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OZET

Yumurta sarisi, Ozellikle memeli tiirlerinin spermasinin kriyoprezervasyonu amactyla
kullanilan sulandiricilarin en yaygin kriyoprotektif bilesenlerden biridir. Bununla birlikte
yumurta sarilarinin balik spermasinin dondurulmasindaki etkinligi ile ilgili olarak bilgi eksikligi
bulunmaktadir. Bu nedenle bu ¢alisma, farkli kanatl tiirlerine (6rdek, kaz ve tavuk ait yumurta
sartlarinin kriyoprezervasyon islemini takiben pullu sazan (Cyprinus carpio) spermasinin
¢oziim sonu kalitesi ve fertilizasyonu tizerindeki etkilerinin karsilagtirilmas: amaciyla
yiirlitiilm{istiir. Sukroz tabanl sulandirici ile diliie (1:10) edilen sperm ornekleri; %10, %15,
%20 oranlarinda farkli kanath yumurta sarilari ile takviye edilmistir. Kontrol grubuna ait sperm
ornekleri sadece yumurta sarisi igermeyen sukroz tabanli sulandirici ile diliie edilmistir.
Diliisyonu takiben sperma,+4°C’de 10 dakika ekilibre edilerek 0,25 mL payetlere ¢ekilip sivi
azot (LN,) ylizeyinin 3 cm iizerinde 10 dk siire ile dondurulup sivi azaot (LN») igerisine
aktarilmistir. Sperma 350C’de 30 saniye su banyosunda c¢ozdiiriildii ve 1x10°
spermatozoa/yumurta orant kullanilarak fertilizasyon islemi gergeklestirildi. Calisma
sonuglarima gore, sukroz tabanli sulandiriciya 6rdek yumurta sarisi ilave edilmesi kontrol
grubuna gore ¢ozdiirme sonrasi progresif motilite (%), progresif motilite siiresi (s), canlilik
orani (%) ve dol verimini (%) gelistirmistir (p<0.05). Elde edilen ¢alisma sonuglari, pullu
sazan spermasinin dondurularak saklanmasinda sukroz tabanli sulandiricida, tavuk yumurta
saris1 yerine alternatif olarak 6rdek yumurta sarisinin kullanilabilecegini géstermistir.

Anahtar Kelimeler : Kriyoprezervasyon, Yumurta Sarisi, Fertilite, Sulandirici, Sperm
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INVESTIGATION OF POST-THAW QUALITY AND FERTILIZATION ABILITY OF
CARP (Cyprinus carpio) SPERM CRYOPRESERVED WITH EXTENDERS CONTAINING
DIFFERENT AVIAN EGG YOLK TYPES
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ABSTRACT

Egg yolk is one of the most widely used cryoprotective components of freezing extenders,
especially for cryopreservation of mammalian species’ sperm. However, there is lack of
information regarding its efficacy on freezing of fish sperm. Thus, the objective of this
experiment was to compare the effectiveness of egg yolk from diferent avian species (duck,
goose and chicken) on post-thaw quality and fertlility of scaly carp (Cyprinus carpio) semen
following cryopreservation. Sperm samples diluted (1:10) with the the sucrose-based extender
were supplemented with 10, 15, 20% ratios of different avain egg yolks. In the control group,
sperm samples were diluted with the sucrose-based extender, without egg yolk. Following
dilution, sperm was equilibrated at 4°C for 10 min and aspirated into 0.25 mL straws, frozen
3 cm above of liquid nitrogen (LN2) surface for 10 min, and plunged directly into the liquid
nitrogen (LN2). The spermatozoa were thawed in a water bath at 35°C for 30 s and fertilization
was carried out using 1x10° spermatozoa/egg ratio. Based on the results, supplementation of
sperm with duck egg yolk in sucrose-based extender improved post-thaw progressive motility
(%), progressive motility duration (s), viability (%) and fertility (%) compared to the control
group (p<0.05). The results showed that duck egg yolk could be used as an alternative instead
of chicken egg yolk in sucrose-based extender for the cryopreservation of scaly carp sperm.

Key Words : Cryopreservation, Egg Yolk, Fertility, Extender, Sperm
Page Number : 55
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1. GIRIS

Su iirlinleri, protein orani yiiksek, amino asit igerigi, vitamin ve mikro- yoniinden zengin,
ayrica ¢coklu doymamis yag asitlerini iceren degerli bir besin maddesidir. Su iirlinleri, insan
beslenmesine katkisi, istthdam olusturmasi, sanayiye hammadde saglamasi ve ihracat
potansiyeli sayesinde iilke ekonomileri i¢in olduk¢a dnemlidir (Aydin ve Sayili, 2009). Tiim
diinyada, diinya niifusunun artmasi, tatli su ve denizlerdeki dogal balik stoklarinin azalmasina
baglh olarak akuakiiltiir sektoriine yonelik yatirimlar artmistir. Bu durum akuakiiltiir

sektdriiniin oneminin ve biliylimesinin artmasina yol acarak, akuakdiltiirii en hizli bliyliyen gida

sektorii konumuna getirmistir.

Ulkemizde akuakiiltiir sektdriiniin ge¢misi cok eski olmamasina ragmen oldukca hizli bir
gelisme gostermistir. Ulkemizde su iiriinlerinin akuakiiltiir yoluyla iiretim miktar1 2022 yilinda
514.805 tona ulasarak toplam su iiriinleri {iretiminin %60.6’sin1 olusturmustur (TUIK, 2022).
Tiirkiye’de en fazla yetistiriciligi yapilan balik tiirleri tath su baliklarindan gokkusagi alabalig
ile deniz baliklarindan ¢ipura ve levrek olup bu tiirlerin iiretimi olduk¢a yogun bir sekilde

yapilmaktadir.

Diger taraftan diinya’da yaklasik 3.000 yillik yetistiricilik tarihine sahip olan ve en fazla
iretimi yapilan balik tiirii olan sazan baliginin, su kaynaklar1 ve iklim sartlar1 ¢ok uygun
olmasina ragmen, yetistiricilik sektoriinden gereken ilgiyi gérememekte olup buna bagl olarak

iilkemizdeki yetistiriciligi gittikce azalmaktadir.

Ticari yetistiricilikte oldugu kadar sportif ve rekreatif balik¢ilikta da oldukg¢a kiymetli olan
sazan baligi, iilkemiz i¢ sularinin hemen hemen tamaminda mevcuttur. 2022 yili itibariyle

iilkemiz i¢ sularinda sazan iiretimi 293 ton olarak gerceklesmistir (TUIK, 2022).

Ulkemiz iklim kosullarinda sazan baliginin pazar boyuna ulasabilmesi i¢in yaklasik 2-2,5
yillik bir siireye ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu durum, sazan baliginin, uygun su kosullarinda 9-10
ay gibi kisa bir siirede pazar boyuna gelen alabalik ile rekabet etmesini giliglestirmektedir.
Ulkemiz akuakiiltiir sektoriinde alabalik ve alternatif deniz balig1 iireticileri devlet tarafindan
desteklenmesine ragmen devlet desteklemesinden yoksun olan sazan iiretiminde maliyetlerin
yiikselmesi bu tiirlin yetistiriciler tarafindan kiiltiire alinmasin1 zorlastirmakta ve dolayisiyla

iiretim miktar1 diisiik kalmaktadir.
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Dolayisiyla iilkemizde gerek dogal stoklarin takviyesi ve gerekse akuakiiltiir kosullarinda
sazan baligmin iiretimine yonelik olarak kamu biinyesinde faaliyet gosteren kulugkahaneler
kurulmustur. Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi ile Orman ve Su Isleri Bakanlif
bilinyesindeki bu kuluckahanelerde iiretilen sazan baliklar1 i¢ sularin baliklandirilmasinda ve

ticari isletmelerin yavru ihtiyaglarinin karsilanmasinda kullanilmaktadir.

Ulkemizde akuakiiltiir sektdrii iiretim ve pazarlama yoniinden gelisme gdstermekle beraber,
ozellikle 1slah konusunda 6nemli sorunlarla karsilagiimakta olup Onemli verim kayiplar
meydana gelmektedir. Bu sorunlara ¢oziim saglayabilecek 6nemli uygulamalardan birisi hig

siiphesiz sperma kriyoprezervasyon (dondurarak muhafaza) yontemidir.

Akuakiiltiir sektoriinde kriyoprezervasyon yonteminin uygulanmasiyla; genetik olarak iistiin
ozelliklere sahip erkek damizlik baliklardan elde edilen birey sayisinin artirilabilmesi, arzu
edilen genetik Ozelliklerin nesiller boyunca aktarilabilmesi, genetik materyalin kolay bir
sekilde transportunun saglanabilmesi, yi1l boyunca erkek gamet hiicrelerinden

faydalanilabilmesi ve sperm bankalarinin kurulmasi miimkiin olabilmektedir (Bozkurt, 2004).

Sperm hiicrelerinin dondurularak saklanmasinda standart bir islem haline gelen
kriyoprezervasyon, sperm hiicrelerinin yasayabilmesi i¢in gerekli olan ideal kosullarin
saglanmasini gerektirmektedir (Bozkurt ve Seger, 2005a). Bu baglamda kriyoprezervasyon
yonteminin ilk asamasi, dondurma iseminden once kriyoprotektan adi verilen koruyucu
maddelerin  hiicre igerisine penetre olmalarim1 saglayabilecek sulandiricilar ile
sulandirilmasidir. Basarilt bir kriyopreservasyon isleminde, sulandiricinin bilesimi ve

kullanilan kriyoprotektanlar 6nemli rol oynamaktadir (Munkittrick ve Moccia, 1984).

Kriyoprotektanlar dondurma ve ¢6zme uygulamalar1 sirasinda hiicrelerde olusabilecek
zararlar1 Onlemek amaciyla kullanilan kimyasal maddeler olarak tanimlanmaktadir. Spermanin
dondurulmasinda kullanilacak sulandiricida kriyoprotektif 6zellikli maddelerin bulunmasi
gereklidir. Kriyoprotektanlar (soguk sokuna karsi koruyucu maddeler) hiicrenin sogutulmasi,
dondurulmas1 ve ¢ozdiiriilmesi esnasinda gelisen fiziksel, kimyasal ve oksidatif stresi ve
bunlardan dogan 1s1 soku, ozmotik degisim, intraseliiler kristal olusumu ve olusan serbest
oksijen radikallerinin olusturdugu hasarlar1 azaltmak amaciyla kullanilmakta, direk olarak

¢Oziim sonu spermatolojik parametreleri ve déllenmeyi etkilemektedir.
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Bu baglamda, son yillarda ¢iftlik hayvanlarinda sperm kriyoprezervasyonu caligsmalarinda
degerlendirilen koruyucu maddelerden biriside ¢esitli kanatli hayvan tiirlerine ait yumurta
sartlaridir. Bu amagla yumurta sarist genis c¢apta kullanilmakta olup ve spermatozoon
motilitesi, canlili§i ve fertilizasyon kapasitesi lizerinde olumlu etkilere sahiptir. Yumurta
sarisinda bulunan protein, lipit ve kolesterol dondurma siirecinde c¢esitli asamalar boyunca
spermay1 aktif olarak korumak i¢in mevcutturlar. Ayrica, yumurta sarisinda bulunan diistik
yogunluga sahip fosfolipitler spermatozoa yiizeyine baglanmakta ve hiicresel adenilat siklazi
aktive ederek kriyoprotektif etki gostermektedirler (Bathgate ve dig., 2006; Bergeron ve
Manjunath, 2006).

Memeli tiirleri ile yapilan ¢aligmalarda daha iyi ¢6ziim sonu sperma kalitesi elde etmek
amaciyla farkli kanath tiirlerinin yumurta sarilarinin geleneksel olarak kullanilan tavuk
yumurta sarisi yerine kullanimi denenmis ve hayvan tiirlerine gore farkli olmakla birlikte

olumlu sonuglar alinmistir.

Diger taraftan, balik spermasinin dondurulmasinda geleneksel olarak koruyucu madde olarak
tavuk yumurta sarist kullanilsada, diger kanatli hayvanlarin yumurta sarilarinin koruyucu
etkileri tam olarak pek bilinmemektedir. Bu noktadan hareketle yiiriitiilen bu tez ¢calismasinda
farklh kanath tiirlerine (6rdek, kaz ve tavuk) ait yumurta sarilarinin, sazan (Cyprinus carpio)
spermasinin  dondurulmasinda kullanimi, ¢6ziim sonu motilite, viabilite ve fertilizasyon

oranlarina etkileri arastirilmastir.
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2. LITERATUR OZETLERI

2.1. Sazan Bahg (Cyprinus carpio) Hakkinda Genel Bilgiler

Sazan (Cyprinus carpio) Orta Asya’dan Anadolu’ya ve Avrupa’ya kadar ¢ok genis dogal
yayilis alanina sahip bir balik tiiriidiir (Barus ve dig., 2002). Tiirkiye’de ilk defa sazan
yetistiriciligi ¢alismalarina, 1960’larin basinda baglanmistir (Innal and Erk’akan, 2006).
Cyprinus carpio’nun kiiltiir balik¢iliginda kullanilan, pullu sazan, aynali sazan, ¢izgili sazan
ve deri sazami olarak adlandirilan dort kiiltiir formu bulunmaktadir (Muus ve Dahlstrom,

1981).

Sazan, ekonomik degeri olan ve 1iliman iklim bolgelerinde yasayabilen bir balik tiirii olup
diisiik ve yiiksek su sicakliklarina kolayca adapte olabilmektedir. Dipten beslenen bir balik
tiiri olan sazan baliklarinin besinlerini; bentik su hayvanlari, plaktonlar, bitki parcalar1 ve
atiklar1 olusturmaktadir. Sazan, iilkemizde tathh su kaynaklarinda en ¢ok bulunan balik
tiiriidiir. Ulkemizde &zellikle Egirdir, Beysehir, Uluabat, Manyas, Aksehir, iznik ve
Golmarmara gollerinde dogal popiilasyonlarinin yogun bir sekilde bulundugu bildirilirken
ayni zamanda yapay gol ve goletlerin baliklandirilmasi amaciyla yogun bir sekilde

kulanilmaktadir (Yilmaz, 2004).

Sazan baliginin sistematigi su sekilde belirtilmektedir (Soylu, 1998).
Regnum: Animalia
Subregnum: Metazoa
Phylum: Chordata
Subphylum: Vertebrata
Superclasis: Pisces
Clasis: Teleostei
Superordo: Ostariophysi
Ordo: Cypriniformes
Familia: Cyprinidae
Genus: Cyprinus

Species: Cyprinus carpio
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2.2. Sazan Baliklarinda Ureme

Diger canlilar gibi, baliklar da hayatlarini siirdiirebilmek ve gelistirebilmek icin kendilerini
bulunduklar1 ortama (tath su veya deniz suyu) adapte etmek zorundadirlar. Dogada varolabilmek
icin verilen bu miicadelede, en 6nemli nokta iiremedir (Celikkale, 1991). Sazan baliklarinda tireme
aktivitesi genellikle sonbahar ve ilkbahar aylar1 arasinda ger¢eklesmektedir. Sazan baliklarinda
iireme etkinliginin baslamasi; yumurtadan ¢iktiktan sonra belli bir viicut gelisimine ulagmasi, uygun
sicaklik derecesinin varlig, 151k ve hormonal mekanizma ile dogrudan iliskilidir. Sazan baliklarinda
cinsi olgunluk yas1 2-3 yil arasinda degisiklik gostermekte olup, genellikle erkekler disilerden daha
erken yasta cinsel olgunluga ulagsmaktadir (Bozkurt, 2004).

2.3. Disi Sazanlarda Ureme Fizyolojisi

Cinsi olgunluga erismis bir disi sazan baliginin baglica morfolojik 6zelligi; siskin ve yumusak bir
abdomen ile kirmizi renkte genital papilaya sahip olmasidir. Sazan baliklari; dogal yayilim
alanlar1 olan goller ve yavas akan nehirlerde Mayis ve Temmuz aylar1 arasinda su sicakliginin
18-22°C oldugu donemde yumurtalarini s1§ ve bol bitkili su kesimlerine birakmaktadir. Sazan
yumurtalart seffaf ve yapiskan olup 1 mm ¢apindadir. Yumurta sayist ve capinda goriilen
farkliligin; baligin yasi, biiyiikligli ve beslenme rejimine baghh olarak sekillendigi
diistiniilmektedir. Yumurtlama bir hafta kadar siirmekte olup 1 kg’lik bir sazan balig1 yaklagik
200-300 bin adet yumurta birakmaktadir. Bitkilere yapisan sazan yumurtalaindan 3-4 giin (60-
70°G) iginde lavra ¢ikis1 gergeklesmektedir. Sazan baliklart pelajik tipte yumurtaya sahip olup
ortii vazifesi goren chorion, miktar1 degisebilen sayida yumurta saris1 ve bir adet mikropile

sahiptir (Bozkurt, 2004).

2.4. Erkek Sazanlarda Ureme Fizyolojisi

Reprodiiktif etkinligin baslamasi i¢in yumurtadan ¢iktiktan sonra erkek baligin belirli bir viicut
agirhigina ulagmasi, uygun degerde sicaklik, 151k ve diizenli bir hormonal mekanizma
gerekmektedir. Genellikle erkekler disilerden daha erken seksiiel olgunluga ulasirlar. Ayrica
bireydeki tiir, yas, boy ve fizyolojik yap1 puberteyi etkilemektedir (Celikkale, 1991). Bu
baglamda erkek sazan baliklar1 bulunduklar1 suyun sicakligi ve besin madde icerigine baglh

olarak erkekler 2-3 yasinda cinsel olgunluga erismektedir (Bozkurt, 2004).
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2.5. Testisler ve Kanal Sistemi

Testisler, ¢evreleri ince bir bagdokusu ile sarilmis olan sayica fazla spermatogenetik birimleri
icermektedir. Bu birimler, birbirleri ile bir kanal ag1 ile baglantilidir. Spermatogenetik birimler
germinal ve interstisyel olarak iki bdliime ayrilir. Interstisyel bdlge testise kan saglayan kilcal
damarlar, kas hiicreleri, fibroblast ve androjen salgilayan tek yada kii¢lik gruplar halinde lobiiller
arasinda bulunan Leydig hiicrelerini (Testiste seminifer-seminiferus, sperma yapici- tiipgiikleri
arasinda bulunan, testosteron hormonu salgilayan hiicreler) igerir. Germinal boliim germ
hiicreleri ve somatik Sertoli hiicrelerini (Testislerde bulunan, sperm hiicrelerini koruma ve
besleme gorevi olan, piramit seklindeki biiyiik hiicreler) igerir. Germ hiicreleri spermatogenik
hiicrelerin tiim farklilasma asamalarindaki hiicreleri (spermatogonia, spermatosit, spermatid ve
sperm) igerir. Sperm hiicreleri bu birimler igerisindeki ana hiicrelerden yani

spermatogoniyumlardan spermatogenesis sonucu olusurlar (Timur, 2006).

2.6. Spermanin Yapisi

Sperma, spermatozoa ve seminal plazmadan olusan, genellikle beyaz-krem renginde yar1 viskoz
hiicresel bir sividir (Bozkurt, 2004). Balik spermatozoa’lari bas, orta ve kuyruk olmak {izere ii¢
kisimdan olusmaktadir. Sazanlarda bas kisminda akrozom bulunmaz, sitoplazma ve
mitokondrileri igeren olduk¢a kisa bir orta kisma sahiptirler (Billard, 1988). Sazan
spermatozoalarinin bas kismi kiiremsi bir yapidadir. Spermatozoa’nin orta kismi kisadir.
Spermatozoa’nin orta kisminda diizensiz ve asimetrik bir yapilagma s6z konusu olup 8-10 adet
mitokondri bulunmaktadir (Bozkurt, 2004). Spermatozoa’lar testisin kanal bosluklarinda
toplanmakta ve ¢evre sartlar1 uygun oluncaya kadar inaktif bir sekilde kalmaktadir. Testislerde
inaktif bir sekilde bulunan spermatozoa, su ile temasa gectiginde hareket kabiliyeti

kazanmaktadir (Gorda, 1995).

Seminal plazmanin bilesimini Na+, K+, Ca++, Mg++, Cl-, glukoz, sakroz gibi sekerler ve
protein komponentleri olusturmaktadir (Bozkurt, 2004). Sazan seminal plazmasinda LDH (laktat
dehidrojenaz), MDH (malat dehidrogenaz), acetate-butyrate esteras, alanyl-leucine
aminopeptidaz gibi enzimsel aktiviteler bulundugu bildirilmistir (Billard ve Cosson, 1990).
Seminal plazmayi1 olusturan maddeler yasam ve cevre kosullarina bagli olarak degisiklik
gostermektedir (Piironen, 1985). Spermanin kimyasal igerigi tiirden tiire ve lireme sezonunun

donemlerine gore farkliliklar gosterse de, genellikle Na++ ve K+’ca zengin olup ayrica Mg++
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ve Cat++’da igermektedir (Stoss, 1983).

Seminal plazmanin esas rolii ¢gogu zaman uzun siire in vivo olarak muhafaza edilmesi gereken
spermatozoa i¢in uygun cevresel sartlar1 olusturarak saklanmasinmi saglamaktir. Bu c¢evresel
sartlar, uygun seviyede ozmotik basing, iyon konsantrasyonu, pH ve spermatozoayi koruyan
proteinlerden olugmaktadir. Spermatozoanin délleyebilme yetenegi, motilitesi ve canliligi bu
muhafaza siiresince korunmak zorundadir. Seminal plazmanin spermatozoay1 korumak kadar

spermatozoay1 hareketsiz (immotil) olarak tutma 6zelligide vardir.

Yetistiricilik kosullarinda ancak iyi kalitede sperma kullanilarak yiiksek oranda dol verimi elde
edilebildiginden sperma kalitesinin bilinmesi olduk¢a O©nemlidir. Ciinkii spermatolojik
ozelliklerden herhangi birinde meydana gelen olumsuzluklar, d6llenmeyi dogrudan etkilemekte,
steril nitelikteki erkek damizliklarin isletmeden ¢ikarilmasi ile de 6nemli bir ekonomik kazang

elde edilmektedir (Bozkurt ve Seger, 2006).

Sperm hiicrelerinin fizyolojik 6zelliklerini ve sperma kalitesinin belirlenmesi i¢in yapilan
caligmalarda yaygin sekilde kullanilan parametreler; sperm hareketliligi, canlilik siiresi, seminal
plazmanin biyokimyasal 6zellikleri, spermatozoonun yapisi ve sperm sulandirma oranlarinin

saptanmasi olarak ifade edilmektedir (Bromage ve Roberts, 1995).

2.7. Baliklarda Sperm Hiicrelerinin Kriyobiyolojik Muhafazasi

Balik spermasinin  muhafaza edilmesi balik yetistiriciliginde uygulanan seleksiyon
programlarinda biiyiik 6nem tagimaktadir. Ciinkii ayni tiir baliklarin generasyonlar boyunca ayni
ortam ve kosullarda yetistirilmesi mevcut populasyonda az bulunan genlerin kaybolmasina ve
heterozigotlugun azalmasina neden olmaktadir. Genetik varyasyondaki bu azalma, mevcut balik
stogunun ileri donemlerdeki seleksiyon programlarinda kullanilma potansiyelini sinirlamakta
olup bu durum diisiik yasama orani, diisiik biiyiime orani, yem doniisiim etkinliginde azalma,
hastaliklara yakalanma riskinde artis ve yavru baliklarda 6liim oraninin artmasi seklinde kendini

gostermektedir.

Bu nedenle arzu edilen gen havuzlarinin olusturulmasini saglamak amaciyla gametlerin
muhafaza edilmesi giderek biiylik ilgi goérmektedir. Gliniimiizde gametlerin muhafaza
edilmesinde yaygin olarak kullanilan metot dondurarak (kriyoprezervasyon) muhafazadir.

Nitekim balik spermalarinin dondurulmalariyla olusturulan sperm bankalar1 sayesinde arzu
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edilen oOzelliklere sahip damizlik baliklardan elde edilen genler yetistiricilikte seleksiyon

programlarinda sperma formunda kullanilmaktadir.

Balik spermasinin ilk basarili dondurulmasi ise 1953 yilinda Blaxter tarafindan
gerceklestirilmistir. Balik spermasmin  dondurulmasi islemi daha sonra yaygin olarak
uygulanmis, sadece balik hibridizasyonu ve iiretimi i¢in degil, hem biyolojik ¢esitlilik
izerindeki programlarin yiiriitiilmesi, hem de tehlike altindaki tiirlerin korunmasi i¢in rutin bir
ara¢ haline gelmistir. Soyu tiikkenen ya da tiikkenmekte olan tiirlerin korunmasi i¢in gamet
bankalar1 olusturulmaktadir (Kopeika ve dig., 2007). Rana ve Gilmour (1996) son yillarda,

200'den fazla balik tiiriiniin spermasinin basariyla donduruldugunu kaydetmektedir.

Baliklarin tiire 6zgii farkli 6zelliklerinden dolay1, spermanin kriyopreservasyonu i¢in giivenilir
protokoller gelistirmek gerekmektedir (Kopeika ve dig., 2007). Ancak, tire 6zgii ideal
kriyoprezervasyon protokoliiniin belirlenmesi kolay degildir. Ayrica, dondurmanin basarisini
etkileyen sperma kalitesi, sulandirici - kriyoprotektan etkilesimi, alisim siiresi (ekilibrasyon),
sulandirma orani, sogutma orani, ¢ozdiirme sicaklig1 ve siiresi, ¢dzdlirme sonras1 aktive edilene

kadar gegen siire gibi faktorler bulunmaktadir (Rideout ve dig., 2004).

Diger taraftan, kriyoprezervasyon islemi sonrasinda dondurulmus spermada hem canlilik orani
azalmakta hem de sperm hiicrelerinin fonksiyonlari azalmaktadir. Bunun nedenleri arasinda
soguk sokuna ugramalari, osmotik strese maruz kalmalar1 ve hiicre i¢i buz kristalizasyonu
gosterilmektedir (Fabbrocini ve dig., 2000). Bu etkileri en aza indirmek amaciyla sperma
sulandiricilarina, soguk sokuna karst koruyucu ozellik gosteren kriyoprotektan adi verilen

maddelerin hazirlanacak olan sulandiricilara ilave edilmesi gerekmektedir.

2.8. Sperma Sulandiricilari ve Ozellikleri

Sperma sulandiricilarini; spermanin ihtiyaglarini karsilayan, dis etkenlere karsi spermatozoanin
biitiinliiglinli ve fertilite yetenegini koruyan, spermanin hacmini istenilen diizeye c¢ikarabilen
spermatozoa igin gelistirilmis sivi besi ortamlar1 olarak tanimlamak miimkiindiir. Basarili bir
kriyoprezervasyon isleminde osmolarite, pH ve iyonik yapinin devamliliginin ve enerji
kaynaginin saglanmasi ile donma sirasinda olusacak soguk soku hasarlarin azaltilmasi amaciyla

sulandiricilar kullanilmaktadir (England, 1993).
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Baliklarda spermatozoa’nin muhafazasi ve fertilizasyonu sirasinda maksimum verimliligini
koruma amaci1 tasiyanfarkli tipte sulandiricilar gelistirilmistir. Bu amacla sulandirici
kompozisyonunun gelistirilmesinde baslica iki yaklasim bulunmaktadir. Ik yaklasim baligin
seminal plazma kompozisyonuna benzer sulandiricilarin kullanilmasidir. ikinci yaklagim ise

hazirlamasi kolay olan sulandiricilarin kullanilmasidir.

Bu baglamda, tuz ve glukoz bazli sulandiricilar balik spermasinin dondurulmasi i¢in en yaygin
sekilde kullanilan maddeleridir. Kriyoprezervasyon i¢in sperma sulandiricilarina cesitli tipte
katki maddelerinin dahil edilmesiyle, ¢oziim sonrasi motilite orani, motilite siiresi, canlilik
oranindaki artis dikkate alinarak sperm kalitesinin arttifit ve DNA hasarinin azaldigi

bildirilmektedir.

2.9. Kriyoprotektanlar ve Ozellikleri

Kriyoprotektanlar dondurma ve ¢oziindiirme uygulamalar1 sirasinda hiicrelerde olusabilecek
zararlart Onlemek amaciyla kullanilan kimyasal maddeler olarak tanimlanmaktadir.
Kriyoprotektanlar genel olarak koruyucu etkilerini ortamdaki donmamis fraksiyonu artirarak ve
ortamdakiiyon miktarini azaltarak gosterirler. Hiicreler dondurulmadan 6nce kriyoprotektanlarla
inkubasyona tabi tutularak, intraselliler bakimdan dengeye gelmesi saglanmaktadir.
Kriyoprotektanlarin en dnemli 6zellikleri, diisiik molekiiler agirliga sahip olmalar1 ve toksik

etkilerinin ancak belirli oranlarda katildiklarinda olugsmasidir (Palasz and Mapletopt, 1996).

Kryoprotektanlar islevsel olarak permeabl (internal) ve permeabl olmayan (eksternal)
kryoprotektanlar iki gruba ayrilmaktadir. Permeabl (internal) kryoprotektanlar; hiicre zarindan
iceriye girerek ve ‘colligative’ olarak etkilerini gostermektedir. Koruyucu etkileri donma
esnasinda ortamdaki elektrolit yogunlugunu azaltmalari, dehidrasyonu diizenleyip protein
yapilarint korumalar1 ve diisiik sicakliklarin yarattigi ozmotik biizligmeyi azaltmalar ile
olugsmaktadir (Holt, 2000). Permeabl 6zellige sahip kryoprotektan olarak gliserol, etilen glikol,
formamide, Dimetilsiilfoksit (DMSO) 6rnek olarak sayilabilir. Permeabl olmayan (eksternal)
kryoprotektanlar ise, membranlarin sivi ve katyonlara karsi permeabilitesinde artis yaparak,
ozmotik strese karsi hiicre membranlar1 esnek hale getirmektedir. Ayrica, hiicrede
donma/coziinme esnasinda gelisen lipit peroksidasyonunu azaltmaya calisirlar. Sulandiriciya
ilavelerinde diisiik oranda permeabl kryoprotektan kullanilmakta, bu islem internal
kryoprotektanlarin olas1 toksik etkilerini azaltmaktadir (Cabrita ve dig., 2001). Eksternal

kryoprotektanlar, makromolekiiller ve sakkaritler olarak ikiye ayrilir.
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Makromolekiil olarak en ¢ok kullanilanlari; polietilen glikol, ficoll 70, BSA, dekstran, mannitol,
polivilinilprolidon ve yumurta sarisidir (Cabrita ve dig., 2001). Sakkarit olarak en ¢ok
kullanilanlar1 ise; glukoz, siikroz, trehaloz ve raffinoz sayilabilir. Sakkaritler, lethal etkili
intraselliiler kristallesmeyi engellemek icin hiicrede dehidrasyon olustururlar. (An ve dig.,
2000). Sekerler donma ve ¢oziim esnasinda olusan membran zararina karsi, membrandaki
fosfolipitlerle etkilesime girip yiizey artig1 saglayarak koruma saglamakta ve ¢oziim iglemi

sirasinda da hiicrelerin ozmotik soka girmesini 6nlemektedir (McWilliams ve dig., 1995).

2.10. Yumurta Sarisi ve Fonksiyonu

Besleyici bir gida olan yumurta, yiiksek kaliteli protein, vitamin ve minarel icermektedir. Bunun
yaninda yumurta, antibakteiryel, anti-kanser, antiflamatuar, anjiyotensin enzim doniistiiriicii,
immiinomodiilator ve farmakolojik 6zelliklere sahiptir (Zhang ve dig., 2021). Ciftlik hayvan
spermlerinin  kriyoprezervasyonunda,  yumurta  sarist  yaygin  olarak  kullanilan
kriyoprotektanlardan biridir. Diger taraftan, yumurta sarisinin kriyoprotektan 6zelligi tam olarak
bilinmemekle birlikte, spermatozoonun sogutulmasi esnasinda sperm hiicresinin membranina
yapisarak membran biitiinliigliniin bozulmasini engelleyici etki gosterdigi diisliniilmektedir
(Akgay, 2000). Medeiros ve dig., (2002), sulandiricilara katilan yumurta sarisinin fosfolipit
yapisinda oldugundan spermatozoayr soguk sokundan korudugu ve sulandiricilara katilmasi
gerektigini bildirilmistir. Ayrica yumurta sarisinin yapisinda bulunan diisiik yogunluklu lipitlerin
(LDL) yumurta sarisinin jelatinlesmesini sagladigi ve sperm hiicresinin membranini1 sararak
dondurma-¢ozdiirme sirasinda sperm hiicresinin zarar gérmesini engelledigi bildirilmektedir
(Purdy, 2006). Yumurta saris1 sulandirici igerisinde tiirlere gore farkli olmakla birlikte genellikle

% 3-25 oranlarinda kullanilmaktadir.

2.11. Balik Spermasinin Kriyoprezervasyonu Konusunda Yapilan Cahismalar

Spermay1 dondurarak uzun siireli saklama, spermalarin taginmasini kolaylastirmakta, spermanin
kontrol altina alinmasina izin vermekte ve damizlik hayvanin 6liimiinden sonra bile iistiin
ozellikli genetik materyalin uzun siire kullanilmasini saglamaktadir. Sperma dondurma islemi,
verim Ozellikleri agisindan 6nemli hayvan tiirleri 6zellikle boga icin diinya ¢apinda bir endiistri
kolu haline gelmistir. Soyu tilkenmekte olan tiirlerin veya degerli transgenik soylarin biyolojik
cesitliligini korumak i¢in genom kaynak bankacilig1 da spermanin dondurulmasi isleminden ¢ok

biiyiik fayda saglamaktadir (Bailey, 2000).

Spermasinin  saklanmasinda spermanin dondurulmasi veya soguk sartlarda bekletilmesi
islemlerinde, spermatozoonlari soguk sokuna karsi korumak ve bu islemler sirasinda geri

doniistimsiiz hasarin veya fonksiyonel zayifliklarin 6nlenmesi agisindan dnemlidir.
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Cesitli  tiirlerin  spermalarinda  kullanilan sulandiricilarin, igerisinde bulunan koruyucu
maddelerin bilesimi benzerlik gosterse de tiire 6zgii sperma 6zellikleri, aragtirmacilar1 bu sperma

sulandiricilarini ve protokolleri optimize etmeye zorlamistir (Moce ve Vicente, 2009).

Dondurma islemi; hiicre ve dokulardan olusan biyolojik materyalin uzun siire saklanmasina
olanak saglayan bir yontemdir. Spermatozoonlarin dondurma isleminden zarar gormelerinin en
onemli nedenleri arasinda kullanilan sulandiricilarin olusturdugu buz kristalleri sayilabilir.
(Aisen ve dig., 2005). Gliserol, DMSO, etilen glikol ve propilen glikol hiicre ve dokularin
dondurulmas1 amaciyla kriyoprotektan olarak ¢ok yaygin bigimde kullanilmaktadir
(Bhattacharya ve Prajapati, 2016). Bu ajanlar hiicre stoplazmasina gecmek suretiyle buz kristali
olusumunu engelleyerek koruyucu etki yaparlar. Ancak, bu ajanlarin tamami hemen hemen tim
hiicre tipleri i¢in yiiksek diizeyde toksiktir (Bhattacharya ve Prajapati, 2016). Bu olumsuz etkiler

¢Ozlim sonu yasama oranlarini ve spermatozoonlarin fertilite yeteneklerini azaltmaktadir.

Doku ve hiicrelerin kriyoprezervasyonu 1700’li yillardan itibaren uygulanmakta olan bir
tekniktir. Bilimsel ve modern anlamda canli hiicre dondurma ¢aligmalari, 1949 yilinda Polge ve
arkadaslarinin gliseroliin kriyoprotektan (soguk sokuna karsi koruma saglayici) 6zelligini
bulmasindan sonra baslamis olup ilk dondurulan hiicre spermatozoa olmustur. Bu anlamda
kriyobiyoloji hiicre, doku, organ ve organizmalarin dondurulmasini inceleyen bilim dali olarak
onemini artirmis ve dondurulan ¢ozdiiriilen hiicrelerin fonksiyonel o6zelliklerinin daha iyi

anlasilmasi, kriyobiyolojinin gelismesine neden olmustur (Leibo ve Brandley, 1999).

Balik spermasinin ilk kez basarili bir sekilde dondurulmasi, Blaxter tarafindan 1953 yilinda ringa

baliklar1 ile yapilan calismada saglanmistir. O tarihten bu yana balik spermasinin dondurulmasi

akuakiiltiir alaninda giderek yaygin bir hale gelmistir. Rana ve Gilmour (1996) giiniimiizde 200'den

fazla balik tiiriinlin spermasinin basariyla donduruldugunu bildirmistir. Yapilan ¢alismalar genelde

benzerlik gostermekte olup, baslica izlenen yol spermatozoon aktivasyonundan kaginarak

spermanin uygun bir sulandirict ve internal 6zellikteki bir kriyoprotektan ile kuru buz lizerinde

(-79°C) veya s1v1 azot buharinda (-196°C) dondurulmasi seklindedir. Ancak ¢6ziim sonrasi motilite

ve fertilizasyon oranlarinda olduk¢a farkli ve ¢eliskili sonuglar alinmaktadir. Bu duruma, balik

spermatozoonlarinin motil kalma siirelerinin ¢ok kisa olmasi ve ozmotik soka ugramalar1 neden

olmaktadir.
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Balik spermasinin dondurulmasi {izerine yapilan ilk arastirmalarda basit sulandiricilarin 1yi
sonuglar verdigi ancak daha sonra yapilan arastirmalarda ise kullanilan kompleks
sulandiricilarin daha basarili oldugu bildirilmektedir (Lahnsteiner, 2002). Balik spermasinin
dondurulmasinda en o6nemli katki maddeleri kryoprotektanlardir. Bunlardan en ¢ok
kullanilanlart DMSO (Dimethyl sulfoxide), DMA (Dimethyl acetamid), gliserol, propilen glikol
ve etilen glikol’diir. Sulandiricilara kryoprotektanlardan bagka yumurta sarisi, BSA (Bovine
serum albumine), albumin, lecithin, promine- D ve promine-F gibi katki maddeleri katilmaktadir

(Cabrita ve dig., 1998).

Kullanilan kriyoprotektanlar arasinda ise en uygun olanlarinin DMSO, DMA ve gliserol oldugu
belirtilmektedir. Bircok arastirmada farkli kriyoprotektan ve oranlar1 denenmis olup, genellikle
%10 oraninda DMSO’nun basarili sonuglar verdigi bildirilmektedir (Akgay ve dig., 2002).
Conget ve dig., (1996), kriyoprotektan olarak gliserol, DMSO ve DMSO+sukroz’u
karsilagtirdiklar1 calismalarinda en yiliksek motilite (%63) ve fertilizasyon oranmi (%58)
DMSO+sukroz ile elde etmislerdir. Baynes ve Scott (1987) ise, %10 oraninda DMSO kullandig:

0,6 M sukroz soliisyonu ile ¢éziim sonrasi fertilizasyon oranini %80 olarak bildirmistir.

Balik spermasinin muhafazasi {izerine yapilan ¢aligmalarda dondurulmus spermanin
fertilizasyon kapasitesinin taze spermadan daha diisiik oldugu bildirilmektedir (Holtz, 1993).
Balik spermasmin dondurulmasi iizerine yapilan arastirmalarda spermanin sulandirilmasinda
spermatozoa aktivasyonundan kac¢inilmasi gerektigi ve seminal plazmanin yapisina uygun
sulandiricilarin  segilmesinin fertilizasyon basarisin1 artiracagi bildirilmektedir. Sulandirma
oraninin ise se¢ilen yonteme gore 1:1°den 1:20°ye kadar degisim gosterdigi dikkati cekmektedir.
Munkittrick ve Moccia (1984)’ya gore en yaygin sulandirma orami 1:3 olmakla birlikte,

sulandirma orani 1:1 ile 1:19 oranlarinda degisim gostermektedir (Steyn ve dig., 1989).

Baynes ve Scot (1987), balik spermasinin kriyoprezervasyonunda basarili sonuclar elde
edilebilmesi i¢in dikkat edilmesi gereken en dnemli noktanin spermanin alinmasi, dondurulmasi
ve ¢Ozdiiriilmesi arasinda gecen siirelerin minimum diizeyde tutulmasi gerektigini bildirmistir.
Stoss ve Holtz (1983), spermanin alinmasi ve dondurulmasi arasindaki siire artisinin fertilizasyon

oranini diigiirdiigiinii belirlemistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Deneme Yeri

Arastirma, Sanlwurfa ili Bozova ilgesinde Tarim ve Orman Bakanlifina ait sazan iiretim tesisinde
yirtitilmustir (Sekil 3.1).

3.1.2. Damzhlik baliklarin temini ve bakim

Uretim tesisinde yetistirilen cinsel olgunluga erismis, saglikli olan 2 yas ve iizerindeki erkek ve

disi damizlik pullu sazan (Cyprinus carpio) baliklar1 ¢aligma materyalini olusturdu. Arastirmada;

saglikli, 2 yas ve tizerindeki 13 adet erkek, 10 adet disi damizlik kullanilmistir.

Resim 3.1. Sanlurfa / Bozova Tarim ve Orman Bakanligi’na bagh balik {iretim tesisinde damizlik
sazan baliklarin barindirildigi toprak havuzlar.
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3.1.3. Damizhik Baliklardan Sperm ve Yumurta Alinmasi

Damizklik baliklardan sperma ve yumurta aliminda hipofiz enjeksiyonu uygulanmistir. Bu
baglamda, 0,1 g/L oraninda MS-222 ile aneztezi islemi uygulanan damizlik baliklara enjekte
edilecek hipofiz miktar1 disi damizliklar i¢in 3,5 mg/kg, erkek damizliklar i¢in ise 2 mg/kg esas
almmistir (Akcay ve dig., 2002). Disi damizlik baliklara ilk doz olarak sagimdan 12 saat once
toplam dozun %10’u olan 0,35 mg/kg, son doz olarak ise 3,15 mg/kg oraninda hipofiz
uygulanmistir. Hipofiz enjeksiyonundan yaklasik 12 saat sonra 0,1 g/L. oraninda hazirlanan olan
MS 222 soliisyonu ile uyusturulan damizlik baliklardan sperma ve yumurta abdominal masaj
yontemi ile sagim yoluyla alinmistir. Sperm ve yumurtaya sagim sirasinda sindirim artiklarinin
bulagmasin1 6nlemek amaciyla sagimdan 48 saat oncesinden sagim zamanina kadar anag¢ baliklara

yem verilmemistir. ozkurt

Resim 3.2. Damizlik baliklarin anestezik madde ile uyusturulmasi.

Resim 3.3. Disi damizlik pullu sazan baliklarindan abdominal yontemle yumurta sagimu.



Resim 3.4. Erkek damizlik pullu sazan baliklarindan abdominal masaj yontemi ile tiiplere
sagilan sperm Ornekleri.

3.1.4. Fiziksel Spermatolojik Parametrelerin Belirlenmesi

Her tiipte yeralan spermanin fiziksel 6zelliklerinin belirlenmesi kapsaminda, sperma miktari,
spermatozoa motilitesi ve canlik siiresi, spermatozoa yogunlugu ve spermanin pH’1
belirlenmistir. Bu kapsamda sperma miktari, dereceli cam meziirler ile ml olarak, spermatozoa
motilitesi (%) x200 biiylitmede trinokiiler faz kontrast mikroskobunda, spermatozoa canlilik
siiresi (s) hassas kronometre yardimiyla, spermatozoa yogunlugu(10°/ml) hemasitometrik
yontemle, sperma pH’s1 dijital pH metre ile, spermanin ozmolalitesi (mOsm) ise dijital

ozmometre ile belirlenmistir (Bozkurt ve dig., 2005).

Resim 3.5. Spermatolojik 6zelliklerin mikroskopta incelenmesi.
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3.1.5. Sperma Sulandiricilarinin Hazirlanmasi

Sperm hiicrelerinin dondurulmasinda sukroz tabanli sulandirici (3,4314 g sukroz, 0,3427 g
NaCl, 21 pl NaOH, %10 DMSO, 100 ml distile H,O, 0.5 ml antibiyotik, pH 7,7; Irawan
et. al. 2010) kullanilmistir. Hazirlanan sulandiriciya ayr1 ayri olmak iizere %10, 15 ve 20
oranlarinda ayr1 ayr1 olmak tizere kaz, drdek ve tavuk yumurta sarilari ilave edilmis olup
ayrica yumurta sarist i¢cermeyen sulandirici gruplart ile kontrol grubu (taze sperma)

kullanilarak arastirma 3 tekerriirlii olarak yiirtitiilmiistiir.

Resim 3.6. Sperma sulandiricikarinin hazirlanmasi.

Resim 3.7. %10, %15, %20 oranlarinda kaz yumurta sarisi i¢eren sperma sulandiricilari.



Resim 3.8. %10, %15, %20 oranlarinda 6rdek yumurta saris1 igeren sperma sulandiricilari.

3.1.6. Kanath Tiirlerine Ait Yumurta Sarilarinin Analizi

Kaz, ordek ve tavuk yumurtalarinin besin ve kuru madde kompozisyonu (protein yag,
kolestreol, kiil) degerleri Hatay Mustafa Kemal Universitesi Teknoloji ve Arastirma Merkezi

laboratuvarlarinda analiz edilmistir.

3.1.7. Sperm Hiicrelerinin Dondurulmasi

Motilitesi %80 ve lizerinde olan sperma Ornekleri 1:10 oraninda belirtilen sulandiricilar ile
diliie edildikten sonra spermalar 0,25 ml’lik payetlere ¢ekilerek sivi azot buharinda (-120°C)
10 dk. siire ile dondurma islemi uygulanmistir. Bu igslemin ardindan dondurulmus sperma

igeren payetler s1v1 azot icerisinde (-196°C) muhataza edilmistir (Tekin ve dig., 2007).

3.1.8. Dondurulan Sperm Hiicrelerinin Cozdiiriilmesi

Dondurulan spermanin ¢ozdiirme islemi, 0,25 ml’lik payette bulunan sperma i¢in 30°C’deki
su banyosunda 10 saniyede gerceklestirilmis olup ¢6zdiirme isleminin hemen ardindan

in vitro spermatolojik degerlendirmeler yapilmistir.
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Resim 3.9. Payetlerde dondurulan sperm hiicrelerinin su banyosunda ¢ozdiiriilmesi.

3.1.9. Yumurtalarin Fertilizasyonu ve Inkiibasyonu

Taze ve ¢ozdiiriilmiis sperm hiicrelerinin fertilizasyon yetenegi, kuru fertilizasyon yontemiyle
belirlenmistir. Spermanin ¢ozdiirme isleminden hemen sonra, belirtilen konsantrasyondaki
sperm hiicreleri (3x10°) kullamlarak, her bir deneme grubundaki 500 adet yumurtanin
fertilizasyon iglemi gergeklestirilmistir. Ayrica taze sperma ile de ayn1 konsantasyonda sperm
hiicreleri ve ayn1 sayida yumurta kullanilmasiyla fertilizasyon islemi yapilarak kontrol grubu

olusturulmustur (Tekin ve dig., 2003a).

Fertilizasyon islemi tamamlanan yumurtalar, her grubunki ayri1 olmak {izere petri kutularina
yerlestirilip yumurtalarin inkiibasyonu saglanmistir. Fertilizasyon denemeleri 3 tekrarli olarak
dizayn edilmistir. Fertilizasyonun degerlendirilmesinde; her bir petri kutusundan alinan 100’er
adet yumurtanin mikroskop altinda yapilan incelemelerinde, hiicre boliinmeleri goriilen
yumurtalarin dollendigi kabul edilerek fertilizasyon orani hesaplanmigtir. Fertilizasyon oranin
hesaplanmasinda asagida belirtilen formiil kullanilmistir (Omitogun ve dig., 2010).

Fertilizasyon Oran1 (%) = (Dollenen yumurta sayis1 / Kullanilan toplam yumurta sayisi) x 100
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Sekil 3.10. Tavuk yumurta sarisi i¢eren sulandirici gruplarinda déllenen yumurta goriintiileri.

Resim 3.11. Ordek yumurta saris1 igeren sulandiric1 gruplarinda déllenen yumurta goriintiileri.
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Resim 3.12. Kaz yumurta saris1 i¢eren sulandirict gruplarinda déllenen yumurta goriintiileri.

Resim 3.13. Kontrol grubunda déllenen yumurta goriintiileri.

3.1.10. Verilerin Degerlendirilmesi

Arastirmada elde edilecek verilerin istatistiksel olarak analizinde; verilerin ortalamadegerleri
ve standart hatalar1 hesaplanarak ¢ok yonlil varyans analizi uygulanmis olup, deney gruplari
arasindaki farkliliklar degerlendirilmistir (p<0.05). Farklilig1 nemli olan gruplar Duncan testi
ile belirlenerek, istatistiki veriler arasindaki korelasyonlarin tesbitinde Korelasyon Katsayist

Analizi testinden faydalanilmistir.
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4. SONUCLAR

4.1. Damizlik Erkek Sazan Baliklarinin Canh Agirhik ve Boy Degerleri

Calismada kullanilan 13 adet damizlik erkek pullu sazan (Cyprinus carpio) baligina ait canl
agirlik ve boy dl¢tim deegerleri Cizelge 4.1°de goriilmektedir. Erkek damizlik baliklarda canli
agirliklar en diisiik 650 g, en yiiksek 2900 g, ortalama 1563,07+698,22 g olarak, boylar ise
en diisiik 35 cm, en yiiksek 56 cm, ortalama 45,69+6,26 cm olarak tespit edildi.

Cizelge 4.1. Damizlik sazan baliklarinin agirlik ve boy 6l¢tim degerleri.

Balik 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12 | 13 |Ortalama
No

Agirlik {1300 | 2600 [1290 (1900 | 1900 | 1300 | 1100 | 2250 | 2900 |1400 [980 |750 |650 | 1563,07+
(2) 698,22

Boy | 45,5 56,0 [42,0 | 48,5 | 49,5 | 44,0 | 41,5 [ 51,0 | 55,0 [45,0 140,0 [37,0 35,0 }45,69+6,26
(cm)

4.2. Damizhk Sazan Bahgimin Baz1 Spermatolojik Ozellikleri

Yapilan ¢alismada, 13 adet erkek pullu sazan (Cyprinus carpio) baligindan sagilan spermada
baslica spermatozolojik 0Ozelliklerden sperma miktar1 (ml), spermatozoa motilitesi (%),
spermatozoa yogunlugu (x10°/ml), total spermatozoa sayis1 (x10%), sperma pH’s1 ve sperma

rengi belirlenmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Erkek damizlik pullu sazan (Cyprinus carpio) baligimin ortalama spermatolojik 6zellikleri
(n=13).

Miktr | Motility | Motility | Yogunluk | | ren
(ml) (%) Siiresi (s) | (x10°/mL) ogun9u p
(x10°)
15462024 | 92.50:5.40 | 84.282.46 | 152743.60 | 198.515.48 | 7.2550.15 | S0
yaz

Pullu sazan baliklarindan sagilan taze spermada sperma miktar1 4,2-25,7 ml araliginda
ortalama 15,46+0,24 ml, spermatozoa motilitesi %70-95 araliginda ortalama 9%92,5+5,40,

motilite siiresi 75-105 s araliginda ortalama 84,28+2.46 s, spermatozoa yogunlugu 12,3x10°—
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22,5x10°/ml araliginda ortalama 15,27+3,60x10°/ml, total spermatozoa yogunlugu

159,9x10°-292,5x10° araliginda ortalama 198,51+5,48x10°, sperma pH’s1 ortalama

7,25+0,15 sperma rengi ise siit beyazi olarak belirlenmistir.

4.3. Kanath Yumurta Sarilarinin Kimyasal Kompozisyonu

Kimyasal analizi yapilan 6rdek, kaz ve tavuk yumurta sarilariin protein, total yag, kuru
madde ve ham kiil kompozisyonlar1 Cizelge 4.3.’te belirtilmistir. Yapilan analize gore, 6rdek
yumurta sarisinin daha fazla protein icerdigi (P<0.05), kaz yumurta sarisinin ise daha fazla

total yag, kuru madde ve ham kiil igerdigi belirlenmistir (P<0.05).

Cizelge 4.3. Calismada kullanilan kanath tiirlerine ait yumurtalarin bazi kimyasal icerikleri

Yumurta Protein Total Yag Kuru Madde Ham Kiil
Orjini
Ordek 18,4° 27,0% 53,830 2,1%
Kaz 15,6° 34,7° 56,4° 2,4°
Tavuk 16,8% 29,6% 51,07 1,6%

*Farkl1 harf tasiyan grup ortalamalari arasindaki farklilik 6nemlidir (P<0,05).
4.4. Farkh Oranlarda Sulandiriciya Ilave Edilen Kanath Yumurta Sarilarinin

Ekilibrasyon Sonras1 Motilite Uzerine Etkileri

Calismada, temel sulandiriciya ilave edilen farkli kanathi yumurta sarilarinin ekilibrasyon

sonrast elde edilen ortalama progresiv motilite degerleri Sekil 4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.1. Farkli kanath yumurta sarilarinin pullu sazan (Cyprinus carpio) spermasinin ekilibrasyon
sonrasi progresiv motilite {izerine etkisi.
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*Farkl1 harf tasiyan grup ortalamalari arasindaki farklilik 6nemlidir (P<0,05).
4.5. Farkli Oranlarda Sulandiriciya Ilave Edilen Kanath Yumurta Sarilarinin

Ekilibrasyon Sonrasi Motilite Siiresi Uzerine Etkileri

Calismada, temel sulandiriciya ilave edilen farkli kanatli yumurta sarilarinin ekilibrasyon

sonrast elde edilen ortalama progresiv motilite siiresi degerleri Sekil 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.2. Farkli kanatli yumurta sarilarinin pullu sazan (Cyprinus carpio) spermasinin
ekilibrasyon sonrasi progresiv motilite siireleri tizerine etkisi.

*Farkl harf tagiyan grup ortalamalar1 arasindaki farklilik 6nemlidir (P<0,05).

Elde edilen bulgulara gore, 6rdek yumurta sarist diger kanathh yumurta sarilarina gore
ekilirasyon sonrasi motilite (%68,8) ve motilite siiresi (32,6 s) bakimindan en iyi koruyucu
etkiyi gostermistir (P<0,05; Sekil 4.1 ve 4.2). Kaz yumurta saris1 i¢eren sulandiricilar,
ekilibrasyon sonrast sperm motilitesi ve motilite siiresi bakimindan 6rdek ve tavuk yumurta

sarilarina gore diisiik korumayi saglamistir (P<0,05).



4.6. Farkli Oranlarda Sulandiriciya Ilave Edilen Kanath Yumurta Sarilarinin
Cozdiirme Sonrasi1 Motilite Uzerine Etkileri
Calismada, temel sulandiriciya ilave edilen farkli kanatli yumurta sarilarinin dondurma-

¢Ozdiirme sonrasi elde edilen ortalama progresiv motilite degerleri Sekil 4.3’de verilmistir.
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Sekil 4.3. Farkli kanath yumurta sarilarinin pullu sazan (Cyprinus carpio) spermasinin ¢dziim sonu
progresiv motiliteleri tizerine etkisi.
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*Farkl1 harf tasiyan grup ortalamalari arasindaki farklilik 6nemlidir (P<0,05).

4.7. Farkli Oranlarda Sulandiriciya Ilave Edilen Kanath Yumurta Sarilarinin
Cozdiirme Sonras1 Motilite Siiresi Uzerine Etkileri

Calismada, temel sulandiriciya ilave edilen farkli kanatli yumurta sarilarinin dondurma- ¢6zdiirme

sonrasi elde edilen ortalama motilite siiresi degerleri Sekil 4.4°de verilmistir.
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Sekil 4.4. Farkli kanath yumurta sarilarinin pullu sazan (Cyprinus carpio) spermasinin ¢dziim sonu
progresiv motilite siireleri ilizerine etkisi.
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*Farkl harf tagiyan grup ortalamalar1 arasindaki farklilik 6nemlidir (P<0,05).

4.8. Farkli Oranlarda Sulandiriciya Ilave Edilen Kanath Yumurta Sarilarinin
Cozdiirme Sonras1 Canlihik Uzerine Etkileri

Caligmada, temel sulandiriciya ilave edilen farkli kanatl yumurta sarilarinin dondurma-

¢ozdiirme sonrasi elde edilen ortalama canlilik degerleri Sekil 4.5°de verilmistir.
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Sekil 4.5. Farkli kanatli yumurta sarilarinin pullu sazan (Cyprinus carpio) spermasinin ¢ézim
sonu canlilik oranlar1 lizerine etkisi.

*Farkl harf tagiyan grup ortalamalar1 arasindaki farklilik 6nemlidir (P<0,05).

Elde edilen bulgulara gore, 6rdek yumurta sarisi diger kanatli yumurta sarilarina gore
progresiv motilite (%68,8) ve motilite siiresi (32,6 s) bakimindan en iyi koruyucu etkiyi
gostermistir (P<0,05; Sekil 4.3 ve 4.4). Ayrica, 6rdek yumurta sarisi iceren sulandiricilar, kaz
ve tavuk yumurta sarist igeren sulandiricilara gore en yiiksek canlilik oranint (%82,4)
saglamistir (P<0,05; Sekil 4.5). Kaz yumurta saris1 i¢eren sulandiricilar, progresiv sperm
motilitesi, motilite sliresi ve canlilik oranlar1 bakimindan dondurulan sperm hiicrelerine en
diisik korumay:r saglamistir (P<0,05). Ug tiir yumurta saris1 ile takviye edilen sperma
sulandirilari, yumurta saris1 igermeyen kontrol grubuna gore tiim ¢dziim sonu sperm kalite

parametreleri bakimindan bir artis saglamistir (P<0,05).

4.9. Farkli Oranlarda Sulandiriciya Ilave Edilen Kanath Yumurta Sarilarinin
Cozdiirme Sonrasi Fertilizasyon Uzerine Etkileri

Sukroz tabanli sulandiriciya farkli kanatli yumurta sarilarinin ilave edilen gruplarda, yumurta

saris1 ilave edilmeyen kontrol grubuna gore ¢6ziim sonu fertilizasyon oranlarinda belirgin bir
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artis belirlendi (P<0,05). Yumurta saris1 ilave edilen tiim gruplarda fertilizasyon oranlari
%350’nin lizerinde belirlendi. En yiiksek ¢dziim sonu fertilizasyon sonucu %20 oraninda 6rdek
yumurta sarist ilave edilen grupta %94 olarak belirlendi (P<0,05). En diisiik fertilizasyon
oranlari, kaz yumurta sarisi ilave edilen gruplarda belirlendi (P>0,05; Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Farkli kanatli yumurta sarilarinin pullu sazan (Cyprinus carpio) spermasinin ¢6zim
sonu fertilizasyon oranlari {izerine etkisi.

*Farkli harf tasiyan grup ortalamalar arasindaki farklilik 6nemlidir (P<0,05).
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5. TARTISMA

Kriyobiyolojik caligmalar, Polge ve dig. (1949) gliseroliin kriyoprotektiv (soguk sokuna
kars1 koruma saglayici) 6zelligini kesfetmesinden sonra baslamis olup ilk dondurulan hiicre
ise sperm hiicresi olmustur. Akuakiiltiirde sperm kriyoprezervasyon ¢aligmalar1 kapsaminda,
balik spermasinin dondurulmas ile ilgili ilk basarili ¢calisma Holtz (1993) tarafindan ringa

baliklar1 ile yapilmustir.

Sperm kriyoprezervasyon biyoteknolojisi, sperm hiicresinin metabolizmasinin yavaglatilip
hareket enerjisinin azaltilmasi ve fertil omriliniin uzatilmasi esasina dayanmaktadir. Bu
biyoteknoloji sayesinde; damizlik erkek baliklardan abdominal masaj yoluyla alinan spermada
gerekli spermatolojik muayenelerin yapilmasi, teknigine uygun olarak sulandirilmasi ve
paketlenmesinin ardindan diisiik sicaklik degerlerinde (-79°C veya -196°C) dondurularak

korunmasi ve fertilizasyon amaciyla kullanilmasi miimkiin olmaktadir.

Diger taraftan kriyoprezervasyon islemi siiresince olusan fiziksel ve biyokimyasal degisimler,
tiire 0zgii olarak uygulanan protokollerin optimizasyonunu zorunlu hale getirmektedir. Bu
baglamda, kiiltiire alinan tiirlerin 1slah1 ve genetik 6zelliklerin aktarilmasinda 6énemli bir yeri
olan sperm kriyoprezervasyonunda; sperma kalitesi, kullanilan sulandirici ve kriyoprotektan
tiirlerinin yaninda ekilibrasyon siiresi ile dondurma ve ¢ozdiirme asamalari basariyr ve
optimizasyonu etkileyen onemli faktorler arasinda yeralmaktadir (Stanescu ve Birtoiu,
2012). Bu baglamda, sperm kriyoprezervasyonuna yonelik ¢alismalarin baslangi¢ noktasini
sperma kalitesinin belirlenmesi olusturmaktadir. Dolayisiyla bu ¢alismada ilk olarak
damizlik sazan baliklarinda miktar, motilite, canlilik siiresi, yogunluk, total spermatozoa
sayisi, pH ve renk gibi sperma kalitesini teskil eden temel spermatolojik parametreler

incelenmistir.

Tekin ve dig. (2003b)’ne gore, akuakiiltiirde erkek cinsiyetteki baligin damizlik olarak
kullanilabilmesi i¢in spermatolojik ozelliklerinin ¢ok iyi bilinmesi gerekmektedir. Ciinkii
sperma kalitesi, yumurtalarin d6llenme orani ve iiretilen yavru balik miktarin1 dogrudan

etkilediginden damizlik yonetimi agisindan olduk¢a 6nemli bir kriterdir.

Sazan baliklar1 mevsime bagli olarak lireme aktivitesi gostermekte olup damizlik baliklarin
spermatolojik 6zellikleri mevsimsel degisikliklere bagli olarak degisim gosterebilmektedir.

Bu konuda yapilan ¢alismalar incelendiginde, Bozkurt ve Seger (2005b) {ireme mevsiminin
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basinda diislik olan sperma miktarinin tireme mevsiminin ortasinda artig gosterdigini ve lireme
mevsiminin sonunda ise tekrar azaldigini bildirmektedir. Nitekim bu konuda yapilan
caligmalar sperm miktarmin Cyprinidae familyasina mensup sazan tiirlerinde de farklilik
gosterdigi goriilmektedir. Bu noktadan hareketle, Horvath ve Lukowicz (1982) iireme
mevsimi boyunca sperma miktarinin sazan baliklarinda 10-20 ml, ot sazaninda 10-20 ml,

glimiis sazaninda 5-15 ml ve biiyiikbas sazanda ise 10-12 ml olarak degistigini bildirmistir.

Akcay ve dig. (2002) aynali sazan’larda yaptiklar1 bir calismada sperma miktariin 1 ile
40 ml arasinda degisim gosterdigini ve ortalama 13,26+2.51 ml olarak belirlemislerdir.
Faramarzi (2012), glimiis sazanlarinda sperm miktarin1 13,17£5.39 ml olarak bildirmistir.
Bozkurt ve dig. (2011) ot sazanlar1 ile yaptiklart bir ¢alismada ortalama sperma miktari
7,240,4 ml olarak bildirmistir. Yapilan bu ¢alismada ise sperma miktar1 en yiiksek 28 ml, en
diisiik 0,9 ml ve ortalama 8,95+3,14 ml olarak belirlenmistir. Sperma miktar1 bakimindan
olusan bu farkliliklarin baligin yasi, beslenmesi, sagim aralifi ve gevresel faktorlere baglh

olarak degisim gosterdigi diisiiniilmektedir.

Akuakiiltiirde yavru {retimini artirmanin yolu yumurtalarin doéllenme kapasitelerinin
artirtlmasindan gegmektedir. Bu baglamda, sperm hiicrelerinden sadece motil 6zellik
gosterenlerin yumurtay1 dollenebilme potansiyeli oldugu diisiiniildiiglinde sperm hiicrelerinin
motilitelerinin belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir. Testislerde ve sagildiginda inaktif durumda
olan sperm hiicrelerinin “motil” 6zelliklerinin belirlenebilmesi i¢in aktif hale getirilmeleri
gerekmektedir. Bu amagla, yiiriitiilen bu c¢alismada %03’liik NaCl’den faydalanilmis olup
ortalama spermatozoa motilitesi %87,30 +7,80 olarak belirlenmistir. Bu ¢alismada belirlenen
spermatozoa motilite sonuglar1 bir¢ok arastirmacinin (Linhart ve dig., 2000; Akcay ve dig.,
2002, Warnecke ve Pluta, 2003; Bozkurt, 2004, Tabakoglu, 2005; Bozkurt, 2006a, Yavas ve
Bozkurt, 2011; Bozkurt ve dig., 2011) belirledigi motilite sonuglarina yakin degerlerde
oldugu goriilmiistiir. Diger taraftan Faramarzi (2012), glimiis sazanlar1 ile yaptig1 calismada
spermatozoa motilitesini ortalama %63,18 olarak bildirmistir. Belirlenen bu farkliligin
kullanilan aktivasyon soliisyonu, sulandirma orani, damizlik baligin yasina ve ¢aligmanin

yapildig1 lireme mevsiminin zamanindan ileri geldigi diistiniilmektedir.

Calismada sperm hiicrelerinin ortalama motilite siiresi 75,07+14,25 s olarak belirlenmistir. Bu
konuda yapilan calismalarda g¢ogunlukla sperm hiicrelerinin canlilik siireleri {izerinde

durulmustur. Bu baglamda, konu ile ilgili olarak aynali sazan {izerinde yapilan ¢aligmalarda
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sperm hiicrelerinin ortalama canlilik siirelerini Bozkurt (2006b) 552 s, Akgay ve dig. (2002)
517£0,90 s ve Bozkurt (2004) 360,16£177,00 s olarak bildirmektedirler. Belirlenen
farkliliklarin kullanilan aktivasyon soliisyonu, sulandirma orani, yas ve ¢evresel faktorlerden

kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Bu calismada ortalama spermatozoa yogunlugu 11,5+3x10°/ml olarak tespit edilmistir. Konu
ileilgili olarak Ak¢ay ve dig. (2002), aynali sazanda spermatozoa yogunlugunu ortalama 17,33
+1,22 x10°/ml olarak belirlerken, Emri ve dig. (1998), iireme mevsimi boyunca sazanlarda
spermatozoa yogunlugunun 7+1 x10° ile 14+2 x10°/ml arasinda degistigini, Lubzens ve dig.
(1997) ise spermatozoa yogunlugunun 5,6x10° ile 32,5x10°/ml arasinda degistigini ve
ortalama 14,97+5,35x10°/ml oldugunu belirtmektedirler. Diger taraftan, Faramarzi (2012),
giimiis sazanlarinda spermatozoa yogunlugunu 29,67x10°/ml olarak belirlemistir. Yavas ve
Bozkurt (2011) ot sazanlarinda spermatozoa yogunlugunu 16,8 x10°/ml olarak belirlerken,
ayn1 tiir {izerine yaptiklar1 bir baska ¢alismalarinda ise 12,4 x10°/ml olarak belirlemislerdir
(Bozkurt ve dig., 2011). Yapilan ¢aligmalarda belirlenen sonuglar arasindaki farkliliklarin
sulandirma orani, yas, lireme mevsimi ile degerlendirme yonteminin farkli olmasindan

kaynaklanmis olabilecegi diistiniilmektedir.

Yapilan bu ¢aligmada sperma pH’s1 ortalama 7,65+0,46 olarak belirlenmistir. Sperm pH’sinin
Olctimiinde, pH indikator kagitlart kullanilmistir (Kruger ve dig., 1984). Zhukinskij ve Bilko
(1984), pH o6lclimiinii standart pH elektrodu ile yapmislar ve degerin sazanlar i¢in 7,85 ile
8,37 arasinda oldugunu belirtmistir. Ak¢ay ve dig. (2002), aynali sazanda yaptig1 ¢caligmada
sperma pH’sii ortalama 8,06 +0,08, Faramarzi (2012), glimiis sazanlar1 iizerinde yaptigi
calismada sperma pH’sin1 ortalama 7,59 +£0,74, Yavas ve Bozkurt (2011)’un ot sazanlari
tizerinde yaptiklari calismada sperma pH’sin1 ortalama 7.2, ot sazanlari {izerine yapilan baska
bir ¢alismada da (Bozkurt ve dig., 2011), sperma pH’s1 ortalama 7.3 olarak tespit edildigi
kaydedilmektedir. Calismada elde edilen sperma pH degerleri arastiricilarin bulgulariyla

benzerlik gostermektedir.

Calismada pullu sazan spermasinin renginin tiim baliklarda siit beyazi renginde oldugu tespit
edildi. Siit beyaz1 rengi; Bozkurt (2004), Faramazi (2012), Tabakoglu (2005) ile Bozkurt ve
dig. (2009)’nin yaptiklar1 caligmalarda tespit ettikleri renk ile benzerlik gostermektedir.

Sperma renginin sazanlarda biiyiik cogunlukla siit beyazdan krem rengine kadar degisebildigi
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ve bu renk degisiminin 6zellikle beslenme, ¢evre sartlart ve hastalik etkileri ile meydana

gelebilecegi bildirilmektedir (Seger, 1998).

Sperm hiicrelerinin dondurularak muhafaza edilmesinde standart bir islem haline gelen
kriyoprezervasyon, spermatozoanin yasayabilmesi i¢in gerekli olan ideal kosullarin
saglanmasini gerektirmektedir (Bozkurt ve Seger, 2005b). Bu baglamda, tiiriin seminal
plazma kompozisyonuna benzer ionik temelli sulandirici formiilasyonlar1 kullanilabilecegi
gibi karbohidrat bazli sulandiricilarda kullanilabilmektedir (Bozkurt, 2011). Yapilan bu
calismada sukroz igeren karbohidrat tabanli sulandirici kullanilmistir. Cesitli arastirmacilar,
karbohidrat tabanli sulandiricilarin birgok balik tiirtinde basarili bir sekilde kullanilabildigini
belirtmislerdir (Akcay ve dig., 2004; Bozkurt ve dig., 2005; Bozkurt ve dig., 2016). Karbohidrat
tabanli sulandiricilarin  basaris1 icerdikleri enerji saglayici bilesenlerden ileri geldigi

diistiniilmektedir.

Sperm hiicrelerinin plazma membranlari; dondurma ve ¢ozdiirme sirasinda olusan hiicre
hasarlarindan ve 6zellikle buz kristallerinin olugsmasindan dolay1 zarar gérmektedir. Buetkiyi
en aza indirmek i¢in kriyoprotektanlar kullanilmaktadir. Bu amagla glikol, gliserol, DMSO,
DMA ve methanol gibi farkli kriyoprotektanlarin etkilerinin arastirildigi c¢alismalarda
genellikle DMSO’nun ¢6zdlirme sonrasi motilite lizerine en iyi sonucu verdigi belirlenmistir
(Suquet ve dig., 2000). Yapilan bu arastirmalara benzer sekilde bu calismada da %10
oraninda DMSO kullanilmistir. DMSO’nun digerlerine gore daha etkili olmasinin, hizh
penetrasyon 6zelligi ve spermanin fosfolipit tabakasiyla etkilesime girmesinden kaynaklandigi

belirtilmektedir (Suquet ve dig., 2000).

Spermanin dondurulmasindan 6nce goz ardi edilmesi gereken onemli bir noktada spermanin
sulandirma oranidir. Spermanin sulandirilma orani, arastirmacilara ve uygulanan balik tiiriine
gore 1:1 ile 1:20 oranlar arasinda degisim gostermektedir. Bu baglamda bu calismada 1:10
oraninda sulandirma orani kullanilmistir. Bu konuda yapilan ¢aligsmalarda, sulandirma orant
artinldiginda ¢ozdiirme sonrasi motilite oran1 ve sliresinin azaldigr bildirilmektedir.
Chambeyron ve Zohar (1990), cipuralarda 1:50 oraninda sulandirilan spermanin, daha diisiik
oranda sulandirilanlara gore c¢oOzdiirme sonrast motilitesinin daha diisik oldugunu
belirlemistir. Billard (1983), gokkusag alabaligi spermatozoalariin fertilizasyon yetenegi
tizerine farkli sulandiricilarin ve farkli sulandirma oranlarinin etkisini inceledigi ¢alismada,
1:10°luk sulandirma oraninda spermatozoanin fertilizasyon yetenegini korudugunu, ancak

yiiksek sulandirma oranlarinda ise belirgin bir diisiis oldugunu bildirmistir. Arastirici bu
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durumu spermatozoalarin diisiik sulandirma oranlarinda motilitelerini daha uzun siire

koruyabilmelerine baglamistir.

Spermay1 ¢ozdiirme islemi, dondurulmus sperma iceren payet veya peletlerin 5-40°Csicaklik
araligindaki su banyosuna farkli siirelerde daldirilmasi suretiyle uygulanan bir iglemdir.
Kriyoprezervasyon isleminden sonra spermatozoalarin biiylik ¢ogunlugu hasarli membran ve
mitokondriye sahiptir. Bu nedenle, ¢ozdiirilmiis spermanin hemen kullanilmasi fertilizasyon
oranini artirmaktadir. Cozdiirme asamasinin hizli gegilmesi kristalizasyonu onlemek igin
gereklidir (Suquet ve dig., 2000). Dondurulmus spermada hem canlilik oran1 diismekte hem
de spermatozoalarin fonksiyonlar1 azalmaktadir. Bunun nedenleri arasinda sperm hiicrelerinin
soguk sokuna ugramalari, ozmotik strese maruz kalmalar1 ve hiicre i¢i buz kristalizasyonunun
meydana gelmesi gosterilmektedir (Cabrita ve dig., 2005). Yapilan bu ¢alismada 0,25 ml
hacimdeki payetlerde dondurulan sperma 30°C’deki su banyosunda 10 s’de ¢ozdiiriilmiistiir.
Kriyoprezervasyon isleminin en O&nemli kontrol testi hi¢ siiphesiz fertilizasyon
uygulamalanidir. Fertilizasyon sonuglarini etkileyen faktorlerden birisi de spermanin
paketlenme seklidir. Spermanin paketlenmesi, dondurma yontemi ile dogrudan iliskili olup
payet yontemine gore dondurulan sperma 0,25, 0,50, 1,2 ve 4,5 ml’lik hacimlerdeki payetlerde
paketlenmekte ve dondurulmaktadir. Pelet yonteminde ise sperma 0,1 ile 1,0 ml arasinda
degisen hacimlerde kuru buz {izerinde pelletler halinde dondurulmaktadir. Bu konuda yapilan
calismalar incelendiginde bazi arastirmalarda pellet yontemi ile kriyoprezervasyonda yiiksek
fertilizasyon oranlar1 (%70-%90 arasinda) elde edilmistir (Holtz, 1993). Buna karsin bazi
arastiricilar ise biiylik payetlerde (1,2-4,5 ml) spermanin dondurulmasinin pratik olarak daha
kolay ve kullanigli oldugunu bildirmistir (Wheeler ve Thorgard, 1991). Bu ¢alismada sperma
0,25 ml’lik payetlerde dondurulmustur.

Akuakiiltiir alanindaki kriyobiyolojik ¢alismalarda fertilizasyon basarisinda, izlenilen
dondurma prosediiriiniin yani sira kullanilan sulandirict ve kriyoprotektanlar ile bunlarin
birbiriyle olan etkilesimi de 6nemli rol oynamaktadir. Bu baglamda yapilan calismalar
incelendiginde, Steyn ve dig. (1989), alabalik spermasinin kriyoprezervasyonunda %35-20
oraninda yumurta saris1 bulunan karbohidrat kokenli sulandiricilarla elde edilen fertilizasyon
oranlarinin, yumurta sarist igermeyen sulandiricilara gore olduk¢a yiliksek oldugunu
bildirmistir (Steyn ve dig., 1989). Babiak ve dig. (2001), glukoz ve sukroz sulandiricilarini
kullandiklar1 c¢alismada DMSO, DMA, etilen glukol, metanol ve propanediol gibi

kriyoprotektanlarda %0 ile %65 arasinda degisen fertilizsyon sonuglar1 bildirmistir.
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Memeli tiirleri iizerinde yapilan ¢aligmalar, kanath yumurta sarilarinin kriyoprezervasyon
islemi sonrasinda sperma kalitesi ve dolverimini gelistirdigini gostermistir (Aboagla ve
Terada, 2004; Clulow ve dig., 2007; Moreno ve dig., 2008; Akhter ve dig., 2017). Diger
taraftan, balik spermasinin kriyoprezervasyonunda sulandirici bileseni olarak farkli kanath
yumurta sarilarinin kullanimina iligskin sinirh sayida ¢alisma bulunmaktadir (Bozkurt ve dig.,

2014; Abinawanto ve dig., 2021).

Memeli tiirleri ile bu konuda yapilan ¢alismalar, ¢6ziim sonu sperm kalitesinde belirlenen
degisimlerin yag asiti ve kolesterol basta olmak {izere sulandirici bileseni olarak kullanilan
kanatli yumurta sarilarinin biyokimyasal kompozisyonu ile baglantili oldugunu géstermistir
(Bathgate ve dig., 2006). Nitekim, bir¢ok arastirmaci kanatli yumurta sarilarinin kimyasal
kompoziyonlarinin bu bilesenin kriyoprezervasyon islemi sirasinda hiicreler iizerindeki
koruyucu yetenegini etkileyebilecegini ortaya koymustur (Bathgate ve dig., 2006; Moreno ve
dig., 2008; Surai ve dig., 1999).

Yiiriitiilen bu calismada, 6rdek yumurta sarisi i¢eren sulandirici ile dondurulan pullu sazan
spermasinin ¢6ziim sonu kalitesinin ve fertilizasyon yeteneginin diger yumurta sarisi igeren
sulandiricilardan daha fazla oldugu belirlenmistir. Dolayisiyla bu sonug, 6rdek yumurta
sarisinin daha fazla protein ve tekli doymamamis yag asiti icerigi ile daha diisiik lipit ve
kolesterol icermesine baglanabilir. Nitekim, yumurta saris1 i¢eriginde bulunan protein ve yag
asiti komponentlerinin kriyoprezervasyon boyunca spermayi koruyucu etki gosterdigi yapilan
caligmalarda belirlenmistir (Prasard ve dig., 1988; Maurice ve dig., 1994). Buradan
hareketle, 6rdek yumurta sarisinda bu iki komponentin yliksek seviyede bulunmasi, Prasard
ve dig. (1988) ile Maurice ve dig. (1994)’nin bulgulariyla benzerlik gostermekte olup
¢Ozdiirme sonrast sperma kalitesi ve fertilite bakimindan diger kanatli yumurta sarisi

gruplarina gore daha iyi sonuglar alinmasina sebep oldugu belirtilebilir.

Benzer sekilde, bizon (Akhter ve dig., 2017; Waheed ve dig., 2012), aygir (Webb ve dig.,
2011; Burris ve dig., 2009; Clulow ve dig., 2007), boga (Su ve dig., 2008), ve kog (Ali ve
dig., 2013; Gholami ve dig., 2012)’lar ile yiriitilen sperm kriyoprezervasyonu
caligmalarinda da tavuk yumurtasindan daha fazla oranda protein ve yag asiti igeren diger
kanatli yumurta sarilarinin 6nemli seviyede ¢dzdiirme sonu sperm kalite parametrelerini

olumlu yonde etkiledigi belirlenmistir.
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Diger taraftan Bozkurt ve dig. (2014) sazan’larda yaptiklar1 bir ¢alismada hindi ve bildircin
yumurta sarilarinin da tavuk yumurta sarisina benzer oranlarda glukoz tabanli sulandiricida

¢Ozdiirme sonu sperma kalitesi sagladigini belirlemislerdir.

Yiiriitiilen bu ¢aligma neticesinde, ¢dzdiirme sonu sperm kalitesi ve fertiliteyi olumlu yonde
gelistirmesi nedeniyle 6rdek yumurta sarisinin, sazan spermasinin kriyoprezervasyonu
caligmalarinda tiire 6zgii uygun sulandiricilarda tavuk yumurta sarisina alternatif olarak

kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.
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