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OZET

Sperma, yumurta ve embriyonun dondurularak saklanmasi ve kullanilmasi bircok canli tiiriinde
uygulanmaktadir. Akuakiiltiirdeki tiirlerde ise son yillarda kullanimi giderek artmaktadir. Balik spermasinin
bagarili bir sekilde dondurulmasi ilk kez 1953 yilinda Blaxter tarafindan ringa baliginda denenmis olup, bu giine
kadar yaklasik 50 deniz balig: tiiriinde uygulanmustir. Sperma tiire bagh olarak 0°C’nin altindaki saklama
kosullarinda birkag saat ile birkag giin arasinda canli kalabilmektedir. Dondurulmus sperma teorik olarak yillarca
zararl etki olmaksizin saklanabilmektedir. Spermanin dondurulmus olarak kullanilmasinin balik kiiltiiriinde
bir¢ok avantaji vardir. Enfeksiyonlarin yayilma riskini azaltma, hibrid (melez) yavru elde etme, istenen
karakterler elde etme, istenen karakterlerde seleksiyon yaparak bir Orneklilik olusturmak gibi avantajlara
sahiptir. Bu derlemede deniz baliklarinda sperma, yumurta ve embriyo dondurulmasiyla ilgili bilgiler ele

alinmistir.
Anahtar kelimeler: Deniz baliklari, Embriyo, Kriyoprezervasyon, Sperma, Yumurta
SUMMARY

Sperm, egg and embryo cryopreservations have been widely used in so many species. These applications
have been also used in aquaculture species in recently. First successful fish sperm cryopreservation was made by
Blaxter in 1953 in herring fish. After this, marine fish sperm cryopreservation has been attempted about 50
species. Under 0°C conditions, spermatozoa can be stored for a few hours up to several days, depending on the
species. Cryopreserved gametes can be theoretically stored for many years without deleterious effect. In
aquaculture use of cryopreserved spermatazoa has lots of advantages such as reduction of disease transition risk,
attainment hybrid larvae, selection for desirable characters for similar fishes. In this article, sperm, egg and

embriyo cryopreservation in marine fish were reviewed.
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GIRiS
Kontrollii  balik iiretimi, hayvansal

protein  ihtiyacinin  karsilanabilmesi  icin

giiniimiizde  olduk¢a  biiyikk  boyutlara

ulasmistir. Baliklarin  genetik  potansiyeli,
tiirlerin ve soylarin birlestirilmesi ve gamet
maniiplasyonlar1 yoluyla 1slah edilebilmek-
tedir.

Bu uygulamalarin bazilar1 gamet

hiicrelerinin ~ saklanmasin1  (prezervasyon)
gerektirir. Balik spermasinin dondurulmasi ilk
kez 1953 yilinda Blaxter tarafindan ringa
baliginda denenmis olup, giiniimiizde birgok
balik

(kriyoprezervasyon)

tirii  spermasinin  dondurulmast
yapilabilmektedir.
Ozellikle cipura, levrek, alabalik ve sazan gibi
ekonomik degeri yiiksek olan baliklarin

spermasinin saklanmasi olduk¢a onemlidir (1).

Sperma, yumurta ve embriyonun

dondurularak saklanmasi ve kullanilmasi
bir¢ok canli tiiriinde uygulanmaktadir. Bugiine
kadar

uygulanmustir.

yaklasitk 30 deniz balig1 tiiriinde
0°C’nin  altindaki

kosullarinda sperma tiire bagli olarak birkag

saklama

saat ile birkac arasinda  canli
kalabilmektedir. Dondurulmus
teorik olarak 200 — 32000 yil zararh etki
(30).

dondurularak

giin
sperma ise
olmaksizin saklanabilmektedir
Baliklarda

saklanmasinin bazi avantajlar1 bunmaktadir;

Spermanin

1-Melezleme c¢alismalarinin, {ireme
mevsimi farklt tiirler arasinda yapilmasini

saglar.

2-Mevcut spermanin timiiniin
dondurulmasim1 saglar. Bu durum 6&zellikle

spermanin eldesi zor olan tiirler ve tutsak
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olarak yasadigi i¢in sperma eldesi diisiik olan
tirler icin (Japon yilan balig, Anguilla

Jjaponica) dnem tasimaktadir.

3-Ureme mevsimi disinda yavru elde

etmek icin sicaklik ve fotoperiyod gibi
senkronizasyon calismalarinin sadece disilere
uygulanarak isletme giderlerinin azalmasini

saglar.

4-Gamet  tasinmasini  kolaylastirir.
Ozellikle farkli yerlerden toplanan yumurta ve
sperma icin 6nem tagimaktadir. Ayn1 zamanda
dogal  hayattaki

genlerin  kuluckalara

aktarimini kolaylastirir.

5-Sperma yaslanmasim1 6nler. Ureme
sezonu boyunca sperma kalitesi cesitlilik
gostermesi  nedeniyle,  kriyoprezervasyon
uygulanacak spermalarin en yiiksek kalitede

olanlardan secilebilmesine olanak saglar.

6-Istenilen karakterler elde etmeyi ve
istenen karakterlerde seleksiyon yaparak

birdrneklilik olugturmay1 kolaylastirir.

7-Gen  kaynaklarinin = korunmasinda
kullanilir (13, 30).
SPERMANIN ALINMASI VE

DEGERLENDIRILMESI

Erkek baliklardan spermanin sagilmasi
biiylik c¢ogunlukla ‘“abdominal masaj” ile
yapilmakla beraber “hava basinciyla sagim”
farkli
teknikler de kullanilabilmektedir. Sagimdan

ve “emme sistemiyle sagim” gibi
once baliklar chlorbutanol, phenoxyethanol
veya tricaine methane-sulphonate (MS-222)
ile anesteziye alinabilir. Ancak sagim igin

anestezi mutlaka gerekli bir islem degildir.
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Genital kanal ile iiriner kanalin yakinligindan

dolay1 sperma siklikla idrar ile kontamine
Kalkanda

yapilan bir

olmaktadir. (Scophthalmus

maximus) calismada
kontaminasyonun %15,3 oldugu gozlenmistir.
Spermaya idrar karigmasi spermatozoonun
motilitesini, hizini, délleme kapasitesini ve
donma kabiliyetini olumsuz etkilemektedir.
Spermaya idrar veya mukusun karigmasi
osmolaritenin ve pH’nin diismesine neden
olur. Levrek gibi yiiksek

baliklarda

renk degisikliginden ve

Spermatozoon

yogunluguna sahip idrar
kontaminasyonu
viskoziteden  dolay1

edilebilmektedir.

cok kolay tespit
Kontaminasyonu onlemek
icin katater uygulamasi yapilabilir (7, 8, 14,
30). Cabrita ve ark.’nin (8) yaptig1 ¢alismada,
cipura spermanin kalite sinirlarin1 osmolaritesi
icin 363-408 mOsm/kg ve motilitesi igin ise
9%75-100 aras1 olarak belirtmektedir. Barbato
ve ark.’nin (3) yaptig1 bir calismada ise ¢ipura
(Sparus aurata) i¢in spermatozoon yogunlugu
ortalama 15-19 x 10°, ayn1 aileden (Sparidae)
sivriburun karagbz (Diplodus puntazzo) igin
17-19 x 10° ve levreklerde (Dicentrarchus
labrax) ise spermatozoon yogunlugu 40-60 x
10” arasi olabilecegi belirtmislerdir. Bir balik
icin tespit edilmis en yiiksek spermtozoon
yogunluguna (60 x 10°) iireme sezonunun

ortasinda rastlandigi bildirilmistir (14).

Ureme sezonunun basinda, sonuna gore

daha uzun siire spermatozoon aktivitesi
30).

kontaminasyonu  ve

korunmaktadir (6, Intratestikuler

maturasyon,  idrar
spermatozoon yaslanmasi sperma kalitesini

etkileyen Onemli faktorlerdendir (30). Testis
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ici gamet yaslanmasi bircok balik tiirlinde
gozlenmekte ve oOzellikle iireme sezonunun
kalitesini olumsuz

sonunda sperma

etkilemektedir. Yaglanan spermatazoonun
yapisindaki degislikler, elektron mikroskobu
ile gozlenmektedir. Dondurulacak spermada
dikkat
yaslanma, iire karismasi ve spermatazoonlarin

belirtilmektedir.  Bu

edilecek hususlar; intratestikiiler

yaslanmast  olarak
faktorler taze spermanin kalitesini de etkiler.
Dondurulmak iizere alinan spermanin 3 faktor
(testis ic¢i yaslanma, idrarla kontaminasyon,
spermatazoon yaslanmasi) yoniinden dikkatle

incelenmesi gerekir (30).

Analizlerin yapilabilmesi icin natif
sperma oOncelikle 1:100 oraninda spermayi
aktive etmeyen bir soliisyonla sulandirilir ve
daha sonra yapay deniz suyu 1:10 oraninda
ilave edilerek spermatozoonlar aktive edilir
(7, 14) ve mikroskop altinda motilite, canlilik,
yogunluk gibi kimi spermatolojik parametreler

belirlenir.

SPERMANIN SULANDIRILMASI
VE DONDURULMASI

Baliklarda dondurulmus sperma ile
yeterli diizeyde ve standart bir fertilizasyon
oranina  heniiz  ulasilamamistir.  Yapilan
calismalar da, cogunlukla benzer olup, baslica
izlenen yol spermatozoon aktivasyonundan
kacinarak, uygun bir sulandirict ile spermanin
sulandirilmasi, kriyoprotektan eklenmesi ve
dondurma ile ¢ozme sirasinda olusabilecek
zararlara karst koruyucu olarak albumin,

lesitin  ve yumurta saris1  katilmasidir.

Kullanilan yontemlerde, spermanin 1sisinin
dondurulmasi

diisiiriilmesi  ve islemleri



birbirinden c¢ok farkli degildir. Balik
spermalar1 genellikle kuru buz iizerinde pellet
biciminde ya da nitrojen buharinda payetlerde

dondurulmaktadir (1,18). Deniz baliklarinin

spermalarinin  dondurmaya  karst  daha
dayanakli oldugu, bunun da nedenin
spermatozoon membranindaki

kolestorol/fosfolipit oraninin yiiksek olmasi ve
ATP

diisiiniilmektedir. Yine soguga karsi direncte

baslangictaki iceriginin  oldugu

deniz baliklarinin spermatozoon membraninda

bulunan fosfatil kolinin etkili olabilecegi
vurgulanmistir (15, 30).
Basarili bir cryoprezervasyonda

sulandiricinin bilesimi ve dondurma yontemi
Balik

prezervasyonu {iizerine yapilan c¢alismalarda

onemli rol oynar. spermasinin

dondurulmus spermanin fertilizasyon
kapasitesinin taze spermadan daha diisiik
oldugu saptanmustir. Balik spermatozoa’sinin
suda aktive olmas1 ve bu aktivitenin 50 saniye
ile 2 dakika arasinda smurli olmasi balik
spermasinin ~ kriyoprezervasyon islemlerini
oldukca giiclestirmektedir. Bu nedenle en
uygun kriyoprezervasyon yontemi se¢ilmeli ve
islemler arasindaki siire minimum
tutulmalidir. Balik spermasi pellet, payet ve
dondurulabilmektedir. Baz
balik

dondurulmasi icin en uygun yontemin pellet

ampullerde

arastiricilara gore spermasinin

bazi arastiricilar ise
daha

bildirmistir.

yontemi  oldugunu,

payetlerde  dondurulan spermadan

basarili  sonuglar  alindiginm

Arastiricilar  arasindaki  farkli  sonuclarin

nedeni olarak c¢alismadaki balik tiirlerinin,
dondurma

kullanilan  sulandiricinin =~ ve
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yontemlerinin farkli olmasi 6ne siiriilmektedir
(7, 13, 18, 32).

Balik
yapisindan  dolay1

spermatozozoonlarinin  kii¢iik
sulandirma  sonrasinda
penetrasyon hizlica meydana geldiginden
(alistm)  safhasina

ekilibrasyon ihtiyag

bulunmamaktadir. Ekilibrasyon asamasinin
toksik

etkilerini de minimize etmektedir. Cipuralarda

uygulanmamasi  kriyoprotektanlarin
yapilan calismada, DMSO katilan spermalarin
2 dakikadan fazla ekilibrasyona birakildiginda
dolleme oranlarimin daha diisiik oldugu
(6,19). Gliserol

sulandiricilarda ise ekilibrasyon asamasinin

gbzlenmistir kullanilan
uygulanmasi gerektigi bildirilmektedir, nedeni

ise  gliserolun  penetrasyonunun  yavas

gerceklesmesidir (30).

Bir tiiriin spermasini dondurmak igin
ideal prosediirii belirlemek kolay degildir.
Dondurmanin basaris1 etkileyen bircok faktor
faktorler

vardir. Bu sulandirma,

kriyoprotektan, ekilibrasyon siiresi,
sulandirma orani, sogutma orani, ¢ozdiirme
sicaklig1 ve siiresi, ¢cozdiirme sonrasi aktive
edilene kadar gegen siire ve baz1 diger
faktorler olarak belirtilmektedir. Bir diger
onemli faktor ise spermanin alindii zaman

olarak belirtilmektedir (28, 30).

Ozellikle Serranidae ailesine bagh

bircok tiirde goriilen protoginus
hermafroditlik, yani disi olarak puburtaya
disi kalmalari,
daha

baliklarinin

ulasip 3-5 yasma kadar
spermanin  dondurulmasini onemli
kilmaktadir.  Eriskin
erkekleri yilda canli agirligin her kilogramina

10" ile 10"

teleost

arasi Sspermatozoon
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verebilmektedir. Yasca ileri ve tecriibeli
erkeklerden daha gec olanlara oranla; miktar,
kalite, yogunluk ve fertilizasyon kabiliyeti

daha yliksek sperma elde edilmektedir (11).

Mounib
KHCO:;,
42,78 mg/ml sukroz, 10 mg/ml BSA, 10%
dimetil sulfoksit, pH 7,8; osmolarite 310

sulandiricis1 (10,01

1,99 mg/ml azaltllmis glutatyon,

mg/ml

mOsm/kg) birgok tath su ve deniz baliklarinda
basariyla uygulanmaktadir. Sulandirma orani
1:20

orani

1:1  ve arasinda  degismektedir.

Sulandirma arttirilan  ¢alismalarda
motilite orami ve siiresi diismiistiir. Sulandirma

orant arttifi zaman olusan hasarin nedeni,

seminal plazma  proteinlerinin  yliksek
sulandirma oraninda koruyuculugunun
azalmas1 olarak gosterilmektedir. Seminal

plazma proteinlerinin bu ozelligi sadece tath
su baliklarinda ve gokkusagr alabaliginda
bildirilmektedir (15,21).

Gadus morhua ve Melanogrammus

aeglefinus spermasi (mezgitgiller) tuz veya

sukroz agirlikli  sulandirilirken,  dimetil
stilfoksit (DMSO), propilen glikol (PG) ve
gliserol kriyoprotektan olarak

kullanilabilmektedir. Rideout ve ark., (2004)
kriyoprotektanlarin, sulandirmanin ve
spermanin alinma zamanindaki degisimlerin,
kriyoprezervasyon izerine etkilerini
arastirmiglar ve propilen glikoliin, gliserol ve
DMSO’dan daha bagarili sonuglar verdigini,
fakat dondurma kalitesini sperma alma zamani
kadar

arastirmada,

etkilemedigini bildirmislerdir. Aym

iireme sezonunun sonlarinda

alman spermanin dondurmaya karsi c¢ok

dayanaksiz oldugu bir kez  daha
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vurgulanmistir. Bu donemde alinan spermalara
katilan kriyoprotektanlarin etkilerinin ¢ok
azaldign  belirtilmistir. Ayn1  arastiricilar,
kriyoprotektanlarin, ¢ézdiirme sonrasi O ile 30
dk icinde aktive edilen sperma motilitesine
onemli bir etki yapmadigr fakat 60 dk sonra
aktive edilen spermanin motilitesinde ise
onemli bir diislis gozlenebildigi, DMSO ve
gliserolde ise tersi olmasina ragmen
cozdiiriilen spermalarin miimkiin olan en kisa

siirede kullanilmasi gerektigini bildirmislerdir.

Mercan (Pargus major) spermasl
izerine yapilan bir caligmada (21), birgok
sulandirici; Cortland, Ringer, Hanks dengeli
tuz soliisyonu (HBSS), modifiye Mounib
mediyumu (MMM), Mounib mediyumu (MO)
ve Tuzlu Mounib mediyumu(MNM) denenmis
olup ¢6ziim sonu en iyi motilite Cortland ve
HBSS sulandiricilarina %15 DMSO katilarak
elde edilmistir. Taze sperma ile dondurulmus
sperma arasinda motilite, fertilizasyon ve
kulugka ¢ikis oranlart acisindan Onemli fark
Miyaki ve (2005)

serranidae ailesine ait Epinephulus moara

bulunamamustir. ark.
tiriinde yaptigi calismada sulandiric1 olarak
sadece trehalose soliisyonu kullanilmasinin
basit, kolay uygulanabilir ve giivenilir bir

yontem oldugunu bildirmislerdir.
SPERMANIN DONDURULMASI
Kriyoprezervasyon isleminin
spermatozoa lizerine bircok olumsuz etkisi
vardir. Ozellikle, sperma kalitesinin diismesi,
dolleme yeteneginin azalmasi ve larval sag
oraninda onemli

kalma diisme en

olumsuzluklardir. Dondurulmus spermanin

taze sperma ile benzer fertilizasyon ve yakin



motilite oranina sahip oldugu tespit edilmistir

(31). Dondurulmus spermada hem viabilite

(canlilik) orani diismiis, hem de
spermatozonlarin  fonksiyonlar1 azalmustir.
Bunun nedenleri arasinda soguk sokuna

ugramalari, osmotik strese maruz kalmalari ve
hiicre i¢i kristalizasyon gosterilebilir (7, 10,
13).

Spermanin  dondurulmasi  sirasinda
genellikle iki yontem kullanilmaktadir: 1-
Spermanin sivi nitrojen buhar1 (LN,) ile
dondurulmasi; 2 — Kuru buz (kat1 CO,) ile
dondurulmasi. Azot buhar1 ile dondurmada
sogutma orani azotun kondugu kaba bagl
olarak sivi seviyesine olan uzakliga baghdir.
Kuru buz ile dondurmada ise yaklasik olarak

dakikada 35°C olarak hesaplanmistir.

Cipura spermasint dondurma esnasinda
sogutma oranlar ile ilgili ¢caligmada 1°C’den
100°C’e kadar 6 grup arasindan, dakikada
10°C disiiriilmesinin en iyi sonucu verdigi
belirtilmistir (5). Levrekte ise Barbato ve
(1996) 10°C/dk
kullanmalarina ragmen, Fauvel ve ark. (1998),
65°C/dk
oldugunu bildirmiglerdir. Kalkan baliginda ise
99°C/dk daha
bulunmustur (12).

ark.lart sogutma orani

sogutma oranmin daha basarili

sogutma  orani bagarili

SPERMANIN COZDURULMESI VE
TOHUMLAMADA KULLANILMASI

Cozdiirme asamasinin hizli gecilmesi

kristalizasyonu  onlemek icin  gereklidir.

Cozdiirme 1s1s1 levrek spermasinda 35°C/dk,
¢ipura spermasinda 26°C/dk olarak uygulama
alam (3,15).

bulmustur Mercan (Pargus
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major) tiriinde ise en iyi c¢ozdiirme

sicakliginin 40°C/dk oldugu belirtilmistir (21).

Spermatozoon yogunlugu ortalama 50 x
10° spz / ml olan levrek spermasi, yaklasik
olarak 100000 yumurtay1 (yaklasitk 100 ml)
dolleyebilmektedir. Ayni sayidaki yumurtalart
dolleyebilmek i¢in 400 ul taze spermadan elde
edilmis 1,2 ml dondurulmus
kullanilabilmektedir (15). Cabrita ve ark.

(2005a) cipuralar iizerine yaptiglr calismada,

sperma

natif sperma (%77) ve dondurulmus sperma

(%75) arasinda fertilite farki olmadigini ortaya

koymustur.

Tohumlama icin oOncelikle 2 ml
(ortalama 2000 adet) yumurta 10 ml’lik behere
almir. 20 pl taze sperma BSA ile

zenginlestirilmis aktive etmeyen sulandirici ile
istenilen oranda sulandirilir. Ardindan yavasga
karistirilir, bazi arastiricilar karistirmak igin
kus tiyll kullanilabilecegini belirtmektedir.
Son olarak spermatozoonlarin aktivasyonu ve
yumurtalarin sismesi i¢in 1 ml %037’lik filtre
edilmis deniz suyu eklenir. Spermatozoonlarin
yumurtalar1 dollemesi icin 3 dk beklenir.
Ardindan cam siselerde deniz suyu igerisinde
erken embriyonik donem gecirmesi saglanir
(14).

YUMURTA VE EMBRiYO
DONDURULMASI

Denizlerdeki balik popiilasyonundaki
asir1 diisiisliniin ihtiyac haline getirdigi balik
yumurta ve embriyolarinin saklanmast son
yillarda arastirilmaya baslanmistir. Yumurta
izerine dondurma

yapilan  c¢alismalarda

basarisinin ¢ok diisiik olmasi, arastiricilar
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ileri safhalarini
Balik

kriyoprezervasyonu cok kompleks bir islem

embriyo ve embriyonun

arastirmaya itmistir. embriyo

olup; hiicre i¢i ve dist sivi degisimini,

sicakligin embriyo izerine etkisini
icermektedir (4, 27). Embriyonun dondurma
islemi bircok farkli parametrelere dayanmakta
ve bu parametrelerin bir biitiin olarak
algilanmasi1  ve c¢ok dikkatli
bildirilmektedir.

¢cozdiirmede sicaklik degisim oranlar1 6nemli

calisilmast
gerektigi Dondurma ve
faktorler olup, yavas dondurma sirasinda

kriyoprotektan  etkinligine  bagli  hiicre
dehidrasyonu ¢ok ©nemli bir noktadir (22).
Balik gecirgen

kompartmandan olusan kompleks bir yapiya

embriyolar1  iki  secici
sahiptir. Bu kompartmanlardan biri yumurta
sarist, digeri de blastodermdir. Hagedon ve
ark. (1997) yumurta sarisini saran zarin

kriyoprotektanlarin yumurta sarisina
etkimesine engel olan ana bariyer oldugunu
belirtmislerdir. Bazi arastiricilarin bildirdigi
gibi (17, 34) embriyo kriyoprezervasyonu i¢in

anahtar nokta embriyo gecirgenligidir.

Embriyonun dondurulmasi gen bankasi

olusturulmast  agisindan  biiyiik  fayda
saglamaktadir. Miimkiin olan en kiiciik alanda
babadan (paternal) ve anadan (maternal) olan

genetik materyalin tasinmasi ve saklanmasi

gibi Onemli bir avantaja sahiptir. Ayni
zamanda transgenik ve melez tiirler
iiretilmesine olanak saglamaktadir. Balik

tiretim ciftliklerinde dogal sartlarda yilda bir
kez yavru alinirken, embriyo dondurulmasinda
basariya ulasilmasi halinde y1l boyunca yavru
iretimin

alinabilmesi  ile artabilecegi
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bilinmektedir. Basarili bir embriyo
kriyoprezervasyonu ayni zamanda dogada tiirii
tehlike altinda olan canlilar i¢in de hayati
oneme sahiptir. Basarili  bir embriyo
dondurulmasi1 kuluckahanelerde kullanilacak
damizlik baliklarin sayisini azaltarak isletme
giderlerini diisiirecektir. Sonucta hastaliklara
diren¢ ve reprodiiktif agidan iistiin bireylerin

yetistirilmesinin 6nii agilmis olacaktir (17, 26).

EMBRiIYO DONDURULMASINDA
UYGULANAN YONTEMLER

Son on yil icinde yapilan yogun
arastirmalara karsin, basarili bir balik embriyo
kriyoprezervasyonu saglanabilmis degildir.
Balik spermasinin dondurulmasindaki basart,
oosit ve embriyoda elde edilememistir. Balik
embriyolarindaki yumurta sarist hacminin
fazla olusu ve diisitk membran gegirgenligi, su
cikisini ve kriyoprotektanlarin penetrasyonunu
Baska bir

kriyoprezervasyon basarisin1 engelleyen iki

azaltmaktadir. deyisle;

ana bariyer vardir:

1-Diisiik membran gegirgenligi, suyu
materyalden uzaklagtirmakta ve kriyoprotektif

ajanlarin penetrasyonunu dnlemektedir.

2-Oositin ve erken embriyonik donemde
yumurta sarisinin biiyiik bir kiitleye sahip
aktivitesinin

olmasi  su diistiriilmesini

onlemektedir.

Bu nedenlerden dolayr dondurma

sirasinda olusan buz kristalleri oosit ve
embriyoya zarar vermektedir. Bu durum

arastiricilart 3 yeni yaklasima sevk etmistir

).



1-Embriyolarin  bulundugu ortamlarin

modifikasyonu ve ultrason ile maniiple
edilerek gegirgenligin arttirilmasi,
2-Yumurta saris1  kiitlesine  mikro

maniplasyon ile direkt modifikasyon,
3-Streskobi yontemi ile embriyolarin
gecirgenlik analizi.

Balik embriyosunun dondurmaya karsi
hassasiyetine ragmen vitrifikasyon yontemi en

umut verici yontem olarak goriilmektedir (33).

Yapilan bazi calismalar 1s1ginda, balik
embriyosunun yavas dondurmaya uygun
olmadigr anlasilmistir (16). Bu yiizden

vitrifikasyon yOnteminin arastirilmasi Snem
kazanmistir. Bu yontem memelilerde basari ile
kullanilmaktadir. Vitrifikasyonda kullanilan
soliisyonlar yiiksek miktarlarda kriyoprotektan
icermekte ve genellikle molekiiler agirlig
yiiksek, dondurmaya kars1 koruyucu ajanlar
kullanilmaktadir (9).

Kriyoprotektanlarin ~ toksik  etkisi,
kullanilacak ~ konsantrasyonun  sinirlarini
belirler ve dondurmaya karst koruyucu

ozelligini sinirlar (2). Buna gore toksik
seviyeler, embriyonun gelisim asamasina ve
tiire gore degismektedir. Bu ylizden tiire 6zgii
dondurma prosediirii olusturulmast
Balik

yapilan c¢alismalar

gerekmektedir  (9). embriyosun

dondurulmas1 {izerine
cogunlukla tath su baliklarinda uygulanmistir
(Zebra balig1). Robles ve ark.’nin (2004)
yaptig1 calismada vitrifikasyon ile dondurulan
kalkan baligi embriyolarinin zebra balig:
embriyolarina kiyasla daha az hiicresel zarar

gordiigii bildirilmistir.
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Cipuranin embriyo biiyiikliigii kalkan
baligi embriyosu ile ayni biiyiikliikkte olup,
dollenmis yumurtalarin inkube edilmesi igin
19°C’de dakikada 200 ml deniz suyu degisimi
kullanilir. Embriyo gelisimi G (kuyruk lekesi)
(kuyruk
safhasina kadar gozlenir ve yaklasik 24-36

yada F lekesinin  kaybolmast)
saattir. Cabrita ve ark. (9) ¢ipura embriyolari

izerine yaptiklari bir arastirmada,
embriyolarin G (ileri satha) safthasinda tiim
internal kriyoprotektanlara

bile
kriyoprotektan konsantrasyonu ve temas siiresi
uzadik¢a (10dk’dan-30dk’ya) kontrol grubuna

gore kulugka basar

yiiksek

konstrasyonda direng  gosterdikleri,

oraninin  diistiigiinii
gozlemlemislerdir. Bu arastirmada Etilen
glikol 10 dk’lik temas siiresinde, embriyo
tarafindan

ayni  kosantrasyondaki  diger

kriyoprotektanlara goére en fazla tolere
edilebilen kriyoprotektan olmustur. DMSO ise
4 M lizeri konsantrasyonda en toksik ve
kulucka oran1 en diisik kriyoprotektan
olmustur. Embriyonun F safthast icin etilen
glikol ve 1,2-propanediol benzer toleransta
toksik etki

gostermistir. Ayni arastiricilar DMSO tabanl

olup, methanoldan daha az
vitrifikasyon soliisyonunun (PVP, sukroz) ileri
donemlerde (G safhasi) kulucka oranimi
etkilemedigini, EG tabanli soliisyonlarin ise
daha toksik oldugunu bildirmislerdir. Yapilan
vitrifikasyon deneyleri sonucu 1 ml’lik makro
tipler daha basarili bulunmustur. Coziim

sirasinda ise birka¢ saniyeligine tekrar
kristalizasyon go6zlendigi ve bunun yumurta
sarisinda beyaz bir alan olarak goriildiigii

belirtilmistir.
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Kriyoprotektif ajanlarin spefisik
miktarlarda olmasi, dondurma isleminin
basarist icin kritik ©Oneme sahiptir. Esit

olmayan ve tamamlanmayan penetrasyon

embriyo icin  Oldiiriicii  etkiye neden
olabilmektedir (4). Bazi arastiricilar, balik
embriyosunun farkli katmanlarin1 gegmek igin
mikroenjeksiyonun en etkin yol oldugunu
belirtmektedirler (20, 29). Bu teknik gen
calismalarinda; gen transferi sirasinda ve
genetik miihendisligi ile iiretilen tiirlerde de
kullanilmaktadir. Bunlara ek olarak zebra
balig1 embriyolarindan (Danio rerio) yumurta
saristnin  kismi olarak alinmasi1 ve kalkan

balig1 (Scopthalmus maximus)

embriyolarindaki  antifiriz ~ proteinlerinin

belirlenmesinde kullanilmustir (29).

Ayrica  embriyo  dondurulmasinda
membranlar aras1 gecirgenligi arttirmak ig¢in
ultrason kullanilabilecegi bildirilmistir (23).
ultrasonun  diisiik

Yapilan calismalarda

frekensla muamelesinde embriyonun
absorbsiyonunun arttig1 belirtilmistir. Bununla
birlikte ultrason ¢alismalarininda, gecirgenlik
oranin1 ve kriyoprotektanlarin lokalizasyonu-
nun nasil saglanacaginin calisilmasit ve

gelistirilmesi gerektigi belirtilmistir.

Elektroprosyon ise, lipid katmalarindaki
tek katlt gecirgenligi tersine c¢evirelebilen
elektiriksel bir fenomen olarak tanimlanmustir.
Elektroprosyon ayni zamanda elektro-osmosis
yolu ile membranlar aras1 molekiiler gecisi de

degistirmektedir (23).
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SONUC

Deniz kiiltiir balik¢iligi Tirkiye ve
Diinya’da yiikselen bir deger halini almuis,
gelismekte olan iilkelerin en Onemli gecim
balik

gelismekte  ve

olan ihracatini
hizla

biiylimektedir. Bu biiyiime ve iiretim artiginin

kaynaklarindan
karsilamak  igin
devamu igin bir¢ok bilimsel calisma yapilmig
olmasina karsin, Tiirkiye’de gereken énem ve
kapasiteye ulasamadig1 bilinmektedir.
Baliketinin insanlar i¢in Onemli bir protein
kaynagimi oldugunu vurgulayarak, Tiirk
Veteriner Hekimleri tarafindan da gereken
onem ve bilimsellige dikkat cekmek amaciyla,
giiniimiizde deniz kiiltir balik¢ilifinin en
onemli tiirleri olan, yiliksek ekonomik degere
sahip baliklarin gametlerinin dondurularak

saklanmasi bir zorunluluk halini almustir.

Genel

dondurulmus-¢ozdiiriilmiis

baliklarinda

Spermanin

olarak  deniz
motilitesi tatli su baliklarina kiyasla ¢ok
yiiksektir. Deniz baliklarindaki ¢6ziim sonu
%80-95 motilite oranlar1 beklenen oranlarda
etki gostermekte ve yiiksek dollenme oranlari

goriilmektedir.

Balik

sperma dondurmasindan ¢ok daha karmasik ve

embriyosunun  dondurulmast,

ilgi c¢ekici olmasina ragmen giiniimiizde
basarili sonuglar alindigi sdylenemez. Hangi
kriyoprotektanin

hangi konstarasyonda

toksik

seviyesi, muamelenin siiresi, donmaya karsi

kullanilacagi, difiizyon katsayisi,
duyarlilik, uygun vitrifikasyon soliisyonlarinin
formiile edilmesi, dondurma ve c¢ozdiirme
sicakliklarinin tiirlere gore degismesi basariy1

diisiik tutmaktadir.
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