda, Hayem cozeltisi [0,5 g sodyum kloriir (NaCl), 2,5 g sodyum siilfat
(NayS04) , 0,25 g civa II kloriir (HgCl,)/100 mL saf su] ile sulandirilarak 3 tekrarh
olarak sayilmistir. Spermatozoon yogunluk hesaplanmasi asagidaki formiile gore

yapilmistir ve sperm derigimi x10° spermatozoon/mL olarak ifade edilmistir.

Toplam Sayilan Hiicre
Sperm Derigimi = x 4x10°x Sulandirma Orani (2.1)
Sayilan Kare Sayisi

Calismalarda, faz kontrast ve floresans 6zellikli, AxioCam ICc 5 kamerali Zeiss Axio
Scope Al (Almanya) ve faz kontrast 6zellikli Nikon DS-U3 kamerali Nikon Ci-S

mikroskoplar kullanilmistir.

2.2.3. Seminal plazma eldesi ve analizleri

Seminal plazma, semenin 13.000 rpm’de 10 dakika 4°C’ de iki kez santrifiijlenmesi
ile elde edilmistir. Seminal plazma 6rnekleri -20°C’ de saklanmis ve tiim analizler

ivedilikle yapilmstir.
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2.2.3.1. pH ve ozmolarite ol¢giimii, iyon ve metabolit iceriklerinin belirlenmesi

Seminal plazma pH seviyesi, WTW pH metre 3110 set 2 cihazi standard probu ve az
miktardaki orneklerde Sentix mic-D probu (Almanya) ile 6lciilmiistiir. Ozmolarite
degerleri ise Gonotec Osmomat 030 kriyoskobik osmometre (Almanya) ile tayin
edilmistir. Seminal plazma iyon ve metabolit igerikleri, orijinal kitlerinin kullanimi

ile Abbott-Aeroset otoanalizorii (Chicago, IL, USA) ile gerceklestirilmistir.

2.2.3.2. Protein, lipit peroksidasyonu, katalitik aktivite ve toplam antioksidan

kapasitesi tayinleri

Seminal plazma protein derisimleri, lipit peroksidasyonu, katalitik aktivite ve toplam
antioksidan kapasitesi degerleri spektrofotometrik yontemlerle Olciilmiis, dl¢timler
Hach Lange DR 2800 spektrofotometre (Almanya) kullanilarak yapilmistir. Toplam
antioksidan kapasitesi 6l¢iimii, Randox toplam antioksidan KIT NX 2332 (Ingiltere)
kit seti kullamlarak yapilmistir. Bu kit seti; R1 (tampon), R2 (kromojen), R3
(substrat) ve standart cozeltilerden olugmaktadir. Spektrofotometrik okumalar 600
nm’de 1 cm 151k yolu olan kuvars kiivet ile yapilmustir. Orneklerin hazirlanma
prosediirii Cizelge 2.3.’de aciklanmistir. Bu islem ile hazirlanan 6rnekler karistirilip
spektrofotometrik Ol¢ciimleri yapilmistir (A1). Sonrasinda 200 ul R3 ¢ozeltisi eklenip,

karistirllmis ve 3 dakika sonra ikinci spektrofotometrik dl¢iim yapilmistir (A2).

Cizelge 2.3. Toplam antioksidan 6l¢iimii hesaplanmasinda orneklerin hazirlanmasi

Kor Standart Ornek

Saf su 20 ul - -
Standart - 20 ul -
Ornek - - 20 pul
Kromojen (R2) 1 ml 1 ml 1 ml

Hesaplama verilen formiiller ile hesaplanmistir.

Faktor = standard derisimi / (AA kor- AA standard) 2.2)

Toplam antioksidan durumu (mM)= Faktor x (AA kor- AA ornek) (2.3)
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Toplam protein tayini, Bradford yontemi ile yapilmistir (Bradford 1976). Standart
protein olarak sigir serum albiimini (BSA) ile olusturulan kalibrasyon egrisi
kullanilarak orneklerin protein miktarlar1 hesaplanmistir. Bradford ¢ozeltisi, 0.02 g
Coomassie Brilliant Blue G-250 boyast 10 mL metanolde ¢oziildiikten sonra 20
mL % 85’lik fosforik asit (H3POs) eklenip, ¢ozelti hacmi saf su ile 50 mL’ ye
tamamlanarak hazirlanngtir.  Ornek protein yogunluguna gore seyreltmeler

yapilarak, her oérnek 3 tekrarli olarak olctilmiistiir.

Lipit peroksidasyon (LPO) 06l¢iimii, malondialdehit (MDA) iiretimini bildiren
tiyobarbitiirik asit (TBA) reaktif substrat analizi ile gerceklestirilmis, kullanilan
ornek ve kimyasallarin hacimlerinde orantisal degisiklikler yapilmistir (Buege ve

Aust, 1978).

Katalaz aktivitesi (KAT), rutinde yaygin olarak kullanilan ve ornegin hidrojen
peroksit (H,0,) ile direk reaksiyonu sonucu 240 nm’ deki absorbansin azalmasindan
hesaplanan Aebi Ol¢ciim metodunun (Aebi, 1983) balik seminal plazmasi i¢in uygun
olmadig belirlenmistir. Bu nedenle, seminal plazma katalaz aktivitesinin 6l¢iimii i¢in
Goth metodu kullanilmistir. Metotta, H,O, reaksiyonu amonyum molibdat [(NHy)e
Mo7;0y4] ile durdurulmus ve olusan renkli kompleksin absorbanst 405 nm’de

Olclilmiistiir (Goth 1994).

2.2.3.3. Fourier transform infra-red (FTIR) analizleri

Seminal plazma orneklerinin FTIR spektrumlari, ATR (attenuated total refection)
ornekleme probuna sahip Perkin Elmer 100 IR spektrofotometresi (Kanada)
kullanilarak elde edilmistir. Incelenen 2. iireme sezonunda alinan ornekler yiiksek
oranda su igermeleri nedeniyle fonksiyonel gruplara ait bandlar direk olarak
gozlemlenememistir. Bu nedenle, 50-100 pL seminal plazma Ornegi iizerine 10-20
mg analitik saflikta potasyum bromiir (KBr) eklenmis ve sperm ornekleri KBr
izerine emdirilmistir. Suyun uzaklastirilmasi amaciyla hazirlanan 6rnekler 35°C° de
24 s siireyle etiivde kurutulmustur. KBr ile referans cizgisi (baseline) alinarak

orneklerin FTIR spektrumlari elde edilmistir (Delerisa ve Petibois, 2003).
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2.2.4. Kisa siireli muhafaza calismalari

Her 6rneklemede, alinan sperm orneklerinin motilite 6zellikleri belirlendikten sonra,
bu 6zelikleri birbirine benzer olan, CD disi bireylerden en az 3 tanesi, normal erkek
bireylerden en az 5 tanesi birlestirilerek elde edilen 6rnekler sulandirilarak kisa siireli
muhafaza calismalarinda kullanilmistir. Calisma basinda, uygun sulandirma oranlari
ve pH seviyesini tespit etmek amaciyla, 1:1, 1:3, 1:5, 1:9, 1:19 (sperm:sulandirici)
sulandirma oranlari, pH 8,0; 8,5; 9,0; 9,5; 10,0 ve 10,5 degerleri denenmistir.
Sonuglar, orneklerin pH 9,5 sulandirma c¢ozeltisiyle 1:3 oraninda seyreltilmesinin
uygun oldugunu gostermistir. Sulandiric1 olarak, Lahnsteiner vd., 1998 tarafindan
onerilen 103 mM NaCl, 40 mM potasyum kloriir (KCl), 1 mM kalsiyum kloriir
(CaCly), 0,8 mM magnezyum siilfat (MgSQO,) iceren 20 mM HEPES (4-(2-
hidroksietil)-1-piperazinethansiilfonik asit) tamponu suni seminal plazma (SSP)

olarak kullanilmistir.

Antioksidan maddelerin (kuersetin, kurkumin, rosmarinik asit, rutin, resveratrol,
salisilik asit) etanolde hazirlanan stok ¢ozeltileri, son derisimleri 25, 50 ve 100 mg/L
olacak sekilde SSP igerisine eklenmistir. 100 mg/L’den yiiksek derisimlerin
¢Oziiniirlik problemi nedeniyle sulandirma i¢in uygun olmadigi belirlenmistir. Her
bir antioksidan maddenin, etanol i¢inde stok cozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan
sulandiriciya bu stoklardan eklenerek hedef antioksidan derisimleri elde edilirken,
sulandiricilarda etanol miktarinin % 1 seviyesinde olmasi saglanmistir. Ayni kosullar
altinda, antioksidan igcermeyen % 1 etanol eklenen SSP ile ve hem antioksidan hem
de etanol icermeyen SSP ile kontrol gruplar1 olusturulmustur. Ornekler, +4°C’de 19
mL’lik steril cam deney tiipleri igerisinde saklanarak, 3., 6., 12., 24. saatte ve
sonrasinda yiizde progresif motilite saptanmayincaya kadar her 24 saatte bir

degerlendirilmistir. Her sulandirma ii¢ tekrarli olarak uygulanmistir.

2.2.5. Uzun siireli muhafaza (kriyoprezervasyon) calismalar:

Antioksidan maddelerin, kriyoprezervasyon uygulanmasina etkisini tespit etmede,
kriyoprezervasyon prosediirii Figueroa vd., (2013) ve Merino vd., (2011) tarafindan
onerilen yontemler temel alinmig ve optimize edilmistir. 3-4 yasinda 10 adet CD disi

bireyin (ortalama 52,4+3,2 cm uzunlugunda, ortalama 1933,0+260,5 g agirliginda),
43



gonadlari c¢ikartilip kan damarlarindan arindirilmistir. Gonadlar bisturi ile kesilerek
210 um gozenekli plankton bezinden steril cam behere, bu kesitlerden siiziilen semen
ornekleri +4°C’de biriktirilmistir. Motilite karakterleri birbirine benzer olan 5 bireyin
ornekleri birlestirilmis ve olusturulan bu ornek kriyoprezervasyonda kullanilmistir.
Birlestirilmis 6rnekten, her bir antioksidan madde i¢in ve kontrol grubu igin steril
cam tiiplere, 1:3 oraninda Cortland c¢ozeltisi ile sulandirilarak konulmustur. Cortland
¢ozeltisi, 32 mM NaCl, 2,1 mM CaCl,, 96,6 mM KCI, 3,42 mM sodyum
dihidrojenfosfat (NaH,PO,), 11,9 mM NaHCOs3, 0,933 mM MgS04.7H,0, 5,55 mM
glukoz, % 10 0,02 M glikol, % 10 0,02 M Tris iceren ve pH’s1 9,5 olan bir ¢6zeltidir.
Hiicre yogunlugu 40x10° spermatozoa/mL olarak sulandirilan 6rnekler, 3 saat
+4°C’de bekletilmistir. Kriyoprezervasyon ortami, % 40 sulandirilmig semen, % 10
dimetil siilfoksit (DMSO), % 50 normal erkek birey seminal plazmasi olacak sekilde
hazirlanmig ve bu ortama derisimi 0,13 M siikroz ve % 2 BSA eklenmistir.
Antioksidan maddeler, derisimleri 25, 50 100 mg/L olacak sekilde DMSO icerisinde
hazirlanmistir. Normal erkek seminal plazmasi % 90’dan fazla motilite yiizdesine
sahip bireylerden, semenin 13.000 rpm hizda 10 dakika 4°C’de iki kez
santrifiijlenmesi ile elde edilmistir.  Vitrifikasyon saglamirken, 50 pl
kriyoprezervasyon ortami, sivi azot iizerine yerlestirilen -115°C olan alimiinyum
plaka tizerine damlatilmistir. Yarim kiire seklinde olan her bir damla, 10 dakika
sonra direkt olarak sivi azot igine atilmistir. Bu esnada, 1,8 mL hacimli kriyo-tiipler
de azot icerisine daldirilarak sogutulmus ve her bir antioksidan igin her bir
derisimden 10 damla hazirlanarak bir kriyo-tiip igerisine alinmistir. Her bir
antioksidanin farkli derigsimleri i¢in 5 kriyo-tiip hazirlanmigtir. 72 saat sivi azot
icerisinde bekletilen kriyo-tiipler, ¢oziinme islemi sirasinda 10 saniye 25°C’de su
banyosunda tutulmustur. Calismada, sicaklik kontrolleri, Hanna Instruments HI
955502 (Almanya) model -199,0°C ile +199,0°C ol¢iim o6zelliginde olan

termometre ile saglanmistir.

2.2.6. Dolleme calismalari

Her bir dolleme denemesinde en az 5 cinsel olgunluga ulagmis disiden alinan
yumurta ornekleri birlestirilmistir. Yumurta 6rneklerinin su, kan, idrar veya feces ile
kontaminasyonu  engellenmistir.  Dolleme  calismalari, yumurta  kalitesi
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farkliliklarindan ~ kaynaklanabilecek durumlari  ©nlemek i¢in, sezon ortasi
orneklemelerinde gerceklestirilmistir. Kisa siireli muhafazada, ornekler hedef
sulandiricilar ile muamele edildikten 6 saat sonra dolleme islemlerinde kullanilmigtir.
Doélleme caligmalarinda, motilite karakteristikleri tayinlerinde de kullanilan pH= 9,0

aktivasyon ¢ozeltisi (Lahnsteiner, 2000) kullanilmistir.

Her bir dolleme tekrar1 50015 yumurtadan olusmustur. Her bir sulandirici grubu
icin, dolleme denemeleri 3 tekrarli olarak gerceklestirilmistir. Kisa siireli muhafaza
sonrast dolleme calismalarinda, antioksidan ilave edilmemis SSP ile sulandirilmisg
ornek, sulandirilmamis CD disi birey testikiiler semen Orne8i, normal erkek
bireyden sagim yoluyla alinmis 6rnek olarak 3 farkli kontrol grubu olusturulmustur.
Kriyoprezervasyon caligsmalarinda, antioksidan igerikli 6rnekler yaninda, antioksidan
ilave edilmemis kriyoprezervasyon ortami ile sulandirilmis CD disi spermi ve normal
erkek spermi kontrol gruplari olarak kullamlmistir. Kisa siireli muhafaza
calismalarinda yumurta:sperm  orani 8,5x10° spermatozoa/yumurta,
kriyoprezervasyon calismalarinda ise 17x10° spermatozoa/yumurta olarak
ayarlanmigtir (Lahnsteiner ve Weismann, 1999; Robles vd., 2009; Herrdez vd.,
2009). Birlestirilen yumurtalar, dolleme kaplaria ayrilirken dolleme isleminden 2-4
dakika once ovaryum sivilarindan armdirilmistir ve aktivasyon ¢ozeltisinin +4°C’de
olmasina dikkat edilmistir (Scheerer veThorgaard 1989). Kuru doélleme teknigine
uygun olarak gerceklestirilen dolleme isleminden sonra, yumurtalar yikanarak
inkiibasyon dolaplarina alimmistir. Dolleme caligmalarinin yapildigr giinden sonraki
8. giinde, asetik asit:metanol:saf su (1:1:1) igeren yumurta fiksasyon c¢ozeltisine
(Scheerer ve Thorgaard, 1989) aliman dollenmis yumurtalarin incelenmesi ile
dollenme orani (%), 15. ve 17. giinde gdzlenmis yumurtalarin sayimi ile gozlenmis
yumurta orani (%), 25. ve 27. giinde yumurtadan ¢ikis oran1 (%) belirlenmistir (Sekil
2.3.ve 24.).
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Sekil 2.3. Dolleme oranlari belirlenmesinde yumurta fiksasyon soliisyonu ile muamele edilen
ornekler ve yumurtalarin saymm
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Sekil 2.4. Kulucka dolaplarina, dollenmis yumurtalarin takibi icin kurulan sistemdeki 6rnekler

2.2.7. DNA hasar (Comet) analizleri

DNA hasarmin tespiti tek hiicre jel elektroforezi (Comet analizi) teknigi ile
gerceklestirilmistir. Bu teknik ile hem CD disi alabalik testikiiler spermlerindeki hem
de kriyoprezervasyon sonrast DNA hasarlart tespit edilmistir. Temel olarak Singh
vd., (1998) tarafindan gelistirilen alkali metodunu optimize edilerek ve Cabrita vd.,

(2005) tarafindan O©nerilen hiicre siispansiyonu degerlendirilerek Orneklere

uygulanmustir.

Bu metot 7 basamaktan olusmaktadir; 1) Sperm hiicrelerinin siispansiyonda elde
edilmesi, 2) Lamlarin hazirlanmasi, 3) Liziz, 4) DNA zincirinin ¢oziilmesi, 5)

Elektroforez, 6) Notralizasyon, 7) Boyama ve degerlendirme.

Gerek taze sperm ornekleri gerek ise kriyoprezervasyon sonrasi ¢oziinmiis 6rnekler,

seminal sivi mineral ¢ozeltisi  (109,7 mM NaCl, 28,2 mM KCI, 1.2 mM

MgSO0,4-7H0, 1,7 mM CaCl,-2H,0, 10 mM Bisin [2-(Bis(2-hidroksietil)Jamino)
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asetik  asit], 10 mM  HEPES) (Billard, 1983) ile derisimi 8-10x10°
spermatozoa/mL olacak sekilde sulandirilmistir (Cabrita vd., 2005). Orneklerin
incelenecegi lamlar iizerine, Dremel 3000 (Avusturya) el motoru ile normal agaroz
jel icin kare seklinde tutunma yiizeyi olusturulmustur. Bu lamlar iizerindeki her bir
kare iizerine, bir giin onceden 150 pl % 1 normal kaynama dereceli agaroz
dokiilmiis, lamel yardimi ile diizlestirilmis ve +4°C’de saklanmistir. Ornekler,
37°C’de su banyosunda, 1:10 oraninda diisik kaynama dereceli agaroz ile
karistirilarak, lam tizerindeki normal kaynama dereceli agaroz iizerine dokiilmiis ve
lamel yardimi ile yiizeyi diizlestirilmistir. Uzerlerinde 6rnek bulunan lamlar, cam
salelere konularak +4°C’de 15 dakika tutulmustur. Daha sonra tizerlerine +4°C’de
bulunan liziz ¢ozeltisi (2,5 M NaCl, 100 mM etilendiamin tetraasetik asit (EDTA),
10 mM Trizma Baz ve % 1 Triton X-100) dokiilerek +4°C’de 50 dakika liziz i¢in
bekletilmistir. Liziz ¢ozeltisinden ¢ikartilan lamlar, +4°C olan saf su ile dikkatlice
yikanir ve +4°C’ye sogutulmus elekroforez ¢ozeltisi (300 mM sodyum hidroksit
(NaOH), 1 mM EDTA, pH >13) bulunan, elektroforez tankina (Uniscience Corp.,
ABD) alinmistir. DNA sarmalimin ¢oziilmesi icin, lamlar 25 dakika 4°C’deki
elekroforez ¢ozeltisi igerisinde bekletilmistir. Lamlar, giic kaynagi (Consort EV261,
Belcika) kullanilarak 300 mA ve 25 V’da 25 dakika eletroforeze maruz birakilmistir.
Elektroforez sonrasinda, lamlarin iizerine +4°C olan nétralizasyon ¢ozeltisi (45 mM
Tris-HCI, 60 mM Trisma Baz, pH=7,5) damlatilmistir. Lamlar iizerindeki her bir
ornek bulunan bolgeye 40 ul 5 mg/L etidyum bromiir dokiilerek boyama islemi
gerceklestirilmistir. Ornekler 510-560 eksitasyon filtresi kullanilarak floresans

mikroskopta incelenmistir. Islem siirecince drnekler 1siktan korunmustur (Sekil 2.5).

Incelenen 6rneklerde, hasarsiz hiicreler yuvarlak sekilde goriiliir ve non-migrasyon
olarak degerlendirilmistir (Sekil 2.6). Hasarli hiicreler ise, DNA kirikliklarinin,
hasara bagimhi olarak diizensiz bir sekilde gosterdigi dagilmalara gore
degerlendirilmistir. Hasarsiz hiicreler “0” (24-30 um), az hasarl hiicreler “1” (30-40
um), hasarli hiicreler “2” (40-50 um) ve en hasarli hiicreler “3” (>50 pm) olarak
siniflandirilmig (Sekil 2.7) ve yiizde DNA hasarlart belirlenmistir (Rigonato vd.,
2005).
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Sekil 2.5. Comet analizinde, lamlarin hazirlanmasi (A), agoroz uygulamasi i¢cin hazirlanms
lamlarin goriiniimii (B) ve liziz asamasi sonrasi iizerlerinde 6rnek bulunan lamlarm
elektroforez uygulamasi (C)

Sekil 2.6. Comet analizi sonu¢larinin goriintiilenmesi, DNA hasar1 olmayan hiicreler (A) ve
DNA hasarh bir 6rnegin goriiniimii (B)
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Sekil 2.7. Comet analizi sonunda hiicrelerdeki DNA hasarinin degerlendirilmesinin sematik
gosterimi, hasarsiz hiicreler ‘“0” (24-30 pm), az hasarl hiicreler *“1”’ (30-40 pm), hasarh
hiicreler “2” (40-50 pm) ve en hasarl hiicreler “3” (>50 pm)

2.2.8 istatiksel analizler

Elde edilen seminal plazma parametrelerinde, farkli drnekleme biiyiikleri (n) ve
Levene testi (O’neill ve Mathews, 2000) ile belirlenen esit olmayan varyanslar
sebebiyle coklu karsilastirma Kruskal Wallis ve ikili karsilagtirma Mann—Whitney U
parametrik olmayan testleri kullamlmigtir (Mann ve Whitney, 1947). Orneklem
biiyiikliikleri esit yiizde ifadeler Arc-sinus transformasyonu uygulanarak, rnekleme
biiytikliikleri esit diger Olclimler normalize edilerek, varyans analizi (ANOVA)
sonrasinda onemli farklilik gosteren gruplarda ikili karsilastirma icin Tukey’s HSD

testi ile farkliklar gosterilmistir (Kirk, 1968).
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3. BULGULAR

Incelenen 1. ve 2. iireme sezonlarinda sezon baslangic1 (B), ortas1 (O) ve sonu (S)
donemlerinde CD disi ve N erkek alabalik bireylerinden alinan 6rneklerin sperm
yogunluklar incelenmis, seminal plazma pH ve ozmolarite degerleri Ol¢iilmiistiir.
Seminal plazmamn igerdigi iyon ve metabolitlerin belirlenmesi amaciyla, Na*, K*,
CI, Ca2+, Mg2+ iyonlarinin ve glukoz, kolesterol, iire ve trigliserit metabolitlerinin
derisimleri belirlenmistir. Seminal plazma protein igerikleri Bradford yontemiyle
belirlenmistir. Oksidatif hasarin bir gostergesi olarak lipit peroksidasyonu degerleri
ve antioksidatif durumun gostergesi olarak toplam antioksidan kapasitesi degerleri
hesaplanmistir. Enzimatik bir antioksidan olan katalazin aktivite degerleri
belirlenmistir. Seminal plazmalarin FTIR spektrumlar incelenmis, seminal plazma
yapisindaki  fonksiyonel gruplar hakkinda yorumlar yapilmistir. Motilite
karakterizasyonu amaciyla, dogrusal motilite siireleri ve % motilite degerleri
Olctilmiistiir. Kisa siireli muhafaza ¢aligmalar1 kapsaminda, sulandirict ¢ozeltinin pH
degerinin ve sulandirma oraninin etkileri incelenmistir. Sonrasinda ise, sulandirma
cozeltilerine farkli derisimlerde eklenen 6 antioksidanin motilite karakteristikleri ve
dolleme ozellikleri iizerine etkileri incelenmistir. Incelenen 3. iireme sezonunda
gerceklestirilen uzun siireli muhafaza calismalari, kriyoprezervasyon sulandiricisina
farkli derisimlerde eklenen 6 antioksidan eklenerek gerceklestirilmistir.
Kriyoprezervasyon sonrasi ¢oziilen orneklerin motilite karakteristikleri ve dollenme

ozellikleri incelenmis, DNA hasarlar1 belirlenmistir.

3.1. Spermatozoa Yogunlugu, Seminal Plazma pH ve Ozmolarite Degerlerinin

Belirlenmesi

Incelenen 1. ve 2. iireme sezonlar1 boyunca CD disi ve N erkek alabalik bireylerin

spermatozoa yogunluklari, seminal plazma pH ve ozmolarite degerleri incelenmistir.
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Incelenen 1. ve 2. iireme sezonlarinin, sezon baslangici (B), ortast (O) ve sonu (S)
donemlerinde CD disi ve N erkek alabalik bireylerinden alinan 6rneklerde dlgiimler
yapilmistir. Incelenen 1. ve 2. iireme sezonlarindaki CD disi ve N erkek alabalik
bireylerinin spermatozoa yogunluklar1 Sekil 3.1.’de verilmistir. Bireyler arasindaki,
tireme sezonlarn arasindaki ve sezon donemleri arasindaki farklar istatiksel olarak

incelenmis, sekil tizerindeki farkli harfler grup farkhiliklarimi gostermektedir (P
<0,05).
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Sekil 3.1. incelenen iireme sezonlar1 sezon baslangici (B), ortasi (O) ve sonu (S) donemlerinde
CD disi ve N erkek alabalik bireylerinin spermatozoa yogunluklari (x10°/mL) (P <0,05)
CD disi alabalik bireyleri igin, sirayla sezon baslangici, ortasi ve sonu dénemleri
ortalama spermatozoa yogunluklari 1. iireme sezonunda 22,77+1,05; 28,11+1,5 ve
30,44+1,75 x109/mL; 2. iireme sezonunda 25,15+3,01; 36,83+2,94 ve 37,09+3,30 x
10°/mL olarak belirlenmistir. N erkek alabalik bireyleri i¢in, sirayla sezon baslangici,
ortasit ve sonu donemleri ortalama spermatozoa yogunluklar1 1. tireme sezonunda
4,97+0,97; 11,55+1,42 ve 9,7310,95x109/mL; 2. ireme sezonunda 5,07+0,87;
11,14+1,59 ve 9,6811,19x109/mL olarak belirlenmistir. Incelenen her iki iireme
sezonunda tim sezon donemleri icin CD disi alabalik bireylerinin spermotozoa
yogunluklarinin N erkek alabalik bireylerinkinden daha yiiksek oldugu belirlenmistir

(P <0,05). Ayrica, tiim bireyler i¢in en yiiksek spermatozoa yogunluklari sezon ortasi

doneminde kaydedilmistir.
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Incelenen 1. ve 2. iireme sezonlarindaki CD disi ve N erkek alabalik bireylerinin
seminal plazma pH degerleri Sekil 3.2.°de verilmistir. Bireyler arasindaki, iireme
sezonlar1 arasindaki ve sezon donemleri arasindaki farklar istatiksel olarak
incelenmis, sekil iizerindeki farkli harfler grup farkhiliklarimi gostermektedir (P

<0,05).
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Sekil 3.2. incelenen iireme sezonlar1 sezon baslangici (B), ortasi (O) ve sonu (S) donemlerinde
CD disi ve N erkek alabalik bireylerin seminal plazma pH degerleri (P <0,05)
CD disi alabalik bireyleri igin, sirayla sezon baslangici, ortasi ve sonu dénemleri
ortalama seminal plazma pH degerleri 1. iireme sezonunda 7,14+0,05; 7,21£0,04 ve
7,31+0,06; 2. iireme sezonunda 7,16+0,05; 7,18+0,11 ve 7,40+0,10 olarak
belirlenmistir. N erkek alabalik bireyleri i¢in, sirayla sezon baslangici, ortasi ve sonu
donemleri ortalama seminal plazma pH degerleri 1. iireme sezonunda 7,67+0,07;
8,04+0,10 ve 8,00+0,14; 2. iireme sezonunda 7,66+0,10; 8,01+0,09 ve 7,89+0,14
olarak belirlenmistir. N erkek alabalik bireyleri icin pH degerleri sezon ortasinda,
sezon basi ve sonu donemlerine gore daha yiiksek ortalamada iken, CD disi alabalik
bireyleri i¢in ise pH degerlerinde sezon basindan sonuna dogru goreceli olarak bir

artig gozlenmistir.

Incelenen 1. ve 2. iireme sezonlarindaki CD disi ve N erkek alabalik bireylerinin
ozmolarite degerleri Sekil 3.3.’de verilmistir. Bireyler arasindaki, iireme sezonlar
arasindaki ve sezon donemleri arasindaki farklar istatiksel olarak incelenmis, sekil

tizerindeki farkli harfler grup farkliliklarim gostermektedir (P <0,05).
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Sekil 3.3. incelenen iireme sezonlar1 sezon baslangici (B), ortasi (O) ve sonu (S) dénemlerinde
CD disi ve N erkek alabalik bireylerinin ozmolarite (mOsm/kg) degerleri (P <0,05)
CD disi alabalik bireyleri igin, sirayla sezon baslangici, ortasi ve sonu donemleri
ortalama seminal plazma ozmolarite degerleri 1. lireme sezonunda 335+8; 322+6 ve
310+£3 mOsm/kg; 2. lireme sezonunda 342+8; 320+4 ve 3115 mOsm/kg olarak
belirlenmistir. N erkek alabalik bireyleri i¢in, sirayla sezon baslangici, ortas1 ve sonu
donemleri ortalama seminal plazma ozmolarite degerleri 1. iireme sezonunda
271+13; 29347 ve 280+6 mOsm/kg; 2. iireme sezonunda 276+13; 290+7 ve 280+11
mOsm/kg olarak belirlenmistir. Ozmolarite degerleri incelendiginde, her iki iireme
sezonunda da tiim sezon bdlgeleri icin CD disi alabalik bireylerinin ozmolarite
degerlerinin N erkek alabalik bireylerinkinden yiiksek oldugu belirlenmistir. CD disi
alabalik bireylerinin ozmolarite degerleri her iki iireme sezonunda da sezon
ilerledik¢ce azalmaktadir. N erkek alabalik bireylerinde ise, en yiiksek ozmolarite

degerleri her iki iireme sezonunda da sezon ortast doneminde gézlenmektedir.

3.2. Seminal Plazma Iyon ve Metabolit iceriklerinin Belirlenmesi

Incelenen 1. ve 2. iireme sezonlar1 boyunca CD disi ve N erkek alabalik bireylerinin
seminal plazmada bulunan Na®, K*, CI, Ca®**, Mg®* iyonlarnin derisimleri
incelenmistir. incelenen 1. ve 2. iireme sezonlari boyunca CD disi ve N erkek

alabalik bireylerinin seminal plazma glukoz, kolesterol, iire ve trigliserit derisimleri
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ol¢iilmiis, ortalama degerler verilmistir. Incelenen her iki lireme sezonu boyunca tiim
sezon donemleri i¢in CD disi alabalik bireylerinin iyon derisimleri N erkek alabalik

bireylerinkine gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

3.2.1. Seminal plazma Na* derisimleri

Incelenen 1. ve 2. iireme sezonlar1 boyunca sezon dénemlerinde CD disi ve N erkek
alabalik bireylerinin seminal plazma Na® derisimleri Sekil 3.4.’de verilmistir.
Bireyler arasindaki, iireme sezonlar1 arasindaki ve sezon donemleri arasindaki farklar
istatiksel olarak incelenmis, sekil iizerindeki farkli harfler grup farkliliklarim

gostermektedir (P <0,05).
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Sekil 3.4. incelenen iireme sezonlar1 sezon baslangici (B), ortasi (O) ve sonu (S) dénemlerinde
CD disi ve N erkek alabalik bireylerinin Na* derisimleri (mM) (P <0,05)

CD disi alabalik bireyleri igin, sirayla sezon baslangici, ortasi ve sonu donemleri
ortalama seminal plazma Na* derisimleri 1. iireme sezonunda 145,0+20,0; 119,849,9
ve 139,0£7,6; 2. iireme sezonunda 113,6+3,4; 107,2+7,9 ve 101,7£14,9 mM olarak
belirlenmistir. N erkek alabalik bireyleri i¢in, sirayla sezon baslangici, ortasi ve sonu
donemleri ortalama seminal plazma Na* derisimleri 1. iireme sezonunda 97,1£10,2;
104,2+10,2 ve 101,2+17,0; 2. iireme sezonunda 87,8+13,2; 101,1+£12,2 ve 90,5+9,5
mM olarak belirlenmistir. Incelenen her iki iireme sezonu icin tiim sezon

donemlerinde CD disi alabalik bireylerinin seminal plazma Na® derisimlerinin N
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erkek alabalik bireylerininkinden yiiksek oldugu belirlenmistir. Na* derigsimleri her
iki iireme sezonunda CD disi alabalik bireyleri i¢in sezon basinda en yiiksek degere
sahipken, N erkek alabalik bireyleri icin sezon ortasinda en yiiksek degere sahip

oldugu belirlenmistir.

3.2.2. Seminal plazma K" derisimleri

Incelenen 1. ve 2. iireme sezonlar1 boyunca sezon dénemlerinde CD disi ve N erkek
alabalik bireylerinin seminal plazma K" derisimleri Sekil 3.5.’de verilmistir. Bireyler
arasindaki, lireme sezonlar1 arasindaki ve sezon donemleri arasindaki farklar
istatiksel olarak incelenmis, sekil iizerindeki farkli harfler grup farkliliklarim

gostermektedir (P <0,05).
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Sekil 3.5. incelenen iireme sezonlar1 sezon baslangici (B), ortasi (O) ve sonu (S) donemlerinde
CD disi ve N erkek alabalik bireylerinin K* derisimleri (mM) (P <0,05)
CD disi alabalik bireyleri igin, sirayla sezon baslangici, ortasi ve sonu donemleri
ortalama seminal plazma K* derisimleri 1. iireme sezonunda 51,4+7.4; 44,9454 ve
43,743,9; 2. iireme sezonunda 42,0+2,1; 38,1+6,4 ve 34,0+6,3 mM olarak
belirlenmistir. N erkek alabalik bireyleri i¢in, sirayla sezon baslangici, ortasi ve sonu
donemleri ortalama seminal plazma K* derisimleri 1. lireme sezonunda 19,7+3,4;
25,2435 ve 23,842.,4; 2. ireme sezonunda 19,7+3,3; 24,443,0 ve 22,9+3,2 mM
olarak belirlenmistir. Incelenen her iki iireme sezonu icin tiim sezon dénemlerinde
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CD disi alabalik bireylerinin seminal plazma K" derisimlerinin N erkek alabalik
bireylerininkinden yiiksek oldugu belirlenmistir. K" derisimleri her iki iireme
sezonunda CD disi alabalik bireyleri i¢in sezon basinda en yiiksek degere sahipken,

N erkek bireyler i¢in sezon ortasinda en yiiksek degere sahip oldugu belirlenmistir.

3.2.3. Seminal plazma CI derisimleri

Incelenen 1. ve 2. iireme sezonlar1 boyunca sezon dénemlerinde CD disi ve N erkek
alabalik bireylerinin seminal plazma Cl derigsimleri Sekil 3.6.’da verilmistir. Bireyler
arasindaki, lireme sezonlar1 arasindaki ve sezon donemleri arasindaki farklar
istatiksel olarak incelenmis, sekil iizerindeki farkli harfler grup farkliliklarim

gostermektedir (P <0,05).
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Sekil 3.6. incelenen iireme sezonlar1 sezon baslangici (B), ortasi (O) ve sonu (S) donemlerinde
CD disi ve N erkek alabalik bireylerinin CI' derisimleri (mM) (P <0,05)
CD disi alabalik bireyleri igin, sirayla sezon baslangici, ortasi ve sonu donemleri
ortalama seminal plazma CI” derisimleri 1. tireme sezonunda 161,4+19,2; 127,4+10,4
ve 149,349,8; 2. iireme sezonunda 127,1+7,7; 119,6+9,7 ve 115,6%+14,2 mM olarak
belirlenmistir. N erkek alabalik bireyleri i¢in, sirayla sezon baslangici, ortas1 ve sonu
donemleri ortalama seminal plazma CI derisimleri 1. iireme sezonunda 122,1+11,5;
95,8+15,6 ve 89,9+18,7 mM; 2. iireme sezonunda 88,3+14,0; 77,2+19,4 ve
53,4+18,4 mM olarak belirlenmistir. Incelenen her iki iireme sezonu boyunca hem
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CD disi hem de N erkek alabalik bireyleri i¢in en yiliksek Cl” derisimleri sezon basi

doneminde gézlenmistir.

3.2.4. Seminal plazma Ca’* derisimleri

Incelenen 1. ve 2. iireme sezonlar1 boyunca sezon dénemlerinde CD disi ve N erkek
alabalik bireylerinin seminal plazma Ca®* derisimleri Sekil 3.7.de verilmistir.
Bireyler arasindaki, iireme sezonlar arasindaki ve sezon donemleri arasindaki farklar
istatiksel olarak incelenmis, sekil iizerindeki farkli harfler grup farkliliklarim

gostermektedir (P <0,05).
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Sekil 3.7. incelenen iireme sezonlar1 sezon baslangici (B), ortasi (O) ve sonu (S) donemlerinde
CD disi ve N erkek alabalik bireylerinin Ca** derisimleri (mM) (P <0,05)
CD disi alabalik bireyleri igin, sirayla sezon baslangici, ortasi ve sonu donemleri
ortalama seminal plazma Ca’* derisimleri 1. iireme sezonunda 1,15+0,32; 1,09+0,29
ve 1,91+0,31; 2. iireme sezonunda 1,01+0,19; 0,83+0,29 ve 1,21+0,41 mM olarak
belirlenmistir. N erkek alabalik bireyleri i¢in, sirayla sezon baslangici, ortas1 ve sonu
donemleri ortalama seminal plazma Ca** derigsimleri 1. tireme sezonunda 1,02+0,12;
0,74+0,23 ve 1,24+0,53; 2. iireme sezonunda 0,87+0,11; 0,67+0,11 ve 0,78%0,14
mM olarak belirlenmistir. incelenen tiim iireme sezonlar1 i¢in hem CD disi hem de N
erkek alabalik bireyleri i¢in Ca®* derisimleri genis dagilim araligi gostermesine

< . 2 P . . .
ragmen, en yiiksek Ca”" derisimlerine sezon sonu dénemlerinde rastlamlmustir.
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3.2.5. Seminal plazma Mg2+ derisimleri

Incelenen 1. ve 2. iireme sezonlar1 boyunca sezon dénemlerinde CD disi ve N erkek
alabalik bireylerinin seminal plazma Mg** derisimleri Sekil 3.8.°de verilmistir.
Bireyler arasindaki, iireme sezonlar arasindaki ve sezon donemleri arasindaki farklar
istatiksel olarak incelenmis, sekil iizerindeki farkli harfler grup farkliliklarim

gostermektedir (P <0,05).
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Sekil 3.8. incelenen iireme sezonlar1 sezon baslangici (B), ortasi (O) ve sonu (S) donemlerinde
CD disi ve N erkek alabahk bireylerinin Mg?* derisimleri (mM) (P <0,05)
CD disi alabalik bireyleri igin, sirayla sezon baslangici, ortasi ve sonu donemleri
ortalama seminal plazma Mg2+ derisimleri 1. iireme sezonunda 1,76+0,26; 1,86+0,12
ve 1,91+0,22; 2. iireme sezonunda 0,95+0,21; 1,19+0,28 ve 1,27+0,28 mM olarak
belirlenmistir. N erkek alabalik bireyleri i¢in, sirayla sezon baslangici, ortasi ve sonu
donemleri ortalama seminal plazma Mg2+ derisimleri 1. iireme sezonunda 0,73+0,14;
0,93+0,25 ve 0,98+0,26; 2. iireme sezonunda 0,56+0,22; 0,88+0,20 ve 0,97+0,15

mM olarak belirlenmistir.

3.2.6. Seminal plazma metabolit derisimleri

Incelenen 1. ve 2. iireme sezonlar1 boyunca sezon dénemlerinde CD disi ve N erkek

alabalik bireylerinin glukoz, kolesterol, iire ve trigliserit metabolitlerinin en diisiik-en
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yilkksek deger araliklar1 Cizelge 3.1.°de verilmistir. Metabolit degisimleri
analizlerinde, minimum tespit edilebilir degerler, glukoz i¢in 5 mg/dL, kolesterol i¢in

7 mg/dL, iire i¢in 4,3 mg/dL, trigliserit i¢cin 7 mg/dL’dir.

Cizelge 3.1. incelenen iireme sezonu sezon baslangici (B), ortasi (O) ve sonu (S) donemlerinde
CD disi ve N erkek alabalik bireylerinin glukoz, kolesterol, iire ve trigliserit metabolitlerinin en
diisiik-en yiiksek deger araliklari

1. Ureme Sezonu
Metabolit B (mg/dL) O (mg/dL) S (mg/dL)

Glukoz <5 <5 <5
Kolesterol <7 <7 <7

N Ure <4,3-6,3 <43 <43
Trigliserit <7-25 <7-21 <7-33
Glukoz <5-63 <5-16 <5-6
Kolesterol <7-46 <7-20 <7-14

CD Ure <4,3-14,8 <4,3-14 <4,3-4,9
Trigliserit 16-55 <7-75 15-68

2. Ureme Sezonu
Metabolit B (mg/dL) O (mg/dL) S (mg/dL)

Glukoz <5 <5 <5
Kolesterol <7 <7 <7

N Ure <43 <43 <43
Trigliserit <7-15 <7-25 <7-13
Glukoz <5-7 <5-7 <5-18
Kolesterol <7-8 <7-35 <7-21

CD Ure <4,3-6,2 <4,3-7 <4,3-11
Trigliserit 13-21 13-58 11-55

Incelenen 1. iireme sezonunda CD disi alabalik bireyleri saptanan metabolit
degerleri, 2. iireme sezonunda tespit edilenlere gore daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Incelenen 1. ve 2. iireme sezonlari boyunca N erkek alabalik
bireylerinde glukoz, kolesterol ve iire degerleri genel olarak en diisiik tespit edilebilir
degerlerin altinda belirlenmistir (sirasiyla <5, <7 ve <4,3 mg/dL). N erkek alabalik
bireylerinde saptanan trigliserit degerlerinde ise, goreceli olarak sezon sonuna dogru
artis gozlenmektedir. Genel olarak, soz konusu metabolitlerin CD disi alabalik

bireylerinde daha yiiksek oldugu gézlemlenmistir.

59



3.3. Seminal Plazma Protein Derisimleri, Lipit Peroksidasyonu, Katalaz

Aktivitesi ve Toplam Antioksidan Kapasitesi Degerlerinin Belirlenmesi

Incelenen 1. ve 2. iireme sezonlarinda sezon doénemleri icin CD disi ve N erkek
alabalik bireylerinin Bradford yontemiyle hesaplanan protein iceriklerinin ortalama
degerleri verilmistir. Lipit peroksidasyon degerleri, TBA reaktif substrat analizi ile
Olclilmiis, sonuclar nmol/mg protein olarak ifade edilmistir. Katalaz aktivite
Olctimleri, Goth metodu kullanilarak (NH4)¢ Mo070,4 ile olusan kompleksten
belirlenmistir. Katalaz aktivitesi mg protein basina enzim {initesi olarak ifade
edilmistir. Toplam antioksidan kapasitesi degerleri, Randox toplam antioksidan kiti

kullanilarak ol¢iilmiistiir.

3.3.1. Seminal plazma protein derisimleri

Incelenen 1. ve 2. iireme sezonlar1 boyunca sezon dénemlerinde CD disi ve N erkek
alabalik bireylerinin seminal plazma protein derisimleri Sekil 3.9.’da verilmistir.
Bireyler arasindaki, iireme sezonlari arasindaki ve sezon donemleri arasindaki farklar
istatiksel olarak incelenmis, sekil iizerindeki farkli harfler grup farkliliklarim

gostermektedir (P <0,05).
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Sekil 3.9. Incelenen iireme sezonu sezon baslangic1 (B), ortasi (O) ve sonu (S) dénemlerinde CD
disi ve N erkek alabalik bireylerinin protein derisimleri (mg/dL) (P <0,05)
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CD disi alabalik bireyleri igin, sirayla sezon baslangici, ortasi ve sonu donemleri
ortalama seminal plazma protein derisimleri 1. iireme sezonunda 777,3%191,0;
610,8+204,8 ve 399,0+161,7; 2. iireme sezonunda 822,5+130,7; 569,5+139,4 ve
339,2+135,3 mg/dL olarak belirlenmistir. N erkek alabalik bireyleri i¢in, sirayla
sezon baslangici, ortasi ve sonu donemleri ortalama seminal plazma protein
derigimleri 1. tireme sezonunda 145,6+32,6; 60,7+20,6 ve 38,6£19,6; 2. iireme
sezonunda 97,7+41; 66,3£22,7 ve 32,2+15,7 mg/dL olarak belirlenmistir. CD disi
alabalik bireylerinin protein derisimleri sezon dénemlerine gore kiyaslandiginda, 2.
tireme sezonu degerlerinin 1. {ireme sezonu degerlerinden yiikksek oldugu
belirlenmistir. Ayrica, CD disi alabalik bireyleri icin en yiiksek protein derisimleri

her iki iireme sezonu i¢in de sezon bast donemlerinde belirlenmistir.

3.3.2. Seminal plazma lipit peroksidasyonu (LPO) degerleri

Incelenen 1. ve 2. iireme sezonlar1 boyunca sezon dénemlerinde CD disi ve N erkek
alabalik bireylerinin seminal plazma protein derisimleri Sekil 3.10.’da verilmistir.
Bireyler arasindaki, iireme sezonlar arasindaki ve sezon donemleri arasindaki farklar
istatiksel olarak incelenmis, sekil iizerindeki farkli harfler grup farkliliklarim

gostermektedir (P <0,05).
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Sekil 3.10. incelenen iireme sezonlari sezon baslangici (B), ortasi (O) ve sonu (S) donemlerinde
CD disi ve N erkek alabalik bireylerinin LPO degerleri (nmol/mg x107) (P <0,05)

61



CD disi alabalik bireyleri igin, sirayla sezon baslangici, ortasi ve sonu donemleri
ortalama seminal plazma LPO degerleri 1. iireme sezonunda 14,01+3,81;
22,65+14,25 ve 41,00+12,05; 2. iireme sezonunda 13,87+4,98; 16,95+5,52 ve
48,49+17,31 nmol/mg x10™ olarak belirlenmistir. N erkek alabalik bireyleri icin,
sirayla sezon baglangici, ortasi ve sonu donemleri ortalama seminal plazma LPO
degerleri 1. iireme sezonunda 46,33+12,05; 112,23+38,53 ve 270,02+70,64; 2. iireme
sezonunda 58,63£13,36; 105,65+29,55 ve 222,86+37,91 nmol/mg x107 olarak
belirlenmistir. N erkek alabalik bireyleri icin LPO degerlerinin CD disi alabalik
bireylerininkine gore oldukca yiiksek oldugu belirlenmistir. N erkek alabalik
bireylerdeki LPO degerlerinin sezon ilerledik¢e anlamh artiglar gozlenmistir. Ayrica,
N erkek alabalik bireyler i¢in LPO degerleri sezon donemlerine gore
kiyaslandiginda, 1. iireme sezonu degerlerinin 2. iireme sezonu degerlerinden yiiksek

oldugu belirlenmistir.

3.3.3. Seminal plazma katalaz aktivite (KAT) degerleri

Incelenen 1. ve 2. iireme sezonlar1 boyunca sezon dénemlerinde CD disi ve N erkek
alabalik bireylerinin seminal plazma protein derisimleri Sekil 3.11.’de verilmistir.
Bireyler arasindaki, iireme sezonlar1 arasindaki ve sezon donemleri arasindaki farklar
istatiksel olarak incelenmis, sekil iizerindeki farkli harfler grup farkliliklarim

gostermektedir (P <0,05).

CD disi alabalik bireyleri igin, sirayla sezon baslangici, ortasi ve sonu dénemleri
ortalama seminal plazma KAT aktivite degerleri 1. iireme sezonunda 0,37+0,11;
0,31+0,15 ve 0,21+0,10; 2. iireme sezonunda 0,43+0,15; 0,30+0,20 ve 0,26%0,14
kU/mg protein olarak belirlenmistir. N erkek alabalik bireyleri icin, sirayla sezon
baslangici, ortasi ve sonu donemleri ortalama seminal plazma KAT aktivite degerleri
1. treme sezonunda 0,47+0,15; 0,40+0,14 ve 0,43%+0,17; 2. iireme sezonunda
0,45+0,22; 0,38+0,26 ve 0,47+0,32 kU/mg protein olarak belirlenmistir. KAT
aktivite degerlerinin her iki tireme sezonu boyunca tiim sezon donemleri i¢in N erkek
alabalik bireylerinin KAT aktivite degerlerinin CD disi alabalik bireylerinkinden

yiiksek oldugu belirlenmistir.
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Sekil 3.11. incelenen iireme sezonlari sezon baslangici (B), ortasi (O) ve sonu (S) donemlerinde
CD disi ve N erkek alabalik bireylerinin KAT aktivite degerleri (kU/mg protein) (P <0,05)

3.3.4. Seminal plazma toplam antioksidan kapasite (TAK) degerleri

Incelenen 2. iireme sezonu boyunca sezon dénemlerinde CD disi ve N erkek alabalik
bireylerinin seminal plazma toplam antioksidan kapasite degerleri Sekil 3.12.°de
verilmigtir. Bireyler arasindaki, iireme sezonlar1 arasindaki ve sezon donemleri
arasindaki farklar istatiksel olarak incelenmis, sekil iizerindeki farkli harfler grup

farkliliklarin1 gostermektedir (P <0,05).

Incelenen 2. iireme sezonu boyunca CD disi alabalik bireyleri icin, sirayla sezon
baslangici, ortasi ve sonu donemleri ortalama seminal plazma TAK degerleri
0,147+0,002; 0,11620,033 ve 0,063+0,009 mM olarak belirlenmistir. N erkek
alabalik bireyleri i¢in, sirayla sezon baslangici, ortasit ve sonu dénemleri ortalama
seminal plazma TAK degerleri 0,020+£0,003; 0,015+0,004 ve 0,009£0,003 mM
olarak belirlenmistir. CD disi alabalik bireylerinin TAK degerlerinin sezon
ilerledikce anlamli azalma gosterdigi ve ayrica N erkek alabalik bireylerinin TAK

degerlerine gore oldukga yiiksek oldugu belirlenmistir (P <0,005).
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Sekil 3.12. incelenen iireme sezonu baslangic (B), ortasi (O) ve sonu (S) dénemlerinde CD disi
ve N erkek alabalik bireylerinin TAK degerleri (mM) (P <0,05)

3.4. Seminal Plazma FTIR Spektrumlarimin incelenmesi

Incelenen 2. iireme sezonu boyunca CD disi ve N erkek alabalik bireylerinden sezon
baslangici, ortasi ve sonu donemlerinde alinan Orneklerin FTIR spektrumlari
incelenmigtir. CD disi alabalik bireyleri i¢cin sezon donemlerine ait FTIR

spektrumlar Sekil 3.13.’de verilmistir.

Sekil 3.13. incelendiginde, CD disi alabalik bireyleri i¢in sezon baslangici, ortas1 ve
sonu donemlerinde alian 6rneklerin spektrumlar birbirine oldukca benzerdir. Aym
fonksiyonel gruplara ait bandlar gbzlenmektedir. 3280 cm’ civarinda gbzlenen genis
bandin O-H gerilme ya da N-H gerilme titresimlerine ait oldugu diisiiniilmektedir.
1560 cm™*da gézlenen band N-H egilme titresimlerine ait olabilir. 1078 ve 1125 cm®
"de gozlenen bandlar, sirayla C-O gerilmeleri ve C-O-H egilmeleri olarak
yorumlanabilir. Bu da, yapida hem amin hem de alkollere ait hidroksil gruplarinin
oldugunu diisiindiirmektedir. 750 cm™’de gozlenen band aromatik halka varligma
isaret etmektedir. 3060 ve 2960 cm™’de goézlenen bandlar sirayla aromatik ve alifatik
—C-H gerilme titresimlerine aittir. Ayrica, 1600-1400 cm™ civarinda gozlenen
bandlar aromatik C=C gerilme titresimlerine aittir. Bu da, yapida aromatik halka

varligim desteklemektedir.
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Sekil 3.13. incelenen iireme sezonu boyunca CD disi alabahk bireyleri icin sezon donemleri
(B,0,S) FTIR spektrumlari

N erkek alabalik bireyleri icin donemlerine ait FTIR spektrumlar Sekil 3.14.’de

verilmistir.
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Sekil 3.14. incelenen iireme sezonu boyunca N erkek alabalik bireyleri icin sezon donemleri
(B,0,S) FTIR spektrumlari
Sekil 3.14. incelendiginde, N erkek alabalik bireyleri icin sezon baslangici, ortasi ve
sonu donemlerinde alinan Orneklerin spektrumlart 2900-2950 cm’ civarinda
gozlenen C-H gerilme piklerinin genisligi disinda birbirine olduk¢a benzerdir. CD
disi alabalik bireyleri icin elde edilen spektrumlarla karsilastirnldiginda N erkek
alabalik bireylerinin FTIR spektrumlarinda daha az fonksiyonel gruba ait band
gozlenmektedir. 3400 cm™ civarinda gozlenen bandin N-H gerilme titresimlerine ait

olabilecegi diisiiniilmektedir. 1582 cm™ ‘de gozlenen band N-H egilme titresimlerine
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ait olabilir. Bu da, yapida amin grubu bulundugunu diisiindiirmektedir. 2915 cm’
civarindaki band olast amin pikleri nedeniyle perdelenmekte, C-H gerilme
titresimlerini gostermektedir. 1400 cm " deki band C-H egilme titresimlerine aittir.
1700 cm’™ bolgesinde herhangi bir band gézlenmemesi karbonil grubu olmadigini
ifade etmektedir. Benzer sekilde, 2100-2200 cm™ bolgesinde band gozlenmemesi

yapida cifte baglh C’larin (C=C) bulunmadigini géstermektedir.

3.5. Motilite Karakteristiklerinin incelenmesi

Motilite karakteristiklerinin incelenmesi amaciyla, 1. ve 2. iireme sezonlar1 boyunca
sperm Orneklerinin motilite oranlar1 ve dogrusal motilite siireleri, her bir 6rnek
alindiktan hemen sonra ivedilikle incelenmistir. incelenen 1. iireme sezonu boyunca
sezon donemleri i¢in N erkek alabalik bireylerinin sperm motilite oranlari ve
dogrusal motilite siireleri Sekil 3.15.’te sunulmustur. Genel olarak, N erkek alabalik
bireylerinde, hem motilite oranlar1 hem de dogrusal motilite siireleri lireme sezonu
ortasinda artis gostermistir. Ureme sezonu ortasinda tiim orneklerde, iireme sezonu
baslangicindaki bazi1 6rneklerde > %90 motilite oranlar1 tespit edilmisken, iireme
sezonu sonunda bu degerde oOrnek tespit edilmemistir. Ureme sezonundaki
orneklerde en diisiik motilite oram1 %43,345,8 olarak kaydedilmistir. Ureme sezonu
baslangicinda kaydedilen en diisiik ve en yiiksek dogrusal motilite siire ortalamalar1
sirasiyla 16,3+£0,6 ve 24,0+1,0 sn iken, bu degerler iireme sezonu ortasinda sirasiyla
21,7¢1,5 ve 32,3+0,6 sn, sonunda ise sirasiyla 8,7+1,2 ve 21,7£1,2 sn olarak
belirlenmistir. Incelenen 1. iireme sezonu boyunca CD disi alabalik bireylerinin
sperm motilite oranlar1 ve dogrusal motilite siireleri Sekil 3.16.’da verilmistir. Genel
olarak motilite oranlari iireme sezonu basindan sonuna dogru azalma gostermistir. Bu
tireme sezonunda incelenen toplam 48 farkli 6rnekten 29’unda dogrusal motilite

saptanmamigtir.
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Sekil 3.15. incelenen 1. iireme sezonu sezon baslangici (B), ortasi (O) ve sonu (S) donemlerinde

N erkek alabalik bireylerinin motilite oranlari (1) ve dogrulsal motilite siireleri (2)
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Sekil 3.16. incelenen 1. iireme sezonu sezon baslangici (B), ortasi (O) ve sonu (S) donemlerinde
CD disi bireylerin motilite oranlari (1) ve dogrulsal motilite siireleri (2)

Incelenen 2. iireme sezonu boyunca sezon donemleri icin N erkek alabalik
bireylerinin sperm motilite oranlar1 ve dogrusal motilite siireleri Sekil 3.17.’de; CD
disi alabalik bireylerinin sperm motilite oranlar1 ve dogrusal motilite siireleri Sekil

3.18.’de verilmistir.
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Sekil 3.17. incelenen 2. iireme sezonu sezon baslangici (B), ortasi (O) ve sonu (S) donemlerinde
N erkek alabalik bireylerinin motilite oranlari (1) ve dogrulsal motilite siireleri (2)

100 1 2
° 301
80

oo .
=
z
° —
S g
= 60+ 2

£ o £ 20+
£ 2
e |
2 o 5
= o o | =
= 404 —_
§ o o oo §

oo = o
o o 20 o
0000 o a0
O O o O o ®
20 o ]
oo o o o
o o o
o o oo
04 0- oo aoooomo @ 0 000OOBO00000000000
T T T T T T
B o) S B o) S
Ureme Dénemleri Ureme Dénemleri

Sekil 3.18. incelenen 2. iireme sezonu sezon baslangici (B), ortasi (O) ve sonu (S) donemlerinde
CD disi alabalik bireylerinin motilite oranlar1 (1) ve dogrulsal motilite siireleri (2)
N erkek alabalik bireylerinde, hem motilite oranlart hem de dogrusal motilite siireleri
lireme sezonu ortasinda artig gostermistir. N erkek alabalik bireylerinde en diisiik ve
en yiiksek motilite orani ortalamalari, 2. iireme sezonu baslangicinda sirasiyla
96,7+5,8 ve 46,7+5,8 iken, sezon ortasinda 96,7+5,8 ve 83,3+5,8; sezon sonunda ise
93,345,8 ve 66,7+5,8 olarak kaydedilmistir. Buna karsin, iireme sezonu

baslangicinda kaydedilen en diisiik ve en yiiksek dogrusal motilite siire ortalamalari
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sirasiyla 23,3+0,6 ve 7,7+£0,6 sn iken, bu degerler iireme sezonu ortasinda sirasiyla
30,3+£1,2 ve 17,7£1,5 sn, sonunda ise sirasiyla 24,3+0,6 sn ve 8,3+0,6 sn olarak

kaydedilmistir.

CD disi alabalik bireylerinde, genel olarak, motilite oranlar iireme sezonu basindan
sonuna dogru azaldigir gozlenmistir. Bu sezonda, en yiiksek motilite orani, sezon
basinda %83,3+5,8 olarak saptanmisken, en diisiik motilite orani ortalamalar1 sezon
ortas1 ve sonunda %10,0+£0,0 olarak kaydedilmistir. 2. iireme sezonunda incelenen
toplam 40 farkli CD disi alabalik bireyinden 35 tanesinde dogrusal motilite

saptanmamigtir.

3.6. Testikiiler Sperm DNA Hasarlarinin Degerlendirilmesi

Testikiiler sperm DNA hasarlarinin degerlendirilmesi amaciyla incelenen 3. iireme
sezonu ortasinda 14 N erkek ve 10 CD disi alabalik bireyinden alinan ornekler
incelenmistir. Bu degerlendirme i¢in, > %90 motilite oranina sahip 3 farkli N erkek
alabalik bireyinden alinarak birlestirilmis Ornek kullanilarak, oOncelikli olarak
ozellikle DNA hasarmmin  durumunu tamimlamak icin bir derecelendirme
belirlenmistir. Bu amagla lizis cozeltisi igerisine farkli derisimlerde H,O, igeren
cozeltilerle incelemeler yapilmistir. DNA hasarsiz hiicrelerin belirlenmesi i¢in, H,O»
icermeyen lizis c¢ozeltisi kullamilmigtir. 1. derecede DNA hasarli hiicrelerin
belirlenmesi i¢in 12 uM, 2. derecede DNA hasarli hiicrelerin belirlenmesi i¢in 25
UM ve 3. derecede DNA hasarli hiicrelerin belirlenmesi i¢in 50 uM H,O; igeren lizis
cozeltileri kullanilmistir. Uygulama sonras1 DNA hasarsiz ve hasarli hiicre oranlari
Cizelge 3.2.°de verilmistir. Cizelge 3.2.’de goriildiigii lizere, H,O, eklenen ornek
hiicrelerinin tamami hasara ugramistir. Lizis c¢Ozeltisine eklenen H,O, derisimi
arttikca, hasar derecesinde artis gozlenmektedir. Olgiimler sonucu, DNA hasarsiz
hiicrelerin 24-30 pm c¢apin kiirecikler seklinde oldugu saptanmistir. DNA hasarina
baglh olarak artan kuyruklu yildiz goriiniimiin uzunlugu 1. derecede DNA hasarl
hiicreler icin 30-40 um, 2. derecede DNA hasarli hiicreler icin 40-50 um ve 3.

derecede DNA hasarli hiicreler i¢in >50 um olarak 6l¢eklendirilmistir.
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Cizelge 3.2. DNA hasar1 smiflandirmasi icin lizis soliisyonuna farkh seviyelerdeki H,O,
eklenerek elde edilmis DNA hasari oranlari (%)

Hedeflenen Uveulama DNA Hasarsiz DNA Hasarh DNA Hasarh Hiicre
Olgiim ve Hiicre (%) Hiicre (%) 1. derece 2.derece 3.derece
H202
DNA Hasarstz oo ven 98,8+0,8 1,2+0,8 12408 0,0 0,0
Hiicre AT
lizis ¢ozeltisi
1.Derecede 12 uM H,0,
DNA Hasarlt iceren lizis 0,0 100,0+0,0 78,7+0,8 21,3+0,8 0,0
Hiicre cozeltisi
2.Derecede 25 uM H,0,
DNA Hasarli iceren lizis 0,0 100,0+0,0 7,3+1,8 83,8+1,5 8,8+1,3
Hiicre ¢ozeltisi
3.Derecede 50 uM H,0,
DNA Hasarli iceren lizis 0,0 100,0+0,0 0,0£0,0 8,0+1,3 92,0+1,3
Hiicre cozeltisi

Incelenen iireme sezonu boyunca sezon ortast dénemi N erkek bireylerdeki sperm

DNA hasar oranlan Cizelge 3.3.” te, CD disi bireylerdeki sperm DNA hasar1 Cizelge

3.4.’te verilmistir.

Cizelge 3.3. Incelenen iireme sezonu boyunca sezon ortasi dénemi N erkek alabahik
bireylerindeki sperm DNA hasar oranlari (%)

Ornek H:I)slzglz lels\il?ll DNA Hasarh Hiicre (%)

No Hiicre (%) Hiicre (%) 1. derece 2. derece 3.derece
NI 94,2+1,3 5,8+1,3 5,8+1,3 0,0 0,0
N2 94,7+1,3 5,3%1,3 5,3%1,3 0,0 0,0
N3 97,7+0,3 2,3+0,3 2,3+0,3 0,0 0,0
N4 97,3£1,0 2,7+1,0 2,7+1,0 0,0 0,0
N5 99,7+0,6 0,3+0,6 0,3+0,6 0,0 0,0
N6 98,3+0,8 1,7+0,8 1,7£0,8 0,0 0,0
N7 100,0+0,0 0,0 0,0+0,0 0,0 0,0
N8 96,2+1,5 3,8+1,5 3,8+1,5 0,0 0,0
N9 97,8+0,6 2,2+0,6 2,2+0,6 0,0 0,0
NI10 98,3+0,6 1,7+0,6 1,7£0,6 0,0 0,0
NI11 95,2+1,2 4,8+1,2 4,8+1,2 0,0 0,0
NI2 96,8+0,6 3,2+0,6 3,2+0,6 0,0 0,0
NI13 96,2+1,6 3,8+1,6 3,8+1,6 0,0 0,0
N14 100,0+0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Ort 97,3%1,9 2,7+1,9 2,7+1,9 0,0 0,0
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Cizelge 3.4. Incelenen iireme sezonu boyunca sezon ortasi dénemi CD disi alabahk
bireylerindeki sperm DNA hasar oranlari (%)

Ornek H:I)slzglz lelsiﬁll DNA Hasarh Hiicre (%)

No Hiicre (%) Hiicre (%) 1. derece 2. derece 3. derece
CD1 86,5+2,0 13,5+£2,0 4,742 5,7+2,1 3,2+1,3
CD2 89,0+1,3 11,0+1,3 6,5+1,8 1,8+0,8 2,740,3
CD3 88,0+1,5 12,0+1,5 5,240,8 3,3%0,3 3,5+0,5
CD4 89,3+1,5 10,7£1,5 3,3+0,3 3,3+1,2 4,0+0,5
CD5 85,8+2,0 14,2420 4,3+2.3 4,2+0,8 5,7+0,6
CD6 83,7+3,3 16,3+3,3 7,5£3,5 3,3£1,0 5,5+1,3
CD7 88,3+2,8 11,7£2,8 7,3+1,6 1,8+0,8 2,5+0,9
CD8 84,8+2,5 15,2425 9,0+2,3 3,3+0,3 2,8+0,3
CD9 90,2+1,3 9,8+1,3 6,3+1,6 3,5+0,5 0,0+0,0
CD10 87,0+2,5 13,0+2,5 7,7£2,5 5,3%1,5 0,0+0,0
Ort 87,3+2,1 12,742,1 6,2+1,8 3,6+1,3 3,0£1,9

Sonuglar incelendiginde, N erkek alabalik bireylerindeki DNA hasarli hiicre oraninin
CD disi alabalik bireylerinkine gore oldukga diisiik oldugu belirlenmistir. Ayrica, N
erkek alabalik bireylerde 2. ve 3. derecede DNA hasarli sperm hiicrelerine
rastlanmazken, CD disi alabalik bireylerde her derecede DNA hasarli hiicre
gozlenmistir. Incelenen iireme sezonu boyunca sezon ortast donemi CD disi (n=10)
ve N erkek (n=14) alabalik bireylerinde saptanan DNA hasarsiz sperm hiicreleri
oranlari (%) Sekil 3.19.°da verilmistir. Bireyler arasindaki, iireme sezonlar
arasindaki ve sezon donemleri arasindaki farklar istatiksel olarak incelenmis, sekil

tizerindeki farkli harfler grup farkliliklarim gostermektedir (P <0,05).

Sekil 3.19. incelendiginde, incelenen iireme sezonu boyunca sezon ortast donemi icin
DNA hasarsiz hiicre orani, N erkek alabalik bireyler icin % 97,3+1,9 CD disi
alabalik bireyler i¢in % 87,3+2,1 olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.19. incelenen iireme sezonu boyunca sezon ortasi donemi CD disi (n=10) ve N erkek
(n=14) bireylerde saptanan DNA hasarsiz sperm hiicreleri oranlari (%) (P <0,05)

3.7. Kisa Siireli Muhafaza Calismalari

Kisa siireli muhafaza ¢alismalarinda kullanilacak en uygun sulandirma orani ve pH
seviyesini saptamak amaciyla, 5 farkli sulandirma oram1 ve 6 farkli pH degerinin
motilite oranlar1 ve dogrusal motilite siireleri iizerine etkileri incelenmistir. Incelenen
1. ve 2. iireme sezonlarinin da sezon basinda, sonunda ve ortasinda, farkli
bireylerden alinarak olusturulan testikiiler sperm ornekleri, farkli derisimlerdeki
hedef antioksidanlari (resveratrol, rutin, rosmarinik asit, kurkumin, Kkuersetin ve
salisilik asit) iceren SSP ile sulandirlmistir. Farkli derisimlerdeki hedef
antioksidanlar igeren sulandirict ile muamele edilen sperm 6rneklerindeki motilite
karakteristikleri (motilite oranlar1 ve dogrusal motilite siireleri) takip edilmistir.
Incelenen 1. ve 2. iireme sezonlar1 ortasinda, farkli derisimlerdeki antioksidanlart
iceren sulandirici ilave edilen 6rneklerin yumurtayi dolleme, yumurtanin gozlenmesi

ve yumurtadan cikis oranlar1 incelenmistir.
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3.7.1. Sulandirma oranlarimin ve pH degerlerinin motilite karakteristikleri

iizerine etkileri

Sulandirma oranlarinin motilite karakteristikleri iizerine etkileri Sekil 3.20.’de; pH
degerlerinin motilite karakteristikleri iizerine etkileri Sekil 3.21.°de verilmistir.
Olgiilen motilite karakteristiklerinde farkli sulandirma oranlar1 ve farkli pH
degerlerindeki zamana bagimli degisimler arasindaki farklar istatiksel olarak
incelenmis, sekil tizerindeki farkli harfler grup farkhiliklarimi gostermektedir (P
<0,05). Uygun sulandirma orami ve pH degerlerini belirleme c¢alismalar1t igin
birlestirilmis 6rneklerin spermlerin motilite yiizdesi ortalamalar1 sirasiyla % 53,3+5,8

ve % 60+0,0 olarak kaydedilmis ve bu Orneklerde dogrusal motilite siiresi

saptanmamlstlr.
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Sekil 3.20. Farkli oranlarda SSP (pH 9,5) ile sulandirilan érnekler icin 3., 6. ve 12. saat icin
motilite oranlari ve dogrusal motilite siireleri (P <0,05)

Uygun sulandirma orani tespiti i¢in sperm 6rnegi farkli oranlarinda SSP (pH 9,5) ile
seyreltilmis ve 3., 6. ve 12. saatlerde kaydedilen motilite ©zellikleri agisindan
istatistiksel acidan onemli farkliliklar bulunmaktadir (Sekil 3.20.). Genel olarak, tiim
sulandirma oranlar1 i¢in hem motilite oran1 hem de dogrusal motilite siireleri 6. saatte

en yiiksek ortalama degerler oldugu gozlenmistir.
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Sekil 3.21. Farkh pH degerlerinde SSP sulandirilan érneklerde 3, 6 ve 12 saatte kaydedilen
motilite oranlari ve dogrusal motilite siireleri (P <0,05)

Sulandirma oranlarina gore 6. saat motilite oranlar1 sirayla 1:2, 1:3, 1:5, 1:9 ve 1:19
sulandirma oranlar1 icin % 70,0+0,0; % 80,0+0,0; % 56,7+5.,8; % 56,7+£5,8 ve %
40,0£0,0 olarak belirlenmistir. Sulandirma oranlarina gore 6. saat dogrusal motilite
siireleri sirayla 1:2, 1:3, 1:5, 1:9 ve 1:19 sulandirma oranlari icin 15,0+0,0; 18,3+0,6;
12,3+£0,6; 11,0£1,0 ve 0,0£0,0 sn olarak belirlenmistir. Hem en yiiksek ortalama
motilite oranlar1 hem de en yiiksek ortalama dogrusal motilite siireleri 1:2 ve 1:3
sulandirma oranlari ile elde edilmistir. 1:3 oraninin {iizerinde sulandirma orani
arttikca 6rneklerin motilite oranlarn ve dogrusal motilite siireleri azalmaktadir. Diger
taraftan, farkli pH degerlerindeki SSP ile sulandirilmis sperm Orneklerine ait
kaydedilen ve Sekil 3.20’de sunulan motilite 6zellikleri, seyreltilme aninda itibaren
farkliliklar gostermistir (P <0,05). Motilite oranlarindan daha cok 6zelikle dogrusal
motilite siireleri, pH 9,5, 10,0 ve 10,5 degerlerinde 6. saat (sirasiyla 17,7+0,6;
16,74£0,6 ve 16,3+0,6 sn) ve 12. saat sonunda (sirasiyla 16,7+0,6; 17,0+0,0 ve
15,0£0,0 sn) en yiiksek degerlerde kaydedilmistir.

3.7.2. Farkh antioksidan iceren sulandiricilarin motilite karakteristikleri

iizerine etkileri

Kisa siireli muhafaza caligmalarinda, incelenen 1. ve 2. iireme sezonu boyunca sezon

donemlerinde CD disi alabalik bireylerinden alinan 6rnekler son derisimleri 25, 50
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ve 100 mg/L olacak sekilde resveratrol (RE), rutin (RU), rosmarinik asit (RA),
kurkumin (KU), kuersetin (KE) ve salisilik asit (SA) antioksidanlar1 SSP ile
sulandirilarak, motilitenin hi¢ saptanamadigi duruma gelinceye kadar dogrusal

motilite siireleri (sn) ve motilite oranlar1 (%) kaydedilmistir.

Incelenen 1. iireme sezonu boyunca sulandirilan 6rneklerin motilite karakteristikleri
sezon bast donemi caligmalarinda 9 giin, sezon ortas1 donemi ¢alismalarinda 22 giin,
sezon sonu donemi ¢aligmalarinda ise 15 giin takip edilmis ve ilk 7 giinliik veriler
sekillerde sunulmustur. Sezon basi donemi icin son derisimleri 25, 50 ve 100 mg/L
olacak sekilde antioksidan eklenmis ve eklenmemis SSP ile sulandirilan CD disi
alabalik bireylerine ait drneklerin motilite karakteristikleri sirayla Sekil 3.22., Sekil
3.23. ve 3.24."de, sezonun ortas1 donemi i¢in motilite karakteristikleri ayn1 derisimler
icin swrasiyla Sekil 3.25., Sekil 3.26. ve 3.27.’de, sezon sonu donemi i¢in motilite

karakteristikleri ise Sekil 3.28., Sekil 3.29. ve 3.30.’da sunulmustur.
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Sekil 3.22. Kisa siireli muhafaza caliymalarinda 25 mg/L derisimdeki antioksidanlarin 1. iireme sezonu sezon bagsi orneklerinin dogrusal motilite siiresi ve %
motilite degerleri (RE: Resveratrol, RU: Rutin, RA: Rosmarinik Asit, KU: Kurkumin, KE: Kuersetin, SA: Salisilik asit, KO: Kontrol)
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Sekil 3.23. Kisa siireli muhafaza calismalarinda 50 mg/L derisimdeki antioksidanlarin 1. iireme sezonu sezon basi 6rneklerinin dogrusal motilite siiresi ve %
motilite degerleri (RE: Resveratrol, RU: Rutin, RA: Rosmarinik Asit, KU: Kurkumin, KE: Kuersetin, SA: Salisilik asit, KO: Kontrol)
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Sekil 3.24. Kisa siireli muhafaza calismalarinda 100 mg/L derisimdeki antioksidanlarin 1. iireme sezonu sezon basi 6rneklerinin dogrusal motilite siiresi ve %
motilite degerleri (RE: Resveratrol, RU: Rutin, RA: Rosmarinik Asit, KU: Kurkumin, KE: Kuersetin, SA: Salisilik asit, KO: Kontrol)
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Sekil 3.25. Kisa siireli muhafaza calismalarinda 25 mg/L derisimdeki antioksidanlarin 1. iireme sezonu sezon ortasi érneklerinin dogrusal motilite siiresi ve %
motilite degerleri (RE: Resveratrol, RU: Rutin, RA: Rosmarinik Asit, KU: Kurkumin, KE: Kuersetin, SA: Salisilik asit, KO: Kontrol)
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Sekil 3.26. Kisa siireli muhafaza caliymalarinda 50 mg/L derisimdeki antioksidanlarin 1. iireme sezonu sezon ortasi érneklerinin dogrusal motilite siiresi ve %
motilite degerleri (RE: Resveratrol, RU: Rutin, RA: Rosmarinik Asit, KU: Kurkumin, KE: Kuersetin, SA: Salisilik asit, KO: Kontrol)
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Sekil 3.27. Kisa siireli muhafaza calismalarinda 100 mg/L derisimdeki antioksidanlarin 1. iireme sezonu sezon ortasi érneklerinin dogrusal motilite siiresi ve %
motilite degerleri (RE: Resveratrol, RU: Rutin, RA: Rosmarinik Asit, KU: Kurkumin, KE: Kuersetin, SA: Salisilik asit, KO: Kontrol)
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Sekil 3.28. Kisa siireli muhafaza calismalarinda 25 mg/L derisimdeki antioksidanlarin 1. iireme sezonu sezon sonu érneklerinin dogrusal motilite siiresi ve %
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20 1.5-25 mg/L
16 ——RE
RU
12 A ..... RA
L % R ---@--KU
8 &= i_:‘ -4-KE
\‘\\“ ..... ® - SA
B AN —4&—KO
N
0 - - T T &
3 4 3 6 7
Saklama Siiresi (giin)
|
80
|
70 v X & - ——RE
0F YT -G h RU
50 ¢ e @ el RA
XTI, e ---@--KU
TTNE T F e ¢ K
2wl INJU*F— B —8B g4 - ® - SA
10 —4&— KO
0 A A A—
1 2 3 4 5 6 7

Saklama Siiresi (giin)

motilite degerleri (RE: Resveratrol, RU: Rutin, RA: Rosmarinik Asit, KU: Kurkumin, KE: Kuersetin, SA: Salisilik asit, KO: Kontrol)
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Sekil 3.29. Kisa siireli muhafaza calismalarinda 50 mg/L derisimdeki antioksidanlarin 1. iireme sezonu sezon sonu érneklerinin dogrusal motilite siiresi ve %
motilite degerleri (RE: Resveratrol, RU: Rutin, RA: Rosmarinik Asit, KU: Kurkumin, KE: Kuersetin, SA: Salisilik asit, KO: Kontrol)
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Sekil 3.30. Kisa siireli muhafaza calismalarinda 100 mg/L derisimdeki antioksidanlarin 1. iireme sezonu sezon sonu orneklerinin dogrusal motilite siiresi ve %
motilite degerleri iizerine etkisi (RE: Resveratrol, RU: Rutin, RA: Rosmarinik Asit, KU: Kurkumin, KE: Kuersetin, SA: Salisilik asit, KO: Kontrol)
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Incelenen 1. iireme sezonu boyunca baliklardan alindiktan sonra birlestirilen ve
sulandirma calismalarinda kullanilan drneklerinin motilite degerleri sezon baslangici,
ortast ve sonu donemleri i¢in sirayla %56,7+5,8; %70,0+0,0; ve %66,7+5,8 olarak
belirlenmistir. Sulandirmalarda kullamilan bu orneklerde dogrusal motilite

belirlenmemistir.

1. tireme sezonu boyunca sulandirilan ornekler icin hem dogrusal motilite siireleri
hem de motilite oranlar1 agisindan incelendiginde, tiim sezon donemleri ve kullanilan
tim derigimleri icin en etkin iki antioksidanin kuersetin ve kurkumin oldugu
belirlenmistir. Saklama siiresinin etkisi incelendiginde, en yiiksek dogrusal motilite
siireleri ve motilite oranlar1 uygulamanin 6. saatinde gozlenmistir. Tiim antioksidan
derisimleri ve sezon donemleri icin, kontrol 6rneklerinin dogrusal motilite siireleri 24
saatte 0 sn.’ye diiserken, cesitli antioksidanlar eklenmis orneklerin dogrusal motilite
siireleri 4-5 giin siirede 0 sn.” ye diigmektedir. Derisim etkisi incelendiginde, tim
sezon donemlerinde hem dogrusal motilite siireleri hem de motilite oranlar1 agisindan
en etkili derisimin 50 mg/L oldugu goriilmektedir. Ornek olarak, 1. iireme sezonu
boyunca sezon ortas1 dénemi igin sirayla 25, 50 ve 100 mg/L kurkumin eklenmis
orneklerin motilite oranlar1 % 80,0; % 83,3 ve % 80,0 (Sekil 3.25, 3.26, 3.27) olarak
belirlenmistir. Sonuglar sezon donemleri agisindan incelendiginde, sezon ortasi
donem i¢in daha uzun dogrusal motilite siireleri ve daha yiiksek motilite oranlari
belirlenmistir. Ornek olarak, 1. iireme sezonu boyunca sirayla sezon basi, ortasi ve
sonu donemleri i¢in 50 mg/L kurkumin eklenmis 6rneklerin motilite oranlar1 % 70,0;

% 83,3 ve % 70,0 (Sekil 3.23, 3.26, 3.29) olarak belirlenmistir.

Incelenen 2. iireme sezonu boyunca sulandirilan 6rneklerin motilite karakteristikleri
sezon bast donemi caligmalarinda 8 giin, sezon ortas1 donemi ¢alismalarinda 17 giin,
sezon sonu dénemi calismalarinda sonunda ise 12 giin takip edilmis ve ilk 7 giinliik
veriler sekillerde sunulmustur. Sezon basi dénemi i¢in son derisimleri 25, 50 ve 100
mg/L. olacak sekilde antioksidan eklenmis ve eklenmemis SSP ile sulandirilan CD
disi bireylere ait orneklerin motilite karakteristikleri Sekil 3.31., Sekil 3.32. ve
3.33.’de, sezonun ortasi donemi icin motilite karakteristikleri aym derisimler igin
sirasiyla Sekil 3.34., Sekil 3.35. ve 3.36.°da, sezon sonu donemi icin motilite

karakteristikleri ise Sekil 3.37., Sekil 3.38. ve 3.39.’da sunulmustur.
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Sekil 3.31. Kisa siireli muhafaza calismalarinda 25 mg/L derisimdeki antioksidanlarin 2. iireme sezonu sezon basi 6rneklerinin dogrusal motilite siiresi ve %
motilite degerleri (RE: Resveratrol, RU: Rutin, RA: Rosmarinik Asit, KU: Kurkumin, KE: Kuersetin, SA: Salisilik asit, KO: Kontrol)
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Sekil 3.32. Kisa siireli muhafaza calismalarinda 50 mg/L derisimdeki antioksidanlarin 2. iireme sezonu sezon basi 6rneklerinin dogrusal motilite siiresi ve %
motilite degerleri (RE: Resveratrol, RU: Rutin, RA: Rosmarinik Asit, KU: Kurkumin, KE: Kuersetin, SA: Salisilik asit, KO: Kontrol)
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Sekil 3.33. Kisa siireli muhafaza calismalarinda 100 mg/L derisimdeki antioksidanlarin 2. iireme sezonu sezon basi 6rneklerinin dogrusal motilite siiresi ve %
motilite degerleri (RE: Resveratrol, RU: Rutin, RA: Rosmarinik Asit, KU: Kurkumin, KE: Kuersetin, SA: Salisilik asit, KO: Kontrol)
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Sekil 3.34. Kisa siireli muhafaza calismalarinda 25 mg/L derisimdeki antioksidanlarin 2. iireme sezonu sezon ortasi érneklerinin dogrusal motilite siiresi ve %
motilite degerleri (RE: Resveratrol, RU: Rutin, RA: Rosmarinik Asit, KU: Kurkumin, KE: Kuersetin, SA: Salisilik asit, KO: Kontrol)
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Sekil 3.35. Kisa siireli muhafaza calismalarinda 50 mg/L derisimdeki antioksidanlarin 2. iireme sezonu sezon ortasi érneklerinin dogrusal motilite siiresi ve %
motilite degerleri (RE: Resveratrol, RU: Rutin, RA: Rosmarinik Asit, KU: Kurkumin, KE: Kuersetin, SA: Salisilik asit, KO: Kontrol)
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Sekil 3.36. Kisa siireli muhafaza calismalarinda 100 mg/L derisimdeki antioksidanlarin 2. iireme sezonu sezon ortasi érneklerinin dogrusal motilite siiresi ve %
motilite degerleri (RE: Resveratrol, RU: Rutin, RA: Rosmarinik Asit, KU: Kurkumin, KE: Kuersetin, SA: Salisilik asit, KO: Kontrol)
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Sekil 3.37. Kisa siireli muhafaza calismalarinda 25 mg/L derisimdeki antioksidanlarin 2. iireme sezonu sezon sonu érneklerinin dogrusal motilite siiresi ve %
motilite degerleri (RE: Resveratrol, RU: Rutin, RA: Rosmarinik Asit, KU: Kurkumin, KE: Kuersetin, SA: Salisilik asit, KO: Kontrol)
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Sekil 3.38. Kisa siireli muhafaza calismalarinda 50 mg/L derisimdeki antioksidanlarin 2. iireme sezonu sezon sonu érneklerinin dogrusal motilite siiresi ve %
motilite degerleri (RE: Resveratrol, RU: Rutin, RA: Rosmarinik Asit, KU: Kurkumin, KE: Kuersetin, SA: Salisilik asit, KO: Kontrol)
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Sekil 3.39. Kisa siireli muhafaza calismalarinda 100 mg/L derisimdeki antioksidanlarin 2. iireme sezonu sezon sonu 6rneklerinin dogrusal metilite siiresi ve %
motilite degerleri (RE: Resveratrol, RU: Rutin, RA: Rosmarinik Asit, KU: Kurkumin, KE: Kuersetin, SA: Salisilik asit, KO: Kontrol)
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Incelenen 2. iireme sezonu boyunca baliklardan alindiktan sonra birlestirilen ve
sulandirma calismalarinda kullanilan drneklerinin motilite degerleri sezon baslangici,
ortast ve sonu donemleri i¢in sirayla %36,7+5,8; %46,7+5,8 ve %43,3+5,8 olarak
belirlenmistir. Sulandirmalarda kullamilan bu orneklerde dogrusal motilite

belirlenmemistir.

Incelenen 2. iireme sezonu igin hem dogrusal motilite siireleri hem de motilite
oranlar1 agisindan, tiim sezon donemleri ve kullanilan tiim derisimler i¢in en etkin iki
antioksidanin kuersetin ve kurkumin oldugu belirlenmistir. Saklama siiresinin etkisi
incelendiginde, en yiiksek dogrusal motilite siirelerinin ve motilite oranlarinin
uygulamanin 6. saatinde gozlenmistir. Tiim antioksidan derisimleri ve sezon
donemleri igin, antioksidan eklenmemis kontrol orneklerinin dogrusal motilite
siireleri 12 ya da 24 saatte O sn.’ye diiserken, cesitli antioksidanlar eklenmis
orneklerin dogrusal motilite siireleri 2-4 giin siirede 0 sn.” ye diismektedir. Derigim
etkisi incelendiginde, tiim sezon donemlerinde hem dogrusal motilite siireleri hem de
motilite oranlar1 agisindan en etkili son derisimin 50 mg/L oldugu goriilmektedir.
Ornek olarak, 2. iireme sezonu boyunca sezon ortasi donemi icin sirayla son
derisimleri 25, 50 ve 100 mg/L olan kuersetin eklenmis 6rneklerin motilite oranlari
% 56,7; % 63,3 ve % 50,0 (Sekil 3.34, 3.35, 3.36) olarak belirlenmistir. Sonuclar
sezon donemleri agisindan incelendiginde, sezon ortast donem i¢in daha uzun
dogrusal motilite siireleri ve yiiksek motilite oranlari belirlenmistir. Ornek olarak, 2.
lireme sezonu boyunca sirayla sezon basi, ortast ve sonu donemleri i¢in son
derisimleri 50 mg/L olan kuersetin eklenmis 6rneklerin motilite oranlar1 % 60,0; %
63,3 ve % 56,7 (Sekil 3.32, 3.35, 3.38) olarak belirlenmistir. Ayrica, 1. iireme sezonu
motilite oranlar1 ve dogrusal motilite siireleri degerlerinin 2. iireme sezonuna kiyasla

daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

3.7.3. Farkh antioksidan iceren sulandiricilarin dolleme iizerine etkileri

Incelenen hem 1. ve 2. iireme sezonlari ortasinda, 25, 50 ve 100 mg/L derisimlerde
hedef antioksidanlar igeren sulandiricilar ile sulandirilmis sperm Ornekleri ile
dolleme calismalann gerceklestirilmistir. Muameleden 6 saat sonra Orneklerin
yumurtay1 dolleme (%), yumurtanin gozlenmesi (%) ve yumurtadan ¢ikis oranlar

belirlenmistir. Antioksidan iceren SSP ile sulandirilan 6rnekleri karsilagtirmada 3
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farkli kontrol grubu olusturulmustur. Bunlar; antioksidan ilave edilmemis SSP ile
sulandirilmis 6rnek (kontrol), hicbir muamele gérmemis CD disi alabalik bireyi
testikiiler spermi (taze sperm-CD) ve N erkek alabalik bireyinden sagim yoluyla
alimmis 6rnek (taze sperm-N) olarak belirlenmistir. 1. iireme sezonu boyunca sezon
ortast donemi i¢in Cizelge 3.5.te sunulmus; bu ornekleme doneminde N erkek
alabalik bireylerinden elde edilen ve > %90 motilite orani, 30,7+0,6 sn dogrusal
motilite siiresine sahip 6rnek taze sperm-N kontroli olarak kullanmilmistir. 2. iireme
sezonu boyunca sezon ortast donemi i¢in Cizelge 3.6’ da ilgili sonuclar sunulmustur.
Bireyler, her bir antioksidanin farkli derisimleri arasindaki farklar istatiksel olarak

incelenmis, tablodaki farkli harfler grup farkliliklarim gostermektedir (P <0,05).

Incelenen 1. iireme sezonu ortasinda elde edilen icin dollenme, gozlenme ve
yumurtadan ¢ikis oranlar1 antioksidanlara gore karsilagtinldifinda en etkili
antioksidanin kuersetin oldugu belirlenmistir. Dollenme, gozlenme ve yumurtadan
cikig oranlar, doz bakimindan incelendiginde en yiiksek degerlere resveratrol, rutin,
rosmarinik asit ve kurkumin icin 50 mg/L ile kuersetin i¢in 25 mg/L ile ve salisilik
asit icin ise 100 mg/L ile ulagilmaktadir. Farkli derisimlerde cesitli antioksidan
eklenmis sperm oOrneklerinin kontrol ve CD disi alabalik bireylerinin taze
spermlerine kiyasla, daha yiiksek dollenme, gozlenme ve yumurtadan cikis
oranlarina sahip oldugu belirlenmistir. Ancak, N erkek alabalik bireylerinin taze
spermleri i¢in dollenme, gozlenme ve yumurtadan ¢ikis oranlar1 en yiiksek degere

sahiptir.
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Cizelge 3.5. Incelenen 1. iireme sezonu sezon ortas1 dénemi érnekleri déllenme (%), gozlenme
(%) ve yumurtada cikis (%) oranlari (P <0,05)

Uygulama Dollenme (%) Gozlenme (%) Yumurtadan Cikis (%)
RE (25 mg/L) 72,0£2,4° 60,9+3,4° 53,9+3,3%
RE (50 mg/L) 79,5+3,3° 69,7+3,3° 62,242,5
RE (100 mg/L) 72,8+1,4% 59,9433 52,242,5°
RU (25 mg/L) 60,1+4,1® 48,2+4.8% 43,4437
RU (50 mg/L) 64,3+2,3° 52,8+1,4° 44.242.0°
RU (100 mg/L) 53,0£1,6* 42,9+1,5 32,8+2,0°
RA (25 mg/L) 69,4+3,8" 59,2+5,0™ 52,6+4,8%
RA (50 mg/L) 70,742,7° 61,8+3,6° 55,3+3,0°
RA (100 mg/L) 60,9+2,0° 50,4+3,9° 43,9+1,8°
KU (25 mg/L) 82,1+2,1° 70,242,7° 64,5+3,4°
KU (50 mg/L) 83,7+1,8° 73,0£2,5° 67,8+3,6°
KU (100 mg/L) 67,3+2,7° 54,9+6,0° 48,1446
KE (25 mg/L) 85,3+2,1° 73,942, 7° 66,8+1,9°
KE (50 mg/L) 81,9+1,2% 71,0£2,9* 62,3+2,1°
KE (100 mg/L) 76,8+2,3° 64,5+2,5 59,8+2,8"
SA (25 mg/L) 71,242,0° 59,7+3,2° 54,8+4,3°
SA (50 mg/L) 76,5+1,9° 64,0+3,4° 55,842,9°
SA (100 mg/L) 77,5+0,9° 67,0£3,1° 61,242,2°
Kontrol 58,0£2,9° 44,112, 7° 34,9+5,3°
Taze Sperm-CD 43,442,0° 38,2+2,.8% 29,7+2,8*
Taze Sperm-N 97,4+1,5¢ 84,1+2,6° 74,5+3,0°

Cizelge 3.6.’da sunulan incelenen 2. iireme sezonu icin dollenme, gozlenme ve
yumurtadan ¢ikis oranlar1 antioksidanlara gore karsilagtinldiginda en etkili
antioksidanin kuersetin oldugu belirlenmistir. Bu donemde N erkek alabalik
bireylerinden elde edilen ve > %90 motilite orani, 30,3+1,2 sn dogrusal motilite
siiresine sahip birlestirilmis O6rnek taze Sperm-N kontrolii olarak kullanilmigtir.
Dollenme, gozlenme ve yumurtadan ¢ikis oranlari, doz bakimindan incelendiginde
en yiiksek degerlere resveratrol, rutin, rosmarinik asit ve kurkumin i¢in 50 mg/L ile
kuersetin i¢in 25 mg/L ile ve salisilik asit i¢in ise 100 mg/L ile ulagilmaktadir. Farkli
derisimlerde cesitli antioksidan eklenmis sperm Orneklerinin kontrol ve CD disi
alabalik bireylerinin taze spermlerine kiyasla, daha yiiksek dollenme, gdzlenme ve
yumurtadan cikis oranlara sahip oldugu belirlenmistir. Ancak, N erkek alabalik
bireylerinin taze spermleri i¢in dollenme, gézlenme ve yumurtadan ¢ikis oranlari en
yiiksek degere sahiptir. Ureme sezonlar1 karsilastirildiginda ise, 1. lireme sezonuna
ait dollenme, gozlenme ve yumurtadan cikis oranlar ile 2. iireme sezonuna ait

oranlar arasinda oldukga kiiciik farklar goriilmektedir.
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Cizelge 3.6. Incelenen 2. iireme sezonu sezon ortas1 dénemi déllenme (% ), gézlenme (%) ve
yumurtada cikis (%) oranlar ( P <0,05)

Uygulama Dollenme (%) Gozlenme (%) Yumurtadan Cikis (%)
RE (25 mg/L) 70,5+2,0° 58,6+3,1° 52,4+3,2°
RE (50 mg/L) 78,1£2,3° 66,4+1,8" 60,0+3,3"
RE (100 mg/L) 74,1£1,5% 59,5+1,9% 52,7+1,8"
RU (25 mg/L) 59,7+1,4% 50,0+1,8° 443+21°
RU (50 mg/L) 63,3+0,5° 48,7+1,3" 41,9+1,9°
RU (100 mg/L) 53,7+1,5" 40,5+1,2° 32,9+0,6
RA (25 mg/L) 68,7+4,0" 58,152 51,945,9"
RA (50 mg/L) 71,5+1,8° 62,5+1,4° 56,1+1,6°
RA (100 mg/L) 62,4+2,3° 51,8+2,3° 454+1,9°
KU (25 mg/L) 77,7+0,7° 65,3+2,8° 60,2+2,2°
KU (50 mg/L) 79,9+2,2° 71,8+3,1° 64,0+4,1°
KU (100 mg/L) 70,6+2,3° 57,5£2,7° 50,743,2°
KE (25 mg/L) 85,1%1,7° 73,7+2.2° 66,6+1,3"
KE (50 mg/L) 81,5+1,0" 66,0+0,7° 60,4+1,6%
KE (100 mg/L) 79,3+2,1° 68,9+1,5% 62,3+1,4°
SA (25 mg/L) 70,9+1,1° 59,9+4,4° 54,5+3.6"
SA (50 mg/L) 75,1%1,6® 61,2+0,7% 54,4+0,3"
SA (100 mg/L) 77,241 ,4° 67,8+1,8" 60,9+2 4°
Kontrol 55,4+2.8° 37,7+1,2° 30,1£1,9°
Taze Sperm-CD 40,022,6" 35,8+2,1° 28,042,6°
Taze Sperm-N 96,9+1,7° 81,7+0,9 73,1+1,9°

3.8. Uzun Siireli Muhafaza (Kriyoprezervasyon) Calismalari

Uzun siireli muhafaza calismalari, incelenen 3. iireme sezonu ortasinda elde edilen
CD disi alabalik bireylerinden alinan sperm orneklerinin, 6 saat inkiibasyonundan
sonra hedef antioksidanlar1 (resveratrol, rutin, rosmarinik asit, kurkumin, kuersetin
ve salisilik asit), 25, 50 ve 100 mg/L son derisimlerde iceren kriyoprezervasyon
sulandiricisina  ilave  edilmesi ile  gerceklestirilmistir.  Kriyoprezervasyon
calismalarinda ¢6ziim sonrasi motilite oranlari (%) ve dogrusal motilite siireleri (sn),
DNA hasarli hiicre oranlari, dollenme (%), gozlenme (%) ve yumurtadan ¢ikis (%)
oranlar1 belirlenmistir. Kriyoprezervasyon calismalarinda 3 farkli kontrol grubu
olusturulmustur. Bunlar; antioksidan ilave edilmemis kriyoprezervasyon ortam ile
sulandirilmis 6rnek (kontrol), hicbir muamele gérmemis CD disi alabalik bireyi
testikiiler spermi (taze sperm-CD) ve N erkek alabalik bireyinden sagim yoluyla
alimmig ve antioksidan ilave edilmemis kriyoprezervasyon sulandiricisi ile

sulandirilmis 6rnek (taze sperm-N) olarak belirlenmistir.
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3.8.1. Kriyoprezervasyon sonrasi motilite karakteristikleri

Incelenen 3. iireme sezonu sezon ortasinda gerceklestirilen kriyoprezervasyon
calismalarinda %73,3+5,8 motilite oranina sahip ve dogrusal motilite siiresi
saptanmamis CD disi alabalik birey 6rnegi kullanilmistir. inkiibasyon sonrasi,
kriyoprezervasyon oOncesi bu Ornegin motilite oran1 ve dogrusal motilite siiresi
%76,7£5,8 ve 19,7+0,6 sn olarak kaydedilmistir. Calismada kullanilan, N erkek
alabalik birey oOrneginin motilite oram1 %98,3+2,9 ve dogrusal motilite siiresi
26,7+1,2 sn olarak kaydedilmistir. Kriyoprezervasyon calismasinda, ¢coziim sonrasi
sonras1 motilite oranlari (%) ve dogrusal motilite siireleri (sn) iizerine etkisi Cizelge
3.7 de verilmistir. Antioksidan derisimler arasindaki farklar istatiksel olarak

incelenmistir, tablodaki farkli harfler grup farkliliklarin1 géstermektedir (P <0,05).

Cizelge 3.7. Kriyoprezervasyon isleminde antioksidan uygulamalarinin ¢éziim sonrasi1 motilite
oranlari (%) ve dogrusal motilite siireleri (sn) iizerine etkisi (P <0,05)

Uygulama Motilite Oran1 (%) Dogrusal Motilite Siiresi (sn)

RE (25 mg/L) 56,7+5,8" 13,7+0,6"
RE (50 mg/L) 53,3+5,8° 15,3+0,6"
RE (100 mg/L) 43,3+5,8" 12,3+0,6"
RU (25 mg/L) 43,3+5,8" 9,3+0,6"
RU (50 mg/L) 46,7+5,8" 9,7+0,6"
RU (100 mg/L) 36,7+5,8" 12,3+0,6"
RA (25 mg/L) 46,7+5,8" 14,0
RA (50 mg/L) 60,0" 16,3+0,6"
RA (100 mg/L) 53,345,8° 15,3+0,6"
KU (25 mg/L) 56,7+5,8° 7,7£5,8"
KU (50 mg/L) 43,3458 12,3+1,2°
KU (100 mg/L) 33,345,8" 9,740,6"
KE (25 mg/L) 43,3+5,8" 10,7+0,6"
KE (50 mg/L) 46,7+5,8* 10,3+0,6"
KE (100 mg/L) 36,7+5,8° 9,7+0,6
SA (25 mg/L) 50,0° 14,3+0,6*
SA (50 mg/L) 53,345,8° 15,0
SA (100 mg/L) 53,345,8° 14,0+1,0°
Kontrol 36,7+5,8° 9,7+0,6
Taze Sperm-CD 16,745,8" 0,0°
Taze Sperm-N 66,7+5,8° 18,7+0,6°

Cizelge 3.7. incelendiginde, en yiiksek motilite oranmi1 ve dogrusal motilite siiresi 50
mg/L rosmarinik asit icin elde edilmistir. Motilite oranlar1 (%) ve dogrusal motilite
siireleri (sn), rosmarinik asit ve salisilik asit antioksidanlar1 icin paralellik
gostermekte, en yiiksek degerlere 50 mg/L derisiminde rastlanmaktadir. Motilite

oranlari, resveratrol ve kurkumin i¢in 25 mg/L derisiminde, rutin ve kuersetin i¢in ise
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50 mg/L derisiminde en yiiksek degere sahiptir. Dogrusal motilite siireleri,
resveratrol ve kurkumin ic¢in 25 mg/L. derisiminde, kuersetin icin 50 mg/L
derisiminde, rutin icin ise 50 mg/L derisiminde en yiiksek degere sahiptir. Farkli
derisimlerde cesitli antioksidan eklenmis sperm Orneklerinin motilite oranlarinin ve
dogrusal motilite siirelerinin, kontrol ve CD disi alabalik bireylerinin taze
spermlerinin degerlerine gore daha yiiksek degerde oldugu fakat N erkek alabalik

bireylerinin taze spermlerinin degerlerinden daha diisiik oldugu belirlenmistir.

3.8.2. Kriyoprezervasyon sonrasi DNA hasarlarimin tespiti

Kriyoprezervasyon calismalarinda antioksidan uygulamalarinin  ve kontrol
gruplarinin ¢6ziim sonrasi DNA hasarli ve hasarsiz hiicre oranlart (%) Cizelge
3.8.’de verilmistir. Ayrica DNA hasarl1 hiicreler, hasar derecelerine gore ayri ayri
belirtilmistir. Antioksidan derisimler arasindaki farklar istatiksel olarak incelenmistir,

tablodaki farkli harfler grup farkliliklarin1 gostermektedir (P <0,05).

Cizelge 3.8. Kriyoprezervasyon isleminde antioksidan uygulamalarinin ¢6ziim sonrasinda DNA
hasarli hiicre oranlar1 (%) (P <0,05)

Uygulama DNA Hasarsiz DNA Hasarh DNA Hasarh Hiicre (%)
Hiicre (%) Hiicre (%) 1. Derece 2. Derece 3. Derece
RE (25 mg/L) 44,242 5 55,842,5° 34,2445 18,8+2.4° 2,8+0,3"
RE (50 mg/L) 48,2+1,5 51,8+1,5 31,3£2,1° 18,3+1,6° 2,240,3
RE (100 mg/L) 44,8425° 55,2425 35,30,8" 17,8+1,6° 2,0£0,5°
RU (25 mg/L) 32,242,5° 67,8+2,5° 32,542,0° 29,3+4,5° 6,0£0,5°
RU (50 mg/L) 34,2+1,5° 65,8+1,5" 35,742,4° 25,8+1,0° 4,3+0,8°
RU (100 mg/L) 33,042,2° 67,0£2,2° 34,241,5 27,2413 5,7+0,3"
RA (25 mg/L) 45,542 3 54,5423 34,242,0° 18,7223 1,7+0,6°
RA (50 mg/L) 47242,1° 52,8+2,1° 35,0£2,6° 17,0£1,8" 0,8+0,8°
RA (100 mg/L) 46,242,6° 53,8+2,6" 40,0+5,1° 13,3+2,8" 0,5+0,9°
KU (25 mg/L) 42.842,1° 60,5+4,6 29,5+4,3° 28,0+2,3° 3,0£0,9°
KU (50 mg/L) 41,7+1,6° 58,3+1,6 22,2443 32,742,4° 3,540,5°
KU (100 mg/L) 44242.1° 55,842,1° 21,8+1,0° 31,2+1,5° 2,8+0,3
KE (25 mg/L) 35,5£1,0° 64,5£1,0° 34,8+1,6° 23,2+0,6° 6,5+0,5
KE (50 mg/L) 37,713 62,3+1,3" 34,042,3 23,5+1,7° 4,8+0,6°
KE (100 mg/L) 38,242,1° 61,8+2,1° 32,7+3,3° 24,0+5,9° 5,2+0,8°
SA (25 mg/L) 45,5+1,8° 54,5+1,8° 35,5+0,9° 17,5+2,0° 1,5+0,5°
SA (50 mg/L) 46,242,1° 53,8+2,1° 36,7+1,5° 15,5+3,0° 1,70,6°
SA (100 mg/L) 45,542,6° 54,542,6° 36,2+5,2° 17,243,1° 1,240,3
Kontrol 30,044, 17 70,04,1° 29,5+2,6° 30,8+6,0° 9,7+1,3
Taze Sperm-CD 18,5+3,0° 81,5+3,0° 26,0+6,1"  36,8+£32"  18,7+7,0°
Taze Sperm-N 76,7+4,3° 23,3+4,3° 17,242,1° 6,242.3° 0,0°
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Kriyoprezervasyon sonrasinda sperm hiicrelerinin DNA hasar durumlari
incelendiginde, kontrol ve CD disi bireylerinin Orneklerine kiyasla farkli
derisimlerde cesitli antioksidanlar eklenmis 6rneklerin DNA hasarsiz hiicre oraninin
daha yiiksek oldugu belirlenmistir. DNA hasarinin  6nlenmesinde, sirayla
resveratroliin, rosmarinik asidin ve salisilik asidin daha etkili oldugu belirlenmistir.
Antioksidan derisimleri agisindan incelendiginde, kurkumin ve kuersetin i¢in 100
mg/L derisimde; diger antioksidanlar i¢in ise 50 mg/L derisimde DNA hasarsiz hiicre
oranlarinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir. DNA hasarli hiicreler, dereceleri
bakimindan incelendiginde 3. dereceden DNA hasarli hiicre oraninin sirayla
rosmanik asit, salisilik asit ve resveratrol i¢in oldugu belirlenmistir. Taze spermler
incelendiginde, CD disi birey Orneklerindeki DNA hasarli hiicre oraninin N erkek
bireylerdekine gore 3 kat daha yiiksek oldugu gozlenmektedir.

3.8.3. Kriyoprezervasyonun dolleme iizerine etkileri

Kriyoprezervasyon caligmasinda, ¢oziim sonrasi her bir 6rnege ait dollenme (%),
gozlenme (%) ve yumurtadan c¢ikis (%) oranlann Cizelge 3.9.°da verilmistir.
Antioksidan derisimler arasindaki farklar istatiksel olarak incelenmistir, tablodaki
farkli harfler grup farkliliklarin1 géstermektedir (P <0,05).

Cizelge 3.9. incelendiginde, kontrol ve CD disi bireylerinin 6rneklerine kiyasla farkli
derisimlerde cesitli antioksidanlar eklenmis oOrneklerin dollenme, gozlenme ve
yumurtadan c¢ikis oranlarinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Ancak, farkli
derisimlerde cesitli antioksidanlar eklenmis oOrneklerin dollenme, gozlenme ve
yumurtadan ¢ikis oranlarmin N erkek bireylerin taze spermlerinin oranlarinin
neredeyse yar1 degerinde oldugu belirlenmistir. Tiim antioksidanlar icin ddllenme,
gbdzlenme ve yumurtadan cikis oranlarinin 50 mg/L i¢in en yiiksek degere sahip
oldugu belirlenmistir. Kriyoprezervasyon sonrasinda, sirayla rosmarinik asidin,
salisilik asidin ve resveratroliin tiim dolleme Ozellikleri tizerinde daha etkili oldugu
belirlenmistir. Ayrica, N erkek bireyin taze spermleri yiiksek oranlarda dollenme,
gozlenme ve yumurtadan ¢ikis oranlar1 gostermistir. CD disi birey taze spermlerinde
cok diisik oranda dollenme belirlenirken, gozlenme ve yumurtadan cikis

belirlenmemistir.
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Cizelge 3.9. Kriyoprezervasyon isleminde antioksidan uygulamalarinin ¢6ziim sonrasinda
dollenme (%), gozlenme (%) ve yumurtadan cikis (% ) oranlari iizerine etkileri (P <0,05)

Uygulama Dollenme (%) Gozlenme (%) Yumurtadan Cikis (%)

RE (25 mg/L) 33,7+1,8% 31,1x2,0° 28,5+1,5
RE (50 mg/L) 38,0+1,3° 35,5+0,8" 33,2+1,0°
RE (100 mg/L) 31,941,2° 30,1+0,8* 28,2+1,2°
RU (25 mg/L) 26,2+2,1° 21,942,8" 18,5+2,9°
RU (50 mg/L) 27,2+1,3° 23,8+1,1% 20,5+1,2°
RU (100 mg/L) 24,7+1,1° 21,4+1,5" 18,3+1,0°
RA (25 mg/L) 36,3£2,1° 34,2+1,9° 31,8+1,9°
RA (50 mg/L) 42,0£2,0° 39,4+2,3% 37,0£2,3*
RA (100 mg/L) 37,7424 35,3+2,7° 33,4+2,8"
KU (25 mg/L) 33,2+1,6° 30,6+2,3° 27,8+2,5%
KU (50 mg/L) 37,2+1,4° 34,9+1,4° 31,4+1,1°
KU (100 mg/L) 33,0+1,4° 30,6+1,4° 28,4+1,4°
KE (25 mg/L) 25,6+0,9° 23,6+0,5" 20,0+0,4
KE (50 mg/L) 28,9+0,6 26,4+0,3" 23,6%0,6
KE (100 mg/L) 24,6+0,9* 22,6+1,0° 20,4+1,1*
SA (25 mg/L) 38,5+1,7° 35,8+1,8" 33,5+1,8"
SA (50 mg/L) 40,9+2,1° 39,0+2,1° 36,0+2,1°
SA (100 mg/L) 40,5+2,1° 37,7£2,1° 34,8+1,8"
Kontrol 24,8+3,3* 19,543,7¢ 13,3+2,3*
Taze Sperm-CD 2,3+1,5° 0,0 0,0°

Taze Sperm-N 77,6+2,1° 74,1+2,5° 70,7+2,0°
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4. TARTISMA VE ONERILER

Cinsiyeti degistirilmis (CD) disi gokkusag alabalik (Oncorhynchus mykiss)
testikiiler semeninin ve bu semendeki sperm hiicrelerinin motilite 6zelliklerinin
incelendigi tez calismasi, 2012-2013 (Aralik, Ocak ve Subat), 2013-2014 (Aralik,
Ocak ve Subat), ve 2014-2015 (Aralik, Ocak ve Subat) iireme sezonlar1 boyunca,
Fethiye-Mugla’da bulunan ticari bir alabalik iiretim isletmesinde gerceklestirilmistir.
[k iki iireme sezonunda, seminal plazma biyokimyasal analizleri ve kisa siireli
muhafaza caligmalar1 gergeklestirilmis iken 3. iireme sezonunda sperm hiicreleri
DNA hasarlar1 ve uzun siireli muhafaza calismalar1 tamamlanmistir. i1k iki sezonda,
toplamda 102 normal (N) erkek bireyin ve 88 CD disi bireyin semen Ozellikleri
incelenmistir. Ik sezonda 2-3 yasinda CD bireyler, ikinci sezonda 3-4 yasindaki CD
bireyler, her iki sezonda da 2-3 yasindaki N erkek bireyler degerlendirilmistir.

Motilite, semenin dolleme kapasitesinin tayininde onemli bir parametredir. Sperm
motilite 6zelliklerinin tanimlanmasi, suni dolleme i¢in gerekmektedir (Lahnsteiner
vd., 1996a). Bu tanimlama i¢in; déllenmenin gergeklesebilecegi olasi zaman dilimini
gosteren motilite siiresi, sperm hiicresinin motilitesinin baglama ve engelleme
mekanizmalar ve spermin sulandirici ¢ozeltilerinde hareket siiresinin uzatilmasi ve
dengede tutulmasi gibi siiregler belirlenmelidir (Lahnsteiner vd., 1997). Boylelikle,
sagimdan sonra sperm hiicrelerinin istemsizce motil hale ge¢mesinin Onlenmesi,
semen muhafazasi i¢cin motiliteyi durduran veya tesvik eden ¢ozeltilerin gelistirilmesi
ve dolleme islemi icin gerekli olan sperm hiicrelerine maksimum motilite
karakteristiklerini kazandiracak yontemin belirlenmesi saglanmaktadir. Ozellikle
seminal plazma bilesiminin bilinmesi, kisa ve uzun siireli muhafazada kullanilacak
sulandiric1 ¢ozeltileri, spermin enerji kaynaklari, sperm metabolizmas1 konularinda
daha fazla ve detayh bilgilere ulagilmasinit miimkiin kilmaktadir. Suni déllemede
motilite Ozellikleri ve semen karakteristiklerinin bilinmesinin son derece Onemli
olmasina karsin, alabalik iiretiminde kullanilmasinda bircok avantaj saglayan CD disi

bireyler ile ilgili bu tiir bilgiler son derece kisith ve hatta seminal plazma iyon
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bilesimi ve oksidatif yapisi gibi konularda hicbir bilgiye rastlanmamaktadir. Tez
calismasi, temel olarak bu bilgilere usalmayr hedeflemektedir. Bu baglamda, tez
calismasinda CD disi bireylerin semen 6zellikleri N erkek bireyler ile karsilagtirmali
olarak incelenerek, kisa ve uzun siireli muhafazalarinda antioksidanlarin pozitif
etkilerini, motilite karakteristiklerindeki degisimleri gosterilmis ve dolleme

caligsmalar ile desteklenerek sunulmustur.

Tez calismasinda elde edilen sonuglar bir biri ile baglantili {i¢ ana baslik altinda

degerlendirilebilmektedir;

v Mevsimsel semen analizleri (sperm hiicrelerinin ilk alindiklarindaki motilite
ozelliklerinin tespiti ve seminal plazma biyokimyasal analizleri)
v' Kisa siireli muhafaza (olgunlastirma)

v" Uzun siireli muhafaza (kriyoprezervasyon)

Ureme Sezonu Boyunca Semendeki Degisimler ve Seminal Plazma Analizleri

Sperm kalitesi ve bununla iliskili olarak seminal plazma, tireme sezonu boyunca
degisiklige ugramaktadir (Ciereszko, 2008). Ureme sezonu disinda, anag baliklardan
sperm alinma sikligi, tutulduklar suyun kalite parametreleri ve sicakligi, anaglarin
beslenmesinde kullanilan yem gibi etkenler, ana¢ kaynakli olarak sperm kalitesi ve
seminal plazma icerigini etkilemektedir. Ayrica, anaclara anestezi uygulanmasi,
sperm Orneginin alinirken balik viicut sivilart ile karismasi, dolleme ortaminin
sicakligi gibi etkenler seminal plazmanin yapisin1 degistirerek sperm kalitesini
digiiren ve dollemeyi etkileyen etmenlerdir (Rurangwa vd., 2004). Yetistiricilik
ortaminda barindirilan baligin seminal plazma bilesimi ile aveilik yoluyla yakalanan
aym tiiriin seminal plazma kompozisyonu arasinda farklar bulunabilmektedir (Butts
vd., 2010). Tez calismasinda, sperm kalitesi ve seminal plazma bilesimindeki
farkliliklar, iireme sezonu donemlerinden ve CD disi bireylerde genellikle

bulunmayan sperm kanallarindan kaynaklanmaktadir.

Iliman iklim baliklarinda fotoperiyot ve sicaklik, iireme gelisimini diizenleyen temel
cevresel faktorlerdir. Bu iki faktor, ticari baliklarin iiretiminin y1l boyu yapilabilmesi
icin cinsi olgunlasmay1 gelistirmede veya geciktirmede kullanilmaktadir. Fotoperiyot
ve sicaklik uygulamalarimi konu alan caligmalar, iireme mevsiminin semen kalitesi

tizerine etkisi ¢calismalari ile 6zdeslestirilmektedir. Bu uygulamalarin sperm derigimi,
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motilite yiizdesi ve siiresi gibi semen kalitesi lizerine onemli etkileri bir tatli su
levregi tiirii olan Perca flavescens’de gosterilmistir (Dabrowskii vd., 1996; Ciereszko
vd., 1998). Ancak, gokkusagi alabalig1 iiretiminde ¢ok yaygin olarak kullanilan
fotoperiyot uygulamasinin semen kalitesi iizerine etkilerinin incelenerek arastirilmasi
gerekmektedir. Ozellikle, dogal iireme sezonu ile arasindaki zamansal farktan dolayi,
fotoperiyot uygulamasinin semen kalitesi {izerine etkisi farkli olabilmektedir.
Ornegin, gokkusag: alabaligi seminal plazma pH degerlerinin iireme sezonu bast,
ortasit ve sonu donemlerindeki degerlere gore daha diisiikk oldugu saptanmaktadir.
Buna karsin, Hibrit cizgili levrek tiiriinde (disi Morone chrysops x erkek Morone
saxatilis) fotoperiyot uygulamasi sonucunda seminal plazma pH degerinde azalma

goriilmiistiir (Tate ve Helfrich, 1998).

Seminal plazma iyon bilesimi, pH ve ozmolarite degerlerinin lireme sezonu boyunca
degisimleri, O. mykiss (Munkittrick ve Moccia, 1987), Salmo salar sebago (Piironen,
1985), Salmo salar (Aas vd., 1991), Salvelinus namaycush (Johnson vd., 2013),
Zoarces americanus (Wang ve Crim, 1997), Gadus morhua (Rouxelvd., 2008; Butts
vd, 2010), Barbus barbus (Alavi vd., 2008), Perca fluviatilis (Alavi vd., 2010),
Cirrhinus mrigala (Verma vd., 2009), Rutilus rutilus caspicus (Golpour vd., 2013),
Cyprinus carpio ve Oreochromis mossambicus (Kruger vd., 1984) gibi farkli tiirlerde
bildirilmistir. Buna karsin, Acipencer tiirlerinde, sperm yogunlugu ve motilite
ozelliklerinde iireme sezonu sonuna dogru 6nemli derecede azalma olsa da, seminal
plazma iyon bilesiminde ve ozmolarite degerlerinde ©nemli derece farklar

bulunmamaktadir (Alav, vd., 2004a; 2004b).

Seminal plazmadaki degisimler, 6zellikle tireme sezonu sonunda belirgin olmaktadir.
Gokkusagr alabaliginda, tireme sezonu sonunda daha diisiikk protein derisimi ve
antiproteinaz aktivitesi gozlenmektedir (Ciereszko vd., 1996;2004). Benzer diisiis,
askorbik asit derisiminde de saptanmistir. Bu diisiisler, iireme sezonu sonunda azalan
sperm kalitesine paralellik gostermektedir (Billard, 1986). Gokkusag alabaliginda,
tireme sezonu sonuna dogru Na®, K* ve CI" derisimlerinin azaldigi gozlenmistir.
Ureme sezonunda sperm performansindaki diisiis seminal plazmadaki uygun iyon
bilesiminin korunamamasindan kaynaklanmaktadir (Munkittrick ve Moccia, 1987).
Sezon sonundaki semen kalitesindeki degisiklikler, genellikle semenin viicutta

yaslanmasi olarak ©ngoriilmektedir (Hajirezaee vd., 2010). N erkek gokkusagi
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alabalik bireylerinde oldugu gibi, CD disi bireylerde de semen 6zelliklerinin
mevsime bagli olarak degisebildigi gosterilmistir. Kis ortasindaki sperm motilitesinin

sezon sonuna dogru azaldig1 saptanmistir. (Nynca vd., 2012a).

Gokkusagi alabaliginda, mevsimsel olan spermatogenez iireme sezonu baslamadan 2
ay kadar once tamamlanmakta, sperm testis bosluklarinda tutulmakta ve sperm
kanallaria birakilmaktadir (Loir ve., 1990; Billard, 1986;1992). Sperm hiicreleri,
tireme sezonu boyunca sperm kanallarinda tutulmakta, bu siire 6 ay1 bulabilmektedir.
Ureme sezonu bitimiyle, kanallarda tutulan bu sperm hiicreleri pargalanmaktadir.
Sperm hiicrelerinin fagositozu, testislerdeki Sertoli hiicreleri ve makrofajlar
tarafindan veya sperm kanallarindaki fagositler ve epitelyal hiicreler tarafindan
gerceklesir (Billard ve Takashima, 1983; Lahsteiner vd., 1993). Boylelikle, balik bir
sonraki lireme donemine, spermatogeneze hazir hale gelmektedir (Ciereszko vd.,
1996). Sperm hiicreleri, iireme sezonu siiresince, testis ve sperm kanalindan
gerceklesecek salgi ve emilimler ile bilesimi diizenlenen seminal plazmanin iginde
saklanmaktadir. Seminal plazma i¢indeki iyonlar, lipitler ve proteinler biitiinlesik bir

etki ile sperm hiicresini desteklemektedir (Billard ve Takashima, 1983).

CD disi bireylerin seminal plazma pH degerleri, N erkek bireylerdekinden daha
diisiiktiir. N erkek bireylerde pH degeri sezon basindan ortasina onemli derecede
artmakta ve sezon sonunda sezon ortasina gore istatistiksel olarak énemli derece fark
olusturmayarak azalmaktadir (P <0,05). CD disi bireylerin seminal plazma pH
degerleri sezon sonuna dogru artis gostermektedir (Sekil 3.2.). Tiim calisma
siiresince CD disi bireylerde saptanan ortalama pH degeri en diisiik 7,14+0,05, en
yiiksek 7,40£0,10 iken, N erkek bireylerde en diisiik 7,66£0,10, en yiiksek 8,04+0,10
olarak saptanmistir. N erkek bireylere ait pH degerleri, onceki caligmalarda elde
edilen degerler araligindadir (Cizelge 4.1.). Spermatogenezin tamamlanmasinin
ardindan, testis ve sperm kanalinin testise yakin tarafinda bulunan sperm hiicrelerinin
motilite kabiliyetleri kisith olmaktadir (Ciereszko vd., 2008). Salmonid tiirlerinde,
sperm hiicresinin motilite potansiyelini kazanmas1 testislerden sperm kanallarina
gectikten sonra gerceklestigi bildirilmistir. Sperm kanallar i¢indeki seminal plazma
pH degerinin ve bikarbonat (HCO;) derisiminin artmasi, sperm hiicresinin
olgunlagsmasi ve motil olmaya hazir hale gelmesinde etkilidir (Morisawa ve

Morisawa, 1986; 1988). Morisawa ve Morisawa, (1988) N erkek gokkusag: alabalig
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testisinden elde ettikleri seminal plazma pH degeri ortalamasim 7,48+0,06 olarak,
sperm kanalindakini ise 7,99+0,06 olarak dlgmiislerdir. Bu pH artisi, testisten sperm
kanalina 7,0-7,2-7,4-7,8 degerleri ile takip edilebilmektedir (Morisawa vd., 1993).
Ureme sisteminde, testis liimenlerinden sperm kanallarina dogru derece derece artan
pH degerine paralel olarak HCO; derisimi de artmaktadir. Oyle ki, gokkusag
alabalig1 testis seminal plazmasinda 4,9+0,9 mM olan toplam inorganik karbon,
sperm kanalinda 9,2+1,0 mM olarak tespit edilmistir. HCO5™ derisimi ve pH degeri
artisi, spermin motilite potensiyeli kazanmasi ile pozitif yonde dogrusal iliski
gostermektedir. Hiicre dis1 ortamda, bunlarin artist ile hiicre i¢ci cAMP degeri
artmaktadir (Morisawa ve., 1993; Krasznai vd., 1999). Japon yilan baliginin
(Anguilla japonica), seminal plazmasinda, testikiiler seminal plazmadakinden daha
yiiksek pH degerleri, Na* ve Ca®* derisimleri ve daha az K* derisimi saptanmustir. Bu
tiirde testikiiler sperm hiicrelerinin neredeyse motil olmadig1 ve sperm olgunlagsmasi
icin pH degerlerindeki ve HCO; derisimlerindeki artisin  gerekli oldugu
gosterilmistir (Ohta ve., 1997). Ayrica, tez calismasinda N erkek bireylerde iireme
sezonu ortast donemi pH degerindeki artisin benzeri Gadus morhua tiiriinde, sezon
basinda 8,05+0,20, sezon ortasinda §,27+0,03 olarak gozlemlenmistir (Butts vd.,
2010).

CD disi bireylerin seminal plazma ozmolarite degerleri iireme sezonu basindan
sonuna dogru onemli derecede azalma gostermektedir (P <0,05). N erkek bireylerde
ise ozmolarite degerleri sezon basindan ortasina dogru yiikselmekte ve sezon
sonunda diisiis gostermektedir. CD disi bireylerin seminal plazma ortalama
ozmolarite degerleri, N erkek bireylere gore daha yiiksektir (Sekil 3.3.). 2-3
yasindaki CD disi bireylerin seminal plazma ozmolarite degerleri sezon bagi ve ortasi
donemlerinde sirayla 335+8 ve 322+6 mOsm/kg, ayn lireme sezonunda incelenen N
erkek bireylerde sezon basi ve ortast donemlerinde sirayla 271£13 ve 293+7
mOsm/kg olarak belirlenmistir. N erkek bireylerin seminal plazma osmolarite
degerlerinin sezon ortasinda genellikle 300 mOsm/kg civarinda oldugu literatiirde
gosterilmistir (Cizelge 4.2.). Munkittrick ve Moccia (1987), gokkusag1 alabaliginda
ozmolarite degerlerini sezon basi, ortasi ve sonu donemleri icin sirayla 169,1+13,5;
131,1+11,8 ve 116,1+11,1 mOsm/kg olarak Ol¢miislerdir. Nynca vd., (2012a) CD
disi bireylerin seminal plazma ortalama ozmolarite degerlerinde, tez calismasi

bulgularina benzer sekilde iireme sezonu sonunda, sezon basina gore istatistiksel
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olarak onemli derecede diisiis tespit etmislerdir. Farkl tiirlerde ozmolarite degisimi,
iireme sezonu doénemlerinde farkli olmaktadir. Ornegin, Gadus morhua tiiriinde,
lireme sezonu basindan ortasina dogru ozmolarite degerinin arttigi saptanmigtir

(Butts vd., 2010).

Cizelge 4.1. Baz1 Salmonid tiirlerinde ve tez calismasinda incelenen iireme sezonu ortasinda
seminal plazma ozmolarite ve pH degerleri (ort, ort+std, minimum-maksimum)

Balik Tiirii Ozmolarite (mOsmol/kg) pH Kaynaklar
Oncoryhchus mykiss 293,0£7,0 8,04+0,10 Bu calismada (1)

O. mykiss 290,0+7,0 8,01+0,09 Bu calismada (2)

O. mykiss 235,0+63,0 - Ciereszko vd., 2014
O. mykiss 296,6+3,4 - Dietrich vd., 2008

O. mykiss 230,6 £ 98,6 7,95+0,14 Dziewulska vd., 2008
O. mykiss 172-243 - Ciereszko vd., 2006
O. mykiss >235 - Dietrich vd., 2005

O. mykiss 322,1+£21,8 - Glogowski vd., 2000
O. mykiss 313,3£22,3 8,11 Lahnsteiner vd., 1998
O. mykiss 308,0+12,9 - Koldras vd., 1996

O. mykiss - 7,99+0,06 Morisawa ve Morisawa, 1988
O. mykiss 297,0£15,0 - Morisawa, 1985

O. mykiss 297,0 - Morisawa vd., 1983
O. mykiss - 8,20 Baynes vd, 1981

O. mykiss - 8,20-8,30 Nomura, 1964

0. keta 332,045,1 - Morisawa vd., 1979
O. tshawytscha 265,0+32,0 8,43+0,13 Rosengrave vd., 2009
Salmo salar 245,0+55,0 - Aas vd., 1991

Salmo salar 232,0+13,0 - Hwang ve Idler, 1969
S.trutta caspius 188,2+8,7 8,00+0,10 Hajirezaee vd., 2009

Calismada, N erkek bireylerin seminal plazmasinda Na® derisimlerinde iireme
sezonu ortasinda artis gdzlemlenmistir (Sekil 3.4.). Na* derisimleri 1. iireme sezonu
basinda 97,1+£10,2 mM iken ortasinda 104,2+10,2 mM, 2. iireme sezonu basinda
87,8+13,2 mM iken ortasinda 101,1+£12,2 mM olarak ol¢iilmiistiir. CD disi bireylerin
seminal plazma Na® derisimleri (dlgiilen en diisiik ortalama 101,7+14,9 mM) N
erkek bireylerinkinden (6l¢iilen en diisiik ortalama 87,8+13,2 mM) daha yiiksektir.
Ayrica, CD disi bireylerde iireme sezonu basindan sonuna dogru Na® derisimleri
goreceli olarak azalmakta ve 2-3 yasindaki bireylerin Na® derisimleri (sezon
ortasinda 119,849,9 mM) 3-4 yasindakilerinkinden fazladir (sezon ortasinda

107,2+7,9 mM). CD disi bireylerin seminal plazmalarindaki K" derigimleri (6l¢iilen
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en disiik ortalama deger 34,0+6,3 mM), N erkek bireylerdekilerden (dlciilen en
diisiik ortalama deger 19,7+3,3 mM) her sezon dénemi icin daha yiiksektir. Sekil
3.5.’e gore CD disi bireylerin K" derisimleri sezon sonuna dogru azalmaktadir (1.
iireme sezonu sezon basi 51,4+7,4 mM, sezon sonu 43,74+3,9 mM, 2. iireme sezonu
sezon bast 42,0+2,1 mM, sezon sonu 34,0+6,3 mM). N erkek bireylerde ise iireme
sezonu ortasinda artig, sonunda ise diisiis goriilmektedir. Ayrica 2-3 yasindaki CD
disi bireylerin seminal plazmalari, 3-4 yasindakilere gore daha yiiksek K* derisimleri
icermektedir (sezon sonu degerleri sirasiyla 43,7+3,9 mM ve34,0+6,3 mM). N erkek
birey seminal plazmalarindaki ClI° derisimleri sezon sonuna dogru diisiis
gostermektedir. 1. ve 2. iireme sezonu i¢in sirayla sezon baslarinda 122,1+11,5 ve
88,3+14,0 mM, sezon sonlarinda 89,9+18,7 ve 53,4+18,4 mM olarak belirlenmistir
(Sekil 3.6.). N erkek bireylere gore seminal plazmalarinda daha yiiksek miktarda CI'
iceren CD disi bireylerde, sezon ortasinda daha yiiksek derisimler 6l¢iilse de, 6zelikle
3-4 yasindaki bireylerde sezon boyunca CI” derisimlerindeki degisimler istatistiksel
olarak dnemsizdir (P <0,05). Cizelge 4.2.’de verilen 6nceki ¢aligmalara ait Na*, K"
ve CI' derisimlerinin, tez calismasindaki sezon ortas1 verileri ile uyumluluk

gosterdigi izlenmektedir.

Na*, K* ve CI derisimlerindeki sezon dénemlerindeki degisimler diger calismalarda
da saptanmistir. Munkittrick ve Moccia (1987), Kanada’da yaptiklar1 calismada
gokkusagi alabaliginda, Na* derisimlerini sezon basindan sonuna dogru (Subat,Mart
ve Nisan) 67,1+ 6,0, 54,8+ 5,2 ve 43,4+ 5,5 mM olarak 6l¢miis, Na* derisiminin
sezon sonuna dogru azaldigini bildirmislerdir. Dogu (2011), Aralik-Ocak-Subat
aylarinin iireme sezonu basi, ortast ve sonu oldugu ¢aligmasinda, gokkusag: alabaligi
seminal plazmasinda Na* derigimi ortalamalarini sirasiyla, 71,99+4,76; 89,88+12,63
ve 101,73%18,68 mM olarak tespit etmistir. Her iki ¢calismada da K™ derisimlerinin
sezon sonuna dogru azaldigi gozlenmistir. Munkittrick ve Moccia (1987), K*
derisiminin sezon basinda 14,7+1,1 mM’dan sezon sonuna 8,6+1,0 mM degerine;
Dogu (2011) ise 31,741,4 mM’ dan 27,8422 mM degerine diistiigiinii
gostermislerdir. Gadus morhua seminal plazma Na® derisimi ortalamalar1 ireme
sezonu boyunca ¢an egrisi seklindedir. K* derisimi ise sezon bagindan sonuna dogru,
7,3740,80; 5,92+0.82 ve 5.36+0.87 mM seklinde azalmistir (Butts vd., 2010). Cesitli
balik tiirlerinin Cl” derisimlerinde sezon basindan sonuna dogru azalma farkli

calismalarda gosterilmistir (Munkittrick ve Moccia, 1987; Alavi vd.,2010; Golpour
110



vd., 2010). Ancak belirtilmelidir ki, iireme sezonu dénemlerindeki iyon derisimleri

degisimleri her zaman istatistiksel acidan anlamli olmayabilmektedir.

Tez calismasinda, sezon ortasinda saptanan Ca®* ve Mg** derisimleri literatiirde
tayin edilen degerler aralifinda yer almaktadir (Cizelge 4.2.). Her ne kadar baz
istatistiksel olarak farklar saptansa da, genelde CD disi ve N erkek bireylerin seminal
plazmalarinda Ca** derisimleri birbirlerine yakindir (Sekil 3.7.). Ca** derisimleri 1.
tireme sezonu ortasinda CD disi bireylerde 1,09+0,29 mM, N bireylerde 0,74+0,23
mM olarak 6lciilmiisken, ikinci sezon ortasinda ise CD disi bireylerde 0,83+0,29 mM
N bireylerde 0,67+0,11 mM olarak Ol¢iilmiistiir. N erkek bireylerin seminal
plazmasinda genel olarak Ca*? derisimleri sezon basina gore sezon ortasinda diisiis
gostermektedir. CD disi bireylerde ise Ca*? derisimleri sezon sonuna dogru artmakta
veya degismemektedir. Ik ornekleme sezonunda incelenen 2-3 yasindaki CD disi
bireylerin seminal plazmalarinda (sezon ortast 1,86+0,12 mM), ikinci sezon
incelenen 3-4 yasindaki CD disi bireylere gore (sezon ortast 1,194+0,28 mM) daha
yiiksek Mg2+ derisimleri bulunmustur. 2-3 yasindaki CD disi balik seminal
plazmalar1 N erkeklerinkine oranla daha fazla Mg** icermektedirler (Sekil 3.8.).
Buna karsin 3-4 yasindaki CD disi balik seminal plazmalari Mg2+ derisimleri
acisindan, iireme sezonu donemlerinde N normal erkeklerinkinden istatistiksel olarak
onemli farklar bulunmamaktadir. N erkek bireylerin seminal plazma Ca®™ ve Mg2+
derisimlerinin sezon ortasinda artis gosterdigi farkli balik tiirlerinde gosterilmistir
(Butts vd., 2010; Dogu, 2011; Golpour vd., 2013). CD disi ve N erkek bireylerin
seminal plazmalarinda, tiim iyonlar arasinda en az derisim farki gosteren Ca®
iyonudur. CD disi bireylerde, sperm hiicre yogunluguna oranla az miktarda Ca®
bulunmaktadir. Motilite sirasinda, Ca* iyonu ortamdan hiicre icine girmekte ve
motilite diizenleyicisi olarak tanimlanmaktadir (Cosson vd., 1989; Krasznai vd.,
2003; Alavi ve Cosson, 2006). Ayrica, Ca®*’nin baglandi1 6zel protein yapilar ve
Ca®* kanallarmin aktivasyonu sperm flagellumunun atim hizimi arttirarak, sperm
hiicresine dogrusal hareket kazandirmaktadir. Bircok balik tiiriinde Ca** iyonunun
olmadig1 ortamda, motilite baslatilamamaktadir (Alavi vd., 2011; Dietrich vd., 2011;
Butts vd.,2013). Salvelinus fontinalis tiirii i¢in sezon sonunda, dogrusal hareketin
azaldigr sperm Orneklerinin, Ca® derisimi arttirilmis aktivasyon cozeltisi ile
dogrusal hareketinin artti§i gosterilmistir (Bondarenko vd., 2014). Bu durumda, CD

disi bireylerinin sperm kanallarinda uygun pH degerine maruz kalmamasi nedeniyle
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tam olarak olgunlasamamasinin yani sira, Ca** derisiminin diisiik olmasi nedeniyle
de sperm motilite karakteristiklerinde azalma olabilmektedir. Mg2+ derisimi i¢in net
bir ¢ikarimda bulunulamamaktadir. Ancak, 3-4 yasindaki CD disi bireylere gore
sperm motilite kalitesinin daha yiiksek oldugu 2-3 yasindaki CD disi bireylerin
seminal plazmalart N erkeklere gore daha yiiksekken, 3-4 yasindaki CD disi
bireylerin seminal plazma Mg2+ derigimleri N erkek bireylerininkine yakindir (Sekil
3.8.). Bu durum, iireme sistemindeki seminal plazma icerigindeki Mg** iyonunun da
spermin motil olmaya hazir hale gelmesinde rolii oldugunu gosterebilmektedir.
Ancak, Mg”* iyonu ile ilgili destekleyici calismalar bulunmamaktadir. Oyle ki Alavi
ve Cosson (2006), sperm motilitesini konu alan genel degerlendirme ¢aligmalarinda
Mg2+ iyonunun balik motilitesi {izerine etkisinin arastirilmas1  gerektigini

bildirmislerdir.

112



Cizelge 4.2. Baz1 Salmonid tiirlerinde ve tez ¢cahsmasinda incelenen iireme sezonu ortasmda seminal plazma Na*, K*, CI', Ca™ ve Mg2+ degerleri (ort, ort+std)

Balik Tiirii Na* (mmol) K* (mmol) CI' (mmol) Ca’* (mmol) Mg** (mmol) Kaynaklar

Oncoryhchus mykiss 104,2+10,2 25,2+3,5 95,8+15,6 0,74+0,23 0,93+0,25 Bu calismada (1)

O. mykiss 101,1£12,2 24,4+3.0 77,2+19,4 0,67+0,11 0,88+0,20 Bu calismada (2)

O. mykiss 89,9+12,6 30,6+2,4 - 3,45+0,89 3,72+0,06 Dogu, 2011

O. mykiss 81,2+52 18,6 + 1,3 - 0,40£0,05 - Sheikhzadeh vd., 2010

O. mykiss 111,0+£29,8 29,8 + 8,8 95,8 + 33,6 0,74 £ 0,48 1,13 +£0,53 Dziewulska vd., 2008

O. mykiss 122,2+14,2 30,4+4,5 - 1,10+0,26 0,85+0,13 Glogowski, vd., 2000

O. mykiss 159,8+30,8 25,7+4,1 - 1,20+0,3 - Lahnsteiner vd., 1998

O. mykiss 110,0+7,3 43,4421 12947,3 2,10+0,45 2,50+0,34 Koldras vd., 1996

O. mykiss - 34,5+4,5 - - - Gwo vd., 1993

O. mykiss 128,9 32,5 143,0 2,70 1,02 Morisawa ve Morisawa, 1988
O. mykiss 67,1 14,7 - - - Munkittrick ve Moccia, 1987
O. mykiss 127,0 37,3 2,60 1,50 Morisawa vd., 1983

O. mykiss 104,0 25,3 135,0 1,40 1,10 Holtz vd., 1979

O. mykiss 133,0 20,0 130,0 - - Schlenk ve Kahmann,1938
O. keta 142,0+1,7 66,1+4,9 134,0+1,3 2,20+0,10 1,60+0,10 Morisawa vd., 1979

O. tshawytscha 110,0+26,0 37,3+6,0 109,0+17,0 0,65+0,22 1,15+0,41 Rosengrave vd., 2009
Salmo clarki 107,0 38,6 156,0 0,30 1,50 Cruea, 1969

S. salar 92,8+23,9 27,5+5,3 - - - Aas vd., 1991

S. salar 103,0 22,0 - 1,30 0,90 Hwang ve Idler, 1969

S. trutta caspius 131,7+6,3 36,2+7 133,7+6,0 1,40+0,30 1,00+0,20 Hajirezaee vd., 2009

S. trutta caspius 159,2+8,8 33,7+ 2,0 133,0+ 6,0 1,70+0,20 1,00 0,10 Hatef vd., 2007
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Tez ¢alismasinda, N erkek ve CD disi bireylerden elde edilen semen orneklerindeki
ortalama sperm yogunluklar1 iireme sezonu ortasinda, sezon bagma gore artis
gostermektedir. Ayrica, CD disi bireylerin N erkek bireylerden 5-6 kat daha fazla
sperm hiicresi yogunluguna sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 3.1.). N erkek
bireylerde saptanan minimum ortalama 4,97J_r0,97x109/mL iken, CD disilerinki
22,7711,05x109/mL’dir. Bununla birlikte, 2. iireme sezonunda incelenen 3-4
yasindaki CD disi bireylerin semen Ornekleri, {ireme sezonu ortasi ve sonu
donemlerinde, bir Onceki yil Orneklenen 2-3 yasindaki CD disi bireylere gore
istatiksel olarak 6nemli derecede yiiksek ortalama sperm yogunlugu icermektedir (P
<0,05). Ureme sezonu sonu donemlerinde, 2-3 yas CD disi bireylerde sperm
yogunlugu 30,44+1,75x10°/mL, 3-4 yasindaki CD disi bireyler de ise
37,094_-3,30x109/mL olarak belirlenmistir. Tez calismasinda belirlenen degerler,
onceki c¢aligmalarda (Cizelge 4.3. ve Cizelge 4.4.) tespit edilen degerler
araligindadir. O. mykiss tirlinde saptandigr gibi (Munkittrick ve Moccia, 1987,
Koldras vd.,1996), Barbus barbus, Cyprinus carpio gibi bir ¢ok tiirde iireme sezonu
ortasinda semende sperm yogunlugunda artis gozlenmistir. Tez ¢aligmasinda da bu
artis, hem N erkek hem de CD disi bireylerde istatiksel olarak 6nemli derecede fark
ile saptanmistir (P <0,05). Nynca vd. (2012a), iireme sezonu sonunda N erkek
bireylerin sperm yogunlugunda istatistiksel olarak 6nemli derece azalma, CD disi
bireylerde ise sperm yogunlugunda iireme sezonu sonunda istatistiki olarak énemli
derecede olmamasina karsin artis gézlemlemislerdir. Bu sonuglar, tez calismasinda

bulunan sonuglar ile paralellik gostermektedir.

Hem CD disi hem de N erkek bireylerin seminal plazmalarindaki ortalama protein
derisimleri sezon basindan sonuna dogru azalma gostermektedir. Ornegin, CD disi
bireylerin seminal plazmasindaki ortalama protein derisimleri 1. ve 2. {ireme sezon
bas1 donemlerinde sirasiyla 777,3+191,0 ve 822,5+130,7 mg/dL olarak 6l¢iilmiisken,
sezon sonu donemlerinde sirasiyla 399,0+161,7 ve 339,2+135,3 mg/dL olarak
belirlenmistir (Sekil 3.9.). CD disi bireyler, N erkek bireylere gore, her donemde 10
kat civarinda daha fazla protein derisimine sahiptir. Ornegin, 1. iireme sezunu
sonunda CD disi bireylerin seminal plazmasinda protein derigsimi 399,0+161,7 mg/dL
iken N erkek bireylerde 38,6+19,6 mg/dL degerindedir. Benzer sekilde 2. Ureme
sezon sonunda CD disi bireylerde 339,2+135,3 mg/dL iken N erkek bireylerde

ortalama 32,2+15,7 mg/dL olarak bulunmustur. 2-3 ve 3-4 yas CD disi bireyler
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arasinda belirgin istatistiksel farklar gdzlenmemistir. N erkek ve CD disi bireylerin
seminal plazmalarinda 6nceki caligmalarda saptanan protein derisimleri Cizelge 4.3.
ve 4.4.’te sunulmustur. Gokkusagi alabaliginda, seminal plazma protein derisimi
(sezon basi 60 mg/dL civari, sezon sonu 25 mg/dL alt1) ve antiproteaz aktivitesi
tireme sezonu basindan sonuna dogru azalmaktadir (Ciereszko vd., 1996). Gokkusagi
alabaligi protein miktarinin sezon basinda, sonuna kiyasla daha yiiksek oldugu
Sanchez-Rodriguez vd. (1978), tarafindan da gosterilmistir.  Seminal plazma
proteinleri  kandan kaynaklanabilmekte veya {ireme sistemi kanalarinda
sentezlenebilmektedir (Loir ve., 1990; Lahnsteiner vd., 1993). Ureme sezonu sonuna
dogru bu iki yoldan gelen proteinler hormonal etki ile azaltilmaktadir (Marshall vd.,
1993; Ciereszko vd., 1996). Bu biyolojik neden disinda, ana¢ bireylerin sik
sagilmasiyla kandan ve iireme kanallarindan gelen proteinin telafi edilme hizinda
uyumsuzluk olmakta ve seminal plazmada protein derisiminin azalmasina sebep
olabilmektedir (Ciereszko vd., 1996). Ayrica plazma proteinlerinin sperm hiicreleri
izerine koruyucu etkisi bulunmaktadir (Billard ve Takashima, 1983). Bu koruyucu
etkinin {ireme sezonu sonunda ortadan kalktig1 diisiiniilmektedir, ki sperm
hiicrelerinin viicut icerisinde parcalanmasi gerceklesebilmektedir (Ciereszko vd.,
1996). Baz1 protein ve metabolitlerin (6rnegin askorbil fosfat gibi bir C vitamini
tirevi), sperm kanallarinda motilite inhibisyonuna da katkis1 bulunmaktadir
(Ciereszko vd., 1996; Nynca vd., 2012a). Tez calismasinda, hem CD disi hem de N
erkek bireylerde tireme sezonu basindan sonuna dogru protein derisimlerinde azalma
gozlemlemislerdir. Ayrica CD disi bireylerinin seminal plazma protein derisimlerinin
N erkek bireylerinkine kiyasla iireme sezonu basi, ortast ve sonu donemleri i¢in

sirasiyla 4,4; 4,8, ve 8 kat daha fazla oldugunu saptamislardir.
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Cizelge 4.3. CD disi gokkusag alabahiginda onceki calismalarda sunulmus ve tez calismasinda
incelenen iireme sezonlar1 sezon ortalarinda saptanmis bazi seminal plazma parametreleri
(ort+std, minimum-maksimum)

Protein Ozmolarite Sperm Yogunlugu

Balik Tiird (mg/dl)  (mOsm/kg) (x10°/mL semen) aynaklar

O. mykiss 610,8+204,8 322,0+6,0 30,44+1,75 Bu calismada (1)

O. mykiss 569,5+139,4 320,0+4,0 37,09+3,30 Bu ¢alismada (2)

O. mykiss - - 32,66 +3,37 Ciereszko vd., 2015
O. mykiss - - 35,10+6,50 Hliwa vd., 2014

O. mykiss 190-850 299,0-347,0  20,20-49,40 Nynca vd., 2012

O. mykiss 765,0£505,0 308,0+20,0 21,63+2,65 Kowalski vd., 2011

O. mykiss - - 22,50+8,33 Geffen ve Evans 2000

Her iki sezonda da analiz edilen N erkek birey seminal plazmalarinda glukoz ve
trigliserit derisimi degerlerinin Ol¢tim limitlerinin altinda oldugu belirlenmistir
(sirasiyla <5 ve <7 mg/dL). Buna karsin, Olciilen en yiiksek metabolit (glukoz,
kolesterol, iire ve trigliserit) degerleri, CD disi baliklarin seminal plazmalarinda
saptanmaktadir. Ozellikle sezon sonuna dogru daha yiiksek trigliserit degerleri
Olctilmiistiir (Cizelge 3.1.). Balik spermi tarafindan alinan hiicre dis1 glukozun, bir
enerji kaynag olarak kullamildigi O. mykiss ve bircok balik tiirlinde gosterilmistir
(Lahnsteiner vd., 1997). Balik spermi tarafindan kullanilabilecek olan glukoz sinirh
miktardadir (Terner ve Korsh, 1963). O. mykiss semeninde, solunum sirasinda
0,04+£0,03 nmol glukoz/dakika x10" sperm olan glukoz kullamim orani, spermin
motil olmasi ile glukolitik oran1 4,824+2.45 nmol glukoz/dakika x10" sperm seklinde
artmaktadir (Lahnsteiner vd., 1999). Morone saxatilis tiirlinde, semenin kisa siireli
saklanmasi calismasinda, sulandirma yapilan suni seminal plazmamn ayni hiicre
yogunlugu i¢in 8 mg/dL fazla glukoz icermesinin enerji kaynag: teskil etmedigi ve
bir etkisinin olmadigi belirlenmistir (Jenkins-Keeran ve Woods, 2002). Tez
calismasinda, <5 mg/dL limitinin altinda degerlerin bulunmasina karsin, 6zellikle
CD disi bireylerin seminal plazmalarinda daha yiiksek degerlerde bulunmustur
(Cizelge 3.1.). Gokkusagi alabaligi seminal plazmasi yeterli miktarda glukoz
icermektedir. Dogu (2011), seminal plazma glukoz derisimini sezon basindan
sonuna dogru 1,14+0,19 ortasinda 1,91+0,51 sonunda 1,53+0,59 mg/dL olarak tespit
etmistir. Ayrica, Dziewulska vd. (2008), gokkusagi alabaligr seminal plazmasinda
glukoz derisiminin 0-5 mg/dL aralifinda oldugunu, Sheikhzadeh vd. (2010),
ortalama glukoz degerini 1,05£0,13 mg/dL olarak tespit etmistir (Cizelge 4.4.).
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Trigliseritler, hiicre enerji metabolizmasinda gorev almakta ve sperm hiicre zarinda
bu molekiiller icin reseptor bolgeleri bulunmaktadir (Argov vd., 2007). Motilite
sonrasi, ATP molekiillerinin tekrar iiretildikleri sathada trigliserit degerlerinde diisiis
saptanmistir (Lahnsteiner vd., 1993). Ancak, seminal plazmada yeteri kadar trigliserit
bulunmakta ve bu sebeple sinirlayici bir etkisi oldugu diisiiniilmemektedir (Cizelge
4.4.) Kolesterol ve diger lipitlerin seminal plazmada bulunmasi, sperm Kkalite
degerlendirmesi ic¢in kullanilabilmektedir. Kolesterol derisimindeki iireme sezonu
siiresince tespit edilen degisimler, sperm hiicre zar1 biitiinliigti i¢in kullanilmasidan
kaynakli olabilmektedir (Beer-Ljubic vd., 2009). Bu durumda, CD disi bireylerin
semeninde hiicre zar1 tam olgunlagmamis hiicrelerin ¢oklugu, bu bireylerin seminal
plazmalarinda daha cok miktarda kolesteroliin bulunmasina neden olabilmektedir.
Seminal plazmadaki iyonlarin disinda organik maddelerin de sperm hiicrelerinin
depo edilmesinde 6nemli gorevleri bulunmaktadir. Seminal plazmada yogun olarak
bulunan lipoproteinler, in vivo depolama siiresince hiicre zari lipit bilesiminin bir
cesit bakimini saglamaktadir (Loir vd., 1990). Seminal plazmadaki iire miktari,
protein miktar1 ve metabolizmasi ile ilgidir (Srivastava vd., 1984). Bu sebeple iire
miktari, protein derisimi daha yiiksek olan CD disi birey seminal plazmalarinda daha

yiiksek degerlerde tespit edilmistir.
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Cizelge 4.4. Baz1 Salmonid tiirlerinde ve tez cahsmasinda incelenen iireme sezonu ortasinda sperm yogunlugu ve seminal plazma protein, trigliserit, glukoz ve

kolesterol derisimleri degerleri (ort, ort+std, minimum-maksimum)

Sperm Yogunlugu

Balik Tiirii (x10° /mL semen) Protein (mg/dL) Trigiliserit (mg/dL) Glukoz (mg/dL) Kolesterol (mg/dL.) Kaynaklar

Oncoryhchus mykiss 11,55+1,42 60,7+20,6 <7-21 <5 <7 Bu calismada (1)

O. mykiss 11,14£1,59 66,3+22.7 <7-25 <5 <7 Bu calismada (2)

O. mykiss 9,87+2,74 - - - - Ciereszko vd., 2014

O. mykiss 5,53+1,40 - 22,78+2,42 1,91+0,51 8,71+0,72 Dogu, 2011

O. mykiss 11,52+0,72 83,66+6,12 7,72+0,58 1,05+0,13 - Sheikhzadeh vd., 2010

O. mykiss 6,85+1,49 - - - - Dietrich vd., 2008

O. mykiss 10,73+4,44 104,0+£57,0 - 0,0-5,0 - Dziewulska vd., 2008

O. mykiss 8,90 - - - - Geffen ve Evans, 2000

O. mykiss 10,39+£2,13 124,14£30,8 - - - Glogowski, vd., 2000

O. mykiss - 147,0 - 4,10 - Lahnsteiner vd., 1998

O. mykiss 11,80+6,19 130,0+20,0 - - - Ciereszko ve Dabrowski, 1993
O. mykiss 6,08+1,84 - - - - Gwo vd., 1993

O. mykiss 13,60+1,20 - - - - Campbell vd., 1992

O. mykiss - 170,0+£10,0 - - - Loir vd., 1990

O. mykiss 4,85 - - - - Munkittrick ve Moccia, 1987
O. mykiss 4,80-25,40 - - 8,00 - Piironen ve Hyvarinen, 1983
O. mykiss - 174,0-189,0 - - - Sanchez-Rodriguez vd., 1978
O. tshawytscha - 105,0£49,0 - - - Rosengrave vd., 2009

Salmo clarki - 37,0 - - - Cruea, 1969

S. salar 3,50-17,90 - - - - Aas vd., 1991

S. salar sebago - - - 17,78 - Piironen ve Hyvarinen, 1983
S. trutta caspius 3,60+0,50 30,0+10,0 26,57+8,86 2,00+1,10 - Hajirezaee vd., 2009

S. trutta caspius 0,71-6,46 75,0 £14,0 - 3,81+ 1,04 2,86 +0,58 Hatef vd., 2007
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Cizelge 4.4. @™

Sperm Yogunlugu

Balik Tiirii (x10° /mL semen) Protein (mg/dL) Trigiliserit (mg/dL) Glukoz (mg/dL) Kolesterol (mg/dL) Kaynaklar

Salmo trutta fario 12,35+0,34 81,49+5,57 - - - Asadpour vd., 2013

S. trutta lacustris 14,10 - - 4,65 - Piironen ve Hyvarinen, 1983
Salvelinus alpinus - - - 50,0-120,0 - Atse vd., 2002
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Metabolizma sonucu olusan serbest radikalleri ortadan kaldiran ve oksidasyon
tepkimelerini inhibe eden antioksidan maddelerin ve enzimlerin yeterli miktarda
olmamasi, hiicrelerde hasara hatta oliime sebebiyet verebilen oksidatif strese yol
acabilmektedir (Sikka vd., 1995; Tramer vd., 1998). Reaktif oksijen tiirleri, sperm
hiicresinin normal fizyolojik siirecinin bir {iiriiniidiir. Ancak, iireme sisteminden
kaynaklanan I6kosit kontaminasyonu veya fazla sitoplazma igeren anormal sperm
hiicreleri sebebiyle, seminal plazmada agir1 reaktif oksijen tiirleri bulunabilmektedir
(Aitken vd., 1992; Kessopoulou vd., 1992). Spermatogenezin son asamasinda, sperm
hiicresi igerisindeki sitoplazmanin biiyiik kism1 atilmaktadir. Boylelikle, olgunlagmis
bir sperm hiicresi peroksidasyon kaynakli hasara kars1 direnci olmamaktadir. Ayrica,
bu sperm hiicresi neredeyse hi¢ enzim igermemektedir. Ayrica, doymamis yag
asitlerince zengin olan sperm hiicre zari, serbest radikallerin etkilerine son derece
hassastir (Alvarez vd., 1987; Sikka, 2004). Boylelikle, reaktif oksijen tiirleri sperm
hiicre zarinda lipit peroksidasyonuna, mitokondrilerin bulundugu sperm orta
kisminda zarara gormesine, aksonem yapisim1 bozulmasina, motilite 6zelliklerinin
azalmasina, DNA yapisimin bozulmasimma ve dolayisiyla dolleme kapasitesinin
diismesine sebep olabilmektedir (Sikka vd., 1995; Tramer vd., 1998). Memelilerde
semenin antioksidan sistemi {lizerine detayli ¢alismalar olmasina karsin (Alvarez ve
Storey, 1989), baliklarda bu ¢alismalar sinirlidir ve son yillarda artis gostermektedir
(Lahnsteiner vd., 2010; Dzyuba vd., 2014). Seminal plazmadaki antioksidan miktar
ve enzim aktiviteleri ile antioksidan sisteminin genel degerlendirilmesi, sperm
kalitesini agiklamada son derecede onem kazanacag diisiiniilmektedir (Dzyuba vd.,

2014).

LPO (lipit peroksidasyonu) degerleri N erkek bireylerin seminal plazmalarinda, CD
disi bireylerinkine gore daha fazladir. 2-3 yasindaki CD disi baliklarin seminal
plazmalarinda sezon ortasinda ortalama 22,65+14,25 nmol/mg x107, 3-4 yasindaki
CD disi baliklarinkinde ise 16,95+5,52 nmol/mg x107 olarak Olciilmiistiir. N erkek
bireylerde ise 1. ve 2. iireme sezon ortalarinda sirasiyla 112,23+38,53 ve
105,65+29,55 nmol/mg x10™ olarak saptanmistir. Hem CD disi hem de N erkek
bireylerde sezon sonuna dogru ortalama LPO degerleri yiikselmektedir (Sekil 3.10.).
CD disi ve N erkek bireylerin seminal plazmalarindaki KAT (katalaz aktivitesi)
degerleri arasinda, tireme sezonlar1 arasinda istatistiksel farklar olmamasina karsin, N

erkek seminal plazmalari, CD disi bireylerdeki gore daha yiiksek KAT degerlerine
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sahiptir. Hem CD disi hem de N erkek bireylerin seminal plazmalarindaki ortalama
KAT degerleri tireme sezonu sonuna dogru diisiis gostermektedir. KAT degerleri 2-3
yasindaki CD disi bireylerde sezon basi ve sonu donemlerinde sirasiyla 0,37+0,11 ve
0,21+0,10 kU/mg protein olarak, 3-4 yasindaki CD disi bireylerde ise sezon bas1 ve
sonu donemlerinde sirayla 0,43£0,15 ve 0,26+0,14 kU/mg protein olarak
bulunmustur. Buna karsin N erkek bireylerde 1. {ireme sezonu basi ve sonu
donemlerinde 0,47+0,15 ve 0,43£0,17 kU/mg protein olarak, 2. iireme sezonu bas1 ve
sonu donemlerinde sirayla 0,45+0,22 ve 0,474£0,32 kU/mg protein olarak tayin
edilmistir (Sekil 3.11.). TAK (toplam antioksidan kapasitesi) degerleri hem CD disi
hem de N Erkek bireylerde sezon basindan sonuna dogru diismektedir. 3-4 yasindaki
CD disi bireylerin seminal plazmasinda, N erkek bireylere gore daha fazla toplam
antioksidan madde bulunmaktadir. Sezon ortasinda CD disi bireylere ait seminal
plazma ortalama TAK degeri 0,116+0,033 mM iken ayn1 donemde N erkek bireyler
icin 0,01540,004 mM olarak bulunmustur (Sekil 3.12.). Antioksidan kapasitesindeki
bu degisikliler, FTIR spektrumlarindaki fenolik gruplardaki degislikler ile de
desteklemektedir (Sekil 3.13. ve Sekil 3.14.). Stowinska vd., (2013) gokkusagi
alabaliklarinda toplam antioksidan kapasitesini 0,009 + 0,012 mM olarak tespit
etmislerdir. Bu kapasite, iireme sisteminde salgilanan sitrik asit, askorbik asit, iirik

asit, A veya E vitamininden kaynaklanabilmektedir (Lahnsteiner vd., 2004).

Tez calismasinda, oksidatif stresin bir gostergesi olan LPO, seminal plazmada iireme
sezonu sonuna dogru artarken, TAK miktar1 azalmaktadir. CD disi birey seminal
plazmalarinda LPO degerlerinin, N bireylerinkine gore daha az olmasi, testislerde
cok miktarda bulunan antioksidan maddeden kaynaklanabilmektedir. Azalan TAK
miktarma karsi, KAT degerlerinde sezon sonuna dogru azalma gozlenmektedir.
Enzimatik aktivitelerin iireme sezonuna bagli olarak degisebilecegi bilinmektedir.
Antitripsin aktivitesi, hem CD disi hemde N erkek birey seminal plazmalarinda
sezon sonuna dogru azalirken, laktat dehidrogenaz aktivitesi sezon sonunda artig
gostermistir (Nynca vd., 2012a). Ayrica, Acipenser ruthenus tiiriinde, testis ve
wolffian kanallarinda LPO, KAT ve siiperoksit dismutaz (SOD) degerleri arasinda
farklar oldugu, tireme sistemi boyunca antioksidan sistem yapisinda degisiklikler

oldugu gosterilmistir.
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CD disi bireylerden alinan drneklerde, N erkek bireylere gore daha ¢ok DNA hasarl
sperm hiicresi bulunmaktadir. CD disi bireylerden sezon ortasi semen Srneklerine ait
sperm hiicrelerinin %12,7+2,1’inde DNA hasar1 saptanmisken, N erkek bireylere ait
sperm hiicrelerinin %2,7+1,9’unda DNA hasar1 saptanmustir (Sekil 3.19.). Ayrica, N
erkek bireylerin sperm hiicreleri 1. derecede hasarli iken, CD disi bireylere ait
orneklerde DNA hasar derecesi daha yiiksek olan (2. ve 3. derece hasarli) sperm
hiicreleri barindirdig1 belirlenmistir. N erkek bireylerde iireme sezonu ortasinda 1.
dereceden DNA hasarli sperm hiicresi % 2,7+1,9 olarak belirlenmistir. Dogu (2011),
N erkek bireylerde DNA hasarli hiicre oranin1 %3,6£1,5 olarak belirlemistir. Tez
calismasindaki bulgulara benzer bir sekilde, Pérez-Cerezales vd. (2009), CD disi
bireylerde bu oran1 %6,1+ 0,3 olarak daha yiiksek oldugunu gostermislerdir. Yavru
gelisimine negatif etkileri olan erkek iireme hiicrelerindeki DNA hasar1 bir¢ok farkli
sebepten kaynaklanabilmektedir (Box vd., 2001; Kopeika vd., 2004). Omegin, uv
1sinlar ile olusan timin dimerleri, sperm hiicrelerinin kendince veya iireme
sistemindeki diger hiicrelerce olusturulan ve azot bazlarinin oksidasyonuna sebep
olan oksidatif stres, sperm hiicrelerinin DNA’sinda hasar olusturabilmektedir
(Ciereszko vd., 2005; Aitken ve Baker, 2006). Oksidatif stres, azot bazlarinin
oksidasyonu disinda DNA sarmalinda kirilmalara da sebep olabilmektedir
(Slupphaug vd., 2003). Oksidatif stres ile basa ¢ikarak hiicre DNA’sim1 koruma
mekanizmasi, seminal plazma antioksidanlar1 ve spermatogenez sirasindaki kromatin
kondenzasyonu olmak iizere temelde iki mekanizma ile gerceklesmektedir. Kromatin
kondenzasyonu canl tiiriine ve hiicrenin olgunlasma derecesine gore degismektedir
(Balhorn, 1982). CD disi bireylerde, semen direkt olarak testisten alindig1 igin,
spermatogenezin farkli basamaklarinda olan ve dolayisiyla farkli derecelerde
kromatin kondenzasyonuna sahip sperm hiicrelerini icermektedir. Bu iki faktor
testikiiler sperm hiicrelerinin diisiik motilite, daha yiiksek DNA hasarl1 hiicreye ve
uzun siireli muhafazada DNA hasarina daha hassas olmasina neden olmaktadir

(Ogier vd., 1999; Geffen ve Evans, 2000; Pérez-Cerezales vd., 2009).

Sperm kalitesindeki degisimler, bircok teleost balikta saptanmistir. Motilite
karakteristiklerinde bu sezonsal degisim, sezon basindan ortasina veya sonuna dogru
yiikselme ve sezon sonunda azalma olmak iizere 2 sekilde goriilebilir. Ornegin, bir
yassi balik tiirii olan Hippoglossus hippoglossus (Atlantik Halibut) tiiriinde motilite

ozellikleri sezon bagindan sonuna dogru azalmaktadir (Babiak vd., 2006). Buna
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karsin Barbus barbus, Gadus morhua gibi tiirlerde sperm motilite ozellikleri sezon
ortasinda artmaktadir (Alavi vd., 2008; Rouxel vd., 2008). Tez calismasinda, motilite

ozelliklerinde sezon ortasindaki artis O. mykiss tiirii icin de saptanmustir.

Sperm hiicrelerinin, suya salindiklari anda tetiklenen motiliteleri ile hiicrelerinin
aktivitelerinin goreceli olarak durdugu, enerjik hareketin bittigi ana kadar gecen siire
motilite siiresi olarak tamimlanmaktadir (Billard, 1986; Cosson, 2004). Sperm
hiicrelerinin, motilitenin ilk basladigi andan itibaren yilizde motilite degerleri,
flagellar atim hizlart ve hiicre i¢i ATP degerleri azalmakta ve zamana bagl olarak
enerjik hareket duraganlagsmaktadir (Scott ve Baynes, 1980; Cosson, 2004). Bu
durumda, sperm motilitesi, toplam motilite siiresi ve dogrusal motilite siiresi olarak
iki ana parametre ile degerlendirilebilmektedir (Alavi ve Cosson, 2005). Dogrusal
motilite ile toplam motilite siiresi arasinda sperm hiicreleri dairesel hareket
etmektedirler. Lahnsteiner vd. (1996), dogrusal hareket yapan sperm hiicrelerinin
dolleme yeteneginin daha fazla oldugunu belirtmislerdir. Dairesel hareket eden
sperm hiicreleri de yumurtayr dolleyebilmekte, ancak dollenme oranmi diisiik
olmaktadir. Ayrica, dogrusal motilite siiresinin tespit edilmesi, daha pratik, daha
uygulanabilir ve dolleme kapasitesi ile daha cok ilgili olmaktadir (Billard ve Cosson,
1992). Motilite siiresi, dogal ortamda 30 sn den dakikalara kadar siirebilen bir siirecte
olup canl tiiriine bagl olarak degismektedir. Salmonidae tiirlerinde 30-45 sn olabilen
dogrusal motilite siiresi, Cyprinid tiirlerinde 1 dakikanin iizerine, Acipencerid
tiirlerinde 10 dakikanin iizerine ¢ikabilmektedir (Tanasiichuk ve Vonokov, 1956;
Alavi vd., 2004; Alavi ve Cosson, 2005). Tez calismasinda, N erkek bireylerden
alman sperm Orneklerinin yiizde motilite ve ozellikle dogrusal motilite siireleri
genelde iireme sezonu ortasinda artmaktadir. N erkek bireylerde en yiiksek dogrusal
motilite siireleri, incelenen iki iireme sezonunda da sezon ortalarinda 32,3+0,6 sn ve
30,3£1,2 sn olarak kaydedilmistir. CD disi bireylerde ise daha sezon basinda alinan
orneklerde, goreceli olarak motilite yiizdesi yiiksek daha fazla birey saptanmaktadir.
2-3 yasindaki CD disi bireylerde motilite oranlari, 3-4 yasindaki bireylere oranla
daha yiiksektir. 3-4 yasindaki CD disi bireylerden aliman sperm Orneklerinin
kaliteleri, 2-3 yasindakilere oranla daha diisiiktiir (Sekil 3.15., 3.16., 3.17. ve 3.18.).
Orneklenen 3-4 yasindaki CD disi bireylerin %88’inde dogrusal motilite saptanmaz
ken, 2-3 yasindaki bireylerin %60’inda dogrusal motilite saptanmamistir. Onceki

calismalarda, testikiiler sperm hiicrelerinin motilitesi tizerine farkli degerlendirmeler
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bulunmaktadir. Acipencer ruthenus tiiriinde, testikiiler sperm, aktivasyon ¢ozeltisi ile
aktive edilememekte, mutlaka in vivo olarak sperm kanallarindan ge¢cmesi veya in
vitro olarak bir olgunlastirmaya tabi tutulmasi gerekmektedir (Dzyuba vd., 2014).
Buna karsin, Silurus glanis tiriinde testikiiler sperm, tiiriin yetistiriciliginde
kullanilabilecek durumda olabilmektedir (Linhart vd., 2005). N erkek gokkusagi
alabalig1 testikiiler sperminin kisitli motilite 6zelliklerine sahip oldugu bildirilmistir
(Koldras vd., 1996). CD disi bireylerin testikiiler sperm motilite degerleri icin farklh
degerlendirmeler bulunmaktadir. Nynca vd. (2012a), ayni iireme sezonunun ayni
doneminde gerceklestirdikleri 6rneklemede, CD disi birey testikiiler sperm motilitesi
%?25’ten az olanlar, %25-50 olanlar ve %350’den biiyiik olanlar olarak ayirmislardir.
Ancak, ayirdiklart tim gruplarda, N erkek bireylere gore sperm hiicrelerindeki
dogrusal motilitenin (%20-30 civarinda) ¢ok daha diisiik oldugunu bulmuslardir.
Ciereszko vd. (2015), CD disi birey testikiiler semenindeki ylizde sperm motilitesini
%44 olarak tayin etmislerdir. Bu farkli sonuglarin sebebi farkli degerlendirme
metotlarinin yam sira, incelenen testisin farkli olgunlasma basamaklarindaki sperm
hiicrelerini barindirmasi nedeniyle olabilmektedir. Ozellikle bazi bireylerde testis
kanallarimin kismi olarak veya az miktarda olustugu gozlemlenmistir. Bu durum
gonadin sekli ile de iliskilendirilmektedir. Gonadin seklinin ultrasonik goriintiileme
ile degerlendirmesi, baligin olgunlasma durumu ve gonadin sekli ile ilgili bilgi
verebilmektedir (Hliwa vd., 2014). CD disi baliklarda gonadin sekli, tek veya cift
gonad bulunmasi, kanal yapisinda kismi olusumlar nedeniyle bireysel farklilik
gostermektedir (Kuzminski ve Dobosz, 2010). Ureme sistemindeki anatomik yap1

farkliliklarinin, spermin kalitesi iizerine etkisi oldugu diisiiniilmektedir.

Kisa ve Uzun Siireli Muhafaza Calismalari

Ureme biyolojisi ve biyoteknoloji calismalarinin pratik olarak sektorel iiretimde
kullanilmamasi, 6zellikle maliyet artisina sebep olmaktadir. Munkittrick ve Moccia
(1987), gokkusag alabaligi tiretiminde semen Ozelliklerinin iireme sezonu boyunca
bilinmesinin, yetistirilen ana¢ adedini diizenlemeye direk etkisi oldugunu
belirtmislerdir. Bir¢ok iiretim tesisinde erkek ve disi ana¢ orani birbirine yakin
olabilmektedir. Oysa 6zellikle erkek anaglar, semen Ozellikleri bilindigi takdirde,
disilere gore daha az sayida tutulabilmektedir. Iyi kalitede, yani yiiksek motilite

karakteristiklerine sahip, 1-2 x10° sperm hiicresi uygun ortam sartlarinda ve
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kontrollii bir dollemede 1 yumurtayr dollemeye yeterli olabilmektedir (Billard vd.,
1974). Bununla birlikte, tiim tireme sezonu boyunca saglikli bir erkek bireyden 100
mL’den fazla semen elde edilebilmekte ve bu semen her bir mL’sinde 5x10° sperm
hiicresi icerebilmektedir (Moccia ve Munkittrick, 1987). Bu durumda saglikli erkek
bir anag, tim bir sezon boyunca en az 1x10’ yumurtayr dollemede
kullanilabilmektedir. Her bir disi anagtan 3000 yumurta alinabildigi varsayilirsa, bir
erkek ana¢ ile 3000’den fazla disi bireyden alinan yumurta dollenebilmektedir
(Munkittrick ve Moccia, 1987). Her ne kadar bu rakamlar iiretimin yapildig1 yerdeki
bircok faktorden (su sicakligi, ana¢ ve besleme Ozellikleri gibi) etkilense de, bu
durum oransal olarak genel itibariyle benzer olabilmektedir. Sonucta bu sekilde,
normalde barindirlandan ¢ok daha az sayida erkek ana¢ iretimde
kullanilabilmektedir. Boylelikle, daha az sayida ana¢ beslenmesinden dolay1
olusacak daha az yem kullanimi disinda, fotoperiyot ve hormon uygulamalar1 gibi
maniiplasyonlarin yetistiricilik ortaminda daha kolay uygulanabilme imkén1

saglanmaktadir.

Gokkusag alabalign erkekleri, fotoperiyot gibi herhangi bir iiretim manipiilasyonu
olmadan, Ekim ay1 bas1 ile Nisan arast semen iiretmektedir (Buyukhatipoglu ve
Holtz, 1984; MunKkittrick ve Moccia, 1987). Alabalik semeninin kisa ve uzun siireli

muhafaza edilebilmesi iiretimin, istendigi zaman yapilmasi imkanim saglamaktadir.

Kisa siireli muhafaza teknikleri semenin, donma sicakligi tizerinde uygun sulandirici
ortaminda sperm karakteristiklerini koruyarak saklamay1 amaclamaktadir. Testikiiler
semen sz konusu oldugunda, kisa siireli muhafaza pratikte olgunlastirma safthasim
da kapsamaktadir. Olgunlagma, sperm hiicrelerinin motilite ve dolleme yetenegini
kazandig1 siire¢ olarak tanimlanmaktadir (Schulz vd., 2010). Testikiiler semen, bazi
balik tiirlerinde olgunlasmis durumdadir. Diger bir ifade ile sperm hiicrelerinin
olgunlasmalar1 icin sperm kanalindan gecmeleri gerekmemektedir. Ornegin,
karabalikta (Clarias gariepinus) ve turna baliginda (Esox lucius) testikiiler semen
orneklerinin, yiiksek motiliteye ve dolleme oranina sahip oldugu gdsterilmistir
(Lahnsteiner, 2000; Mansour vd., 2004). Gokkusag1 alabaliginda bu durumun tersine,
testikiiler sperm hiicrelerinin motilite degerleri diisiiktiir (Morisawa ve Morisawa
1986). CD disi gokkusagi alabalig bireylerinde direkt olarak testisten alinan semenin

motilite  degerlerinin  diisitk olmasimin  nedeni, spermatogenezin  farkl
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basamaklarindaki  hiicreleri ve dolayisiyla farklt  derecelerde  kromatin
kondenzasyonuna sahip sperm hiicrelerini icermesidir. Bu sebeple, testikiiler spermin
uygun SSP ile olgunlasgtirmaya birakilmasi gerekliligi olusmaktadir (Geffen ve
Evans, 2000; Pérez-Cerezales vd., 2009). Olgunlastirmada sperm hiicreleri igin
onemli olan pH degeri ve bazi faktorler, cinsiyeti degistirilen bireylerden veya
normal baliklarin testislerinden alinan sperm hiicrelerinin motilite potansiyeli
kazanmasina veya motiliteyi iyilestirmesine yarayan suni  ¢Ozeltilerin
olusturulmasinda kullanilmaktadir. Gokkusagi alabaliginda, pH degeri 10,5 olan suni
seminal plazmanin, pH degeri 8,0 olana gore olgunlastirma iizerine daha etkili
oldugu goriilmiistiir (Kobayashi vd., 2004). Gelisimlerinin erken evrelerinde hormon
uygulamasi ile iiretilen CD disi baliklarda testis gelismekte ancak, sperm kanallar1 az
gelismekte ya da hi¢ gelismemektedir. Bu testislerde spermatogenez gerceklesmekte
fakat sperm kanallarinin olmamasi sebebiyle spermatogenezin son safhasi olan
spermiyogenez siirecindeki olgunlasma kismi tamamlanamamaktadir. CD disi
gokkusagr alabaligi semeni yiiksek sperm yogunlugu ve diisiik motilite degerleri ile
tanimlanmistir (Gefen ve Evans, 2000). Bu semenin motilite degerlerinin arttiritlmasi
ve daha yiiksek dolleme oranlarinin elde edilmesi icin olgunlastirma islemi
gerekmektedir. Giintimiize dek birka¢c Teleost baliginda incelenen sperm
olgunlagmasi, basarili akuakiiltiir uygulamasi icin sinirlayici bir etkendir (Morisawa
ve Morisawa 1986; Miura vd., 1995; Ohta vd., 1997a; Dzyuba vd., 2014). Insanlarda
ve baz1 hayvanlarda sperm olgunlagma siireci iyi tanimlanmistir (Marengo, 2008).
Olgunlasma siirecinin iyi bilinmesi kriyoprezervasyon uygulanmis spermin in vitro
dollemede kullanilmasi ve sperm enjeksiyonu gibi yardimci iireme tekniklerinin
basartya ulasmasini saglamaktadir. Ayrica testikiiler semenin olgunlastirilmasi,
basarili  kriyoprezervasyon uygulamasi i¢in de son derece Onemlidir.
Kriyoprezervasyon Oncesi testikiiler semenin olgunlastirilmasi gerekmektedir

(Robles vd., 2003; Figueroa vd., 2013).

Tez calismasinda, CD disi gokkusagi alabaligi testikiiler sperm oOrneklerinin
sulandirilmasi, motilite oranlarinin ve dogrusal motilite siirelerinin arttirilmasi
acisindan pozitif yonde fark yaratmaktadir. Yapilan 6n calismalarda, 1:2 ve 1:3
sulandirma oranlarinin diger sulandirma oranlarima gore ve pH>9 sulandirici
ortaminin diger pH degerlerine gore daha avantajli oldugu gézlenmistir (Sekil 3.20.

ve 3.21.). Sulandirma sonrasindaki 6. saat sonlarinda en yiiksek motilite oranlar1 ve
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dogrusal motilite siireleri kaydedilmistir. Calismadaki tim sulandirma deneylerinde
dogrusal motilite siiresi tespit edilmemis Ornekler kullanildigi icin semen
orneklerinin sulandirilmasindan sonra, dolleme orani basarisinin iyi bir tahmincisi
olan dogrusal motilite siiresi saptanmistir. Sulandirma caligmalarinda, antioksidan
ilavesinin ozellikle dogrusal motilite siiresini arttirici etkileri saptanmistir, ancak
antioksidan icermeyen kontrol gruplari ile sulandirilan 6rneklerde motilite oranlari ve
dogrusal motilite siireleri sulandirmanin yapildig1 testikiiler semene kiyasla
artmaktadir. Antioksidanlarin kullanmildig1 6rnekler, kontrol grubuna gore daha uzun
siire hem motilite oranlarin1 hem de dogrusal motilite siirelerini korumuslardir. Tiim
ornekleme donemleri géz Oniine alindiginda, kontrol gruplarinin 6. veya 12. saat
sonunda dogrusal motilitelerini kaybettiklerini, buna karsin antioksidan ilave edilmis
orneklerde kazanilan dogrusal motilitelerin 2., 3. ve hatta 4. giin sonuna kadar devam
edebildigi gozlenmistir. Kontrol gruplarinda, en yiiksek dogrusal motilite siireleri 10
sn’den kisa iken, antioksidanli gruplarda bu deger 20 sn.’yi bulabilmektedir.
Motilite yiizdeleri de, antioksidanl drneklerde kontrol grubuna gore daha uzun siire

takip edilmistir.

Tez calismasinda, kisa siireli muhafaza isleminin ilk 6 saati, testikiiler sperm
hiicreleri i¢in aym zamanda bir olgunlastirma siirecidir. Testikiiller sperm
orneklerinin, antioksidan ilavesiz kontrol gruplarinda sperm motilite karakteristikleri
bakiminda artiglar gdzlenmesi antioksidanlarin diginda da bu siireci tesvik edici
ortam parametrelerinin oldugunu gostermektedir. Ancak buna karsin, antioksidan
ilave edilmis Orneklerde, sperm motilite karakteristiklerinin daha yiiksek olmasi
sebebiyle antioksidanlarin olgunlagtirma siirecini arttirdigi belirlenmistir. Alinan
sperm Orneklerinde, testislerde olgunlagsmanin belirli bir basamaginda ve iistiinde
olan orneklerin motilite karakteristiklerinde, sulandiric1 ¢ozeltisi icinde belirli bir
siire bekletildikten sonra gelisim gézlenmektedir. Bazi hiicreler ise, biiyiik olasilikla
testiste olgunlagma siirecinin ilk basamaklarinda oldugu icin sulandirma ¢ozeltisinde
(suni seminal plazmada) bekletilmeleri motilite kazanimina sebep olmamaktadir. In
vitro kosullarda, sulandirma c¢ozeltisinde bu olgunlasma birkac nedenle
olabilmektedir. Bunlarinda basinda, testislerde diisitk pH degerlerinde (7,0-7,5) olan
seminal plazma icerisinde tutulan ve dogal sartlarda tireme sistemi kanallarinda
yiikselen pH sartlarina maruz kalan sperm hiicreleri (Morisawa ve Morisawa, 1986)

CD disi baliklarda sperm kanallarinin olmamasi sebebiyle bu pH degisim ortamindan
127



gecmemektedir. Sperm hiicrelerinin olgunlasmasinda son derece dnemli rol iistlenen
sperm kanallarimin farkli bolgelerinde pH degisimi ile paralel, farkli motilite
karakteristiklerine sahip sperm hiicreleri bulunmaktadir (Morisawa ve Morisawa,
1986; Koldras vd., 1996). Hatta bu durum, CD disi bireylerden alinan testikiiler
sperm hiicrelerinin, bireysel olarak farkli motilite karakteristiklerine sahip olma
nedenlerinden biri de olabilmektedir. Ciinkii bu bireylerin gonadlarinda, tez
caligmasinda da go6zlemlenen yapisal farkliliklar bulunmaktadir (Kuzminski ve
Dobosz, 2010). Tez ¢alismasinda, incelenen bireylerde testis ve sperm kanallarinin
farkli sekillerde ve uzunluklarda gelisebildigi gozlenmistir. Bu yapisal farkliligin,
sperm motilite karakteristiklerindeki farkliklara yansiyabildigi diisiiniilmektedir. Tez
calismasinda incelenen bireylere ait orneklerde oldugu gibi, farkli calismalarda
testikiiler sperm hiicrelerinin motilite karakteristiklerinde cesitlilik bulunmaktadir.
Bu durum, kullanilan cinsiyet degistirici hormonlardan ve yetistirme kosullarindan
kaynakli balik gelisimi gibi sebeplerden olabilecegi on goriilmektedir. Sperm hiicre
zarindaki iyon kanallarmin aktif hale gecebilmesinde, zarin depolarizasyonunda ve
cAMP iiretiminin tesvik edilmesinde pH degerinin rolii (Morisawa ve Morisawa,
1988; Miura vd., 1992; Ingermann vd., 2001) g6z Oniine alindiginda, testikiiler
semenin yiiksek pH degerlerinde SSP’de tutulmasinin sperm hiicrelerinin motilite

kazanmasinda en 6nemli degisken oldugu diisiiniilmektedir.

Aerobik bir hiicre olan spermin oksijenli ortamda bulunmasi da motilite kazaniminda
onemlidir (Stoss ve Holtz, 1983). Salmonid tiirlerinde, sperm hiicresinin solunum
oran1 pH degerine baghdir. pH 7,5-8,0 arasinda, sperm hiicrelerinin oksijen tiiketimi
en az %35 oraninda artmaktadir (Ingermann vd., 2003). Bu durum, oksidatif
metabolizmadaki degisimin sperm motilitesinin kazaniminda onemli olabilecegini
gostermektedir (Ingermann, 2003). Testikiiler sperm hiicrelerinin, in vitro ortamda
belli oranda seyreltildigi i¢in kullanabilecegi daha ¢ok oksijen mevcuttur. Uygun pH
degerinde bu oksijenin kullanilmasi, motilite karakteristiklerinin iyilesmesine ve
dogrusal motilite kazanmilmasina sebep olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica bu
seyrelme sonucunda, testikiiler seminal plazmada bulunan ve motiliteyi engelleyen
bazi maddelerin de etkisi azalabilmektedir (Nynca vd., 2012b). Tez calismasi
bulgularina gore, testikiiler sperm hiicrelerinin kisith hareketinin bir nedeni de Ca®
iyonlarinin derisimi olabilecegi ongoriilmektedir. Son yillarda calismalarda sikca

deginilen Ca® iyonlarinin, sperm motilitesinin baslamasi disinda 6zellikle spermin
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yiizme performansini da etkiledigi gosterilmistir (Dietrich vd., 2011; Butts vd.,
2013). Tez calismasinda, CD disi bireylerden elde edilen testikiiler seminal plazma
ile N erkek bireylerden elde edilen seminal plazma Ornekleri arasinda Ca® iyon
derisimleri agisindan istatistiksel farklar gdzlenmemis olmas1 (Sekil 3.7.), in vitro
sartlarda SSP icerisinde Ca™ iyonlarimin testikiiler sperm hiicrelerinin hareketini
kisitlayict etkisi oldugunu gostermektedir. Bu durum Mg2+ iyonlar1 derisimiyle de
iliskilendirilebilir, ancak O©nceki c¢alismalarda bu iyon ile ilgili bir bilgi

bulunmamaktadir.

Tez c¢alismasinda kullanilan antioksidanlarin, testikiiler sperm hiicrelerinin
olgunlagsmasinm1 desteklemesinin Otesinde, kisa siireli muhafazaya olumlu ydnde
etkidigi gozlenmistir. Antioksidan ilave edilmis gruplarin motilite yiizdeleri ve
dogrusal motilite siireleri, kontrol gruplarindakilerinden daha uzun siire muhafaza
edilebilmektedir (Sekil 3.22. ve 3.39.). Farkli balik tiirlerine ait yumurtalarin ve
sperm hiicrelerinin uygun iyonik bilesenli sulandirma cozeltilerinde kisa siireli
muhafazas1 yaygin bir yontemdir ve son yillarda ilgili ¢alismalar artmaktadir
(Lahnsteiner ve Weismann, 1999; Jenkins-Keeran ve Woods, 2002; Rodriguez-
Muiioz ve Ojanguren, 2002; Bozkurt ve Secer, 2005; Shaliutina vd., 2013; Kowalski
vd., 2014; C)gretmen vd., 2014a; Trigo vd., 2015; Ubilla vd., 2015). Ayrica bu
cozeltilere antioksidan eklenmesinin pozitif etkileri gozlenmistir (Lahnsteiner ve
Mansour, 2010; Ubilla ve Valdebenito, 2011). Ancak, CD disi birey semeninin kisa
siireli muhafazas1 ile ilgili veri sadece tez calismasinda bulunmaktadir. N erkek
bireylere ait semenin buz iizerinde 2 saat bekletilmesinden sonra, taze semene
kiyasla motilite karakteristiklerinde ve dolleme kabiliyetinde diisme oldugu agik bir
sekilde gosterilmistir. Bunun iki temel nedeni, gerekli enerjinin azalmasi ve hiicre
zarinin ROS ataklarina kars1 koyamamasi olarak gosterilmektedir (Lahnsteiner vd.,
1997). Teleost baliklarda semenin kisa siireli muhafazasinda, antioksidan
maddelerden iirik asidin 3 giin, metiyoninin 5 giin siire ile sperm motilite
karakteristiklerinin ve hiicre zan biitiinligtiniin  korunmasinda ve lipit
peroksidasyonunun azaltilmasinda etkili oldugu gozlenmektedir (Lahnsteiner ve
Mansour, 2010). Tez ¢alismasinda kullanilan 6zellikle kuersetinin ve kurkuminin bu

sekilde etkili oldugu diisiiniilmektedir.
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CD disi gokkusagr alabaliginda, semen mevsimsel degisimden etkilenmektedir. Kisin
alinan semen ilkbahara gore daha iyi motilite 6zelliklerine sahiptir. Ozellikle
kriyoprezervasyon calismasi icin orneklemenin, alabalik i¢in dogal lireme sezonu
olan kis ortasinda yapilmast onerilmektedir (Robles vd., 2003; Nynca vd., 2012a).
Tez calismasinda iireme sezonu boyunca sperm motilite karakteristiklerinde
gozlenen degisiklikler, sulandirilan Orneklerin saklama siirelerini etkilemektedir.
Genel olarak antioksidanlarin 25 ve 50 mg/L derisimleri, 100 mg/L derisimine gore
daha etkilidir. Antioksidanlar, motilite karakteristiklerine olan pozitif etkileri
bakimindan; kuersetin > kurkumin > rosmarinik asit > resveratrol > rutin > salisilik
asit olarak siralanabilmektedir. Ayrica, 2-3 yasindaki CD disi bireylere ait sperm

ornekler 3-4 yasindakilere gore daha uzun siire muhafaza edilebilmektedir.

Kisa siireli muhafaza dolleme caligmalarinda, antioksidan ilavelerinin etkileri daha
net bir gekilde gozlenmektedir. Hicbir sulandirma yapilmamis CD disi birey
testikiiler sperm hiicreleri ile % 40 civarinda dolleme oranlann gerceklesirken,
antioksidan ilave edilmis sulandiricilar ile muamele edilen sperm orneklerinin
timiinde bu oranin daha yiiksek oldugu belirlenmistir (> %50). Kuersetin ve
kurkumin gibi daha etkili olan antioksidanlarin 25 ve 50 mg/L derisimlerinde
dollenme oranlart %80’in iizerine ulasmustir (Cizelge 3.5. ve 3.6.). Ozellikle
tiretimde en Onemli oran olan yumurtadan c¢ikis orani, CD disi bireyleri kontrol
gruplarinda % 30 civarinda iken, 6zellikle daha etkili olan antioksidanlarin ilavesi ile

yumurtadan ¢ikis oranlar1 %60’1n lizerine ¢ikmaktadir.

CD disi bireyleri testikiiler sperm oOrneklerini, belli bir siire inkiibe edilerek
olgunlastirmadan kriyoprezervasyon islemine tabi tutulursa, diisitk motilite oram
(~%?20) gozlenmekte ve dogrusal motilite siiresi tespit edilememektedir. Buna karsin,
olgunlastirilan testikiiler sperm hiicreleri hem antioksidan eklenmis gruplarda hem de
kontrol grubunda dogrusal motilite gozlenmektedir (Cizelge 3.7.). 50 ve 100 mg/L
rosmarinik asit, 25 ve 100 mg/L resveratrol, 25 mg/L kurkumin ve salisilik asit tiim
calisilan derisimlerinin kriyoprezervasyon ortamina ilavesi ile ¢oziim sonras1 motilite
oran ortalamalar1 % 50-60 arasinda olmaktadir. Bununla birlikte, kuersetin haricinde,
antioksidan uygulamalarinda derigimler arasinda, motilite oranlari ve dogrusal

motilite siireleri bakimindan istatistiksel fark bulunmamaktadir (P <0,05).
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Antioksidanlarin kriyoprezervasyon ortaminda bulunmasi, DNA hasart olusumunu
kontrol gruplara kiyasla azaltmaktadir. Ozellikle 2. ve 3. derece DNA hasarlari,
antioksidan kullanilan 6rneklerde daha azdir (P <0,05). CD disi testikiiler sperm
hiicrelerinde ¢6ziinme sonrast1 % 80’den fazla DNA hasarli hiicre tespit
edilmekteyken bu oran inkiibe edilerek olgunlastirilan ve kriyoprezervasyon
uygulanan kontrol grubunda % 70 civarina, antioksidan eklenen drneklerde ise % 50
civarina diismektedir (Cizelge 3.8.). Ayrica, inkiibe edilmemis testikiiler sperm
hiicreleri kriyoprezervasyon uygulamasi sonrasi ¢ok diisiik dolleme yetenegine
sahiptir (~%3) ve dollenen bu yumurtalardan yavru olugsmamaktadir. Antioksidan
ilavelerinin motilite karakteristiklerine olan pozitif etkileri, dollenme, gozlenme ve
yumurtadan cikis oranlarina da yansimaktadir (Cizelge 3.9.). Kriyoprezervasyon
calismalarinda kullanilan antioksidanlarin, motilite karakteristiklerine ve dolleme
oranlarina olan pozitif etkileri bakimindan; rosmarinik asit > salisilik asit >

resveratrol > kurkumin > kuersetin > rutin olarak siralanabilmektedir.

Kriyoprezervasyon isleminin herhangi bir basamaginda, sperm hiicrelerinde
olusabilecek zararlar sebebiyle c¢oOziinme sonrast diisiik sperm motilite
karakteristikleri gozlenebilmektedir (Medeiros vd., 2002). Soguk sok, ani sicaklik ve
pH degisimi, hiicre ici buz kristali olusumu, ozmolarite etkisi ve kriyoprezervasyon
ortamindaki maddelerin toksik etkileri gibi sebepler nedeniyle sperm hiicreleri zarar
gorebilmektedir (Chao ve Liao, 2001). Bu zararlarin 6nlenmesi i¢in, sekerler
(6rnegin glukoz) ve proteinler (Ornegin albumin) kriyoprezervasyon ortamina
eklenmektedir (Chao ve Liao, 2001; Orfao vd., 2011; Lim ve Le, 2013). Ayrica,
BHT (biitillendirilmis hidroksitoluen), metiyonin ve glutatyon tiirevleri gibi
antioksidan maddeler bu amacla katki maddesi olarak kullanilmistir (Lahnsteiner vd.,
2011; Ogretmen ve Inanan, 2014). Antioksidanlarin, ¢ziinme sonrasi sperm motilite
karakteristiklerinin korunmasim saglayan iki temel mekanizma Onerilmektedir.
Birincil olarak, antioksidanlar sperm zarina niifuz ederek zarin esnekligini ve
akigskanlhigin1 arttirarak spermi soguk soktan koruyabilmektedir (Hammerstedt vd.,
1976). Ikincil olarak, antioksidanlar lipit peroksil radikallerini sperm hiicrelerine
zarar vermeyen hidroperoksidlere  doniistiirerek  zarar  verici  etkilerini
azaltabilmektedir (Aitken ve Clarkson, 1988). Kriyoprezervasyonun, memeli sperm
hiicrelerinde lipit peroksidasyonuna sebep oldugu ve bu durumun sperm motilite

karakteristiklerini negatif yonde etkiledigi gosterilmistir (Alvarez ve Storey, 1992;
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Chatterjee ve Gagnon, 2001). Benzer bir sekilde, semende lipit peroksidasyonun
artist balik sperm motilite kalitesini azaltmaktadir (Martinez-Paramo vd., 2012;

Shaliutina vd., 2013).

Tez calismasinda kullanilan antioksidanlarin, kisa ve uzun siireli muhafazada farklh
etki gostermesinin temel nedeni, bu iki muhafaza seklinin farkli sekillerde sperm
hiicrelerini etkilemesidir. Pérez-Cerezales vd. (2009), kisa siireli muhafazada sperm
hiicrelerindeki DNA hasarinin daha ziyade oksidatif stres kaynakli iken uzun siireli
muhafazada bu hasarin donma basamagindan kaynakli oldugunu 6ne stirmiislerdir.
Bu durum g6z Oniine alindiginda, tez calismasinda kisa siireli muhafazada
kuersetinin ve kurkuminin oksidatif stresi kullanilan diger antioksidanlara gore daha
cok engelledigi diisiiniilmektedir. Uzun siireli muhafazada ise diger antioksidanlara
gore daha etkin olan rosmarinik ve salisilik asidin sperm hiicrelerini soguk soktan

daha iyi koruyarak sperm motilite karakteristiklerini korudugu diisiiniilmektedir.
Genel Degerlendirme ve Oneriler
Tez calismasi sonuglarina gore:

v" Ureme sezonu sonuna dogru, CD disi bireylerde sperm hiicre yogunlugu artmakta
iken bu degerler N erkek bireylerde sezon boyunca ¢an egrisi seklindedir. N erkek
bireylerde sperm motilite degerleri sezon ortasinda artar, sonunda ise diiser. CD disi
bireylerde, ozellikle yiizde motilite orani sezon basindan sonuna dogru azalma
gosterir.
v Hem CD disi hem de N erkek bireylerin seminal plazma pH, Ca™, Mg2+ ve LPO
degerleri sezon sonuna dogru artmaktadir. Cl', protein, KAT ve TAK degerleri sezon
sonuna dogru azalmaktadir. Ozmolarite ve K* degerleri, lireme sezonu siiresince N
erkek bireylerde artar iken CD disi bireylerin seminal plazmalarinda azalmaktadir.
Na® derisimleri, iireme sezonu donemlerinde N erkek bireyleri igin ¢an egrisi
seklinde degisim gosterirken, CD disi bireylerde sezon sonuna dogru azalir.
v CD disi bireylerden elde edilen testikiiler semen, N erkek semene kiyasla daha
yogun sperm hiicresine, daha diisiik pH degerine, daha yiiksek ozmolarite ve protein
degerlerine, daha yiiksek TAK degerine sahip olmasi ile nitelendirilebilmektedir.
v CD disi testikiiler seminal plazmas1 daha yiiksek Na®, K" ve Cl derisimlerine
sahip iken, Ca®* derisimleri acisindan N erkek seminal plazmasi ile farklilik
gostermemektedir (P <0,05).

132



v’ 2-3 yasindaki CD disi bireylerin Mg2+ derisimleri, N erkeklerden daha yiiksek
iken 3-4 yasindakilerde istatistiksel olarak farkli degildir. Ayrica, N erkek seminal
plazmasi daha yiiksek ortalama LPO ve KAT degerlerine sahiptir.

v' 2-3 yagindaki CD disi bireyler, 3-4 yasindakilerinkine gore daha kaliteli sperm
hiicrelerine sahiptir. Bu sebeple, iiretimde 2-3 yasindaki bireylerin kullanimi daha
verimli olabilecegi diisiiniilmektedir.

v" Hem kisa hem de uzun siireli muhafazada antioksidan maddelerin kullanilmasinin,
sperm motilite karakteristikleri ve dolleme oranlart iizerine pozitif etkileri
saptamistir. Kisa siireli muhafazada kuersetin ve kurkumin, uzun siireli muhafazada
rosmarinik asit ve salisilik asit motilite karakteristiklerinin korunmasinda daha etkili

bulunmustur.
Gelecekteki benzer calismalar i¢in Oneriler:

v Gokkusagi alabaligi yetistiriciliginde tek cinsiyetli disi popiilasyon elde edilmesi,
tiretim kaynaklarinin ekonomik kullanilarak et veriminin artmasini saglamaktadir.
Yetistiricilikte, bu tip bir avantaji saglayan diger bir biyoteknolojik manipiilasyon
triploit bireyler elde etmektir. Kiiltirde veya dogal ortamda, her tiirlii cinsiyet
kombinasyonlar1 arasinda en ¢ok gelisme gosteren bireyler disi triploitlerdir (Deng
vd., 2001). Tamami disi popiilasyon elde edilmesi ve sonrasinda dollenmis
yumurtaya uygulanan sicaklik veya basing soku ile triploit birey elde etmeyi,
biitiinlesik olarak kapsayan bir iiretim sistemi modeli gelecekteki caligmalarda
incelenmelidir.

v' Ayrica gelecek ¢alismalarda, CD disi balik testikiiler sperm hiicrelerinin elektron
mikroskobu ile incelenerek morfolojik yapilar1 incelenmelidir.

v" Farkli hormonlar ile cinsiyet doniigiimii saglanmis disi bireylerin sperm kaliteleri
karsilastinlmali ve gonad sekilleri ile sperm kaliteleri arasindaki iligki
aragtirilmalidir.

v Ozellikle kisa siireli muhafaza ve olgunlastirma ¢alismalarinda, Ca®* ve Mg™
iyonlar1 daha ayritili incelenmelidir.

CD disi anaglarn iiretimde kullanilmasinin avantajlari ve dezavantajlan1 Cizelge
4.5.te sunulmustur. En 6nemli avantaj, tamami disi yavru elde edilmesidir. Buna

karsin, cinsiyet doniisiimii i¢in gerekli hormon uygulamasinm gergeklestirebilecek,
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ana¢ baliklardan alinan semeni SSP ile sulandirabilecek ve motilite 6zelliklerini

tespit edebilecek tecriibeli personele ihtiya¢ duyulmaktadir.

Cizelge 4.5. CD disi anaclarin iiretimde kullamlmasinin avantajlari ve dezavantajlari

Avantajlar Dezavantajlar
Tamanmu disi yavru elde edilmesi Anag baligin kesilmesi ile semenin elde edilebilmesi
Dolayli hormon uygulamasi Semenin kullamlmasi i¢in SSP ile sulandirilmasi
Anag planlamasinin zorunlu hale getirmesi | Tecriibeli personele ihtiya¢ duyulmasi

Bu tez calismasi ile CD disi alabaliklarda iireme sezonu boyunca sperm kalitesinin
belirlenmesi, testikiiler sperm hiicrelerinin olgunlastirilmas1 ve sperm kalitesinin
arttirilmasi saglanmistir. Ulkemizde heniiz birkag isletmede bulunan CD disi alabalik
anacglariin bu ¢alisma ile daha verimli kullanilmasi saglanmis ve sperm alimi igin
kesilen CD disi anaglarm sayis1 da 6nemli oranda azaltilmistir. Kuluckahanelerde
disi ve erkek damuzliklar arasinda, tireme doneminde goriillen senkronizasyon
bozuklugu nedeni ile iireticilerin ekonomik kayba ugramasi Onlenmis olacaktir.
Calisma sayesinde motilite karakteristikleri korunmus sperm Orneklerinin, kisa ve
uzun siireli muhafaza edilerek tasinmasi, bagka isletmelerde kullanilmasi ve
manipiilasyonu kolaylastirilmistir. Ayrica bu sonuglara gore, N erkek anaclarin
isletmelerde ¢ok fazla sayida stoklanmasina gerek kalmayacak ve bdylece biiyiik
ekonomik kazang saglanacaktir.

Sonug olarak, cinsiyet doniisiimii ile ilgili bircok ¢alismanin oldugu, ancak cinsiyeti
dontistiriilmiis olan bireylerden alinan seminal plazma 6zelliklerinin, sperm
hiicrelerinin motilite 6zellikleri ve bu spermlerin kullanimlar1 konusunda kisith olan
bilgi tez calismasr ile gelistirilmistir. Ozellikle, CD disi bireylerin farkli derisimlerde
antioksidan eklenmis suni seminal plazma ile sulandirilarak, pratikte en énemli olan
parametre olan yumurtadan c¢ikis oranlarin1 ve dolayisiyla iiretimdeki verimi
arttiracagl ortaya konmustur. Calisma sonuglarinin, bu konu iizerine gelecekte

yapilacak ¢aligmalara temel bir kaynak olusturacag diistiniilmektedir.
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