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OZET

KARADENiZ KALKAN BALIGI (Scophthalmus maximus) SPERMININ
DONDURULMASINDA ANTIOKSIiDAN KULLANIMI VE DNA HASARI UZERINE
ETKIiLERI

Karadeniz kalkan baligi (Scophthalmus maximus) sperminin dondurularak saklanmasinda
seyrelticiye eklenen farkli antioksidanlar ve bunlarin farkli dozlarmin ¢dzdiirme sonrasi
spermin motilitesi, hiz parametreleri, dolleme kapasitesi ve DNA hasar iizerindeki etkileri
arastirildi. Antioksidan olarak: rozmarinik asit (RA) (25, 50 ve 100 pg/mL), tirik asit (UA)
(25, 50 ve 100 pg/mL) ve taurin (TA) (25, 50 ve 100 ug/mL) belirlenen dozlarda geleneksel
sulandirictya  eklenmistir. Sulandirict ile 1:9 oraninda seyreltilen sperm &rnekleri
kriyoprezervasyon yapildi. Yapilan ¢alismada elde edilen sonuglara gore; spermin ¢oziilme
sonrasi motilitesi en yiiksek 25 pg/mL RA'da (% 77,41+2,90), ardindan 50 pg/mL RA'da
(% 74,86+3,2), 50 pg/ml UA'da (% 69,56+3,30) ve 100 ng/mL UA'da (% 70,74+2,51) oldugu
bulunmustur. Bu sonuclar geleneksel sulandiricidan 6nemli Slgiide farklilik gostermistir
(p<0.05). En yiiksek dollenme oran1 25 pg/mL RA’da (% 81,67+2,52), ¢ikis orani ise 50
ug/mL UA’da (% 70,67+4,67) belirlenmistir. Ayrica DNA hasar1 orani en disiik 50 pg/mL
UA’da (% 5,07+%1,57) gerceklesmistir. Bu c¢alismada antioksidanlarin, dondurulup
¢ozdirilen kalkan baligi1 spermi tizerinde koruyucu etkisi oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Kriyoprezervasyon, DNA hasari, Sperm kalitesi, Kalkan

Vi



Recep Tayyip Erdogan University Institute of Graduate Studies

Department . Department of Faculty of Fisheries and Aquatic Sciences
Thesis Type : Ph.D Thesis
Supervisor : Assoc. Prof. Dr. flker Zeki KURTOGLU
Author . Hamza POLAT
Year : 2022
Pages . 86
ABSTRACT

EFFECT of ANTIOXIDANTS on CRYOPRESERVED BLACK SEA TURBOT
(Scophthalmus maximus) SPERMATOZOA QUALITY and DNA DAMAGE

The effects of several antioxidants added to cryopreservation extender on turbot
(Scophthalmus maximus) sperm post-thaw motility, fertilization, sperm characteristics, and
DNA damage were investigated. The following antioxidants were used in conjunction with
the conventional extenders: rosmarinic acid (RA) (25, 50, and 100 pg/mL); uric acid (UA)
(25, 50, and 100 pg/mL); and taurine (TA) (25, 50, and 100 pg/mL). On sperm samples that
had been diluted by the extenders at a 1:9 ratio, cryopreservation was carried out. The results
demonstrated that the post-thaw motility of sperm was higher in 25 pg/mL RA (77.41+2.90
%), followed by 50 pg/mL RA (74.86+3.2 %), 50 and 100 pg/mL UA (69.56+3.30 % and
70.74+2.51 %, respectively) which significantly differentiated from conventional extender.
The highest hatching rate (70.67+4.67 %) was attained at UA 50 ug/mL, while the highest
fertilization rate (81.67+2.52 %) was observed in RA 25 ug/mL. At UA 50 pg/mL, the DNA
fragmentation rate was lowest (5.07+1.57 %). In conclusion, antioxidants had a protective
impact on sperm of turbot that had been frozen and thawed.

Keywords: Antioxidant, Cryopreservation, DNA damage, Sperm quality, Turbot
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KISALTMALAR

ATP . Adenozin trifosfat

BSA : Bovine Serum Albumin

CASA . Bilgisayarli Sperm Analizi (Computer-Assisted Sperm Analysis)
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JICA . Japonya Uluslararas: Isbirligi Ajansi
KCI . Potasyum chloride

kg . Kilogram

L . Litre

LA : Laktik asit

LHRA-a :  Luteinizan hormonu salgilatma hormonu tiirevi
LPO . Lipid peroksidasyonu

MgCl; : Magnezyum klortir

mL . Mililitre

mm . Milimetre

mM . Milimolar

n-3 . Coklu doymamis yag asitleri
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GIRIS

Birlesmis Milletler Tarim ve Gida Orgiitii (FAO) heseplamalarmma gore
yeryiiziinde ticareti en fazla yapilan gida iirlinlerinden biriside balik ve diger su
tirtinleridir. Su iiriinleri tiretimi 3,2 milyar insanin ihtiya¢ duydugu hayvansal proteinin
% 20’sini karsilamaktadir ve ayn1 zamanda bu sektérde 800 milyondan fazla insan
gecimini de saglamaktadir. Diinya su triinleri tiikketimi kisi bas1 yillik ortalama 20,2
kg a ulagmustir. Tiiketicinin saglikli beslenme duyarliliginin ve ihtiyacinin artmasina
paralel olarak bu miktarin daha da artmasi beklenmektedir. Deniz ve i¢ sulardan
avcilik yoluyla bu ihtiyacin karsilanmasi miimkiin olmadigindan tiiketim artisi ile
birlikte diinya genelinde yetistiricilik yoluyla elde edilen su tiriinleri tiretimi de hizli
bir artig gostermektedir. Diinyada su triinleri tiretimi; 90,3 milyon tonu avciliktan ve
87,5 milyon tonu yetistiricilikten olmak tizere toplamda 177,8 milyon tona (parasal
deger olarak 265 milyar ABD $) ulasmustir. Yetistiricilik tiretiminin 33,1 milyon tonu
denizde, 54,4 milyon tonu i¢ sularda gerceklestirilmektedir (FAO, 2022). Balik
avciliginda son yirmi yildir ayni iiretim seviyesi korunmasina karsin, yetistiricilik
tiretimi en hizh gelisen gida tiretim sektorii durumundadir (URL-1).

Tiirkiye farkli tuzluluk ve sicakliklara sahip denizleri ve zengin i¢ su kaynaklari
ile su iriinleri yetistiriciliginde dikkat ¢eken iilkeler arasindadir. Tiirkiye’de su
tiriinleri tiretimi 2021 yilinda 799,844 ton olarak gerceklesmistir. Bu iiretimin 328,158
tonu avcilik, 471,686 tonu ise yetistiricilik yoluyla elde edilmistir (Tablo 1).
Yetistiricilik tiretimi bir 6nceki yila gore % 11,9 oraninda artarak 471 bin 686 ton
olmustur (URL-2). Ulkemizde vyetistiricilik iiretiminin % 71,1’i (335,644 ton)
denizlerde, % 28,9’u (136,042 ton) ise i¢ sularda yapilmaktadir. I¢sulardan
yetistiricilik yoluyla {retilen baliklarin % 99,7’lik kismin1 alabalik iiretimi
olusturmaktadir. Ulkemizde; levrek (155,151ton), ¢ipura (133,476 ton) ve alabalik
(167,286 ton) en ¢ok tiretimi yapilan tiirlerdir (URL-2). Yeni tiirler konusunda yapilan
aragtirmalarin sonucu granydz, minekop, Karadeniz alabaligi, fangri, minekop,
sar1agiz, sivriburun karagdz ve tranga gibi tiirlerin iiretimi toplamda 10,919 tona
ulagmistir. Son yillarda iilkemizde midye iiretimine ilgi artmis ve 4,585 ton liretim
gerceklesmistir. Orkinos baliginin ag kafeslerde biiyiitiillmesine dayali yetistiricilik
modelinde ise iiretim 4,952 ton/y1l’a yiikselmistir (URL-3).



Tablo 1. Ulkemizde toplam su iiriinleri iiretimi (ton/y1l)

_Avcﬂlk_ Toplam Y_etistiricil.ik
Deniz I¢su Deniz Icsu
2015 397.731 34176 431.907 138.879 101455 240.334 672.241
2016 301.464 33.856 335.320 151.794  101.601  253.395 588.715
2017 322.173 32145 354.318 172492 104.010 276.502  630.820
2018 283.955 30.139 314.094 209.370  105.167  314.537 628.631
2019 431572 31596  463.168 256.930 116.426  373.356  836.524
2020 331.281 33.119 364.400 293.175 128.236 421411  785.811
2021 295.018 33.140 328.158 335.644 136.042 471.686  799.844

Yillar Toplam  Toplam

Ulkemizde su iiriinleri yetistiricilik sektdriinde iiretimi yapilan ve yetistiricilik
igin potansiyel tiirler; gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss), aynali sazan
(Cyprinus carpio), Nil tilapia (Oreochromis niloticus), karabalik (Clarias lazera),
yayin (Silurus glanis), dere alabaligi (Salmo trutta fario), kaynak alabaligi (Salvelinus
fontinalis), biiyiik benekli dag alabaligi (Salmo trutta macrostigma), mersin balig
(Acipenser sturio), kerevit (Astacus leptodactylus), sinagrit (Dentex dentex), granyoz
(Argyrosomus regius), minekop (Umbrina cirrosa), mirmir (Lithognathus mormyrus),
sivriburun karagéz (Diplodus puntazzo), lahoz (Epinephelus aeneus), sarikuyruk
(Seriola dumerili), fangri mercan (Pagrus pagrus), kirma mercan (Pagellus
erythrinus), antenli mercan (Pagrus caeruleostictus), kirmizi bantli mercan (Pagrus
auriga), mavi ylizge¢li orkinos (Thunnus thynnus), Egeli (Royal dentex), tranca
(Dentex gibbosus), eskina (Sciaena umbra), sargoz (Diplodus sargus), akivades
(Tapes decussatus), kara midye (Mytilus galloprovincialis), has kefal (Mugil
cephalus), Karadeniz alas1 (Salmo labrax), kalkan (Scopthalmus maximus), ¢ipura
(Sparus aurata), levrek (Dicentrarchus labrax) ‘dir (URL-4). 2020 yilindan beri tiim
diinyay1 etkisi altina alan Covid-19 pandemisi kiiresel dl¢ekte su iiriinleri iiretimini ve
ticaretini olumsuz etkilemis ve su tirlinleri iiretiminde diisiis yasanmistir. Ancak
tilkemizde 2020 yilinda su iriinleri yetistiriciligi bir 6nceki yila gore % 12 oraninda
artmistir. Bu durum Tirkiye’nin giliclii ve gelisime agik bir su iirlinleri sektoriiniin
olmasinin yaninda iiretilen iiriinlere kiiresel ¢apta bir ilgi oldugunu da gostermektedir.

Su firiinleri yetistiriciliginde istenen miktarda ve kalitede iirlin elde edilmesi;
yetistiriciligl yapilan tiirlin tiim tiretim dongiisiiniin kontrol edilebilmesi, damizlik
bireylerin iy1 bir genetik yapiya sahip olmasi, hastalik kontrolii ve bulaginin 6nlenmesi,

Ongoriilen biiyiime performansi i¢in fizyolojik, cevresel, beslenme kosullarinin



bilinmesi, tiretimin yapildig1 ortama kaliteli ve yeterli su temin edilmesi ile yenilikgi
yonetim tekniklerinin uygulanmasina baghdir. Bu faktorlerin gelistirilmesi ve
uygulanmasi sayesinde su Uriinleri yetistiriciligi son yillarda oldukga iyi bir gelisme
kaydetmistir. Biyoteknolojik yontemlerin akuakiiltiir alaninda da etkili bir sekilde
kullanilir hale gelmesi sektoriin gelismesine onemli etkileri olmustur (Sahin, 2003).
Su {iriinleri yetistiriciliginde uygulanan biyoteknolojik yontemler daha fazla ve arzu
edilen 6zellikte bireyler ile birlikte kaliteli iiriin elde etmeye katki saglamistir.

Kaliteli ve iistiin 6zellikli spermin uzun siireli muhafazasina imkan saglanarak
ihtiya¢ duyuldugu takdirde kullanima hazir olmasi her zaman tercih edilen durum
olmustur. Onemli bir biyoteknolojik uygulama olan sperm kriyoprezervasyonu
sayesinde bircok canlinin spermi farkli amaclarla dondurulup muhafaza
edilebilmektedir. Kriyoprezervasyon, soylari tiikkenme tehdidi altinda olan tiirlerin,
gametlerini bir gen bankasinda muhafaza ederek koruma altina almanin da en iyi
yontemlerinden biridir. Ayrica genetik manipulasyon ve damizlik seleksiyon
calismalarin1 kolaylastirdigindan, yapay {iretimi gelistirmek i¢in etkin bir yontem
olarak da tercih edilmektedir (Viveiros vd., 2010). Kiiltiir ortaminda yapilan su
iriinleri iiretiminde senkronizasyonu saglamak, spermanin verimli kullanimini
arttirmak ve genetik varyasyonu korumak i¢in balik sperminin kriyoprezervasyonu son
donemlerde yaygin ve basarili bir sekilde uygulanmaktadir (Lahnsteiner, 2000a;
Cabrita vd., 2010; Kutluyer, 2014).

Sperm  kriyoprezervasyonu deniz ve oOzellikle tathh su baliklarinda
uygulanmaktadir. Baliklarda dondurma ve c¢ozdiirme sonrast sperm kalitesini
artirmaya yonelik caligmalarda olumlu sonuclar elde edilmistir (Baynes ve Scott,
1987; Chen vd., 2004; Ciereszko vd., 2014). Sperm kriyoprezervasyonu tercih edilen
bir uygulama olmasina ragmen, rutin olarak kullanilan prosediirler sperm
fonksiyonlarinda ciddi zararlara neden olmaktadir. Bu zararlar; soguk sok, ozmotik
stres, hiicre i¢i buz kristali olusumu, seyrelticiler, kriyoprotektanlar, dengeleme siiresi,
donma hiz1 ve ¢oziilme sicakliklari, oksidatif stres ve bunlarin kombinasyonlar1 gibi
(Amidi vd., 2016) faktorlerden kaynaklanmaktadir. Bu faktorlerin membran lipid
bilesimi, akrozom durumu ve sperm hareketliligi-canliliginda olumsuzluga; sperm
DNA hasarinda ise artisa neden oldugu bilinmektedir (Cabrita vd., 2011). Sperm

dondurma ¢ozdiirme sonrasi olusan hasarin ana nedenleri arasinda asir1 reaktif oksijen



tirlerinin (ROS) iiretimi, antioksidan savunma sistemlerinde degisiklik ve bu
kosullarin bilesenleri de bulunmaktadir (Felix vd., 2021). Spermin antioksidan
kapasitesi  lipid  peroksidasyonunu Onlemede  yetersizdir. Bu  nedenle
kriyoprezervasyonda sulandiriciya antioksidan ilave edilmesine ihtiyag¢ vardir. Birgok
arastirmact da, ROS'un spermatozoa iizerindeki olumsuz etkilerini azaltmak icin
dondurma isleminde antioksidanlarin kullanimini 6nermistir (Kirilova vd., 2015).
Kalkan baligi, Tiirkiye'deki ekonomik degeri en yiiksek olan yassi balik
tiiridiir. Tarim ve Orman Bakanligi, Tiirkiye pazarinda yiiksek talep goren bu tiiriin,
azalan dogal stoklarinin baliklandirma ile desteklenmesi ve yetistiricilik sektoriine
kazandirilmasi amaglariyla Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel Miidiirliigii’ne
(TAGEM) bagl Su Uriinleri Merkez Arastirma Enstitiisii'nii (SUMARE) yetistiricilik
calismasina yonlendirmistir. SUMAE’de 1998 yilindan beri bu tiiriin iiretimi basarili
bir sekilde yapilmaktadir. Kalkan baliginin yetistiricilik tekniklerinin gelistirilmesi ile
ilgili yapilan arastirmalarda onemli mesafeler kat edilmis ve diinyada bu tiirii
iiretebilen birkag iilkeden biri haline gelinmistir. Ulkemizde heniiz 6zel isletmelerde
kalkan tiretimi baglamamuis olsa da yetistiricilik i¢in en 6nemli potansiyel tiirdiir.
Kalkan baligimmin iretim tekniklerinin  gelistirilmesi i¢in  sperminin
dondurularak saklanmasi oldukga 6nemlidir. Son yillarda, ¢esitli kosullar ve depolama
sirelerinde kalkan baligt spermi kriyoprezervasyonunun sperm hareketliligi,
dollenmesi ve yumurtadan ¢ikma orani tizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in bir dizi
arastirma yapilmistir (Dreanno vd., 1997; Chereguini vd., 2003; Chen vd., 2004).
Kriyoprezerve edilmis kalkan spermi kullanilarak larva ve yavru kalkan baliginin
biiylime ve hayatta kalma oranlar1 incelenmistir (Chereguini vd., 2001). Dreanno vd.,
(1997) dondurularak saklanan kalkan baligi sperminin dollenme oranin diisiik
oldugunu bildirmislerdir. Chereguini vd., (2003) yapmis olduklari calismada ise taze
ve kriyoprezerve kalkan baligi sperminin ayni ddllenme ve yumurtadan ¢ikma
oranlarina sahip oldugu sonucunu bulmuslardir. Aydin vd., (2021a), kalkan balig
sperminin kriyoprezervasyonunda kriyojenik dondurma prosediirlerinin gelistirilmesi
lizerine bir ¢alisma ylritmistir. Literatiirde kalkan baliklarinda sperm
dondurma/gozdiirme sonrasinda sperm kalitesini artirmaya yonelik herhangi bir

calismaya rastlanmamistir. Bu konuyla ilgili kapsamli calismalara ihtiyag¢ vardir.



Bu tez calismasinda Karadeniz kalkan baliginin sperminin dondurulmasinda
kullanilan seyrelticiye ilave edilen farkli dozlardaki antioksidanlarin ¢6zdiirme sonrasi
sperm kalitesi, dollenme orani, prelarva ¢ikis orani, depolama siiresinin motilite
tizerine etkileri ve DNA hasar1 diizeyi incelenerek kalkan sperm kriyoprezervasyon

tekniginin gelistirilmesi hedeflenmistir.



1. GENEL BIiLGILER

1.1. Kalkan Bahg

1.1.1. Sistematikteki Yeri

Kalkan balig1 on dort aile ve 716 tiirii i¢gine alan yass1 baliklar takiminin bir
tiyesidir. Sistematikteki yeri ile ilgili ¢esitli calismalar olmasina ragmen isimlendirme
konusunda tam bir birliktelik saglanamamistir. Son 50 yilda kalkan, literatiirde ya
Scophthalmus maximus (Linnaeus, 1758) ya da Psetta maxima (Linnaeus, 1758)
olarak anilmaktadir (Tablo 2). Giiniimiizde bu tiir i¢in hala iki jenerik adin kullanildigi

kafa karistirici bir durum vardir (Bailly ve Chanet, 2010).

Tablo 2. Kalkan baliginin sistematikteki yeri

Sinif : Kemikli baliklar (Osteichthyes)
Alt stnif Isin yiizgecliler (Acanthoptergii)
Bolim 2 Hakiki kemikli baliklar (Teleostei)
Takim : YassiBaliklar (Pleuronectiformes)
Aile : Kalkan Baliklari(Scophtalmidae)
Cins : Scophtalmus (Psetta)

Tiir : Scophtalmus maximus

Psetta maxima (Linnaeus,1758)
Psetta maxima maeotica

Karadeniz kalkan baliginin Atlantik kalkanindan morfolojik olarak viicudunun
alt ve st kisimlarinda farkli yogunluk ve dagilim gosteren kemiksi
dikenlerden/¢ikintilardan (tiiberkiiller) dolay1 farklilik gosterdigi ancak taksonomik
olarak benzer olduklart bildirilmistir (Suziki vd., 2004). Karadeniz kalkani, Amoaka
vd., (2001) ve Suziki vd., (2004) tarafindan P. maxima olarak isimlendirimistir.
Bununla birlikte Karadeniz kalkaninin S. maximus ile aym tir icinde
degerlendirilmesinin dogru olacagr yaklasimi benimsenmistir (Chanet, 2003).
Karadeniz’de bu iki alt tiirtin birbirinden ayrilmasi kolay degildir. Cesitli kaynaklarda
kullanilan Psetta ve Scophtalmus cins isimlerinin birbirinin sinonimi olarak
degerlendirmesinin uygun olacagi bildirilmistir (Suziki vd., 2004). Karadeniz
kalkanmin tiir ismi tam olarak kesinlik kazanmadig: i¢in, Karadeniz’e kiyist olan
iilkeler ve tiilkemizde bu balikla ilgili yapilan calismalarda farkli tiir isimleri

kullanilmasi s6z konusudur.



1.1.2. Morfolojik Ozellikleri

Karadeniz i¢in karakteristik olan kalkan balig1 istten yassi, dairesel bir
goriiniime sahiptir. Gozler metamorfoz sonrasinda viicudun sol tarafinda
konumlanmistir. Kalkan baliginin viicut rengi griden siyahimsi kahverengine dogru
degisiklik gostermekte olup, derisi kalin ve kaygandir. Baligin alt tarafi beyazdir ve
bazen kahverengi-siyah lekeler farkli yerlere konumlanmistir. Kalkan baliklarinin
¢ogunda viicudun cesitli yerlerine yerlesmis irili ufakli koyu kahverengi veya
siyahimsi1 noktalar, halka seklinde lekeler veya haleler mevcuttur (Sekil 1). Kalkan,
bulundugu ortama gore renk degisimi gostererek kolaylikla uyum saglayabilmektedir.
Yetiskin bireylerin viicut iizerinde sayilar1 farklilik gosteren kemiksi dikenler
mevcuttur. Yan hat ¢izgisi ¢ok belirgin olup, gozlerin hizasindan baslayarak pektoral
yiizgecin bitimine kadar kavisli, sonrasinda ise diiz bir sekilde devam ederek kuyruk
yiizgeci baslangicinda sona erer. Agiz hafif dorsal konumlu olup, ¢eneler ¢ok sayida
sira olusturan disler ile ortiilidiir. Burun delikleri gézlerin oniinde yer alir (Zengin,

2000; Samsun, 2004).

Sekil 1. Karadeniz kalkan baligi, S. maximus

1.1.3. Dagihm, Biyoekolojik ve Ureme Ozellikleri

Kalkan baligi tim Karadeniz’de, Akdeniz’in Kuzey Afrika kiyilarinda,
Avrupa’nin Atlantik kiyilari, tuzlulugun %o 5 oldugu Baltik denizi ve Adriyatik
denizine kadar genis bir alanda dagilim gostermektedir. Kalkan balig1 tipik bir dip



balig1 olup giiglii bir karnivordur. Kumlu ve ¢amurlu olan zeminleri daha ¢ok tercih
etmektedir fakat taslik veya cakilli zeminlerde de rastlanabilmektedir. Kalkan
baligimin kiigiik bireyleri yumusakgalar ve kabuklularla; daha biiyiikleri ise diger
baliklarla beslenirler. Mezgit, kaya baliklari, barbun, ¢aga ve hamsi gibi birgok
demersal ve pelajik balik tiirleri ana besin kaynagini olusturmaktadir. Kalkan baliginin
beslenme faaliyeti tireme doneminde diismesiyle birlikte 6zellikle sonbaharda artarak
yil boyu devam etmektedir. Biiyiik kalkanlar, mevsime ve genel kondisyon
durumlarina bagh olarak, Karadeniz’de biitiin kita sahanligindan, dip yasamin sinir1
olan H2S tabakasina kadar yayilim gosterirler. Kalkan baligi bolgesel goglerde
yapmaktadir. Gogleri populasyon biiyiikliikleri, ireme ve beslenme davraniglari ile
yakindan iliskilidir (Amoaka vd., 2001; Zengin vd., 2007).

Kalkan baliklar1 iremek i¢in ilkbaharda kiy1 seridine dogru go¢ yaparlar. Bu
zamanda bireyler genel olarak 30-40 m ve daha s1g sularda daha fazla bulunmaktadir.
Kalkan, tireme faaliyetlerinsonra tekrar derin sulara dogru hareket ederler. Kalkan
baliklarinin yumurtlamasi su sicakligina bagli olarak Nisan-Haziran aylar1 arasinda
gerceklesmekte ve Mayis aymda yogunlagsmaktadir. Ureme sonrasinda Temmuz ve
Agustos aylarinda 50 m’den daha derinlere dogru tekrar gog ederler (Geng vd., 1998).
Yapilan c¢aligmalarda kalkan baliginin ilk eseysel olgunluga 2 yasinda ulasabildigi,
ancak eseysel olgunlugun daha ¢ok 3 ve 5 yaslarinda meydana geldigi belirlenmistir.
Geng vd., (1998)’ne gore ise Tiirkiye kiyilarinda disi baliklar 4 yaginda Mart—Haziran
aylarinda tiremeye baslamaktadirlar.

Kalkan baliginin erkek bireylerinden sperm temini miktar olarak farklilik
olusturmakla birlikte alt1 ay (Subat-Temmuz) siirebilmektedir (Aydin vd., 2021b).
Disilerin gonad gelisimi mevsimsel sartlara bagl olmakla birlikte Mart ay1 sonunda
baslamaktadir. Kulugkahane ortaminda yumurta alimi bir aydan fazla siirebilmektedir
(Aydin ve Sahin, 2011). Kalkan baliklar1 tireme doneminde ¢ok defada yumurta
birakan bir tirdiir. Ovaryumlarda tireme mevsiminde farkli ¢aplarda yumurtaya
rastlanabilmektedir. Yumurtlama sikligi dogada su sicakligi ve giin uzunlugunun
etkisine gore 10 hafta siirebilmektedir (Mc Evoy, 1992). Atlantik ergin bireyleri 3,4-
4,2 milyon yumurta verirken (Jones, 1974) Karadeniz’de yumurta verimi 3-13 milyon
arasinda degigsmektedir (Samsun, 2004). Kuluckahane kokenli kalkan baliginin
yumurta c¢aplart 1,02 ile 1,15 arasinda degisim gdstermektedir (Polat, 2011).



1.1.4. Diinyada Kalkan Bahg Yetistiriciligi

Kalkan balig1 hizli biiylime orani, yiiksek yem doniisiim verimliligi, istenilen
hayatta kalma performansi, hastaliklara karsi direng, su kalitesi varyasyonlarina
yiiksek tolerans ve agresif olmayan davraniglar gibi yogun ticari su iirlinleri iiretimini
kolaylagtiran yeteneklere sahiptir (Lei ve Liu 2010).

Kalkan balig1 yetistiriciligi ¢alismalar1 1970’lerde ingiltere’de ve ardindan
Fransa ve Ispanya’da baslamistir. Ispanya Avrupa’da 1990’larin basinda kalkan balig
yavru lretim tekniklerinin gelismesi, liretim miktar1 ve isletme sayisinin oldukga
artmasini saglamistir. Ispanya’nin kuzey Atlantik kiyilarmdaki Galicia bolgesi kalkan
balig1 yetistiriciliginin en yogun yapildigi bolgedir. Y1l boyunca uygun su sicakligina
sahip olan bu bdlge sayesinde Ispanya 90’11 yillardan giiniimiize kadar kalkan balig
yetistiriciliginde merkez haline gelmistir. Bu bolgedeki korunakli koylarda kafes
sitemlerinde de kalkan yetistirilebilmektedir. Galicia kiyilar1 sadece Ispanya’nin degil
tim Avrupa’nin en O6nemli kalkan baligi tiretim bolgesidir (Polat, 2011). Kalkan
baliginin son yillarda sahip oldugu yetistiricilik 6zellikleri ve ticari 6Gneminden dolay1
Cin ve Giliney Kore’de, bu iilkeler i¢gin egzotik bir tiir olmasina ragmen, kapal1 ve agik
sistemlerde basarili bir sekilde iiretilmektedir. Giiniimiizde kalkan hizl1 biiytime, diisiik
sicakliklara dayaniklilik ve politrofi gibi ¢esitli avantajlari nedeniyle Cin'de yetistirilen
en yaygin ticari deniz baligi tiirlerinden biri olmustur (Zhang vd., 2017). Kalkan balig1
Danimarka, Fransa, Almanya, Izlanda, Hollanda, Ingiltere gibi iilkelerde de iiretiliyor
olsa da bu durum istatistiki verilere yansimamaktadir. Cin diinyada 66,300 ton/yil

(Tablo 3) iiretimle en fazla iliretim yapan iilke konumundadir (URL-5).

Tablo 3. Kalkan balig iiretim miktar1 (ton/y1l)

Ulke 2019 2018 2017 2016 2015 2014
Cin 66300 60000 45500 49500 59000 64000
Ispanya 8011 7995 8771 7306 7464 7767
Portekiz 3297 2582 2745 2388 2302 3588

Kiiltiir ortaminda {iretilen kalkanlarinin ¢ogu gilinlimiizde iiretici iilkelerde
tiikketilmektedir. Ispanya'da, iiretimin yaklasik yiizde 75'i i¢ piyasada tiiketilmektedir;
geri kalan1 Fransa, Italya ve Almanya'ya ihra¢ edilmektedir. Uriin genellikle taze ve
biitiin olarak satilir. Avrupa’da kiiltiir kalkan balig1 pazarinin belirli bir diizenlemesi

bulunmamaktadir ve AB iilkeleri iginde ticarette herhangi bir simirlama, minimum



boyut ve sabit fiyat uygulamasi yoktur. Uretilen kalkan baliklar1 daha onceleri 1,5-2,0
kg arasinda talep edilirken giiniimiizde daha kii¢iik boyutlarda da tiiketiciler tarafindan
tercih edilmektedir. Su anda kalkan balig1 0,7 kg ile 2,0 kg arasinda hasat edilip pazara
sunulmaktadir. Kalkan balig1 yaygin olarak karada kurulan isletmelerde, pompalar
vasitasiyla denizden su alinan tanklarda (25-100 m?®) iretilmektedir. Bu tanklarda
oksijen doygunlugunu korumak igin havalandirma sistemleri de kullanilmaktadir.
Besleme, elle veya otomatik olarak verilen ekstriide peletlerle yapilmaktadir. Deniz
dalgalarindan korunakli koylarda diiztabanli ¢elik kafeslerde de iiretim yapilmaktadir.
Kalkan balig1 yetistiriciliginde verimliligi belirleyen unsurlarin basinda sicaklik ve
yavru kalitesi gelmektedir. Kalkan kiiltiirii i¢in en uygun sicaklik araligi 11-23 °C iken,
besleme i¢in optimum sicaklik 14-18 °C arasindadir.

Kalkan balig1 yetistiriciliginde yeni yetistirme iinitelerinin insast ve mevcut
ciftliklerin kapasitesinin artirilmasiyla endiistrinin gelecekte belirgin bir gelisme
gormesi muhtemeldir. Bununla birlikte, bu tiiriin yetistiricilik tekniklerinin
gelistirilmesi (larva yagam oranlarinin artirilmasi, hastaliklarin 6nlenmesi ve kontrolii,

stok izleme ve genetik iyilestirme) icin alanda siirekli arastirma ve gelistirme ¢abasi

gereklidir (FAO, 2009).

1.1.5. Karadeniz’de Kalkan Bah@ Yetistiriciligi

Karadeniz’de kalkan baligi yetistiriciligi ile ilgili ilk ¢aligmalar Rusya ve
Ukrayna’da 1990°da baglamistir. Anapa bodlgesinde bulunan isletmeler devlet destekli
olarak faaliyetini stirdiirmiislerdir. Bu isletmelerde yapilan iiretim ¢alismalarinin temel
amaci dogal stoklarin desteklenmesi igin yavru tiretimi olmustur (Maslova, 2002).

Tiirkiye’de kalkan balig1 yetistiriciligi ¢aligmalart Japonya Uluslararasi
Isbirligi Ajans1 (JICA) ve Tarim ve Kdyisleri Bakanlig1 ortak ¢aligmasiyla Trabzon Su
Uriinleri Merkez Arastirma Enstitiisii’nde (SUMAE) 1997 yilinda “Karadeniz’de
Kiiltir Balik¢iligimin Gelistirilmesi” projesiyle ile baslamistir. Bu projeyle kalkan
baligi yavru tretim tekniklerinin gelistirilmesi, lretim tekniginin o6zel sektore
aktarilmasi ve dogal stoklarmn baliklandirma ile desteklenmesi hedeflenmistir. JICA
isbirligi ile yiiriitiilen proje 2007 yilinda tamamlanmais ve bu yildan itibaren ¢aligsmalar
TAGEM destekli olarak yiiriitiilmiistir. Kalkan baligi yetistiricilik tekniklerinin

gelistirilmesine yonelik birgok lisansiistii tezi yapilmistir. Uretilen baliklarin bir kismi
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stoklarin desteklenmesi i¢in markalanarak dogaya birakilmigtir. Ayrica kalkan baligt
tiretiminin 6zel sektdre kazandirilmasi amaciyla deniz baliklar {ireticilerine yavru ve
dollenmis yumurta temin edilerek deneme iiretimi yapmalar1 saglanmistir. Yine bu
proje kapsaminda bilimsel arastirmalar yapilmasi amaciyla iiniversitelerin ilgili
fakiiltelerine kalkan balig1 yavrulari verilmistir. SUMAE, 1997 yilindan beri tiretim
miktarlarinda farkliliklar olsa da hemen hemen her yil diizenli olarak {iretim

gerceklestirmeyi basarmistir.

1.1.6. Kalkan Bahg1 Uretim Teknigi

Kalkan baligr tretiminde damizliklar dogadan veya kiiltliir ortaminda
olusturulan stoktan temin edilebilmektedir. Kuluckahanelerde istenilen miktarda ve
kalitede juvenil elde edilebilmek igin d6llenmis yumurtay: dogal déllenme marifetiyle
elde etmek miimkiin degildir. Bu nedenle déllenmis yumurta temini i¢in sagim
yontemini kullanmak gerekir (Hara vd., 2002).

Kulugkahanelerde, istenilen zamanda ve miktarda yumurta alimini saglamak
icin hormon uygulamasi siklikla tercih edilmektedir. Hormon olarak LHRA-a
(Luteinizing Hormone Releasing Hormone-Analogue) kullanimi oldukga yaygindir.
Hormon uygun oosit ¢apina sahip (400 um) bireylere uygulanir ve genellikle 100
ug/kg doz kullamilir (Polat vd., 2018). Baliklardan yumurta alimi hormon
uygulamasindan yaklagik bir hafta sonra geceklesir (Hara vd., 2002; Polat, 2011).
Kalkan baliginda yumurta verimi (fekondite) bir¢ok balik tiirline gore gok yiiksektir.
Atlantik kalkan baliginda 0,5-10 milyon adet/birey iken (Imsland vd., 2001) Karadeniz
kalkan baliginda fekondite 0,7-4 milyon adet/birey olarak bildirilmistir (Aydin ve
Sahin 2011). Dogal ve kulugkahane kdkenli kalkan baliginin iireme periyodunda
(Nisan-Haziran), toplam yumurta verimliligi, dollenme ve ¢ikis oranlari arasinda
farklilik yoktur (Aydin vd., 2020).

Kuluckahanede sagim yontemiyle elde edilen yumurtalarin délleme islemi en
az iki erkegin spermi kullanilarak gercgeklestirilir. Eger baliklandirma amaciyla tiretim
gerceklestirilecek ise dollemede kullanilacak erkek sayisi daha da artirilabilmektedir.
Doélleme isleminin ardindan belli bir siire beklendikten sonra yumurtalar inkiibasyon
suyu ile yikanarak tlizerindeki iire, sperm ve viicut sivisi uzaklastirilir. Ardindan 50

ppm iyodin ile 5 dakika dezenfeksiyon islemi gergeklestirilir. Déllenmis yumurtalarin
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inkiibasyonu 14 °C’de gerceklestirilir. Pre-larva ¢ikisi ise yaklasik 5 giin igerisinde
tamamlanir (Polat vd., 2018).

Yumurtadan yeni ¢ikmis larvalar biiylitme tanklarina 20-30 adet/litre
yogunlugunda olacak sekilde stoklanirlar. Biiyiitme taklarinda su kalitesi cok
onemlidir bu nedenle kullanilan su 5 p’luk filtreden gegcirildikten sonra ultraviyole
lambalar (UV) ile sterilize edilmektedir. Larvalarin beslenmesine 2. giinden sonra
baslanmakta ve besin olarak da rotifer (Brachionus sp.) kullanilmaktadir. Larvalarin
tank ortaminda besin ile kolay karsilasabilmesi i¢in rotifer yogunlugu 10 adet/mL
olacak sekilde ayarlanir. Rotifer ile beslenme 30. giine kadar siirdiiriiliir ayrica 10.
giinden 45. giine kadar Artemia ile ve daha sonra gilinlerde ticari toz yemler ile
beslenmektedir (Sahin, 2001).

Kalkan balig1 larval asamadan yavru asamasina geciste morfolojik olarak
onemli degisimler gegirir. Bu degisim yaklasik 70 giin (16-19 °C’de) siirmekte ve ii¢
safthaya ayrilmaktadir. Bunlardan ilki, yumurtadan ¢ikistan sonraki 0-2 giin 6nlarva
safhasidir. Bu donemde yumurtadan heniiz yeni ¢ikmis larvanin boyu 2,5 mm olup
gozleri renklenmemis, agiz agilmamis ve aniis olusmamistir. Larvalar genellikle su
yiizeyine yakin bolgede kiimelenerek dururlar. Besin kesesinin tiiketimine bagli olarak
larvalar hizl1 bir sekilde biiyiimeye devam ederler. ikinci satha post larva safhasi diye
adlandirilir ve 3-29. giinler arasinda devam eder. Larvalarin agiz ve aniisiin agilmasi,
gdzlerinin renklenmesi iiciincii giinde gerceklesmektedir. Ik yem alim 4. Giinde
baslar dorsal ve anal ylizge¢ 1s1nlar1 yirmi besinci giinde tamamlanir. Kalkan balig
larvalarinda sik olmamakla beraber 25. giinden sonra biiyiik larvalarin kiigiik olanlara
saldirdign gozlenebilir. Uciincii satha ise 30-70. giinler aras1 olup bu safhada larval
evreden yavru evresine gecis donemidir. Bu safhada goz gogii baglamakta, balik tank
zeminine dogru yonelmektedir. Kalkan baliklarinin yasama orani 0-40. giinlerde
yaklagik % 10, 40-110 giinlerde ise % 75’in istiindedir. Kalkan yavrularinda renk
bozuklugu, goziin gé¢ edememesi, solunga¢ kapaginin tamamlanmamast gibi
anormallikler de goriilmektedir (Ciftci vd., 2002).

Kalkan baliklarinin yetistiriciligi 6n biiylitme ve biiyiitme olarak ikiye doneme
ayrilmaktadir. Kulugkahanede yaklasik 10 g agirhiga ulasan (4-5 ayda) baliklar,
50-60 g agirhiga ulasacaklart 4-5 aylik bir donem ig¢in On bilyiitmeye tabi
tutulmaktadirlar. On biiyiitmede stok yogunlugu 10 kg/m? olarak belirlenirken bu stok
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yogunlugunun iizerine de ¢ikilabilmektedir. On biiyiitme neticesinde ilk boylama
yapilmaktadir. Yine 6n biiyiitme sonrasinda baliklar hastaliklara kars1 asilanmaktadir.
Baliklarin biiylimesi su sicakligi basta olmak {izere ¢evre parametrelere ve yavru
kalitesine baglh olarak degisim gostermektedir. Yaklasik olarak dokuz ay siiren 6n
biiylitmede baliklar 200 g agirliga ulasabilmektedirler. Cevresel parametreler istenilen
sekilde oldugunda yasama oran1 % 75-85 arasinda degisebilmektedir. Bu dénemde,
yem degerlendirme orani 0,8 civarindadir (Person Le-Ruyet, 2002).

Kalkan baliklarinin biiylitme déoneminde karaya kurulu agik veya kapali devre
yetistiricilik sistemleri kullanilmaktadir. Kalkan balig1 yetistiriciliginde ylizer kafes
sistemlerinde liretim modeli Karadeniz sartlarinda denenmis ancak yaz aylarinda deniz
suyu sicakliginin 20 °C’nin iizerine ¢ikmasindan dolay1 uygun olmadig: belirlenmistir
(Aksungur vd., 2003). Kalkan baliklari tank tabanini1 kullandiklar1 ve genellikle birbiri
tizerinde bulunmalart durumundan dolayr yiiksek yogunlukta stoklanabilirler.
Yetistiricilik sisteminde stok yogunlugu 300 g baliklar igin 30-35 kg/m?, 750 g ve daha
agir baliklar icin 45 kg/m®ye kadar cikilabilmektedir. Biiyiitme déneminde
degerlendirme orani 1,2—-1,3 arasindadir. Su sicakligi kalkan balig1 yetistiriciliginde
onemli bir faktordiir, 14—18 °C’de 3 yilda 2-2,5 kg agirlik elde edilirken, 9-19 °C’ de
3 yilda 1-1,5 kg agirliga ulasilmaktadir.

Kalkan baliklarinda biiylimede bireysel farkhiliklar goriilmektedir, bu
farkliliklar sadece yetistiricilik sartlarindan degil; cinsiyet, bireysel biiylime gibi
farkliklardan da kaynaklanmaktadir. Ayni yastaki Kalkan baliklarinin disileri
erkeklerinden daha biiytiktiir. Kalkan baliklari i¢in yliksek protein diisiik yag igerikli
beyaz balik unundan elde edilmis ylizer pelet yemlerin kullanilmasi da biiylimeyi
olumlu etkilemektedir (Person Le-Ruyet 2002).

Kalkan balig1 yetistiriciliginde triploid balik {iretimi gibi biyoekolojik
uygulamalar da yapilmaktadir. Bu uygulamanin amaci et kalitesi yiiksek baliklar elde
etmektir. Karadeniz kalkan baliginda gergeklestirilen soguk sok ile triploid birey elde
etme denemelerinde % 95,9 oraninda basar1 elde edilmistir. Denemelerinde 16 ve
21 °C'de yetistirilen diploid ve triploid gruplarinin ortalama agirligi ve boylarinin,
deneyin sonunda benzer oldugu belirlenmistir (Aydin vd., 2022).

Kalkan baligi damizlik stok yonetiminde fotoperiyot uygulamasina yogun

yetistiricilik faaliyetinde ihtiyag duyulmaktadir. Sabit su sicaklifi ve yerel giin
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uzunlugundaki degisime gore yapilan diizenleme ile y1l igerisinde farkli donemlerde
gamet eldesi miimkiindiir. Karadeniz kalkan baliginda yapilan ¢alismada fotoperiyot
uygulamasi ile dogal ireme donemi olan Mayis ayindan 3 ay erken donemde istenilen
miktar ve kalitede yumurta ve sperm elde edilmistir (Polat vd., 2021). Sperm Kalitesi
ve siireklilik arzeden bir sekilde sperm temin edilebilmesi tiim baliklarda oldugu gibi

kalkan baliklarinda da kaliteli yavru iiretimi i¢in 6nem arzetmektedir.

1.2. Bahk Sperminin Ozellikleri

Baliklarda iireme sistemi genel olarak gonad ve buna bagli olan sistemlerden
meydana gelmektedir. Erkek baliklarin gonadlart testis olarak adlandirilmaktadir ve
testisler viicut boslugunda c¢ift olarak yer alirlar. Erkek baliklarda spermatozoalar
spermatogonia olarak adlandirilan hiicrelerden olusur ve bu hiicrelerin spermatozolara
doniisiim zincirine ise spermatogenesis denir (Demir, 1992). Spermatogenesisler ard
arda tekrarlanan mitotik boliinmeler meydana gelir daha sonra mayaz bdliinmeye
ugrayan spermatosidler metamorfoz gegirerek spermatozoalar belirgenlesmeye baglar
ve sperm olarak adlandirilir (Evans, 1998).

Baliklarda spermatozoanin ana gorevi, dis ortamda (denizde veya tatli suda)
yiizerek erkek genomunu diginin birakmis oldugu yumurtaya iletmektir. Basarili bir
dollenme i¢in spermatozoanin yumurtaya ulasmasi ve yumurtaya niifuz etmesi gerekir.
Bu nedenle, balik spermatozoasinin fizyolojik aktivitesinin ¢ogu motilite odaklidir.
Spermatozoanin en son olgunlagmasi testis kanallarinda ve dis ortamda
gerceklesebilir. Motilitenin nihai olarak gerceklesmesi, ortamin ozmotik durumuna,
pH, K* veya Ca?* gibi inorganik iyonlarin konsantrasyonundaki degisiklige bagldir.
Yumurtadan gelen kimyasal uyaricilarda spermatozoanin hareketliligini arttirmada rol
oynayabilmektedir (Kinsey ve ark. 2007).

Balik sperminin fizyolojik ve morfolojik 6zellikleri tiirlere gore degisiklik
gosterebilmektedir. Teleost baliklarin sperm hiicresi bas, mitokondriye sahip gévde ve
tek kamgili bir kuyruktan olugmaktadir. Spermin bas kismi genetik materyali tasiyan
DNA’y1 ve basin ¢ogunlugunu kaplayan niikleusu igerir. Spermin bag kismini adeta
kep gibi saran ve igerisinde spermatozoonun, yumurta hiicre duvarini gegmesi i¢in
gerekli enzimleri iceren akrozom bulunur. Yumurtadan igeri giren sperm DNA

materyali, disiden gelen ve yumurtada bulunan DNA materyali ile birleserek 2n sayida
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DNA olustururlar ve daha sonra hiicreler boliinerek ¢ogalmaya baglarlar. Teleost
baliklarda spermin bas kismi 2-4 pm boyutlarinda olmakla birlikte spermin toplam
boyuna oranla oldukga kiigiiktiir. Kuyruk kismin uzunlugu ise genellikle baliklarda
25-36 um arasinda degisim gostermektedir (Akhter, 2011). Goévde, boyun ve
birlestirici kisitm olmak {iizere ikiye ayrilir ve c¢ok kisadir. Govde ayni zamanda
mitokondriyi barindirmaktadir. Mitokondri kuyruk hareketinin saglanmasinda enerji
kaynag1 olarak gorev yapmaktadir. Spermatozoa’nin gévde kismi (orta kismi) dis
dollenme goriilen tiirlerde kisa, i¢ dolleneme goriilen tilirlerde ise daha uzundur. Bu
kisim diizenli olmayan asimetrik yapidadir. Kuyruk uzun ana parca ve kisa son
parcadan olusmaktadir. Dollenmenin gergeklesmesi icin hareketlilik gerekli bir
ozelliktir. Kuyruk, kivrimli ileri dogru hareket ile spermatozoanin ilerlemesini saglar

(Cosson, 2019).

1.3. Bahiklarda Sperm Kalitesi

Sperm kalitesi oncelikle bir yumurtayr délleme ve sonug olarak normal bir
embriyonun gelismesine izin verme yetenegi olarak tanimlanir. Yetistiriciligi yapilan
tiirlerin ¢ogu dis dollenme ile gogalirlar: sperm suya birakilir ve aktif hale gelen sperm
suya birakilmis yumurtalara ulasarak déllemeyi gerceklestirir. Déllenme basarist ve
elde edilecek larvalarin hayatta kalma oranlari tizeinde sadece yumurta kalitesi degil
sperm kalitesi de 6nemli bir etkendir. Kiiltiirii yapilan tiirlerin tiretim bagarisinin elde
edilen yavru kalitesi ile dogrudan iliskilidir. Kaliteli yavru iiretimi i¢in spermin
miktar, yogunlugu, hareketliligi gibi etmenler ©&nem arzetmektedir. Ticari
kuluckahanelerde damizlik stogundan elde edilen sperm, hem miktar hem de kalite
acisindan ¢ogu zaman yetersiz kalmakta ve suni dollenme arzu edilen sekilde
gerceklesememektedir (Rurangwa vd., 2004). Baliklarda iireme basarisini ¢ok sayida
faktor etkilemektedir (Sekil 2; Valdebenito vd., 2015).

Erkeklerde, sperm miktar1 (hacim ve konsantrasyon) ve kalitesi (hareketlilik,
seminal plazma pH'1, zar bilesimi ve stabilitesi ve DNA biitiinliigli) hem dogal hem de
suni dollenmede dollenme ve ilireme basarisini belirleyebilir. Seminal plazmanin pH'si,
ozmolalitesi ve bilesimi (iyonlar, lipidler, protein) ile enzimatik ve proteolitik aktivite,
sperm olgunlasmasini etkileyen spesifik biyobelirteglerdir ve spermin yumurtalar

dolleme yetenegi ile baglantilidir (Kowalski ve Cejko, 2019).
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H: hipotalamus, p: hipofiz bezi, g: gonad
Sekil 2. Baliklarda olgunlagsma ve gamet olusumunu belirleyen faktorler.

Sperm kalitesini etkileyen baslica faktorler, hem dogal hem de antropojenik
genetik, biyoloji ve gevresel etkilerdir. Ayrica son zamanlarda kiiresel 1sinmadan
kaynakli iklim degisikliginin neden oldugu sicaklik artiglarinin da sperm kalitesi
tizerindeki etkileri balik popiilasyonlarinin {iremesi baglaminda tartisilmaktadir
(Fenkes vd., 2017). Agir metaller (civa ve kadmiyum iyonlar1) sperm hareketliligini,
membran ve DNA biitiinliigiinii ve délleme yetenegini bozmaktadir. Ayrica, herbisitler
sperm motilitesi ve konsantrasyonu dahil olmak tizere sperm kalitesini diisiirerek
baliklarin iireme potansiyelinde bir azalmaya yol agar (Rocha vd., 2018).

Genetik faktorler arasinda akrabali yetistirme sperm kalitesini etkileyen en
yaygin faktordiir ve sperm kalitesinde diislise neden olur, bu etki yaslanma ile daha
belirgin olabilir (Langen vd., 2017). Baligin yas1 da sperm kalitesini belirleyen 6nemli
faktorler arasindadir. Genel olarak, yakin zamanda gokkusagi alabaligi i¢in bildirildigi
gibi, yiiksek diizeyde oksidatif stresin eslik ettigi yaslanma siirecinden dolay1 yash
erkekler i¢in daha diisiik kalite parametreleri kaydedilmektedir (Risopatrén vd., 2018).
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Sperm kalitesi tlizerinde etkili olan ve iireme fizyolojisini etkileyen biyotik ve
abiyotik faktorler de mevcuttur. Baliklarin beslenmeleri, besin kalitesi, erkek
baliklarin biiyiitiilme ortami ve su sicakligr gibi birgok dis etken sperm kalitesini
etkilemektedir. Baliklarin yetistirilmesi ve iiremelerinin kontrol edilmesiyle ilgili
faaliyetlerin de sperm kalitesi tizerinde derin etkileri vardir. Baslicalari; evcillestirme,
beslenme, hormonal uyarim, sperm toplama gibi faaliyetlerdir. Yetistiricilik kosullar
altinda baliklarin tiremesi genellikle ciddi sekilde bozulur ve lireme davraniginin
olmamasi, spermatogenez ve sperm olgunlagsmasinda bozulmalar, diisiik ve degisken
kaliteli sperma iiretimine yol acar (Mylonas vd., 2017). Genellikle, dogadan yakalanan
erkekler kiiltiir ortamindaki bireyler ile kiyaslandiginda daha yiiksek Kkaliteli
spermatozoaya sahiptirler (Locatello vd., 2018).

Kiiltiir ortaminda erkek bireylerin diizenli ve kaliteli yemlerle beslenmesi,
sperm kalitesini artirarak daha kaliteli larvalarin elde edilmesini saglamaktadir.
Ozellikle ¢oklu doymamis yag asitleri (Poly Unsaturated Fatty Acids, PUFA) icinde
yer alan DHA ve EPA ve n-3 serisi yag asitleri (linolenik, stearidonik,
dokosapentaenoik asitler), dol verimi ve kalitesi iizerinde etkili olmaktadir. Spermde
bulunan yag asitleri kompozisyonu ve miktar1 besin maddelerindeki yag asitleri
kompozisyonuna baglidir (Huang vd., 2010; Harlioglu ve Kutluyer, 2011).

Sperm kalitesindeki farkliliklar bireyler arasinda olabilecegi gibi ayni bireyin
farkli donemlerde alinan spermleri arasinda da gozlenebilir. Baliklarin iirettikleri
sperm kalitesi ve miktari tiirden tiire farklilik gostermektedir. Yilan baligindan sperm
cok zor elde edilir ve ¢ogunlukla hormon uygulamasina ihtiya¢ duyulur. Kalkan,
sartkuyruk ve pisi gibi baliklardan yetistiricilik ortamlarinda ¢ok az miktarda (1
mL’den az) sperm alinabilmektedir (Suquet vd., 2000). Bununla birlikte, sperm
miktar1 gokkusagi alabaliklarinda 19,6 mL, sibirya mersin baliklarinda 295 mL’ye
kadar ulasabilmektedir (Glogowski vd., 2002). Ureme, su iiriinleri iiretiminde énemli
bir darbogaz oldugundan, sperm kalitesinin degerlendirilmesi akuakiiltiir
uygulamasinda hayati bir rol oynar ve ¢cogu zaman isletmenin kazancini belirler.
Ayrica sperm Kalitesinin tahmini; yiiksek kaliteli spermin gerekli oldugu nesli
tikenmekte olan tiirlerin tiretim c¢alismalari ve gen bankaciliginda basarili bir
kriyoprezervasyon gergeklestirmek i¢in temel bir aractir. Bu eylemler, 6zellikle nesli

tehlike altinda olan tiirlerin korunmasi igin ¢ok énemlidir (Kowalski ve Cejko, 2019).
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1.3.1. Spermatokrit Orani ve Sperm Yogunlugu

Son donemlerde yapilan c¢alismalar sperm konsantrasyonunun sperm
kriyoprezervasyon basarisini onemli Olclide etkiledigini agikga gdstermistir. Bu
nedenle, basarili balik spermi kriyoprezervasyon prosediirlerinin gelistirilmesi ve
uygulanmasi i¢in dogru sperm konsantrasyonu Olgiimleri kritik Oneme sahiptir
(Judycka vd., 2018). Kalkan baliginda sperma yogunlugu ile spermatokrit orani
arasinda bir iliski s6z konusu degildir. Kalkan baliginda spermatozoa konsantrasyonu
Sibirya mersin baligi ve tilapia disindaki baliklarla karsilastirildiginda, distiktiir
(Tablo 4) (Suquet vd., 1994).

Tablo 4. Bazi balik tiirlerinin sperm yogunluklari

Tiir Sperm yogunlugu (x10 °spz/mL) Arastirmaci
Kalkan 1,8-4,2 Aydm vd., 2021
Atlantik Halibut 11,9-37,2 Suquet vd., 1994
Levrek 10-40 Suquet vd., 1994
Cipura 7,06 Engin, 2012
Tilapia 0,8 Chao vd., 1987
Sibirya Mersini 0,5 Gallis vd., 1991
Atlantik Somonu 3,5-17,9 Aas vd., 1991
Gokkusagi Alabaligi 1,9-20,6 Ciereszko vd., 1993

Spermatokrit oraninin belirlenmesi amaciyla baliktan elde edilen sperm ornegi
(sperm hacmi) 10 dk siire ile 10.000 devirde mikrotiipler i¢inde santrifiijlenir. Santrifiij
sonrasi spermin sperm sivisindan ayrilmasi saglanmis olur. Spermatokrit, hiicre
hacminin toplam sperm hacmine orani x 100 olarak ifade edilir. Bu parametre ayn
zamanda hiicre yogunlugunun dogrudan bir indeksidir. Suquet vd., (1992) Atlantik
kalkan baliginda yapmis olduklar1 ¢aligmada spermatokrit oranim1 % 40,0+2,8 olarak
bulmustur. Aydin vd., (2021)’de kulugkahane kokenli Karadeniz kalkan baliginda
spermatokrit oranin1 Nisan aymda % 43,2 olarak bildirmislerdir. Karadeniz kalkan
baliginda fotoperiyot yontemi uygulanarak iireme mevsiminden yaklasik iic ay
oncesinde elde edilen sperm ile yapilan ¢aligmada spermatokrit orant % 41,7+4,42
bulunmustur (Polat vd., 2021). Spermatokrit orani; Atlantik halibutda % 47-100,
levrekte % 65-90 arasinda, cod baliginda % 59,449,7 olarak belirlenmistir.
Yetistiriciligi yaygin olan gokkusagi alabaliginda ise bu oran en yiiksek % 25,8+3,1
bulunmustur (Squet vd., 1994).
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Seminal sividaki spermatozoa yogunlugu, baliklarda sperm kalitesinin
degerlendirilmesi igin yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Baliklarda spermatozoa
yogunlugunun (sperm hiicreleri/mL) belirlenmesi i¢in standart yontem, hemositometre
veya benzer yontemlerdir (Engin, 2012). Spermatozoa yogunlugu iireme mevsimi
stiresince diizenli bir azalma egilimi gostermektedir. Ayrica baligin yasina bagli olarak

da spermatozoa yogunlugunda azalma olmaktadir (Biiylikhatipoglu ve Holtz, 1984).

1.3.2. pH ve Ozmolarite

pH ve ozmotik basing spermin aktivasyonunu belirleyen en 6nemli faktorlerdir.
Bazi tiirlerde ozmolarite, sicaklik, pH veya aktivasyon ¢dzeltisi bilesiminden bagimsiz
olarak bir motilite tetikleyicisi olarak degerlendirilmektedir.

Spermin balik viicudundan ¢ikis1 sonra pH'daki degisiklikler bazi tiirlerde
sperm hareketlilik aktivasyonunu tetikler. Gonadlarda hareketsiz olan sperm disari
birakildiginda ortam pH’sma bagli olarak dinein motor protein aktif hale gelir ve
motiliteyi baslatir. Baliklarda da diger tiirlerde oldugu gibi spermin pH’sinin bilinmesi
sperme uygulanacak islemler agisindan olduk¢a onemlidir. Baliklarda sperm pH’s1
genel olarak 5,5 ile 9,5 arasinda genis bir degisim gostermektedir (Cosson, 2004).

Sperm hareketliliginin baglangicin1 saglayan en onemli faktorlerden biri
ozmotik basinctaki degisimlerdir. Motilite ¢ogu balikta dis ortamin ozmolaritesine
baglidir. Hiicre i¢cinde olusan iyon konsantrasyonu degisimi disaridaki ozmotik basing
etkisiyle sisme ya da daralmaya neden olurken g¢ogu tiirde ozellikle teleost ve
cyprinidlerde sperm motilitesini diizenlemektedir (Cabrita vd., 2009). Tatli su ve deniz
tirlerinde sperm aktivasyonu, spermatozoanin sirasityla hipotonik veya hipertonik
ortam ile temas etmesiyle meydana gelir. Deniz baliklarinin spermlerinin hareketliligi
tatli su baliklarina gore daha genis ozmotik basing degisim sinirlari iginde meydana

gelir.

1.3.3. Sperm Motilitesi

Baliklarda sperm kalitesini degerlendirmede sperm motilitesi en Onemli
biyobelirtegtir. Motilite ve dolleme kapasitesi arasinda yiiksek bir korelasyon vardir
(Lahnsteiner, 2000b). Ancak motilite tek basina spermin gergek durumunu

gostermeyebilir, sadece bazi uygulamalarin etkisi veya spermlerin yumurtaya ulagsma
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ve yumurtayr dolleme olasiligi hakkinda bilgi verir. Kaliteli sperm iiretebilen erkek
bireylerin sonraki nesillerinde de sperm kalitesinin yiliksek olacagi goz Oniinde
bulundurularak, damizlik se¢iminde sperm motilite degerlendirmesinin bir arag olarak
kullanilmasi dogru olcaktir. Hareketli sperm yiizdesi, baliklarda sperm kalitesini
degerlendirmek i¢in en faydali parametrelerden birisidir. Cilinkii sperm hareketlilik
parametreleri dolleme yetenegi ile giiglii bir sekilde iliskilidir ve dollenme basarisinin
tahmin edilmesine olanak tanir (Rurangwa vd., 2004).

Motilite degerlendirmesi ayrica stres, beslenme, yetistiricilik kosullart ve
cevresel faktorler gibi dis faktorlerin etkisini degerlendirmek igin de kullanilir ve
damizlik kalitesinin/refahinin iyilestirilmesine yardimci olur (Cabrita vd., 2009).
Motilite degerlendirmesi i¢in tercih edilen yoOntem, arastirmacinin yetenek ve
deneyimine bagl olarak, 151k mikroskobu kullanilarak yapilan subjektif gorsel
degerlendirmedir. Son zamanlarda bilgisayar destekli [Computer-Assisted Sperm
Analysis (CASA)] nesnel degerlendirme yontemlerinin gelistirilmesi, hareketlilik
degerlendirmesini ¢ok daha dogru, hizl1 ve objektif hale getirdi. Ayrica CASA sistemi
bireysel spermatozoa hareketinin birgok farkli 6zelligi hakkinda veri alinmasini da
saglamakta ve spermatozoa fizyolojisi hakkinda arastirmacilarin bilgi birikiminin

artmasina katki saglamaktadir (Amann ve Waberski, 2014).

1.4. Sperm Muhafazasi

1.4.1. Kisa Siireli Muhafaza

Balik gametlerinin korunmasi ile ilgi c¢aligmalarin 1850'lerde basladigina
inanilmaktadir. Turna, sazan, levrek gibi baliklarin spermlerinin korunmasi ilk olarak
1853'te gerceklestirilmistir. Bu arastirmalar1 takiben, 0 ila 9 °C arasindaki
sicakliklarda salmonid sperminin depolanmasini/saklanmasint igeren arastirmalar
gerceklestirildi. Kisa siireli korumada, spermatozoa, seminal plazma ile birlikte,
seyreltilmis veya seyreltilmemis bi¢cimde kisa bir siire i¢in korunabilir. Erkek
gametlerin sogutulmus kosullar altinda (5 °C) kisa siireli korunmasi daha basit ve
kolayca uygulanabilir. Spermatozoanin kisa silireli muhafazasi genellikle
buzdolabinda, bir buz kutusunda veya yalitimli bir kutuda yapilir. Higbir 6zel ekipman
gerekli degildir ve maliyeti diisiiktiir. Bu tiir bir korumanin siiresi bir haftadan az bir

stire ile sinirhidir (Wayman vd., 1998).
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Atlantik somonu (Salmo salar) spermi, 5-6 °C'de saklandiginda, 2,5 giine
kadar yiiksek dolleme seviyesini korumaktadir. Chum somonu (Oncorhynchus keta)
spermi ile 2,5-5,8 °C'de 4 giinliik depolamadan sonra % 50 délleme, gol alabalig
(Salvelinus namaycush) spermi ile ise 1 °C'de 24 saat muhafazadan sonra % 80
dollenme orani elde edilmistir (Betsy ve Kumar, 2020). Dere alabaliginin (Salvelinus
fontinalis) spermi 2-3 °C'de muhafaza edildiginde, dolleme yetenegini 5 giine kadar
korudugu goézlenmistir (Truscott vd., 1968). Biiylikhatipoglu ve Holtz (1978),
seyreltilmemis alabalik sperminin 4 °C sicaklikta saklandiginda 8,3+2,7 giin
hareketliligini korudugunu bildirmistir. Gokkusagi alabalig1 spermi ise 16. giine kadar
daha hayatta kalma basaris1 gostermistir (Stoss vd., 1987).

Dushkina (1975), Pasifik ringa baligi (Clupea pallasi) sperminin 0,8-1 °C'de
saklandiginda, délleme kabiliyetini 3 hafta boyunca korunabilecegini bildirmistir. Bir
sazan tiirti olan Tor khudree’de yapilan ¢alismada 4 °C'de ve oda sicakliginda saklanan
spermin hareketliliginin yavas ila orta derecede bir diisiis gosterdigi ve hareket
hizindaki diisiisiin oda sicakliginda 4 °C'ye gore ¢ok daha hizli oldugu tesbit edilmistir
(Basavaraja ve Hegde, 2005). Agarwal vd., (2013) seyreltilmemis Schizothoraichthys
progastus sperminin, 3 giinlik depolama sonrasinda hareketlilik oraninin % 50

oldugunu bildirmistir.

1.4.2. Uzun Siireli Muhafaza (Kriyoprezervasyon)

Kriyoprezervasyon, hiicrelerin canliliklarini  korumak i¢in dokularin,
organlarin veya herhangi bir biyolojik materyalin sivi nitrojen iginde -196 "C'de
muhafaza edilmesi islemidir. 1935 ve 1945 yillan arasindaki donem, spermatozoanin
cok diistiik sicakliklarda depolanmasi i¢i arastirmalara yogunlasildigi donem olmustur.
Hem memelilerde hem de hayvanlarda, bilim insanlari, spermin -196 °C kadar diisiik
sicakliklarda hayatta kalabilecegini gozlemlemistir. Hiicreleri bu kadar diisiik bir
sicaklikta korumak, hiicre 6liimiine ve DNA bozulmasina yol agan biyokimyasal
reaksiyonlar da dahil olmak iizere tiim biyolojik aktiviteleri durdurur.
Kriyoprezervasyon sonrasi canlilik oranlarinin azlig1 nedeniyle canli hiicrelere basarili
kriyoprezervasyon protokelleri olusturulamamistir. Sperm  Kriyoprezervasyonu
konusunda ise Polge ve arkadaslarinin 1949 yilinda kriyoprotektan olarak gliserol

kullanimini kesfetmesiyle dnemli mesafeler almistir. Kriyoprotektanlarin kesfi, yeni
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tip kriyobiyolojik ¢alismalarin yolunu a¢mis ve boylece kriyoprezervasyon
protokollerinin optimizasyonunda ilerleme saglanmistir. Kanatli spermleri basariyla
kriyoprezerve edildi ve kriyoprezerve edilmis spermatozoa kullanilarak civcivler
tiretildi (Betsy ve Kumar, 2020). Donmus spermi ¢06ziildiikten sonra tiim hiicreleri
yeniden canlandirmak her zaman miimkiin degildir. Dondurarak saklama sayesinde
hiicreler yiizyillarca korunabilir ve daha sonra c¢oziildiikten sonra yeniden
canlandirilabilir.

Dondurarak saklama sperm i¢in potansiyel olarak yikici bir siirectir. Bu
nedenle donmus/cozdiiriilmiis spermin dolleme kabiliyeti, dondurma islemine tabi
tutulmadan Onceki dolleme yeteneginden daha iyi olmayacaktir. Kisacasi ¢oziilmiis
spermin kalitesi genellikle dondurulan spermin kalitesinin bir yansimasidir. Sivi
nitrojende depolamada alan sinirhiligi ve yogun laboratuvar caligmasi gerekliligi
nedeniyle, diisiik kaliteli spermler kriyoprezervasyon i¢in tecih edilmemelidir
(Ciereszko vd., 2020).

Sperm kalitesini etkileyen faktorlere iliskin mevcut bilgilerin kullanilmasi
kriyoprezervasyon basarisinin tahmin edilmesi i¢in son derece faydalidir. Sperm
kalitesinde herhangi bir iyilesme, spermlerin donma-¢oziilme ile ilgili strese
dayanmasi i¢in kritik olabilir. Mitkemmel denebilecek kalitede taze sperm, basarili bir
kriyoprezervasyon i¢in bir 6n kosuldur. Dondurarak saklama sirasinda, spermatozoa,
donma-¢oziilmenin neden oldugu ciddi strese dayanmak zorundadir (Bailey vd.,
2000). Spermatozoanin hayatta kalmasini etkileyen ana faktorler, soguk sokuna
duyarhilik, sogutma ve dondurma oranlari, seyreltici bilesimi ve ozmotik strestir
(Watson, 2000). Kriyoprezervasyondan sonra hareketli sperm yiizdesinde ciddi diisiis
yasanir (Valcarce ve Robles, 2016).

1.4.2.1. Su Uriinleri Yetistiriciliginde Kriyoprezervasyon

Kriyoprezervasyon yeni bir teknoloji olmamasma ragmen, su iriinleri
yetistiriciliginde son yillarda 6nem kazandigi goriilmektedir ve balik spermini canli
olarak uzun siire saklamanin glinlimiizdeki tek ve en iyi yoludur. Siv1 nitrojen i¢inde
muhafaza edilen balik sperminin saklama siiresinin 200 ila 32.000 yil arasinda
oldugunu tahmin edilmektedir (Cloud ve Patton, 2009). Balik spermlerinin

dondurulmasi1 ilkez 1953 yilinda Blaxter tarafindan ringa baliginda
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gerceklestirilmistir. Bilim insanlarinin sperm kriyoprezervasyonu konusuna yogun bir
ilgisi olmasina ragmen, bu arastirma alan1 sadece biiyiik bag hayvanlarin spermlerinin
kriyoprezerve edilmesi ve pratikte kullanilmasi konusunda yogunluk kazanmistir. Suni
tohumlamanin ortaya c¢ikisi, biiyilkkbas hayvan endiistrisinde devrim niteliginde
degisiklikler getirmistir. 2000 yilindan sonra, biiyiik bas hayvanlarda oldugu gibi su
tiriinlerinde de kriyoprezervasyon arastirmalarinin yapildigi gézlemlenmistir. Ancak,
daha az uygulama nedeniyle ilerleme yavas olmustur. Biiyiik bas hayvanlarin gamet
kriyoprezervasyonunda oldugu gibi kiiltiir baliklarinin da spermlerinin dondurularak
bu teknolojinin ger¢ek anlamda sahada uygulanmasi ve sonuglarinin goriilmesi
sonrasinda daha ¢ok 6nem kazanacagi ve ilgi gorecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle,
balik sperminin kriyoprezervasyonunun yaygin olarak kullanim hedefine ulasmasi i¢in
arastirmalar devam ettirilmelidir (Best, 2008).

Bu teknoloji yavru kalitesinin iyilestirilmesi ve yil boyunca iiretimde
kullanilacak kaliteli spermin stoklanmasi agisindan da dikkat ¢cekmektedir (Betsy ve
Kumar, 2020). Balik yetistiriciliginde kriyoprezervasyon ve kriyoprezerve sperm
kullanimi genetik olarak gelistirilmis bireyler liretmek i¢in uygulanabilir. Dogal balik
stoklarinin genetik olarak korunmasi, spesifik yerli balik stoklarinda genetik cesitliligi
kaybetme tehdidine karsi spermin uzun siireli depolanmasi, uygulanan koruma
programlarina sigorta gorevi gorecektir.

Gametlerin dondurularak saklanmasi, gametlerin verimliligini ve giiclinii
etkilemeden uzun yillar boyunca omriinii uzatir. Boylece kriyoprezerve edilen
spermler su trilinleri yetistiricilik endistrisinin gelecekteki yetistiricilik programlar
icin Onemli bir genetik kaynak saglayabilir. Su iriinleri yetistiriciliginde
kriyoprezervasyon uygulamasinda istenilen 6zellige sahip melezlerin iiretilmesi biiytlik
avantajdir. Kriyoprezervasyon ile cinsiyetlerin gamet mevcudiyeti senkronize
edilebilir, spermin ekonomik kullanimi saglanabilir, ana¢ yonetimi basitlestirilebilir
ve genetik se¢im programlari veya tiirlerin korunmasi i¢in sperm depolamasi
yapilabilir (Cabrita vd., 2010). Kriyoprezervasyon su iiriinlerinde genetik ve 1slah
caligmalarinda yil boyunca ihtiyag duyulan sperme rahatca ulagmaya imkan
vermektedir.

Cok fakli deniz ve tatl su teleost balik tiirlerinin spermlerinin basarilt bir

sekilde kriyoprezervasyonu ile sayisiz spermatozoayr depolamanin ve dogrudan
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kullanilabilmenin miimkiin oldugu ispatlanmistir. Giiniimiizde 200'den fazla balik
tiiriinlin sperminin dondurularak saklanmasi saglanmistir (Jawahar ve Betsy, 2020).
Su irlinlerinde sperm kriyoprezervasyonu yapilan bazi baliklar Tablo 5°de
gosterilmistir.

Kriyoprezervasyon, balik spermlerinin dondurulup uzun siire depolanmasinin
yaninda erkek ve disilerin tireme zamanlarinin senkronize olmadigy; hastaliksiz sotklar
iireten programlar gibi lireme programlarinda da kullanilabilinmektedir. Bu nedenle
balik sperm bankalarinin gelistirilmesi 6nem arz etmektedir (Diwan vd., 2020). Bir
sperm bankasinin en 6nemli gorevi, cok uzun bir siire kaybolmayacak ve yumurtalarin
dollenmesi yoluyla bir tiiriin esey hattina kolayca dahil edilebilecek formdaki genlerin
veya gen kombinasyonlarinin saklanmasina olanak vermesidir. Kisacasi gen bankalari
genetik bir depodur. Sperm gen bankalari, nesli tiikenmekte olan balik
popiilasyonlarinin genetik ¢esitliligini korumak ve akrabali ¢iftlesmeye engel olmak
icin de kullanilabilir (Suquet vd., 2000). Gen bankalar1 5-10 yasinda sperm verebilen
hermafrodit tiirlerin de iireme kabiliyetini, istenilen zamanda sperm kullanimina

olanak saglamasiyla biiyiik 6l¢iide artirabilmektedir (Gwo, 1993).

Tablo 5. Sperm kriyoprezervasyonu basariyla yapilan bazi baliklar tiirleri

Tiir Bilimsel Adx Arastirmaci
Ringa Clupea harengus Blaxter 1953
Atlantik cod Gadus morhua Mounib vd., 1968
Kefal Mugil cephalus Chao vd., 1975
Gokkusagi alabaligi Oncorhynchus mykiss Ciereszko ve Dabroski 1996
Atlantik somonu Salmo salar Stoss ve Refstie 1983
Sazan Cyprinus carpio Kurokura vd., 1984
Tilapia Oreochromis sp. Chao vd., 1987
Kalkan Psetta maxima Suquet vd., 1998
Kalkan Scophthalmus maximus Chereguini vd., 2003
Cipura Sparus aurata Fabbrocini vd., 2000
Halibut Hippo glossus Billard vd., 1993
Mersin Acipenser baeri Glogowski vd., 2002
Yilan baligi Anguilla japonica Tanaka vd., 2002
Kirmiz1 Mercan Pagrus major Liu vd., 2006

Baliklarda sperm dondurma ¢aligmalari degerlendirildiginde, bir¢ogunda
benzer yollarn izlendigi goriilmektedir. Temel uygulama asamalari; toplanan spermin
aktivasyonundan kagimilmasi, uygun ekstenderlar ile spermin seyreltilmesi, sperm
1s1sinin kademeli olarak diisiiriilmesi, dondurulmasi ve dondurulan spermin diisiik

1s1da (-196 °C) muhafazasidir (Holtz, 1993).
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Kriyoprezervasyon islemlerinde deniz baliklar1 spermlerinin dondurmaya karsi
daha dayanaklidir. Bunu; spermatozoa membranindaki kolestorol/fosfolipit oraninin
yiiksek olmasi ve baslangigtaki ATP igeriginin yiliksek olmasinin sagladigi
distiniilmektedir. Yine soguga karsi direncte deniz baliklariin spermatozoa
membraninda  bulunan fosfatil kolinin etkili olabilecegi  vurgulanmistir
(Suquet vd., 2000).

Balik spermatozoalari, kendine 6zgii karakterleri ile dogada benzersizdir.
Spermatozoanin kalitesi ve miktari tiire ve bireye baghdir. Genelde hareketsizdirler ve
sadece ¢ok az tiirde hareketli spermatozoa bulunur. Hareketsiz spermatozoa, bir
aktivasyon ajanina (yasam ortami suyu) ihtiyag¢ duyar. Balik spermleri ¢ok kiigtiktiirler
ve boyutlar1 45 ile 55 pum arasinda degisir. Baliklarda 5 pm'den daha kiigiik olan oval
veya kiiresel ¢ekirdege sahip sperm iireten tlirlerde vardir. Bu nedenle, yogunluklari
0,1x10° ile 50x10*? hiicre/mL'ye arasinda degisim gdsterebilmektedir. Omiirleri cok
kisadir ve bu nedenle baliktan alindiktan sonra kisa siire i¢inde ddlleme igin
kullanilmalar1 gerekir, aksi takdirde dis kirleticiler (bakteri, mantar vb) nedeniyle
bozulurlar. Balik sperminin, kontaminasyonun yani sira seminal plazmanin
sicakligindan ve buharlagmasindan etkilenmesi de olasi bir durumdur. Bu nedenle,

uygun bir muamele ile spermi korumak gerekir (Betsy ve Kumar, 2020).

1.4.2.2. Kriyoprezervasyonda Antioksidan Kullanimi

Antioksidanlar serbest radikalleri etkisizlestiren ve oksidasyonu engelleyen
onemli molekiillerdir. Serbest radikaller, son katmaninda eslenmemis elektronu
bulunan kimyasallardir. Bu nedenle oldukca kararsiz yapidadirlar. Bu eslenmemis
elektronlarmi esleyebilmek ve kararli yapiya gecgebilmek igin etraflarindaki
molekiillere saldirirlar ve onlardan elektron koparir ya da onlara elektron sunarlar.
Boylece etkilestikleri molekiillerin yapisint bozarak hiicre ve DNA hasar1 meydana
getirirler. Antioksidanlar ise serbest radikallere ihtiyaglar1 olan elektronu vererek
onlar1 etkisiz hale getirir ve bunu yaparken kendileri kararsizlagsmazlar. Bu yolla
serbest radikallere kars1 miicadele eder ve onlarin olumsuz etkilerini azaltirlar/Onlerler.
Saglikli bir organizmada serbest radikal-antioksidan iliskisi denge halindedir. Bu
denge serbest radikal yoniine bozulur ise oksidatif stres olusur. Antioksidan

bilesiklerin dondurarak saklamada sulandiricilara eklenmesinin lipid peroksidasyonu
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gibi olumsuzluklarin azaltilmasinda yararli oldugu bildirilmistir (Osipova vd., 2016;
Figueroa vd., 2018). Asir1 ROS, antioksidanlarin enzimatik savunmasini zayiflatarak
hiicreler tlizerinde oksidatif strese ve ayrica DNA, protein ve lipid icerigine zarar
vererek sperm Kalitesinin diismesine neden olmaktadir (Eriani vd., 2018). Reaktif
oksijen tiirlerinin miktarindaki artis, membran biitiinliigiinii bozabilir ve sperm
hareketliligini azaltabilir. Ayrica baz bozulmasi, nokta mutasyonu, DNA
fragmantasyonu ve proteinlerin ¢apraz baglanmasi yoluyla spermatozoadaki genetik
materyale zarar verebilir. Bu da diisiik sperm kalitesi ile sonuglanabilir (Agarwal vd.,
2005; Bucak vd., 2010). Oksidatif stres seminal plazmadaki pro-oksidan ve anti-
oksidan dengesinin degismesiyle meydana gelmektedir. Boylece motilitede azalma,
dolleme kabiliyetinde diisiis ve aksonemal yapida olumsuzluklar da goriilebilmektedir.
Antioksidanlarin seyrelticilere eklenmesi ile ROS'un neden oldugu DNA hasarlarinin
azaltilmas1 da miimkiindiir (Martinez-Paramo vd., 2013; Ogretmen vd., 2015).
Antioksidanlarin  sperm  dondurulmasinda sulandiricilara  eklenmesiyle
spermatozoanin kalitesi korunabilir (Shui vd., 2004). iki tiir antioksidan vardr:
enzimatik antioksidanlar ve enzimatik olmayan antioksidanlar. Dogal antioksidanlar
olarak da bilinen enzimatik antioksidanlar arasinda glutatyon peroksidaz (GPx),
glutatyon rediiktaz (GR), siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz bulunur. Bu
antioksidanlarin timii spermin dogal antioksidan savunma sistemine katilir. Sentetik
antioksidanlar veya diyet takviyeleri olarak da bilinen enzimatik olmayan
antioksidanlar, indirgenmis glutatyon (GSH), iirat, askorbik asit, E vitamini
(atokoferol), karotenoidler (b-karoten), ubikinon, taurin, hipotaurin, selenyum ve
¢inkodur (Shiva vd., 2011; Partyka vd., 2012). Teleost balik tiirlerinde yapilan
caligmalar seminal plazmanin anti-oksidatif fonksiyona sahip oldugunu gostermistir
(Ciereszko ve Dabrowski, 2000). Gokkusagi alabaliginda SOD, askorbik asit (VC) ve
urik asit seminal plazmada kan plazmasindan daha yiiksek konsantrasyona sahip
onemli semen antioksidanlar1 olarak kabul edilmistir (Metwally ve Fouad, 2009).
Simdiye kadar memelilerde yapilan arastirmalar gostermistir ki sulandiricilara
antioksidanlarin (taurin, hipotaurin, prolin, glutamin, glisin, histidin ve metiyonin)
eklenmesi, ¢6ziilme sonrasi sperm hareketliligini iyilestirmis ve DNA par¢alanmasini
azaltmistir. Son zamanlarda, farkli balik tiirlerinde (D. labrax, S. aurata, O. mykiss, S.

fontinalis, P. major, Carassius auratus) antioksidanlarin seyrelticilere eklenmesi ile
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ilgili calismalar yapilmistir. Yapilan c¢alismalarda, amino asit ilavesinin DNA
parcalanmasint azalttifini ve DNA'y1 iplik kopmalarina karst korudugunu, ayrica
¢oziilme sonrasi bazi sperm Kkalite parametrelerini iyilestirdigini tespit edilmistir.
Bununla birlikte, balik sperminin dondurularak korunmasinda antioksidanlarin
sulandiricilara eklenmesi iizerine yapilan ¢alismalar sinirlidir. Bu nedenle, ekonomik
ve ekolojik 6nemi olan baliklarda, kriyoprezervasyonda antioksidan takviyesinin etkisi

konusunda yapilacak ¢alismalara ihtiya¢ vardir (Kutluyer vd., 2014).

1.4.2.3. Calismada Kullanilan Antoksidanlar

Taurin: Taurin renksiz, suda ¢Oziinebilen, protein yapisina katilmayan,
molekiil agirhigi 125 g/mol olan ve serbest olarak bulunabilen bir aminoasittir
(Kendler, 1989). Taurin, tiyol i¢eren aminoasitlerden olusur ve sisteinden sentezlenir.
Taurinin, detoksifikasyon, ozmoregiilasyon, Ca*? akisini dengeleme, membran
biitiinliglinii saglama gibi onemli siire¢lerde rol aldigi bildirilmektedir. Taurin
hiicrenin oksidan/antioksidan dengesi ve hiicre biitiinliigiinii koruma gibi 6zellikleri ile
bir antioksidan olarak koruyucu ve dengeleyici etkilere sahiptir (Osipova vd., 2016).
Taurinin; doymamis yag asitlerinin peroksidasyonunu azaltmak, reaktif oksijen
tirevlerini temizlemek ve kararli hale getirmek gibi etkileri de vardir. Taurin
dondurma-¢ozdiirme sirasinda meydana gelen ROS’un etkilerine karsi
spermatozoonlari korumada 6nemli rol oynar. Taurin, Spermin motilite kaybin1 ve lipit
peroksidasyonunu azaltarak etkinligini ortaya koymaktadir (Balious vd., 2021).

Urik Asit: Urik asit, hipoksantin ve ksantinden {iretilen diisiik molekiiler
agirhikli bir organik bilesiktir. Urik asit tekli oksijen tiirleri ve lipid peroksitler dahil
olmak tlizere reaktif tiirlerin giiglii bir temizleyicisidir. Hidrofilik bir antioksidan
olmasina ragmen, suda smirlt ¢oziiniirliige sahiptir. Baliklarda tiire gore farkliliklar
gostersede seminal plazmada en yiiksek diizeyde bulunan antioksidandir. Bu nedenle
ROS'a kars1 6nemli bir koruyucu islevi oldugu diistiniilmektedir (Félix vd., 2020).
Birgok c¢aligma, {irik asidin, allantoin, glioksilat, allantoat, iire ve oksalat gibi zararsiz
tiriinlere doniistiirilmeden 6nce, 6zellikle hidroksil radikallerini (OH) ve hipokloréz
asidi (HOCI) nétralize edebilen giiglii bir antioksidan oldugunu gostermistir (Becker,
1993). Spermin; hareketliligi, sayisi, morfolojis1 ve DNA hasar1 gibi hemen hemen

tim ana parametreler, seminalde bulunan {irik asidin konsantrasyonundan onemli
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Ol¢iide etkilenir. Normal ve yiiksek seminal {irik asit konsantrasyonlarinda daha iyi
sperm kalite parametreleri gozlenmektedir (Motrich vd., 2006). Franz vd. (2010)
kahverengi alabalik sperminde yapmis olduklar1 ¢alismada iirik asit ve katalazin sperm
canlihig1 {izerinde olumlu bir etki gosterdigini bildirmislerdir. Urik asidin, saglam
membranlara sahip spermatozoa miktarin1 artirabilecegi, sperm hareketliligini ve
yizme hizimi iyilestirdigi ve ayrica sperm plazma zarindaki LPO'yu (lipid
peroksidasyonu) azalttig1 i¢in ana antioksidan olabilecegini belirtmislerdir.
Rozmarinik Asit: Son donemlerde sperm kriyoprezervasyonunda bitkisel
kokenli antioksidanlarin da kullanilmasina baslanmistir. Ozellikle gii¢lii ve koruyucu
etkileri bilinen bir antioksidan olan rozmarinik asit tercih edilenler arasinda olmustur.
Rozmarinik asit (RA), biberiye (Rosmarinus officinalis)'de bulunan énemli bir dogal
antioksidandir ve biyolojik sistemlerde serbest radikallerin temizleyicisi olarak
hareket edebilmektedir. Biberiye Akdeniz kdkenli Lamiaceae familyasindan ¢ok yillik
bir bitkidir. RA’nin in-vitro ¢alismalarda anti-HIV-1, antibakteriyel, antioksidan, anti-
kanserojen ve anti-alerjik aktiviteler, antiviral 6zellikler gibi bazi biyolojik faaliyetleri
oldugu tespit edilmistir (Bulduk ve Gokce, 2017). Hayvancilik rasyonlarinin RA gibi
biyoaktif bilesenler iceren bitkilerle takviye edilmesi biiylimeyi, lireme performansini,
yem kullanimini, dogurganligi, antioksidan durumu ve immiinolojik endeksleri tesvik

etmede onemli sonuglar gostermistir (Alagaway vd. 2017).

1.4.2.4. Kriyoprezervasyonda DNA Hasari

DNA en iyi sekilde korunmus genetik bilginin yumurtaya aktarilmasini
saglamakla birlikte, DNA'nin fiziksel ve kimyasal bir formda embriyoya verilmesini
saglayarak gelisen embriyonun genetik bilgiye kolayca ulagmasini saglamaktadir.
Giincel c¢aligmalar, kriyoprezervasyonun sperm genomunu cesitli sekillerde
etkiledigini gostermektedir. Antioksidanlarin sulandiricilara eklenmesi kriyo hasari
seviyelerini azaltabileceginden, antioksidan kullanimi-DNA hasar1 iliskisi yaygin
olarak c¢aligilan bir konudur. DNA’da meydana gelen hasarlarin; fertilizasyon,
embriyonal gelisim ve canlinin yasam kalitesi iizerinde olumsuz yonde etkileri vardir.
DNA hasar1 diizeyinin bilinmesinin, kriyoprezervasyon protokollerinin gelistirilmesi
ve iyilestirilmesi i¢in faydali oldugu diisiinilmektedir (Pérez-Cerezales vd., 2010;
Cabrita vd., 2011; Pereira vd., 2019).
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DNA hasar1 bir kriyo hasar olarak ortaya cikabilir ve genellikle sperm
kalitesinin diger parametrelerini etkilemez. Dollenme sirasinda DNA'larinin fiizyonu
bir embriyonun genomunu olusturarak déllenmenin kalitesini belirlemektedir. Oositler
onarim mekanizmalarina sahip oldugundan, sperm DNA'sindaki bir miktar dogal hata
diizeltilebilir. Ancak DNA hasarlar1 bazen tamamen diizeltilemeyebilir. Bu nedenle
bazi hatalar dole aktarilabilir ve bu durum anormalliklerin miktarinin artmasina neden
olur (Kopeika vd., 2003). Sperm, yumurtanin tamir edebileceginden daha fazla DNA
hatas1 biriktirebilir, bu da embriyonik gelisimin olmamasina veya hasarli DNA'nin
dole transferi ile anormal bir gelisime yol acgar (Drevet, 2017). Balik spermlerinde
DNA hasarlart genellikle dondurma/cézme islemi sirasinda DNA oksidasyonu veya
seyreltici igindeki kriyoprotektan maddelerin (CPA) konsantrasyonunun toksisitesi ile
iligkilidir (Martinez vd., 2012; Gosalvez vd., 2014). Spermde olusan DNA hasarinin
nedeni olarak ii¢c sebep ileri siirilmistiir. Bunlardan birincisi, spermin gelisimi
sliresince uygun olmayan ortamlar, ikincisi oksidatif stres ve ti¢iincii olarak da belirli
bir molekiiler islemler serisine maruz kalmadir. Bunlardan oksidatif stres DNA nin tek
ve ¢ift iplikli kiriklart ile iligkilidir (Agarval ve Saleh, 2002).

DNA hasarina sahip spermin dolleme yetenegi ya azalmakta ya da tamamen
yok olmaktadir. Eger dollenme gergeklesmis ise kusurlu embriyo gelisimi beklenen
bir durumdur. Bu nedenle DNA hasar1 durumu, spermin délleme potansiyelini ve
embriyo saghigimi degerlendirmede bir belirteg olarak kullanilabilir (Collins, 2004).
DNA hasarinin, bir¢ok tath su balig1 balig: tiiriinde déllenme oraninin azalmasina ve
anormal gelisim gosteren larva sayilarinda artisa yol acacag diisiiniilmektedir. Sperm
DNA hasar1 ile sper motilitesi ve membran biitiinliigli arasinda negatif korelasyon
tespit edilmistir (Cabrita vd., 2001; Gwo vd., 2003; Pérez-Cerezales vd., 2011).

Dondurulmus spermin degerlendirilmesinde DNA durumunun ortaya
konulmasi, kriyoprezervasyonun ticari Olgekte uygulanmasi i¢in ya da sperm
bankalarinda saklanan &rneklerin degerlendirilmesi i¢in onemlidir. Ciinkii genetik
bilgi kayb1 ya da bu hasarla iligkili larva anormalliklerinin ortaya ¢ikmasi istenilen bir
durum degildir (Labbe vd., 2001; Zilli vd., 2003; Cabrita vd., 2005).

Kriyoprezervasyon oncesi ve sonrasindaki DNA membran biitiinliigiiniin yani
sira plazma zarinin veya seminal plazma iceriginin bilesimindeki degisiklikler, hasarin

diizeyini etkileyebilmektedir (Martinez-Paramo vd., 2009).
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Sperm DNA hasarinin belirlenmesinde bir¢ok metot kullanilmaktadir. Bu
metotlar ile elde edilen sonuglar arasinda ¢ok giiclii bir iligski vardir. Son zamanlarda
diisiik seviyedeki DNA hasar diizeylerinin bile hassas bir sekilde belirlenebilmesi, az
sayida hiicre ile analizin gerceklestirilebilmesi, ekonomik olmasi, sonuglarin kisa
siirede elde edilebilmesi ve degerlendirilmesi gibi nedenlerden dolayr DNA hasar
tespitinde SCD yonteminin (sperm kromatin dagilimi, sperm chromatin dispersion,
SCD) kullanimi1 giderek yayginlasmaktadir. SCD testi, denatiire edilmis hasarl
DNA’dan dolay1 olusan karakteristik hale seklindeki yapinin, normalden daha biiyiik
capli goriintiilenmesine dayanir. SCD testi, basit, hizli, dogru, tekrarlanabilir ve kisa

stirede sonug verebilen metottur (Chohan vd., 2006).

1.5. Onceki Cahsmalar

Son  donemlerde  baliklarda  sperm  kriyoprezervasyonu,  sperm
kriyoprezervasyonunda antioksidan kullanim1 ve kriyprezerve edilmis spermde
goriilen DNA hasarlar1 konularindaki arastimalara odaklanilmistir.

Balik spermin kriyoprezervasyonunda zamana bagli sogutma islemi 6nemini
belirlemek i¢in yapilan bir ¢alismada ¢ipura sperminin dondurulmasinda sogutma
oran1 1°C’den -100 °C’ye kadar dakikada 10 °C indirilmesinin uygun olacagi
belirlenmistir. Cipura spermi kriyoprezervasyonunda % 10’nun altindaki dimetil
stilfoksit (DMSO) konsantrasyonlarinda daha iyi motilite oranlar1 elde edilmistir
(Fabbrocini vd., 2000).

Engin (2012), cipura sperm kriyoprezervasyonunda ticari ekstender (IMV)
kullanmis (% 10 DMSO) ve 1. ayda % 72,7+0,35 gibi yiiksek bir motilite degeri elde
etmistir.

Cipura sperminin dondurma protokoliinii optimize etmek ve daha
ekonomik/verimli sonuglar elde etmek i¢in Ozgoray ve Akgay (2020), seyreltici olarak
Ringer soliiyonunun kullanimini énermislerdir. Ayrica %10 DMSO’in % 10 etilen
glikol (EG) ve % 10 dimetil asetamid (DMA)’e gore daha uygun kriyoprotektan
oldugunu belirtmislerdir. Dondurulmus spermin ¢ézdiirme sicakligi 26 °C'de 20 sn
olarak 6nermislerdir. Bu sicaklikta motilite degerini % 69,37 olarak bulmuslardir.

Liu vd. (2007), % 15 DMSO kullanarak P. major spermini Kkriyoprezerve

etmistir. Coziildiikten sonra sperm motilitesi, dollenme oran1 ve yumurtadan ¢ikma
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orani sirastyla % 81.0, % 92.8 ve % 91.8 olarak bulmustur.

Chenvd., 2010, P. major iizerine yaptiklari bir calismada 1-73 ay depolamadan
sonra sperm motilitesinin kademeli olarak % 87,67'den % 50.67'ye diistiigiinii
belirlemistir. Spermin dolleme orani ise 26. ayda (% 60,33) olurken 73 ay saklanan
spermlerde dolleme orant % 39,56 olarak bulunmustur.

Zilli vd. (2005), levrek spermlerinin uzun siireli muhafazasinda 1:3 (sperm
hacmi/ekstender) oranindaki seyreltmede % 95 motilite oranini bildirmistir.

Eszter Kasa (2017), Eurasian perch spermini dondurmus ve ¢6zdiirme sonrasi
% 26,4'liik bir hayatta kalma orani ile % 2,45'lik bir dollenme orani elde etmistir.

Dreanno vd. (1997), Atlantik kalkan baliginda yapmis olduklar1 ¢aligmada
spermlerin dondurulmasinda % 15 DMSO’de, gliserol, etilen glikol ve metanole gore
en yliksek motilite degerini (63,3+4,6) elde etmislerdir. Ayrica bu ¢alisma sonunda
kalkan spermlerinde 1:2 (sperm hacmi/ekstender) seyreltme oraninin, 1:1, 1:4 ve 1:9
oranlarina gore en yiiksek hareketlilik degerini verdigi belirtilmistir. Dondurulmus
spermlerin 40 °C’deki ¢ozdiirme isleminde elde edilen hareketlilik yilizdesi 20 °C ve
30 °C’ye gore yiiksek olmustur. Yine bu ¢calismanin sonuglarina gore payetlere ¢ekilen
spermin kademeli sogutulmasi i¢in sivi azot yiizeyinde 6,5 cm mesafede tutulduktan
sonra depolanmasi onerilmektedir.

Chereguini vd. (1997), kalkan baligr sperminin kisa siireli muhafazas1 ve
dondurulmast c¢alismalarinda; kisa siireli muhafazayr 0-15 °C arasinda
onermektedirler. Ayrica dondurma/cézdiirme sonrasi yiiksek hareketlilik degeri igin
sakkaroz soliisyonu ile % 10 DMSO ve % 10 yumurta sarist kullanim1 gerektigini
bildirmiglerdir.

Suquet vd. (1998), kalkan balig1 spermini dondurduktan 9 ay sonra ¢ézdiirmiis
ve dolleme ¢aligmasi yapmislardir. Bu calismanin sonucuna gore taze sperm ile
dondurulmus/cozdiiriilmiis spermin dolleme kapasitesi arasinda fark istitiki olarak
onemli bir fark bulunamamistir. Ayrica ¢ikan larvalarin yasam oranlar1 da benzer
bulunmustur.

Chereguini vd. (2003), 49 kalkan baliginin spermlerini dondurmus ve daha
sonra c¢ozdirerek dolleme calismast (n=1153) gerceklestirmistir. Bu calismada
dollenme oranlar1 % 69,2’nin {izerinde bulunmustur.

Chen vd., (2004), iki farkli extender ile % 10 DMSO kullanarak kalkan
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spermlerini 1,8 mL’lik kriyoviyallere doldurarak dondurmuslardir. Ortalama doéllenme
oranin1 % 70,1+8,9, yumurtadan ¢ikis oranini ise % 46,8+5,2 olarak bildirmislerdir.
Bu sonuglar taze spermlerle yapilan dolleme calismasi sonuglarn ile benzerlik
gostermistir.

Atlantik halibut (Hippoglossus hippoglossus) sperminin dondurulmasi, uzun
siire depolamasi (3 ay) ve ¢ozdiirme sonrasinda dolleme basarist en yliksek % 10
DMSO ile dondurulup saklanmis grupta tespit edilmistir (Ding vd., 2011).

Mounib (1978), morina spermini -196 °C'de dondurarak depolamis ve daha
sonra ¢ozdiirme islemi yaparak gergeklestirdigi déllemede % 80-89'luk bir oran elde
etmistir.

Mezgit (Melanogrammus aeglefinus) ve Atlantik coddan (G. morhua) alinan
spermler, DeGraaf ve Berlinsky (2004) tarafindan % 10 DMSO kullanilarak
dondurulmus ve depolanmistir. Cozdlirme sonrasinda yapilan degerlendirmede
motilite oranlarini sirastyla % 63,0 ve % 66,0 olarak belirlemislerdir. Bu ¢alismanin
neticesinde cod balig1 sperminin uzun silire dondurularak saklanabilecegini ve
coziildiikten sonra da yumurtalar1 dolleyebilecegini ortaya konmuslardir.

Rideout (2004), propilen glikol (PG), DMSO ve gliserol kullanarak mezgit
balig1 ve Atlantik cod spermini dondurarak saklamistir. PG kullanilan grupta %62,5
ve 9%56,3'lik bir hayatta kalma orami goriims, bu da PG'nin diger antifriz
reaktiflerinden daha iistiin oldugunu gostermistir.

Atlantik cod spermi farkli antifriz ajanlar1 ile dondurularak saklanmis, ancak
PG kullanildiginda spermin daha yiiksek hayatta kalma oranina (% 66) sahip oldugu
goriilmiistiir (Butts vd., 2011).

Salmonidlerde bir¢cok calisma yapilmistir. Bu calismalarin ¢ogu da ticari
oneminden ve diinyada yetistiriciligi yaygin olarak yapilmasindan dolayr gokkusag:
alabaligi (O. mykiss) {izerinde yapilmistir. Ayrica kaynak alabaligi (Salvelinus
fontinalis) ve alp alabalig1 (S. alpinus) iizerine de birgok caligma bulunmaktadir
(Kutluyer, 2014).

Coho somonu (Oncorhynchus kisutch), Chinook somonu (O. tshawytscha) ve
gokkusagi alabaligi (O. mykiss) spermlerinin dondurularak saklanmasi ve
¢Ozdiiriilmesi sonrasinda yapilan dolleme c¢alismasinda dollenme orant % 29-83

arasinda bulunmustur.
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O. gorbuscha ve Salmo trutta’nin da dondurularak saklanmasi ve ¢ozdiiriilmesi
sonrasinda déllenme oran1 % 44-85 arasinda bulunmustur (Yongsheng vd., 2020).

Yang (2018), Atlantik somonu (S. salar) sperminin dondurularak saklanmasi
ve tasinmasi konusunda bir yontem gelistirmek i¢cin Ringer ve % 10 metanol kullanmis
ve bu ¢alismada % 36'lik bir sperm hayatta kalma orani elde edilmistir.

Su ana kadar ondan fazla orfoz tiirlinden alinan spermler dondurularak
saklanmistir. Bunlarin bazilari; seven orfoz (Epinephelus septemfasciatus), dev orfoz
(Epinephelus lanceolatus), kirmiz1 benekli orfoz (Epinephelus akaara), gélgeli orfoz
(Epinephelus marginatus), uzun disli orfoz (Epinephelus bruneus), kara orfoz
(Epinephelus malabaricus) yagli orfoz (Epinephelus tauvina) turuncu benekli orfoz
(Epinephelus coioides), kelp orfoz (Epinephelus moara) ve kahverengi-mermer orfoz
(Epinephelus fuscoguttatus)’dur (Imaizumi vd., 2005; Cabrita vd., 2008; Kiriyakit vd.,
2011; Qi vd., 2014; Tian vd., 2015; Ahn vd., 2018; Yusoff vd., 2018). Bu tiirlerin
sperm kriyoprezervasyonunda genellikle % 5-15 DMSO veya % 8-15 PG
kullanilmigtir. E. marginatus (% 36,8) disinda, bu tiirlerde kriyoprezervasyon sonrast
sperm aktivitesi % 57,24 (E. moara) ile % 99,5 (E. bruneus) arasinda degismektedir
(Tian vd., 2017).

Mersin baligi tiirlerinden mersin morinasi (Huso huso), ¢uka baligi (Acipenser
ruthenus), Sibirya, Avrupa ve Rus mersin baligi (A. baeri, A. sturio, A. gueldenstaedii),
gibi ticari dneme sahip olanlarin yan sira nesli tehlike altinda olan tiirlerde de sperm
dondurma protokolleri gelistirilmis ve basari ile uygulanmistir. Mersin baliklarinin
sperm dondurma deneylerinde, DMSO'nun kriyoprotektan olarak kullanilmasi, en
yiiksek ¢ozlilme sonrasi motilite ile sonuglanmasina ragmen, fertilizasyon yiizdeleri
bakimindan en yiiksek sonug % 5 metanol kullanildiginda elde edilmistir (Horvath vd.,
2008).

Tatli su baliklarinda, proteinler (BSA) veya lipoprotein (yumurta sarisi1) gibi
niifuz etmeyen kriyoprotektanlar, plazma zarinin zarar gérmesini 6nlemek i¢in yaygin
olarak kullanilmistir (Nynca vd., 2014).

Han vd. (2015), kalkan baligi spermindeki oksidan ve antioksidanlarin
konsantrasyon ve aktiviteleri ile sperm kalitesine etkilerini incelemistir. Elde ettikleri
sonuglar, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon rediiktaz (GR), iirik asit,

vitamin E (VE) ve vitamin C (VC)'nin seminal plazmada spermatozoadan daha fazla
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oldugunu gostermistir. Her birinin varyasyonu kendine 6zgii degisim sergilemistir.
Seminal plazmada, SOD ve GR'nin aktivitesi 30 Kasim'dan 15 Aralik'a kadar
yiikselmis ve ardindan 30 Aralik'ta azalma egilimi gostermistir. Hem VC hem de tirik
asit konsantrasyonlar1 ise 30 Aralik'ta artmistir. 30 Aralik'ta seminal plazmadaki
oksidanlar en yiiksek seviyeye ulasmis laktik asit (LA) ve ATP seviyeleri ise en diisiik
seviyeye inmistir.

Shaliutina-Kole$ova vd. (2013), ¢alismalarininda Rus mersin balig1 (Acipenser
gueldenstaedtii), Sibirya mersini (A. baerii), sazan (C. carpio) ve dere alabaliginin (S.
fontinalis) spermatozoalarinda antioksidan savunma diizeylerinin normalden daha
yiiksek oldugunu bulmuslardir. Ek olarak, spermatozoa ve seminal plazmada oksidatif
stres yanit1  dilizeylerinde  farkliliklar  gbzlemlemislerdir.  Analiz  edilen
antioksidanlardan spermatozoada glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitesini, dere
alabaliginda 12,56+3,23 mU/mg ve Rus mersin baliginda 11,56+3,12 mU/mg olarak
bulmuslardir. Seminal plazmada ise sirasiyla 6,81+1,56 mU/mg ve 9,56+3,12 mU/mg
olarak tespit etmislerdir. Seminal plazmanin antioksidan sistemi spermatozoanin
antioksidan sistemine gore ROS kaynakli potansiyel olarak metabolik veya
fonksiyonel bozukluklara ve sperm hareketliliginde daha fazla bir azalmaya neden
olabilecegini ifade etmislerdir.

Lahnsteiner vd. (2011), brook alabalig (S. fontinalis) sperminin dondurularak
saklanmasinda sulandiricilara 1,5 mmol/l glutatyon eklenmesinin ¢ozdiirme sonrasi
spermin yiizme hizin1 arttirdigini ve % 76,3'liik bir déllenme orani ile sonuglandigini
bildirmistir.

Kutluyer vd. (2015), bir akvaryum balig1 olan goldfish (C. auratus) sperminin
dondurulmasinda seyrelticiye L-metionin eklemenin ¢6zdiirme sonrasinda sperm
motilite hiz1 ve siiresinde 6nemli bir artisa neden oldugunu gdstermislerdir. En iyi
L-metionin konsantrasyonunu ise 1,5 mM olarak belirlemislerdir. Ayrica L-metionin
igeren sulandirict kullanilmasi kontrol grubuna gore DNA hasarini azaltmstir.

Ogretmen vd. (2015), sazan (C. carpio)'da sisteinin dondurma/¢oziilme sonrasi
sperm motilitesi, sperm motilite siiresi, DNA hasar1 ve dollenme iizerindeki etkilerini
incelemislerdir. Sistein 2,5 mM, 5 mM, 10 mM ve 20 Mm konsantrasyonlar1 igeren
sulandiricilarla sperm 6rneklerini kriyoprezervasyona tabi tutmustur. Bu ¢alismanin

sonuglarina gore sistein konsantrasyonundaki artigin sazan balig1 sperm motilite hizi
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ve sliresinde Onemli bir artisa neden oldugu tespit edilmistir. Tim sistein
konsantrasyonlar1 karsilagtirildiginda, en iyi sistein konsantrasyonu 20 mM olarak
belirlenmistir. Bu konsantrasyonda en yiiksek motilite (% 76,00+1,00) ve dollenme
(% 97,00£1,73) elde edilmistir. Ayrica sistein ilavesi, dollenme ve kulugka oranini
arttirmig ve DNA hasarini azaltmistir. Yapilan bu ¢alismanin sonuglarina gore sazan
balig1 sperminin dondurulmasinda sulandiricilara sistein eklenmesi tavsiye edilmistir.

Martinez- Paramo vd. (2013) iki kiikiirt iceren amino asit, taurin ve
hipotaurinin Avrupa levrek sperminin dondurularak saklanmasi iizerindeki etkilerini
inceledikleri ¢galismada, sulandiricilara 1 mM taurin ve 1 mM hipotaurin eklenmesinin,
cozdiirme sonrasi sperm kalitesini ve sperm motilitesini iyilestirdigini ve DNA
hasarin1 azalttigin1 bildirmislerdir. 1 mM hipotaurin ilaveli sulandiricinin sperm
motilitesini (% 30,1£3,2) ve 1 mM taurin ilaveli sulandiricinin ise sperm hizin1 kontrol
grubuna gore arttirdign (18,1£2,6 1lm/s) bildirilmistir. Ayrica taurin ve hipotaurin
ilaveli sulandiricilarin kullanildig1 spermlerde kontrole kiyasla (% 55,7+0,8) 6nemli
Olciide daha az (sirasiyla 52,8+0,9 ve 51,84+0,9) DNA hasar1 olmustur.

Kutluyer  (2014), gokkusagi  alabaligt  (O. mykiss)  sperminin
kriyoprezervasyonunda sulandiricilara antioksidan ilavesinin etkisini belirlemek
amactyla calisma yapmistir. Bu calismada standart sulandirici ve bu sulandiriciya
farkli antioksidanlar (katalaz, superoksit dismutaz, peroksidaz, okside glutatyon,
redukte glutatyon, L-metiyonin, iirik asit, L-askorbik asit, a-tokoferol, B-karoten ve
karnitin) eklenerek 12 farkli grup olusturulmustur. C6zdiirme sonucunda, L-metiyonin
ve Urik asit ilavesinin motiliteyi arttirdigi (p<0,05), a-tokoferol ve {irik asit ilavesinin
motilite stiresini arttirdig1 (p<0,05), 1., 3. ve 6. ay sonunda ¢6zdiirme sonrasinda elde
edilen bulgularda siireye bagli olarak motilite ve motilite siiresinin diistiigi
belirlenmistir. Ayrica yumurta dollenme ve agilma oranlarinin, kriyoprezerve edilen
sperm ile dollenenlerde taze sperm ile dollenenlerden diisiik oldugu bildirilmistir. Bu
caligmanin sonuglarina gore, sulandiricilara antioksidan ilavesinin gokkusagi
alabaliginin sperm kriyoprezervasyonunda sperm parametrelerini olumlu etkiledigi
bildirilmis ve antioksidan kullanim1 onerilmistir.

Liu vd. (2014), P. major sperminin dondurulmasinda alt1 farkli antioksidanin
¢ozdiirme sonras1 sperm hareketliligi, canliligi, zar biitlinliigli ve mitokondriyal

fonksiyon tiizerindeki etkilerini bilgisayar destekli sperm analiz sistemi ve akis
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sitometrisi ile degerlendirmistir. Bu ¢aligmanin sonuglarina gore en yiiksek motilitenin
100 mM trehalozda (% 78,34+3,41) ve 50 mM taurin'de (% 77,46+1,54), ardindan 25
mM C vitamininde (% 79,03+5,37) meydana geldigini bildirmislerdir. Ayrica 25 mM
E vitamini (% 69,64+1,64) ve 25 mM A vitamini (% 78,89+2,81) dahil biitiin
antioksidan ilaveli sulandiricilar ile yapilan dondurma/¢ozdiirmelerde kontrol
(% 66,80+5,55) gurubuna gore daha yiiksek sperm hareketliligi tespit edilmistir.
Sonug olarak, bu ¢alismada 100 mM trehaloz ve 50 mM taurin antioksidanin, P. major
sperminin ¢6zdiirme sonrasi kalitesini iyilestirmede en belirgin koruyucu etkiyi
sagladigini gostermislerdir.

Lufio vd. (2014), boar sperm dondurmasinda antioksidan olarak RA kullanilan
grubun ¢ozdiirme sonrasinda sperm hareketliliginin kontrol grubuna gore anlamh
derecede yiiksek oldugunu bildirmislerdir.

Yeni vd. (2018), boga spermimde yapmis olduklar1 ¢alisgmada RA 25 ve
RA 50 pg/mL dozlarmin spremin antioksidan aktivitesini arttirdigini ve sperm
hiicrelerinde MDA ve kromatin hasar1 miktarini azalttigin1 bildirmislerdir.

Yapilan literatiir taramasinda Rozmarinik asit, Urik asit ve Taurinin gibi
antioksidanlarin kalkan baligi sperminin dondurma/¢ézdiirme sonrasi sperm kalite
parametrelerine etkilerine yonelik bir ¢alismaya rastlanmamaistir. Bu tez ¢alismasinda
25, 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonundaki ii¢ farkli antioksidanin etkin dozunun

belirlenmesi amaglanmustir.
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2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Materyal

2.1.1. Arastirma Yeri

Bu tez calismas1 Mayis 2021 ile Haziran 2022 tarihleri arasinda T.C. Tarim ve
Orman Bakanligi, Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel Miidiirligi
(TAGEM)’ne bagh Su Uriinleri Merkez Arastirma Enstitiisii (SUMAE) Miidiirliigii
deniz  baliklar1  kulugkahanesi ve Ureme Fizlolojisi ~ Laboratuvarinda
gerceklestirilmistir (Sekil 3). Ulkemizde kalkan baligi iiretimi sadece SUMAE
blinyesinde bulunan deniz baliklar1 kuluckahanesinde gerceklestirilebilmektedir.
SUMAE deniz baliklar1 kulu¢kahanesine karadan 200, 400 ve 800 m agiktan; 18, 40
ve 58 m derinlikten deniz suyu alim1 yapilmaktadir. Her bir hat 80 m*/saat kapasite ile
calisabilmektedir. Farkli derinliklerden alinan deniz suyu, balik bulunan tanklara
verilmeden once 50 p’a kadar filtre edilmektedir. Yumurta inkiibasyonu veya yavru
biiyiitme asamasinda ise deniz suyu 1 p’a kadar filtre edilip ultraviyole (UV) lamba

sisteminden gegirilip dezenfekte edilerek kullanilmaktadir.

a: SUMAE deniz baliklar1 {initesi, b: Kriyoprezervasyon laboratuvari

Sekil 3. Arastirma tiniteleri

2.1.2. Arastirmada Kullanilan Damizhik Materyali

Calismada SUMAE Deniz Baliklar1 kulugkahanesinde iiretilen ve damizlik
olarak belirlenmis 5 yasinda 40 adet erkek ve 3 adet disi Karadeniz kalkan Baligi
kullanilmustir (Sekil 4).
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a: Ustten goriiniis, b: Alttan goriiniis
Sekil 4. Karadeniz kalkan balig;

2.1.3. Damizliklarin Muhafazasi ve Kullanilan Diger Malzemeler

Calismada kullanilan damizlik kalkan baliklart 15 m? tanklarda muhafaza
edilmistir. Baliklarin boy dl¢iimleri i¢in 1 mm hassasiyetli 6l¢ltim tahtasi, agirliklarinin
belirlenmesinde ise 1 g hassasiyetli elektronik terazi kullanilmistir. Disi bireylerin
hormon uygulamasina uygun olup olmadigina karar vermek i¢in gerekli olan oosit
ornekleri alimi i¢in i¢ ¢apt 1,5 mm olan kateter ve oositlerin muhafazasi i¢in 5 mL
hacimli cam siseler kullanilmistir. Pelet formda hormon hazirlamak i¢in toz halinde
luteinizan hormonu salgilatma hormon tiirevi (LHRH-a Sigma L4513), kakao yagi,
kolesterol, etanol, pipet, porselen havan, havaneli, el ¢ekici, hassas terazi ve

deliklerinin i¢ ¢ap1 3 mm olan peletleme kalib1 kullanilmistir.

2.1.4. Sperm Kalite Kriterleri Belirlenmesinde Kullanilan Materyaller
Calismada kullanilanacak olan spermlerin toplanmasinda 1 mL steril siringa
kullanilmigtir. Spermleri degerlendirme asamasina kadar muhafaza etmek amaciyla
icerisinde kuru buz kaliplar1 bulunan strafor kutular tercih edilmistir. Sperm 6zellikleri
SCA (Sperm Class Analyser) V.5.4. Nikon Eclipse CI mikroskop negatif faz kontrast
objektif mikroskopta gerceklestirilmistir. Spermin CASA’da goriintiileme ve analizi
icin 10 pl derinlikli Makler chamber kullanildi. Spermatokrit oraninin belirlenmesi
i¢in mikro-hematokrit kapillar tiipler (75 mm uzunlugunda, i¢ ¢cap1 1 mm ve 0,1 mL
kapasite), santrifiij, hesaplama cetveli, spermatozoa yogunlugunun hesaplanmasi i¢in
seyreltme pipeti ve thoma lami kullanilmistir. Spermin pH degeri indikator kagidi
(Merck 5,5-9,0), ozmolaritesi Gonotec Osmomat 3000 cihazi ve hareketlilik stiresi

hassas kronometre (1/100sn) ile l¢tilmistiir (Sekil 5).
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a: pH indicator kagidi, b: Kapiller tiip, c: Santrifiij, d: Seyreltme pipeti,
e: Thoma lami, f: Ozmolarite 6l¢iim cihazi
Sekil 5. Sperm kalite paremetrelerinin belirlenmesinde kullanilan bazi materyaller.

2.1.5. Sperm Kriyoprezervasyon Materyali

Spermlerin dondurulmasi ve muhafazasi siirecinde falkon tiipler (15 ve 50 mL),
mikro pipet, 0,25 ve 0,5 mL’lik payet, pens, cimbiz, mikropipet, polivinil alkol, beher
(500 mL), koruyucu eldiven ve gozliik, sivi azot (-196 °C), kanister, sperm muhafaza
tank1 (IMV TR-26) kullanilmigtir. Ayrica spermin dondurulmaya hazir hale getirilmesi
i¢in: NaCl (sodyum chloride), KCI (potasyum chloride), MgCl. (magnesium chloride),
NaH2PO4 (sodium phosphate monobasic), NaHCOz (sodium bicarbonate), HEPES
(sodium salt), Glucose, DMSO (dimetil siilfoksit) antioksidan olarak iirik asit, taurin

ve rozmarinik asit kullanilmistir.

2.1.6. Yumurta Sagim ve Inkiibasyonu
Yumurta sagimi ve inkiibasyonu i¢in sagim masasi, 1slak havlu, plastik kap,
yumurtalarin inkiibasyonu i¢in 1000 mL’lik cam beherler ve sicakligi ayarlanabilir

inkiibatorler kullanilmistir.
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2.2. Yontem

2.2.1. Damuzhik Yo6netimi

Calismada kullanilacak damizlik bireyler belirlenirken tlire 6zgli viicut
formuna sahip, biiyiime performansi ve genel saglik durumu iyi olan baliklar rastgele
secilmistir. Baliklar tanklarda m? ‘ye 6-8 kg olacak sekilde muhafaza edilmistir ve su
degisimi giinliik glinde 10 kez olacak sekilde ayarlanmistir. Damizliklar haftada ii¢ kez
dogal habitatinda en fazla tercih ettigi mezgit, barbun, hamsi gibi yas yem ile doyana
kadar beslenmislerdir. Kalkan baligi bir dip baligi olmasi nedeniyle genellikle tank
zemininde hareketsiz olarak (beslenme faaliyeti haricinde) yasamini siirdiiriir. Bu
nedenle damizlik muhafaza tankinin zemin temizligine 6zellikle dnem verilmis ve
giinliik temizlik yapilarak yas yem ve fekal artiklar uzaklastirilmigtir. Ayrica her ay
diizenli olarak tanklar basingli su makinesi ile yikanmis ve kimyasal ajanlarla

dezenfekte edilmistir.

2.2.2. Sperm Toplama

Calismada sperm kalitesini belirlemek ve kriyoprezervasyon islemi igin gerekli
olan sperm materyalinin toplanmasi 6ncesinde baliklarin tirogenital bolgesi tatli su ile
yikandiktan sonra kurulanmigtir. Testislerin oldugu bdlgeye hafifce baski yapilarak
balikta sperm olup olmadigi kontrol edilmis ve kanallardaki {ire ile viicut sivisi hafif
baski ile bosaltilmistir. Daha sonra, abdominal masaj yapilarak viicut disina ¢ikmasi
saglan sperm 1 mL’lik steril siringaya Sekil 6°da gosterildigi gibi alinmigtir. Alinan
sperm Ornekleri, icerisinde kuru buz bulunan kutuya konarak (+4 °C) muhafaza edilmis

ve laboratuvar ortamina taginmaistir.

Sekil 6. Kalkan baligindan sperm toplama islemi
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2.2.3. Sperm Kalitesinin Belirlenmesi
Calismada kullanilan kulugkahane kokenli 5 yasindaki Karadeniz kalkan
baliklarinin tamaminda iireme doneminde (Mayis) sperm kalite parametreleri

incelenmistir. Her bir balik i¢in biitlin parametreler {i¢ tekerriirlii gergeklestirilmistir.

2.2.3.1. Sperm Kalite Parametreleri

Sperm kalite parametre Olgiimleri; taze ve c¢ozdiriilen O6rneklerde CASA
sistemi kullanilarak gergeklestirilmistir (Sekil 7). Sperm 10 um derinliginde Makler
¢emberinde 1:400 oraninda seyreltilip sperm 1sisindaki steril deniz suyu ile aktive
edilip 10. ve 60. saniyelerde analiz edilmistir. CASA sisteminde 9 sperm O6zelligi
belirlenmistir. Bunlar:

1. MOT, hareketli sperm orani (%)

2. VCL, egrisel hareket hizi (um/s)

3. VAP, ortalama hiz (um/s)

4. VSL, dogrusal hareket hizi (um/s)

5. LIN, lineerlik (VSL/VCL x 100) (%)

6. WOB, titresim indeksi oran1 (%)
7. STR, dogrusallik (VSL/VAP x100) (%)
8. ALH, yatay yer degistirme (um)
9

. BCF, sperm vurus frekansi (Hz) dur.

Sekil 7. Sperm kalite parametre ol¢iimlerinin gergeklestirildigi CASA sistemi
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2.2.3.2. Sperm pH’s1 ve Hareketlilik Siiresi

pH, taze spermden bir damla indikatdr kagidina damlatilip yayildiktan sonra
kagidin renk degisimine goére skalaya bakilarak belirlenmistir. Sperm mikroskop
altinda aktive edildikten sonra sperm canliligin1 kaybedinceye kadar gegen siire

spermin hareketlilik siiresi olarak, saniye cinsinden, kaydedilmistir.

2.2.3.3. Spermatokrit Oram ve Konsantrasyonu

Spermatokrit orani, mikro-hematokrit kapillar tiiplere ¢ekilen sperm 6rneginin
santrifiijlenmesi (12000 rpm, 10 dakika) ile sperm sivist ve spermin ayrilmasi
saglanarak belirlenmistir. Sperm yogunlugu hemositometrik yontemle belirlenmistir.
Sayim i¢in seyreltme pipetine ¢ekilen 1 birim sperm iizerine 100 birim saf su ilave
edilerek spermin seyreltilmesi saglanmistir. Daha sonra bir damla seyreltilmis sperm,
lam (Thoma haemocytometer, derinlik 0.1 mm) iizerine damlatilarak lamel ile
kapatilmistir. Mikroskop altinda lam {izerinde bulunan 16 karedeki sperm miktari
sayillmis ve sperm yogunlugu (mL™?) = 1000 x sayilan sperm miktar1 / (alan, mm?) x
(derinlik, mm) x seyreltme orani formiilii ile hesaplanmistir. Sonuglar x10°

spermatozoa/mL olarak kaydedilmistir (Polat vd., 2014).

2.2.3.4. Sperm Ozmolaritesinin Belirlenmesi

Taze spermdeki hareketlilik (motilite) birgok balik tiiriinde dis ortamin
ozmolaritesine baghdir. Hiicre i¢inde olusan iyon konsantrasyonu degisimi Ve
disaridaki ozmotik basing sperm motilitesini etkilemektedir (Cabrita vd., 2009). Taze
spermin ozmolaritesini belirlemek i¢in eppendorf tiipe alinan 50 pl 6rnek Gonotec

Osmomat 3000 cihaz1 ile mOsm/kg cinsinden Ol¢tilmiistiir.

2.2.4. Sperm Kriyoprezervasyonu ve Antioksidanlar

Sagimla elde edilen ve spermatolojik oOzellikleri belirlenen spermin
kriyoprezervasyonu icin ekstender olarak kalkan ringer soliisyonu (KRS)
kullanilmigtir. Sulandiricinin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar Tablo 6’da
verilmistir. Kriyoprezervasyonda motilite degeri % 90’nin {izerinde olan spermler
kullanilmistir. Dondurma isleminde sperm, 1:9 (sperm:ekstender) oraninda
seyreltilmis ve kriyoprotektan olarak % 10 DMSO kullanilmistir (Chen vd., 2004).
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Tablo 6. Kriyoprezervasyon da kullanilan standart sulandirict (KRS)

Kimyasallar Miktar (mM/L) Kimyasallar Miktar (mM/L)
NaCl 150 NaHCO3 7.0
KCI 2,5 Glukoz 2,8
CaCl; 3,5 Hepes 9,8
MqCl, 0,9 pH 7.4

Tablo 7’de yer alan antioksidanlar seyreltilen spermlere belirlenen dozlarda
ilave edildikten sonra 0,5 mL semen tiiplere (payet) doldurulmus ve agik uglari
polivinil alkol ile kapatilmistir. Tim bu islemler yapilirken kullanilan biitiin
malzemenin temiz ve sperm 1s1s1 ile ayni olmasi saglanmistir. Payetler celik levha
tizerine sirayla yerlestirildikten sonra sivi azot (-196 °C) dolu kabin 6,5 cm yiizeyinde
azot buharinda 15 dakika bekletilmis ve silire sonunda sivi azot igine konarak
dondurma islemi gerceklestirilmistir. Dondurulmus spermin uzun siire depolanmasini
saglamak amaciyla payetler kanisterlere konarak etiketlenmis ve depolama tankina
yerlestirilmistir. Dondurulmus sperm 6rneklerinin ¢6zdiirme islemi payetler 40 °C’de

5 saniye su banyosunda tutularak gergeklestirilmistir.

Tablo 7. Calismada kullanilan antioksidanlar ve dozlar

Antioksidanlar Kullanim Dozlar1 (ug/mL)

Urik Asit 25 50 100
Taurin 25 50 100
Rozmarinik asit 25 50 100

2.2.5. DNA Hasarinin Belirlenmesi

Antioksidanlarin DNA hasarina etkisini belirlemek icin taze ve antioksidan
ilave edilip ¢ozdiiriilmiis spermler slayt lizerine sabitlenmis ve CASA’da DNA hasari
diizeyleri belirlenmistir. Slaytlarin hazirlanmasi igin DNA hasar analizi kiti (GoldCyto
Sperm DNA kit) kullanilmistir (Fernandez vd., 2003). Slaytlarin hazirlanmasi
asagidaki basamaklar takip edilerek yapilmstir.

1- Lizis ¢ozeltisinin oda sicakligina (22 °C) ayarlanmasi.

2- Sperm (dondurululmus/¢ozdiiriilmiis ve taze) numunesinin kiiltiir

besiyerinde mililitre basina 5-10 milyon adete seyreltilmesi.
3- Agarozun suda 5 dakika boyunca 90-100 °C'de eritilmesi.

4- Agaroz 37 °C'de tutulan sicaklik kontrollii bir su banyosuna aktarilmasi ve
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sicaklik esit oluncaya kadar 5 dakika bekletilmesi.

5- Agaroz eppendorf'a 30 mikrolitre semen 6rnegi eklenip karistirilmasi.

6- Agaroz eppendorf'tan hiicre siispansiyonunun lama yerlestirilmesi.

7- Slaytlarin 4 °C'de buzdolabina konularak numunenin bu ortamda 5 dakika
boyunca jelde bekletilmesi.

8- Slaytin asit denatiirasyon ¢0zeltisine yatay bir pozisyonda batirilip oda
sicakliginda (22 °C) 7 dakika inkiibe edilmesi.

9- Slaytin 5 mL temperlenmis lizis ¢6zeltisi iceren bagka bir inkiibasyon
tepsisine yerlestirilmesi ve 25 dakika inkiibe edilmesi.

10- Lizis ¢ozeltisini yitkamak i¢in slaytin bol damitilmis su i¢eren bir tepsiye
yatay olarak yerlestirilmesi ve 5 dakika boyunca inkiibe edilmesi.

11- Slaytin yatay olarak % 70 etanol (2 dakika), ardindan% 90 etanol (2
dakika) ve son olarak % 100 etanol (2 dakika) i¢eren bir tepsiye
yerlestirilmesi.

12- Oda sicakliginda kurumaya birakilmasi.

13- Slaytlarin A —TA soliisyonunda inkiibe edilmesi (1 dakika).

14- Slaytlara B-TB soliisyonunun uygulanmasi (2 dakika).

15- Slaytlarin suyla yikanarak, oda sicakliginda kurumaya birakilmasi.

16- Mikroskop altinda slaytlarin renk seviyesinin kontrol edilmesi.

Her bir tekerriirden 500’er sperm DNA hasar1 belirlemek icin incelenmistir.
Biiyiik haleye sahip spermler DNA hasarsiz (1 ve 2) ve kiigiik haleye sahip olan
spermler ise DNA hasarl: spermler (3, 4 ve 5) olarak degerlendirilmistir (Sekil 8).

® 0

2 3 4 5

1 ve 2: DNA hasarsiz sperm, 3, 4 ve 5: DNA hasarli sperm
Sekil 8. Sperm DNA hasar durumu
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2.2.6. Yumurta Eldesi ve Dolleme Calismalar:

2.2.6.1. Hormon Hazirlama ve Uygulama

Calismada dondurulmus spermin ¢ozdiirme sonrasi dolleme kabiliyiyetinin
belirlenmesinde kullanilacak olan yumurtalarin eldesi i¢in disi bireylere pellet formda
LHRH-a hormonu uygulanmistir. Sentetik LHRH-a hormonu 5 mg tartilarak seramik
havan igerisine konulduktan sonra lizerine 1 mL % 60’11k etanol ilave edilmistir. Daha
sonra karigimin iizerine 625 mg kolesterol ilave edilerek homojenize edilmis ve
inkiibatorde 25 °C’de 2 saat dinlendirilmistir. Bu karigimin tizerine 125 mg kakao yag1
ilave edilerek toz haline gelene kadar siirekli karistirllmistir. Elde edilen toz karigim
peletleme kalibindaki 3 mm ¢apindaki gozeneklere doldurularak sikistirilmistir
(Sekil 9). Her bir pelet bireysel olarak tartilarak igerdigi hormon miktart belirlenmis
ve kullanilincaya kadar cam siseler igerisinde -18 °C’de muhafaza edilmistir. Hormon
uygulanacak disi bireylerin belirlemenmesi i¢in kateter yardimiyla gonadlardan oosit
ornekleri alinmis ve mikrokop altinda cap Slgiimleri gerceklestirilmistir. Oosit ¢ap
ortalamasi 400 um’den biiyiik olan disi bireylere 100 ug/kg dozda LHRH-a hormonu
baligin dorsal bolgesinde kas doku i¢ine 5 mm i¢ ¢ap1 olan metal aparat yardimi ile
uygulanmistir (Sekil 9). Baliklardan yumurta alim1 hormon uygulamasindan yaklasik

bir hafta sonra geceklesmistir.

a: Pelet hormon, b: Hormonun baliga uygulanmasi
Sekil 9. Yumurta temini i¢in kalkan baligina hormon uygulamasi

2.2.6.2. Yumuta Sagimi
Sagim masasina alinana disi bireylerin gonad bdlgesi alttan ve {isten iki el
arasina alinarak hafifce bastirilmis ve yumurta cikist saglanmistir (Sekil 10).

Yumurtalar kuru plastik kaba alinmistir.
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Sekil 10. Kalkan baligindan yumurta sagimi

2.2.7. Dolleme Kabiliyetinin Belirlenmesi

Calismada ti¢ farkli disi kalkan baliginin yumurtasi birlestirilerek yumurta
havuzu olusturulmus ve buradan alinan yumurtalar kullanilmigtir. Her bir dolleme
calismasi ti¢ tekerriirlii olarak yapilmis ve her tekkerriir i¢in yumurta havuzundan 10 g
yumurta alinmistir. Daha sonra ¢dzdiirme protokoliine uygun sekilde ¢ozdiiriilen
sperm hemen yumurtanin lizerine dokiilmiis ve 50 mL deniz suyu ilave edilerek
dolleme islemi gergeklestirilmistir. Dollemeden 5 dk sonra yumurtalar 1p’a kadar
filtre edilmis inkiibasyon suyu ile yikanarak iire ve viicut sivisinin uzaklastiriimasi
saglanmis ve 100 ppm iyodin ¢ozeltisi ile muamele edilerek dezenfekte edilmistir.
Daha sonra yumurtalar 1 litrelik beherlere konularak 14 °C’de sicaklik kontrollii
inkiibator dolaplarda inkiibe edilmistir. Her giin beherdeki suyun 2/3’lik kismi
degistirilmistir. Dolleme oranlarinin hesaplanmasi i¢in dolleme isleminden 2,5 saat
sonra (14 °C su sicakliginda 2’li hiicre boliinmesi baslangici) rastgele 6rnekleme ile
yumurta drnekleri alinmistir. Yapay dolleme iglemine tabi tutulmus olan bu yumurta
orneklerinde hiicre bdliinmeleri goriilenler doéllenmis, herhangi bir bdliinme
goriinmeyenler veya opak durumdakiler dollenmemis olarak degerlendirilmistir.
Doéllenme orani: dollenmis yumurta sayisi/toplam yumurta sayisi X 100 formiiliine
gore hesaplanmistir. Cikis orani ise: yumurtadan ¢ikan prelarva sayisi/toplam yumurta

sayist X 100 formiiliiye hesaplanmistir (Aydin, 2008; Polat, 2018).
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2.2.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Veriler, Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) 16.0 programi
kullanilarak degerlendirilmistir. Sonuglar degerlerin ortalamasi ve standart sapmasi
olarak verilmistir (Ort=SD). Gruplar arasi1 farkliliklarin hesaplanmasi Duncan post-hoc

testinin ardindan one-way ANOVA ile yapilmistir (p<0,05).

2.3. Bulgular

2.3.1. Kalkan Bahg Taze Sperminin Spermatolojik Ozellikleri

Kulugkahane kokenli 5 yasindaki kalkan baliklarindan (n=40) elde edilen
spermin; sperm miktar1, spermatokrit orani, sperm yogunlugu, canlilik siiresi, sperm
ozmolaritesi ve pH’s1 belirlenmistir. Kalkan balig1 sperminde belirlenen spermatolojik
ozelliklere ait sonuglar Tablo 8’de; CASA ile yapilan analiz sonuglari ise Tablo 9°da

verilmigtir.

Tablo 8. Karadeniz kalkan baligin spermatolojik 6zellikleri (n=40)

Parametreler Ortalama (= SD)
Boy (cm) 47,6%1,8
Agirlik (g) 2100,7+341,4
pH 7,10+0,20
Sperm miktari (mL) 2,09+0,50
Spermatokrit orani (%) 37,80+5,20
Spermatozoa yogunlugu (x10°spz) 1,98+0,30
Siire (dk) 19,78+2,70
Ozmolarite (mOsmol/L) 308,33+4,40

Tablo 9. CASA ile belirlenen sperm kalite parametreleri (n=40, + SD)

Parametreler 10. saniye 60. saniye

Motilite- MOT (%) 92,58+2,93 79,93+5,22
Egrisel hiz - VCL (pm/s) 91,78+26,85 61,95+15,73
Dogrusal hiz - VSL (pm/s) 48,22+15,61 33,78+9,28
Ortalama hiz - VAP (um/s) 71,19+£22,93 47,76+11,88
Lineerlik - LIN (%) 44,16+6,38 41,69+6,19
Dogrusallik Indeksi - STR (%) 58,67+£5,17 57,17+4,62
Salimim/titresim indeksi - WOB (%) 70,9345,41 66,19+6,10
Yatay yer degistirme - ALH (um) 2,75+0,59 2,07+0,23

Sperm vurus frekansi - BCF (Hz) 4,95+0,76 4,44+0,83
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2.3.2. Spermin Kriyoprezervasyonu

Spermin kriyoprezervasyonunda 10 adet erkek kalkan baligi kullanilmistir.
Kullanilan baliklardan sperm toplanmadan 6nce CASA’da analiz edilebilecek
miktarda 6rnek alinarak motilite degeri belirlenmistir. Motilite degeri >%90 olanlarin
spermleri toplanarak bir sperm havuzu olusturulmustur. Sperm havuzunun
spermatolojik parametreleri (Tablo 10) belirlendikten sonra kriyoprezervasyon i¢in;
kalkan ringer sulandiricisina ti¢ farkli antioksidanin her biri (iirik asit, taurin ve
rozmarinik asit) 25, 50 ve 100 pg/mL dozlarda ilave edilmistir. Dondurma isleminden
bir hafta sonra payetler ¢ozdiiriilerek sperm motilite degerleri CASA ile analiz
edilmigtir (Sekil 11). Dondurma/¢6zdiirme sonrasinda gruplarin sperm motilite
degerlerleri arasindaki farklilik istatistiki olarak Onemli bulunmustur (p<0,05).
Cozdiirme sonrasi en yiiksek motilite degeri 10. saniyede rozmarinik asit 25 pg/mL ile
tirik asit 100 pg/mL sperm gruplarinda gergeklesmistir. 60. Saniyede ise en yliksek
motilite degeri rozmarinik asit 25 ve 50 pg/mL sperm gruplarinda belirlenmistir.
Cozdiirme sonrast 10. saniye sonuglarina gore (Tablo 11) rozmarinik asit 25 pg/mL
sperm Ornekleri standart sulandirici kullanilan kontrol grubu orneklerinden analiz
edilen parametreler bakimindan 6nemli Olgiide farkli olup digerleriyle benzer
ozelliklere sahiptir. Cozdiirme sonrast 60. saniyedeki sonuglara bakildiginda

(Tablo 12) gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamamastir (p<0.05).

Tablo 10. Sperm havuzunun spermatolojik parametreleri (n=10, + SD)

Parametreler 10. saniye 60. saniye

Motilite- MOT (%) 95,82+2,23 84,95+6,18
Egrisel hiz - VCL (um/s) 94,73+31,62 66,83+25,27
Dogrusal hiz - VSL (um/s) 46,53+20,10 36,78+18,83
Ortalama hiz - VAP (um/s) 71,68+27,48 52,11+£23,61
Lineerlik - LIN (%) 42,53+4,98 44,40+7,17
Dogrusallik Indeksi - STR (%) 57,274+3,43 59,27+5,33
Salinum/titresim indeksi - WOB (%) 70,72+4,02 69,86+5,67
Yatay yer degistirme - ALH (um) 2,98+0,61 2,16+0,36

Sperm vurus frekansi - BCF (Hz) 4,98+0,48 4,69+0,95

Antioksidanlar ilave edilerek dondurulan kalkan baligi spermi 1, 3, 6, 9 ve 12.
aylarda ¢ozdiiriilerek CASA sisteminde analizleri gergeklestirilmistir. Cozdiirme
sonrasi 10. saniyedeki motilite degeri Tablo 13’de, 60. saniyedeki ise Tablo 14’de

verilmistir. Cozdiirme sonrasi motilite degerlerinde zaman ve sulandiricilara gore
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gruplar arasindaki farklilik istatistiksel agidan Onemli bulunmustur (p<0,05).
Cozdiirme sonrasi elde edilen bulgulara gore motilite degerinde zamana bagl olarak
bir diisiis goriilmektedir. Farkli aylarda ¢ozdiiriilen spermler arasindaki en yiiksek
motilite degeri 25 pg/mL rozmarinik asit ilave edilen guruptan elde edilmistir. Farkli
aylarda ¢ozdiiriilen 25 pg/mL iirik asit eklenen grupta ise zamana bagli motilite
degerinde bir diisiis olmasina ragmen bu azalma istatistiksel olarak énemli degildir
(p<0,05). Farkli aylarda ¢6zdiirme sonras1 60. saniyede en yiiksek motilite degeri ise
50 ug/mL rozmarinik asit ilave edilen gurupta goriilmustiir. Standart sulandirici ve 25,
50 ve 100 pg/mL taurin ilave edilen grupta zamana bagli motilite degeri diisiis

gostermesine ragmen aradaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmamstir (p<0,05).
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Tablo 11. Cozdiirme sonrasi 10. saniyedeki sperm kalite parametreleri (+ SD)

L VCL VSL VAP LIN STR WOB ALH BCF
Antioksidaniar (um/s) (um/s) (um/s) (%) (%) (%) (um) (H2)
Standart sulandirici 42,12+7,67 20,82+3,69 29,32+6,10 34,29+2,86 51,55+2,49 56,50+2,05 1,68+0,19  3,87+0,21
Rozmarinik 25pg/mL 57,29+5,84  33,86+11,07 44 46+£8,25 46,63+5,69 61,51+3,69 68,51+1,95 1,94+0,25 4,98+1,35
Rozmarinik 50pg/mL 55,03+8,72 28,547+3,87 41,03+6,58 40,17+6,61 56,01+£5,18 64,63+5,93 2,00+0,31  4,27+0,77
Rozmarinik 100pg/mL 48.46+8,59  27,59+11,59 37,00+10,07 41,54+13,02 57,23+11,02 63,67+10,06 1,71£0,11  4,56+1,76
Urik asit 25 png/mL 48,90+5,11 25,45+4,34 35,72+4,66 37,19+7,86 53,62+6,83 60,82+7,72 1,84+0,11  4,26+0,50
Urik asit 50ug/mL 52,43+4,63 29,00+8,11 39,57+7,37 42,74+8,32 57,86+6,36 65,62+6,48 1,88+0,17 4,06+1,21
Urik asit 100pg/mL 55,10£2,19  29,47+3.29 40,77+1,47 38,1846,30 54,64+5,68 60,40+3,65  1,94+0,12  4,53+0,90
Taurin 25pg/mL 52,22+45,74  32,48+7,62 41,66+7,31 47,80+8,05 62,50+6,23 68,95+6,04  1,72+0,06 4,89+1,38
Taurin 50pgmL 46,01+5,74 22,79+7,62 32,69+7,31 34,14+8,05 50,53+6,23 57,69+6,04 1,76£0,06  3,81+1,38
Taurin 100ug/mL 51,06+7,76 28,50+0,38 39,12+4,40 43,4244 48 58,57+4,00 66,90+1,88 1,83+0,31 4,32+0,77

Tablo 12. Cozdiirme sonrasi 60. saniyedeki sperm kalite parametreleri (= SD)

Antioksidanlar VCL VSL VAP LIN STR WOB ALH BCF

(um/s) (um/s) (nm/s) (%) (%) (%) (um) (H2)
Standart sulandirict 39,04+5,28 17,06+£3,97  25,76+5,08 31,14+4,60 48,70+4,21 54,92+4,85 1,68+0,14  3,68+0,15
Rozmarinik 25pg/mL 48,58+3,50 23,48+7,58 34,23+6,61 36,61+9,37 53,56+7,27 60,27+8,21 1,92+0,16  4,16+0,97
Rozmarinik 50ug/mL 45,44+3,65 21,28+1,13 31,45+3,59 36,26+1,84 53,19+1,17 60,24+4,42  1,90+0,11 3,78+0,21
Rozmarinik 100pug/mL 41,30+£1,06 18,76+1,62 28,24+2,06 31,64+5,92 48 87+£5,15 55,83+6,62  1,70+0,08 3,57+0,07
Urik asit 25 pg/mL 46,61+6,66 22,05+2,66 32,26+4,77 35,92+2,84 53,43+3,13 58,89+2,83  1,88+0,25 3,74+0,22
Urik asit 50ug/mL 50,26+6,49 24,83+4,12 36,18+5,78 35,56+5,03 52,17+4,33 59,14+4,69  1,88+£0,14  3,94+0,19
Urik asit 100pg/mL 48,2444 39 23,06£2,02 34,67+2,35 35,03+5,57 51,36+4,04 59,90+7,63  1,70+0,07 3,64+0,12
Taurin 25pg/mL 47,30+7,79 25,39+7,23 35,14+8,76 38,29+8,81 54,54+7,01 61,14£8,92  1,72+0,13 3,96+0,57
Taurin 50pg/mL 42,85+5,41 20,91+2,42 30,75+3,23 37,01+5,26 53,50+4,66 61,67£5,97 1,73+£0,12 3,86+0,68
Taurin 100ug/mL 40,96+8,82 16,7149,53  25,34+12,10 29,39+13,27 48.2149,73 51,47+16,18 1,80+0,17 3,42+0,23
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Tablo 13. Uzun siireli depolama sonrasi 10. saniyedeki motilite degerleri (+ SD)

Antioksidanlar 1. Ay 3. Ay 6. Ay 9. Ay 12. Ay
Standart sulandirici 60,32+2,035Y 50,83+5,25%% 54,41+3,5280% 50,36+5,84%* 52,56+5,83%x
Rozmarinik 25ug/mL 75,58+1,12%¢ 68,65+5,64%% 72,78+2,981 76,49+3,77°1 69,81+3,43302
Rozmarinik 50pg/mL 73,45+1,18>% 69,15+3,65%1 75,854,820t 71,122,972 65,68+4,072Y
Rozmarinik 100pg/mL 59,77+0,48%Y 57,89+1,65%Y 57,523,042 61,63+3,392 54,86+4,13%Y
Urik asit 25pg/mL 60,08+6,98%Y 65,25+4,8232 58,85+1,63%Y 60,30+3,90%Y2 57,82+5,722%
Urik asit 50pg/mL 68,38+2,6132 60,64+0,60% 65,68+1,74%% 67,86+4,35%% 59,91+3,89%Y
Urik asit 100pg/mL 67,83+1,23%2 60,68+1,4630¥2 58,49+3,15%Y 70,483,251 65,393,450z
Taurin 25pg/mL 57,943,090 50,58+0,882 47,70+7,61% 55,9543,40° 56,64+2,39°%
Taurin 50pg/mL 61,48+5,74%Y 56,8242,062Y 58,79+4,228y 51,52+6,20* 55,25+4,57%x
Taurin 100pg/mL 51,83+4,99%* 60,712,172 54,571,682 56,934,003 58,385,043
a.b.¢ Depolama siiresi arasindaki farklihig1 géstermektedir
x ¥, 2.t Sylandiricilar arasindaki farkliigr gdstermektedir

Tablo 14. Uzun siireli depolama sonrasi 60. saniyedeki motilite degerleri (+ SD)
Antioksidanlar 1. Ay 3. Ay 6. Ay 9. Ay 12. Ay
Standart sulandirict 57,02+3,16%% 50,96+5,292% 52,78+5,882% 55,67+0,952%Y 53,43+£2,87%%
Rozmarinik 25ug/mL 70,771,333 72,493,180 68,87+3,85%2 65,944,40*% 63,71£6,3222
Rozmarinik 50pg/mL 70,17+0,59%: 73,674,910 74,714,790 67,65+6,0230% 65,15+2,232Y
Rozmarinik 100pg/mL 54,61£1,36%X 51,33+0,03%* 53,542,992 57,47+4,41°Y 54,61+3,373x
Urik asit 25ug/mL 61,54+2,2320y2 67,47+3,14>% 54,58+2,452% 61,205,243z 56,69+4,36**
Urik asit 50ug/mL 60,99+3,5920¥2 59,82+2,833Y2 68,16+2,533% 64,61+2,7432 60,247,082
Urik asit 100ug/mL 64,81+0,83%* 63,35+4,183cy 62,02+5,30%¥2 69,85+3,44°! 57,4242,23%%
Taurin 25ug/mL 56,50+2,912% 51,40+3,69%* 52,26+6,57%* 50,05+2,37%* 52,55+5,08%*
Taurin 50pg/mL 59,284+6,562*Y2 59,77+2,34%Y? 54,96+4,02%%Y 55,164+2,48%%Y 52,1045,68%%
Taurin 100pg/mL 53,7443,59%% 58,8449,162Y 58,4344 952 49,94+4,08%* 56,45+6,58%*

a.b.¢ Depolama siiresi arasindaki farklilig1 gostermektedir
x ¥zt Sulandiricilar arasindaki farkliligi gostermektedir



2.3.3. Dollenme ve Cikis Oranlari

Kalkan baligt sperminin  dondurulmasinda sulandiricilara  eklenen
antioksidanlarin ¢6zdiirme sonrasi spermin délleme kabiliyetine etkisinin belirlenmesi
i¢cin yapilan ¢alismanin sonuglarina gére antioksidan ilaveli tiim gruplarda dollenme
orani standart sulanadiriciya gore daha yiiksek bulunmustur. Antioksidan ilaveli
sulandiricilardan en yiiksek dollenme orani rozmarinik asit 25 ug/mL grubunda
gerceklesmistir. Ayrica rozmarinik asit 25 ve 50 pg/mL, irik asit 50 ve 100 ug/mL ile
taurin 100 pg/mL gruplarindaki déllenme orani ile standart sulandirict grubunun
dollenme orani arasindaki farklar istatistiksel olarak onemli bulunmustur (p<0,05).
Taze sperm kullanilanarak yapilan dolleme islemindeki dollenme orani tiim
gruplardan daha yiiksek bulunmustur. En diisiik ¢ikis orani ise standart sulandirici
grubunda gerceklesmistir. Antioksidan ilaveli guruplar arasinda ise en yiiksek ¢ikis
orani rozmarinik asit 50 pg/mL ve iirik asit 50 pg/mL gruplarinda gergeklesmistir
(Tablo 15).

Tablo 15. Dondurma/¢ozdiirme sonrasi déllenme ve ¢ikis oranlari

Antioksidanlar Déllenme Orani (%) Cikis Orami (%)
Taze sperm 89,67+3,202 76,67+3,502
Standart sulandirict 70,67+1,50¢ 55,67+5,10¢
Rozmarinik 25 ng/mL 81,67+2,52° 67,00+2,00
Rozmarinik 50 ng/mL 78,33+4,51° 70,00+4,36°

Rozmarinik 100 pg/mL
Urik asit 25 pg/mL
Urik asit 50 pg/mL
Urik asit 100 pg/mL
Taurin 25 pg/mL
Taurin 50 pg/mL
Taurin 100 pg/mL

75,00+3,61
75,67+3,50%
78,33+3,20°
80,33+3,50°
76,33+2,50%
75,67+1,50%
78,56+3,50P

65,33+1,530e
66,33+1,20%
70,67+4,00°
68,33+3,20°
61,33+2,50%%
59,00-+3,00%
65,33+5,50

2.3.4. Antioksidanlarin DNA Hasarina Etkileri

Sperm kriyoprezervasyon isleminde kullanilan kimyasallar ve sivi azot
kaynakli ultra soguk ortam (-196 °C) sperm DNA yapisinda kalic1 hasarlara neden
olmaktadir. DNA hasarinin belirlenmesi i¢in uygun hale getirilen; taze ve farkl
antioksidanlar ilave edilerek dondurulan/¢ozdiiriilen kalkan baligi sperm Ornekleri
CASA sisteminde analiz edilmis (Sekil 12) ve DNA hasar1 diizeyleri belirlenmistir
(Tablo 16). Elde edilen sonuglar, spermlerin dondurularak saklamasi ve ardindan

cozdiiriilmesi sonrasinda DNA hasarinda bir artis oldugunu gostermektedir. DNA
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hasar1 diizeyi antioksidan eklenen tiim gruplarda standart ekstender grubuna gore daha
diisiik olmustur ve aradaki fark istatistiki olarak 6nemlidir (p<0,05). Antioksidan
gruplari arasindaki en yiiksek DNA hasar oranlar1 taurin dozlarinda gergeklesmistir.
Taurin 25 ve 50 pg/mL ile diger antioksidan gruplar1 arasindaki farklar istatistiki
olarak 6nemli bulunurken; taurin 100 pg/mL ile diger antioksidan gruplar1 arasindaki
farklar istatistiki olarak 6nemli degildir (p<0,05). En diisitk DNA hasarlar ise {irik asit
50 ug/mL'de ve rozmarinik 50 pg/mL gruplarinda belirlenmistir. En diisiik DNA hasar
orani taze spermde tespit edilmis olup, taze ve kriyoprezerve edilmis sperm gruplari
arasindaki DNA hasar1 oranlar1 arasindaki fark istatistiki olarak énemli bulunmustur

(p<0.05).

Tablo 16. Dondurulmus/¢6zdiiriilmiis sperminin DNA hasar1 oranlar1

Antioksidanl DNA Hasan
ntiowsidogal Hasarsiz DNA (%) Hasarh DNA (%)

Taze sperm 99,67+26,83 0,33+0,38°
Standart sulandirici 71,13+19,01 28,87+11,262
Rozmarinik 25 pg/mL 89,73+19,19 10,27+2,94¢
Rozmarinik 50 pg/mL 94,80+5,51 5,20+1,11%
Rozmarinik 100 pg/mL 90,33+11,02 9,67+2,79¢
Urik asit 25 pg/mL 90,27+9,97 9,73+2,41¢
Urik asit 50 pg/mL 94,93+9,39 5,07+1,57%
Urik asit 100 ng/mL 93,33+5,21 6,67+1,614
Taurin 25 pg/mL 83,40+9,43 16,60+4,92°°
Taurin 50 pg/mL 81,07+11,60 18,93+2,53
Taurin 100 pg/mL 88,80+14,41 11,20+4,76%
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a: RA 25 ug/mL, b: RA50 pg/mL, ¢c: RA100 pg/mL, d: UA 25 pg/mL, e: UA 50

pg/mL, f: UA 100 pg/mL, g: TA 25 pg/mL h: TA 50 ug/mL, i: TA 100 pg/mL, j:

standart sulandirici, k: taze sperm (yesil gergeve igindeki hasarsiz DNA, kirmizi
gergeve i¢indeki ise hasarli DNA’ya sahip spermlerdir)

Sekil 12. CASA’da DNA hasari analiz 6rnekleri
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3. TARTISMA VE SONUCLAR

Su irtinleri sektdrlinde yetistiriciligi yapilan ve potansiyel tiirlerin sperm
kriyoprezervasyonu; iiretimde ihtiyag duyulan erkek birey sayisinin azaltilmasi, gamet
senkronizasyonunun saglanmasi, istiin 6zellikli bireylerin spermlerinin muhafaza
edilerek kaliteli yavru iiretiminin saglanmasi ve gen bankacilifi gibi laboratuvar
caligmalar1 i¢in 6nemli bir biyoteknolojik uygulama olarak degerlendirilmektedir.

Bu ¢alisma, Karadeniz’in ekonomik degeri en yiiksek yass1 baligi olan kalkan
baliginin sperm kriyoprezervasyonunda antioksidanlarin kullaniminin ¢ozdiirme
sonrast sperm kalitesi ve DNA hasar1 lizerine etkilerini inceleyerek bu tiiriin sperm
kriyoprezervasyon tekniginin gelistirilmesi i¢in yapilmistir. Ulkemizde kalkan baligimi
iretimi, ticari olarak yayginlasmamis olmasina ragmen, SUMAE tarafindan basarili
bir sekilde gergeklestirilmektedir. Atlantik kalkaninda sperm Kkriyoprezervasyonunu
gelistirmek ve ¢ozdiirme sonrasi sperm Kalitesini iyilestirmek igin sulandiricilarin
iceriginde ve kriyoprotektan tiirlerinde degisiklige gidilirken (Chereguini vd., 2000;
Chen vd., 2004) bu ¢alismada Karadeniz kalkan balig1 sperminin dondurulmasinda
farkli antioksidanlarin etkisi arastirilmistir. Bu calisma ayni zamanda tilkemizde
kalkan balig1 sperm kriyoprezervayonunun iyilestirilmesi i¢in yapilan ilk ¢aligsmadir.

Baliklarda spermin dondurularak uzun siire saklanmasi s6z konusu olacak ise
oncelikle spermi kullanilacak olan bireyin morfolojik ve genetik yonden saglikli
olmasi gerekmektedir. Bagsarili bir dondurma i¢in sperm kalitesinin en {ist seviyede
olmasit elzem bir durumdur. Bu nedenle c¢alismamizda ortalama agirlig
2100,7+341,4 g ve ortalama boyu 47,6£1,8 cm olarak belirlenen 5 yasindaki
kuluckahane kokenli erkek bireyler kullanilmistir. Calisma, kalkan baliginin dogal
tireme donemi olan ve yliksek sperm verimine sahip oldugu Mayis ayinda
gerceklestirilmistir. Bu calismada erkek bireylerden sezondaki ilk sagimlarinda elde
edilen spermler kullanilmistir. Aydin vd. (2021), kalkan baliklarindan Subat ve
Temmuz aylar1 arasinda, 6 ay boyunca siirekli sperm alinabilecegini; hacimsel olarak
(mL) en yiiksek sperm verimin ve kalitesinin lireme donemi olan Mayis ayinda
saglanabilecegini, ayrica Haziran ayindan sonra ise sperm miktar1 ve kalitesinde
azalmanin basladigimni bildirmislerdir. Kiiltiir ortaminda kalkan balig1 spermiasyonu

uzun siirmekte ve bu siire 9 aya kadar ¢gikabilmektedir (Devauchelle vd., 1988). Dogal
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ortamda ise kalkan balig1 spermiasyonu sadece 4 aylik bir siireyi kapsamaktadir
(Jones, 1974). Benzer durum; gokkusagi alabaligi (Salmo gairdneri) (Biiylikhatipoglu
ve Holtz, 1984), dil balig1 (Solea senegalensis) (Beirdo vd., 2011), Atlantik halibut (H.
hippoglossus, L) (Ding vd., 2011) ve kahverengi alabalik (Salmo trutta) (Hajirezaee
vd., 2010) i¢in de rapor edilmistir.

Calismada ayrica, kuluckahane kokenli 5 yasindaki kalkan baliklarinin sperm
kalite parametreleri de belirlenmistir. Toplam 40 adet bireyin spermi tek tek alinarak
gergeklestirilen calismanin sonuglarinin daha 6nce Karadeniz kalkan baligi ve Atlantik
kalkan balig1 ile yapilan galismalar ile benzer oldugu goriilmiistiir.

Balik spermi yogunlugunun belirlenmesinde farkli yontemler olsa da
cogunlukla hemositometrik yontemi tercih edilmektedir. Bu yontemde thoma lami
lizerine belli oranda seyretilerek yerlestirilen 6rnek igerisindeki sperm hiicreleri tek tek
sayilarak sperm yogunlugu hesaplanmaktadir (Fauvel vd., 1999). Bu calismada da
hemositometrik yontemi tercih edilmistir. Diger baliklarla karsilastirildiginda, kalkan
baliginin toplam sperm iiretimi, sperm hacmi ve sperm konsantrasyonu diisiiktiir. Bu
calismada sperm miktar1 2,09£0,50 mL ve sperm yogunlugu ise 1,98+0,30
(x10°spz/mL) olarak bulunmustur. Aydmn vd. (2021), kuluckane kokenli kalkan
baliginda yapmis oldugu calismada sperm yogunlugunun 2,15 x 10° spz/mL ile 1,49 x
10° spz /mL arasinda degistigini bildirmistir. Polat vd. (2021), fotoperyot uygulamasi
ile Ocak ve Subat aylar arasinda elde ettigi spermlerin yogunlugunun 2,18+0,15 x10°
spz/mL ile 2,24+0,10 x10° spz/mL arasinda; sperm hacmininin ise 1,92+0,26 ile
2,41£0,17 mL arasinda degistigini bildirmislerdir. Atlantik kalkan baliginda sperm
hacmi 0,2-2,2 mL arasinda, sperm yogunlugu ise 0,7 ile 11 x 10° spz/mL arasinda
degismektedir (Suquet vd., 1998). Bu tez g¢alismasinda sperm hacmi ve
konsantrasyonu ile ilgili elde edilen sonuglar, hem Karadeniz hemde Atlantik kalkan
balig1 ile daha 6nce yapilan ¢alismalarin sonuglariyla benzerlik géstermektedir.

Kalkan baligi sperm verimi Avrupa pisi baligindan (0,7+0,16 mL) daha fazla
olup sperm yogunlugu (2,7£0,16 x10° spz/mL) (Sahin vd., 2012) ise benzer
ozelliktedir. Bu ¢alismada elde edilen sonuglara gore kalkan balig1 diger bazi deniz
baliklarindan [Atlantik halibut (11,9-37,2x10° spz/mL), levrek (10-40x10° spz/mL),
Atlantik somonu (13,8-16,5x10° spz/mL)] daha diisiik sperm hacmi ve yogunluguna

sahiptir. Ayrica tilkemizde tiretim miktart en yiiksek tatli su baligi olan gokkusagi
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alabaliginin sperm miktar1 ve yogunlugu da (16,17+7,79 mL; 18,48+6,37x10°spz/mL)
kalkan baligindan daha yiiksektir (Kutluyer, 2014).

Kalkan baliginda spermatokrit oraninin spermatozoa miktar ve yogunlugu ile
iliskili olmadig1 bildirilmistir (Suquet vd., 1994). Kalkan baligi, spermatokrit orani
% 23,4+1,6 (Aas vd., 1991) olan Atlantik somonu ve % 25,843,1 (Ciercszko ve
Dabrowski, 1999) olan gokkusagi alabaligindan daha yiiksek; % 65-90 olan levrek,
% 23-99 (Tvedt vd., 2001) olan Atlantik halibut, % 40,72+4,23 (Butts vd., 2011) olan
Atlantik cod ve % 94,0+1,22 (Sahin vd., 2012) olan Avrupa pisi baligidan daha diisiik
bir orana sahiptir. Bu ¢aligmada belirlenen spermatokrit oran1 (% 37,80+5,20) Aydin
vd. (2021) ’nin Karadeniz kalkan baliginda ve Suquet vd. (1992)’nin Atlantik kalkan
baliginda elde ettikleri sonuglar ile benzerlik gostermektedir.

Bir¢ok balik tiiriinde oldugu gibi kalkan baliginda da sperm hareketliliginin
baglangicini saglayan en 6nemli faktor ortamin ozmotik basing (Morisawa vd., 1983)
ve pH’sindaki degisimlerdir. Deniz baliklarmin spermlerinin hareketliligi tatli su
baliklarina gore daha genis bir ozmotik basing degisimi sinirlari i¢inde meydana gelir.
Hiicre icinde olusan iyon konsantrasyonu degisimi disaridaki ozmotik basing etkisiyle
sisme ya da daralmaya neden olurken ¢ogu tiirde, 6zellikle teleost ve cyprinidaelerde,
sperm motilitesini diizenlemektedir (Aydin, 2011). Yapilan bu c¢alismada bulunan
ozmolarite degeri (308,33+4,40 mOsmol/l), Atlantik kalkan balig1 ve sazan baligi ile
benzer; Atlantik halibut, levrek, cod baligi ve ¢ipura’ya gore diisiik; gokkusagi
alabaligi ve Atlantik somonundan ise daha yiiksektir (Suquet vd., 1994; Cosson vd.,
2008).

Baliklarda da diger tiirlerde oldugu gibi spermin pH’smin bilinmesi sperme
uygulanacak islemler acisindan olduk¢a Onemlidir. Baliklarda sperm pH’s1 genel
olarak 5,5 ile 9,5 arasinda degisim gostermektedir. Deniz baliklarinda sperm pH’s1
daha ¢ok suyun pH’sina yakinlik arzetmektedir. Alabaliklarda da pH biiylik
cogunlukla 5-10,5 arasinda bir degere sahiptir (Ciereszko vd., 2010). Kutluyer (2014),
gokkusagi alabaliginda yapmis oldugu ¢alismada pH’y1 7,5 olarak belirlemistir. Bu
calismada bulunan pH degeri (7,10+£0,20) Aydin vd. (2021), Polat vd. (2021) ve
Suquet vd. (1993)’in galismalar1 ile uyumludur.

Sperm motilite siiresi; aktivasyon anindan baslayan ve tiim hareketin bittigi ana

kadar gecen siire olarak tanimlanmaktadir. Salmonlarda yapilan ¢aligmalarda sperm
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motilite siirelerinin 1-2 dakika arasinda degisiklik gosterdigi ve deniz baliklarinda ise
sperm hareketliligi siiresinin genellikle alabalik, turna ve sazan baliklarindan daha uzun
stirdiigii bilinmektedir (Rainis vd., 2005). Yapilan bu ¢alismada 19,78+2,70 dakika
olarak bulunan motilite siiresi gokkusagi alabaligi sperm motilite siiresine gore oldukga
yiiksektir. Calisma sonuglarinin, kalkan baliginda yapilan daha onceki ¢alismalardan
(Aydm vd., 2021; Polat vd., 2021) ¢ok az farklilik gosterdigi tespit edilmistir. Bu
farkliliklarin baliklarin bireysel 6zelliklerinden ve gevresel faktorlerden kaynaklandigi
degerlendirilmektedir.

Kriyoprezervasyona tabi tutulacak olan sperm, motilite orani bakimindan
degerlendirilmeye tabi tutulmalidir. Bu ¢alismada Karadeniz kalkan baliginin sperm
motilite oran1 ireme donemi olan Mayis ayinda belirlenmistir. Literatiir
incelendiginde kalkan baliklarinda motilite oraninin tireme déneminde (Mayis-
Haziran) en iist seviyeye ¢iktigi ve tireme donemi sonrasi diigsiise gectigi bilgisi ile
karsilasilmaktadir (Aydin vd., 2021; Suquet, 1998). Benzer durum dil balig
(S. senegalensis) (Beirdo vd., 2011) ve kahverengi alabalik (Salmo trutta) (Hajirezaee
vd., 2010) i¢in de rapor edilmistir. Aydin vd. (2021) dogadan temin ettikleri kalkan
baliklar1 ile kuluckahane kokenli bireylerin sperm Ozelliklerini karsilastirdiklar
caligmada sperminin aktive edilmesinden hemen sonra 5. saniyede (% 92) en yiiksek
motilite degerini elde etiklerini ve sperm motilite oraninin 15. dakikadan sonra 6nemli
derece diistiiglinii ifade etmislerdir. Ayrica dogadan yakalanan kalkan baliginin sperm
motilitesini kuluckahane kokenli bireylere gore daha yiiksek bulmusglardir. Suquet vd.
(2000)’nin kalkan baligindan sagim yontemi ile elde etikleri spermin motilite orani
aktivasyon sonras1 10. saniyede % 95’in iizerinde iken 60. saniyede bu oran % 80’nin
altina diismiistiir. Lanes vd. (2008) Brezilya pisi baliginda (Paralichthys orbignyanus)
taze spermin motilite oranin1 % 60+6, olarak bildirmistir. Tian vd. (2008) benekli
halibut (Verasper variegatus) baliginin taze sperminin kalite durumunun
degerlendirilmesi i¢in yapmis oldugu caligmada ilk aktivasyonda motilite oranini
yaklagik % 80’e bulmustur. Liu vd. (2014) kirmizi mercan (P. major) taze sperminin
antioksidan igerigi ile ilgili yapmis olduklar1 ¢alismada sperm motilite degerinin
% 85’in iizerinde oldugunu bildimislerdir. Kutluyer (2014) gokkusagi alabaliginda
(O. mykiss) taze sperm motilitesini % 81,39+1,04 bulmustur. Bu tez ¢alismasinda

bulunan taze sperm motilite orani (% 92,58+2,93) kalkan baliginda daha 6nce yapilan
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calismalar ile benzerlik gosterirken diger balik tiirlerinden daha yiiksektir. Sonug
olarak, kalkan balig1 sperm motilite oran1 oldukga yiiksektir.

Kriyoprezervasyon, farkl sekillerde uygulanan ve kiiltiir ortaminda iiretiminin
artmasina yardimci olan asirlik bir teknolojidir. Spermlerin dondurularak saklamasi
eski sayilabilecek bir uygulama olmamasina ragmen, su {irlinleri yetistiriciliginde son
yillarda benimsenmis ve konu ile ilgili ¢aligmalar artmistir. Yapilan ¢alismalarin
bliyiik cogunlugu dondurma protokellerinin gelistirilmesi ile ilgilidir (Betsy ve Kumar,
2020). Bugiine kadar 200'den fazla tatli su ve deniz balik tiiriiniin spermleri basariyla
dondurularak saklanmis ve ¢ozdiirme sonrasi sperm kalitesinin muhafazasi konusunda
teknikler gelistirilmistir. Sperm kriyoprezervasyonu basarili ve rutin olarak kullanilan
bu prosediir olmasina ragmen sperm fonksiyonunda ciddi zararli degisikliklere neden
olmaktadir. Uygun seyrelticilerin se¢imi, kriyoprotektanlar ve dondurma hizi
dondurma basarisin1 etkileyen en onemli unsurlardir. Reaktif oksijen tiirlerinin
dengesizligi, dondurma/cozdiirme sonrasi hiicre hasarinin ana tetikleyicilerinden biri
olarak kabul edilir. Kriyoprezervasyon islemi sirasinda spermatozoa antioksidan
sistemi yok edilir, ¢iinkii sperm sulandiricilarda seyreltildiginde seminal plazmada
bulunan dogal antioksidanlar azalir. Sulandiriciya antioksidanlarin eklenmesinin,
¢Oziilmiis spermin kalitesini iyilestirdigi aragtirmacilar tarafindan ortaya konulmustur
(Kutluyer vd., 2016; Figueroa vd., 2016). Literatiir arastirildiginda son zamanlarda,
farkli balik tiirlerinde (D. labrax, S. aurata, O. mykiss, S. fontinalis, P. major,
C. auratus ve Salmo trutta fario) antioksidanlarin seyrelticilere eklenmesi ile ilgili
caligmalar yapilmistir. Yapilan c¢alismalarda, amino asit ilavesinin DNA
parcalanmasii azalttigt ve DNA'y1 iplik kopmalarina kars1 korudugu ve ¢oziilme
sonras1 sperm kalite parametrelerini iyilestirdigi bildirilmistir (Amidi vd., 2016).
Lahnsteiner vd. (2011), brook alabalig1 (S. fontinalis) sperminin dondurulmasinda
sulandiricilara 1,5 mmol/l glutatyon eklenmesinin ¢6zdiirme sonrasi spermin yiizme
hizint arttirdigi ve % 76,3'liik bir déllenme oraninin gergeklestigini tespit etmistir.
Kutluyer vd. (2015), goldfish (C. auratus) sperminin dondurulmasinda seyrelticiye
L-metionin eklemenin ¢ozdiirme sonrasinda sperm motilite hiz1 ve siiresinde dnemli
bir artisa neden oldugunu bildirmislerdir. En iyi L-metionin konsantrasyonunu ise
1,5 mM olarak belirlemislerdir. Ayrica L-metionin igeren sulandirici kontrol grubuna

gére DNA hasarmi azaltmistir. Ogretmen vd. (2015) sazan (C. carpio) bahiginda
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sisteinin dondurma/¢6ziilme sonrasi sperm motilitesi, sperm motilite siiresi, DNA
hasart ve dolleme oranm1 iizerindeki etkilerini incelemisler ve sistein
konsantrasyonundaki artisin sazan balig1r sperm motilite hiz1 ve siiresinde 6nemli bir
artisa neden oldugunu gostermislerdir. Ayrica sistein dollenme oranini arttirmis ve
DNA hasarint azaltmigtir. Martinez-Paramo vd. (2013) amino asit, taurin ve
hipotaurin’in Avrupa levrek sperminin dondurularak saklanmasindaki etkilerini
inceledigi ¢alismada, sulandiricilara katilan 1 mM taurin ve 1 mM hipotaurin
¢Ozdiirme sonrasi sperm kalitesini ve sperm motilitesini iyilestirdigi ve sperm DNA
hasarmni azalttigi bildirmislerdir. Liu vd. (2014) kirmizi mercan (P. major) sperminin
dondurulmasinda sulandirictya katilan altt farkli antioksidanin ¢ozdiirme sonrasi
sperm hareketliligi, canlilig1, zar biitiinliigli ve mitokondriyal fonksiyon iizerindeki
etkilerini CASA sistemi ve akis sitometrisi ile degerlendirmisler ve antioksidanlarin
P. major sperminin c¢ozdiirme sonrast kalitesine olumlu etki sagladigin
gostermiglerdir. Son donemlerde sperm Kkriyoprezervasyonunda bitkisel kokenli
antioksidanlar da kullanilmaya baslanmustir. Ozellikle giiclii koruyucu etkileri bilinen
bir antioksidan olan rozmarinik asit de tercih edilenler arasinda olmustur (Bulduk ve
Gokce, 2017). Luio vd. (2014), boar spermi Kkriyoprezervasyonunda antioksidan
olarak rozmarinik asit kullanidiklart gruptaki ¢dzdiirme sonrast sperm hareketliliginin
kontrol grubuna gore anlamli derecede yliksek oldugunu bildirmislerdir. Yeni vd.
(2018), boga sperminde yapmis olduklari caligmada rozmarinik asidin toplam
antioksidan aktivitesini arttirdigini  ve sperm kromatin hasarmi azalttigini
bildirmislerdir. Bu tez ¢alismasinda 25 pg/mL rozmarinik asit ilaveli sulandiricida
¢ozdiirme sonrasi 10. saniyedeki motilite degeri rozmarinik asit 50 pg/mL ve firik asit
100 pg/mL gruplariyla istatistiki olarak benzerlik gostermekle birlikte diger guruplarla
arasindaki farklilik 6nemli bulunmustur (p<0,05). Tiim antioksidan gruplarindaki
motilite oranlar1 sayisal deger olarak standart sulandirici kullanilan gruba gore yiiksek
bulunmustur. Taurinin test edilen biitiin dozlar ile rozmarinik asit 100 pg/mL ve iirik
asit 25 pg/mL gruplarinin ¢ézlirme sonrast motilite oranlari ile standart sulandirici
kullanilan grup arasindaki farklar istatistiki olarak 6nemsiz bulunmustur (p<0,05).
Sonug olarak, sulandiriciya antioksidan ilavesinin, Karadeniz kalkan balig1 sperminin
kriyoprezervasyon siirecinden olumsuz yonde en ¢ok etkilenen parametrelerinden biri

olan sperm hareketliligindeki kayiplar1 azalttig1 belirlenmistir.
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DNA hasar1 bir kriyoprezervasyon hasari olarak ifade dilmektedir. Dollenme
sirasinda DNA'lar bir embriyonun genomunu olusturarak doéllenmenin kalitesini
belirlemektedir. Hasarli DNA aktarilmasi embriyonik gelisimde problemlere ve
anormal prelarva sayisinda artislara neden olabilmektedir (Kopeika vd., 2003). Balik
sperminde DNA hasarlarinin genellikle dondurma/¢cézme islemi sirasinda DNA
oksidasyonu veya seyreltici i¢indeki kriyoprotektan maddelerin konsantrasyonunun
toksisitesi ile iliskili oldugu bildirilmektedir (Martinez vd., 2012; Gosalvez vd., 2014).
DNA hasarinin tespiti, dondurularak saklanan spermdeki genetik anormallikleri
belirlemek ve dollenmis yumurtalardan hatali embriyo gelisimini dnlemek igin kritik
Ooneme sahiptir.

Yapilan calismalarda kriyoprezervasyon oOncesinde spermde ROS iiretimi
olmadigi, ancak donma/¢ézdiirmeden sonra ROS'larin olustugu tespit edilmistir.
Spermin antioksidan aktivitesinin kriyoprezervasyon ile azaldigi ve dolayisiyla
spermin ROS hasarina duyarli hale geldigi tespit edilmistir (Halliwell vd., 1984;
Gosalvez vd., 2009). Dondurarak saklamanin sperm DNA's1 lizerindeki etkisi ile ilgili
balik tiirleri {izerinde yapilan ¢alisma sayis1 sinirlidir. Zilli vd. (2003) comet assay
yontemi uygulayarak, kriyoprezervasyonun levrek sperminde DNA parcalanmasina
neden oldugunu ve kriyoprotektanlarin bu etkiyi Onemli Olglide azalttiginm
bildirmiglerdir. Cabrita vd. (2005) cipura (S. aurata) ve gokkusagi alabaginda
(O. mykiss) yapmig olduklar1 c¢aligmada; Ozellikle gokkusagr alabaliginda
kriyoprezerve edilmis spermlerdeki DNA hasar1 oraninin (% 30,29) taze spermden
(% 11,19) yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. Ayni ¢alismada taze ¢ipura sperminde
DNA hasarini % 28,23 olarak bulurken;1:6 seyreltilerek yapilan dondurma sonrasinda
% 31,35, 1:20 seyreltmede ise % 33,16 olarak bulmuslardir. Zilli vd. (2003), levrek
(D. labrax) spermi kriyoprezervasyon protokoliiniin dnemli 6l¢iide DNA hasarina ve
dolayisiyla; motilite, membran stabilitesi ve sperm islevselliginin bozulmasina da
neden oldugunu gostermislerdir. Oksidatif stresi, bu fonksiyonel ozelliklerdeki
bozulmanin ana nedeni olarak varsaymislardir. Jeuthe vd. (2022) S. alpinus’da yapmis
olduklar1 ¢alismada bireysel sperm DNA hasari ile larva ¢ikis orani ve larva canliligi
arasinda bir iliskinin varligini bildirmislerdir ve DNA hasarinin % 24 ile % 86 arasinda
degisen bir oranda oldugunu gostermislerdir. Ddllenmis yumurta oranlart ile DNA

hasar1 arasinda da giiclii bir korelasyonun varligini bu ¢alisma ile ispatlamiglardir.
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Son zamanlardaki c¢alismalarin sonuglari, kriyoprezervasyonun sperm
genomunu ¢esitli sekillerde etkiledigini agik¢a gostermektedir. DNA hasarinin
cogunlukla ROS'un neden oldugu bir lezyon oldugu anlasilmistir. Bu zararh etkiyi en
aza indirmek icin sulandiricilara antioksidanlarin eklenmesi gerektigi birgok
arastirmaci tarafindan da tavsiye edilmektedir (Pérez-Cerezales vd., 2010; Cabrita vd.,
2011; Martinez-Paramo vd., 2013; Ogretmen vd., 2015). Bu tez calismasinda test
edilen tiim antioksidan doz gruplarindaki DNA hasar1 oraninin, standart sulandirici
grubu DNA hasar1 oranindan istatistiki olarak anlamli olgiide diisiik oldugu
belirlenmistir (p<0,05). Taze kalkan baligi sperminde DNA hasar1 % 0,33 olarak
bulunurken; antioksidan ilaveli gruplarda % 5,07 (iirik asit 50 pg/mL) ile % 18,93
(taurin 50 pg/mL) arasinda degistigi ve standart sulandiricili grupta ise DNA hasarinin
% 28,87 oldugu belirlenmistir. Literatiir gozden geg¢irildiginde bazi antioksidanlarin
daha az oranda etkili olabilecegi bazilarinin ise olumsuz etkilerinin olabilecegi ifade
edilmektedir. Bu ¢alismada taurinin test edilen diger antioksidanlara gore daha az etkili
oldugu degerlendirilmektedir. Calismanin sonuglarina gore, sulandiricilara
antioksidan ilavesinin dondurma/¢ozdiirme siirecinde sperm parametrelerinin
korunmasina ve DNA hasar1 oraninin daha diisik olmasina katki sagladigi
sOylenebilir. Kriyoprezerve edilmis spermde DNA hasarinin diisiik olmas1 basarili bir
embriyonik gelisimin teminati oldugu gibi kaliteli larva elde edilmesinmin de garanti
edilmesini saglamaktadir. Bu calisma ile dondurulmus kalkan baligi sperminin
iiretimde en az kayiplara neden olacak sekilde kullanilmasi i¢in sulandiricilara
antioksidan eklenmesinin 6nemi ortaya konulmustur. Sperm DNA'sindaki hasar, bir
dereceye kadar yumurta tarafindan onarilabilir. Bu nedenle DNA’s1 zarar gormiis
spermin dolleme kapasitesi ve embriyo gelisim basarist ile ilgili ¢alismalar, balik
sperm kalitesinin degerlendirilmesi i¢in son derece 6nemlidir (Pérez-Cerezales vd.,
2010). Kalkan balig1 sperminin dondurma/gozdiirme sonrasi dolleme ve ¢ikis oranlari
hakkinda az sayida ¢aligma bulunmaktadir. Bu ¢alismada elde edilen dolleme oranlari
diger kalkan balig1 sperm dondurma/¢6zdiirme deney sonuglari (Chereguini vd., 2001,
Chereguini, 2003; Chen vd., 2004), halibut (V. variegatus) ve Atlantik halibut (H.
hippoglossus) (Tian vd., 2008) gibi diger balik tiirlerindeki ¢alisma sonuglarina gére
daha yiiksektir. Cabrita vd. (2001) gokkusagi alabaliginda (O. mykiss) 0,5 ve 5 mL

kriyo edilmis sperm kullanarak yapmis olduklari calismada ¢6zdiirme sonrasi dolleme
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oranlarini sirastyla % 90 ve %73 olarak bulmuslardir. Chen vd. (2010) P. major ‘de
yaptiklar1 ¢alismada uzun siireli muhafazada ¢ozdiirme sonrast dolleme oranini 13.
ayda % 69,22 olarak bulmuslar ve 73. ayda dolleme oraninin 6nemli seviyede
azaldigint (% 39,56) belirlemislerdir. Lahnsteiner vd. (2011) kaynak alabalig
(S. fontinalis) ve gokkusagi alabaliginda (O. mykiss) yaptiklari ¢alismada antioksidan
ilavesinin dollenme orani iizerindeki etkilerini incelemislerdir. Calismada, kaynak
alabaliginda ¢ozdiirme sonrasi1 dollenme oran1 % 67,9 bulunmus ve en yiiksek
dollenme orami ise (>75) katalaz, redukte glutatyon ve metiyonin ilave edilen
gruplardan elde edilmistir. Gokkusagi alabaliginda ise; katalaz, peroksidaz, okside ve
redukte glutatyon, okside ve redukte metiyonin ilave edilen gruplarda dollenme
oraninin % 88 ile % 92 arasinda degistigini bildirmislerdir. Kutluyer vd. (2014)
gokkusagi alabaliginda 11 farkli antioksidan ile yaptiklari kriyoprezervasyonda
¢Ozdiirme sonrasi délleme oranini % 77,13 ile % 90,01 arasinda bulmus ve antioksidan
gruplar1 arasmdaki farkin istatiski olarak 6nemli olmadigini belirtmislerdir. Cikis
oranlart bakimindan ise antioksidan ilave edilen sulandirici gruplar ile standart
sulandirict grubu arasindaki farkin énemsiz oldugunu bulmuslardir. Yapilan bu tez
caligmasinda ise antioksidan ilaveli bazi gruplarin (rozmarinik asit 25 ve 50 pg/mL,
tirik asit 50 ve 100 pg/mL, taurin 100 pg/mL) délleme oranlari ile standart sulandirici
grubunun délleme orani arasindaki fark istatistiki olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05).
Cikis orani en yiiksek rozmarinik asit 50 pg/mL ve irik asit 50 pg/mL gruplarinda
bulunurken taurinin tim dozlarinda ¢ikis orani standart sulandirici ile istatistiksel
olarak benzer olmustur. Yiiksek dolleme orani, antioksidanlarin ¢6ziildiikten sonra
sperm motilitesi tizerindeki olumlu etkisinden kaynaklanmaktadir. D6llenme ve ¢ikis
oranlari, antioksidan eklenen tiim gruplarda standart sulandirici eklenen gruptan daha
yiiksek bulunmus olmasina ragmen higbir grup taze sperm ile rekabet edecek durumda
degildir. Calismadaki ¢ikis oranlarinin literatiirdeki diger bazi balik tiirleriyle yapilan
calisma sonuglara gore daha az oldugu goriilmektedir. Bu durum Karadeniz kalkan
balig1 sperminde dondurma/¢6zdiirme sonrasi olusan DNA hasarinin délleme oranini
¢ok fazla etkilemedigini, ancak embriyonik gelisimin basarili bir sekilde
tamamlanmasinda olumsuz etkileri olabilecegini gostermektedir. Bu calismada,
antioksidan ilave edilen gruplardaki c¢ikis oranlari; Atlantik kalkani sperm
dondurma/¢6zdiirme sonrasinda Squet vd. (1998) (% 41+9,5), Chereguini vd. (2003)
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(% 45-60) ve Chen vd. (2004)’nin (% 34,7+3,6) elde ettikleri ¢ikis oranlarindan daha
yikksek bulunmustur. Bu sonuglara gore Karadeniz kalkan baligi spermi
kriyoprezervasyonunda antioksidan kullaniminin spermin doélleme kapasitesi
tizerindeki dondurma/gézdiirme siireci kaynakli olumsuz etkiyi azalttigi ve ¢ikis
oraninda basarili sonuglar alinmasini sagladigi goriilmiistiir.

Bu ¢alismada, uzun siireli depolamada antioksidanlarin sperm motilitesi
lizerine etkilerini belirlemek i¢cin 1, 3, 6, 9 ve 12. ay sonunda ¢ozdirme
gergeklestirilmis ve yapilan analizlerde tiim gruplarda motilite degerlerinde zamana
bagli olarak bir diislistin  oldugu goriilmistiir. Ancak istatistiki olarak
degerlendirildiginde (1. ve 12. ay) bu diislisiin tiim gruplar i¢in 6nemsiz oldugu
goriilmistir (p<0,05). Kutluyer vd. (2014) gokkusagi alabaliginda (O. mykiss)
spermin uzun siireli depolanmasinda (1, 3 ve 6. ay) motilite degerlerinde, déllenme ve
¢ikig oranlarinda diistisiin oldugunu ancak aylar arasindaki farklarin istatistiki olarak
onemli olmadigin1 bildirmislerdir. Chen vd. (2014) P. major’da yapmis olduklar
calismada 1. ay (% 71,33), 13. ay (% 69,22) ve 26. ay (% 60,33) sonundaki sonuglarda
onemli farkliliklar olmadigini ancak 48. ay (% 47,22) ve 73. ay (% 39,56) sonunda
onemli derecede azalmalain oldugunu bildirmiglerdir. Malik vd. (2015) Frisian
Holstein bogas1 sperminin uzun siireli (6 yil) depolanmasinda ¢6zdiirme sonrasi sperm
canliliginda, 1 yil depolama ile 2 yil depolama arasinda 6nemli Olciide farkligin
olmadigint (p>0,05) ancak 4, 5 ve 6 yillik depolama sonucunda sperm canliliginin
1. yila gore onemli Olclide farklilik gosterdigini bildirmistir. Spermin sivi nitrojen
icinde uzun siireli saklanmasinin boga sperminin canliligi, hareketliligi ve anormalligi
tizerinde etkileri oldugunu; bu etkilerinin muhtemelen sogutma, dondurma ve
¢ozdiirme dahil olmak iizere kriyoprezervasyon siirecinin zararli etkisinden
kaynaklandigin1 vurgulamiglardir. Kriyoprezervasyonun bu olumsuz etkilerini
azaltmak 1¢in ROS’un etkilerini azaltacak antioksidanlarin kullanimlarini
onermislerdir. Park vd. (2022) yiiksek ekonomik degeri olan orfoz baliklarinin
(E. lanceolatus) spermlerini % 10 DMSO ve seyrelticiye 300 mM sakaroz ilave ederek
dondurmustur. 1, 3, 4 ve 5 yillik depolamanin ardindan sperm motilitesinin 1. yilinda
en yiiksek degerde (% 63,27) oldugunu ve 5 yillik depolamadan sonra sperm motilite
oraninin azaldigini bildirmistir. Bu calismada 1. y1lin sonunda sperm motilite oraninda

onemli bir degisim olmamustir.
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3.1. Oneriler

Kiiresel balik tiretiminde son yillarda ger¢eklesen hizli biiylimenin en dnemli
0gesi su iirtinleri yetistiriciligidir. Bu biiylimenin siirdiirtilebilirligi i¢in kiiltiirii yapilan
veya yetistiricilik i¢in potansiyel tiirlerin ireme kalitesinin artirilmasi konusunda daha
fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir. Bu noktada iiretim basarisinin daha yiiksek
seviyelerde gerceklesebilmesi i¢in kaliteli gametlerin elde edilmesi ve saklanmasina
yonelik bilgiler 6nem kazanmaktadir.

Sperm kriyoprezervasyonu, protokollerde kii¢iik veya biiyiik degisikliklerle
ciftlik hayvanlari, sucul canlilar ve insanlar dahil hemen hemen biitiin canlilar
spermlerinde uygulanabilmektedir. Balik sperminin dondurulmasi i¢in gerekli olan
protokol giiniimiizde teknolojik anlamda ¢ok az degisiklikle gesitli balik tiirleri igin
uyarlanarak kullanilabilmektedir. Ancak hayvanciliktan uyarlanan balik spermi
kriyoprezervasyon protokoliiniin ve bununla ilgili mekanizmalarin iyilestirilmesine
ihtiyag vardir. Sperm kriyoprezervasyon yoluyla iistiin 6zellikli ve kaliteli spermlerin
muhafaza edilerek ileri donemlerde iiretimde kullanilmasi, elde edilecek tiriiniin {istiin
ozellikte ve yiiksek verimlilikte olmasina neden olacaktir.

Son yillarda tilkemizde yetistiricilige kazandirilmaya ¢alisilan ve yetistiricilik
icin en 6nemli potansiyel tiir olma 6zelligini tagiyan Karadeniz kalkan baliginin tiretim
tekniklerinin gelistirilmesi i¢in sperminin dondurularak (sperm kriyoprezervasyonu)
saklanmasi oldukg¢a 6nemlidir. Bu biyoteknolojinin kalkan baliginda uygulanmasi ile
tretimde ihtiyag duyulan erkek birey sayisimin  azaltilmasina, gamet
senkronizasyonunda yasanan sorunlarin giderilmesine, Ustiin 6zellikli bireylerin
spermlerinin muhafaza edilerek Kaliteli yavru iretiminin saglanmasina ve gen
bankacilig1 gibi laboratuvar ¢aligmalarina katki saglanacaktir.

Bu caligmada kalkan baliginin sperminin dondurulmasinda kullanilan 3 farkl
antioksidanin her birinin 3’er farkli dozunun ¢6zdiirme sonrasi sperm Kkalitesi,
dollenme orani, ¢ikis orani, motilite ve DNA hasari {izerindeki etkileri incelenmistir.
Calismanin sonuglarina gore antioksidan ilave edilen tiim gruplarda incelenen
parametreler bakimidan antioksidan ilave edilmeyen sulandiriciya gore daha iyi
sonuglar elde edilmistir. Bu nedenle kalkan balig1 sperminin kriyoprezervasyonunda
antioksidan kullanilmasini Oneriyoruz. Calismamiz sonuglarma goére 25 pg/mL

rozmarinik asit ve 100 pg/mL iirik asit en etkin antioksidanlar olarak belirlenmistir.
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Su iriinleri yetistiriciliginde spermi dondurarak saklamanin sperm kalitesi
tizerindeki zararl etkileri dikkate alinarak bilimsel caligmalar yapilmaya devam
edilmelidir. Antioksidan ilaveli sulandiricilarin uzun siireli depolamada etkisini
anlayabilmek icin en az 5 yil boyunca takibinin yapilarak; sperm hareketlilik, DNA
hasar1 diizeyi, dolleme basarist gibi parametrelerin incelenmesinin devam ettirilmesi
gerekir. Caligmada kullanilan antioksidanlarin ara dozlarinin ve birbirleriyle
kombinasyonlarinin denenerek etkilerinin daha detayli olarak ortaya konulmasi yarali
olacaktir.

Bu calisma ile ilkez kalkan balifi sperminin dondurulmasisinda bitkisel
kaynakli (rozmarinik asit) antioksidan kullanilmistir ve diger antioksidanlara goére
daha 1yi sonuclar elde edilmistir. Dolayisiyla antioksidan etkisi bilinen farkli bitkisel
iriinlerin kalkan balig1 sperm kriyoprezervasyonunda kullanilarak sperm hareketlilik,
DNA hasar1 diizeyi, dolleme basarisi gibi parametreler iizerindeki etkilerinin
incelenmesi gerekmektedir. Kalkan balig1 sperm kriyoprezervasyonunun gelistirilmesi
ve ¢ozdiirme sonrasi sperm kalitesini artirmak amaciyla yapilan ¢alismalarin devam
ettirilmesi, yetistiricilik igin tilkemizde en 6nemli potansiyel tiir olan kalkan baliginin

yetistiricilik tekniginin gelistirilmesine katki saglayacaktir.
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