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KULTUR BALIKCILIGINDA GENETiK KAYNAKLARIN
KORUNMASI: UYGULAMALAR ve SORUNLAR

Serhat ENGIN!

BALIK SPERMININ SU URUNLERINDEKiI ONEMI VE SPERM
KALITESI

Memeli spermlerinin dogal kosullarda d6llemesi gereken yumurta sayisi balik
spermleri ile kiyaslandiginda binlerce hatta yiiz binlerce kez balik spermlerinin
dollemesi gerekenden daha azdir. Ayrica disg dollenme ile tireyen canlilar dol-
lenmenin gergeklestigi glivenli bir ortamdan, anne rahminden yoksundur. Buna
karsin baliklardaki yumurta sayisi olagan iistii derece fazladir ancak sperm sayisi
ve spermin yasami bu denli uzun degildir. Bu kisithiligin olumlu yan1 dogadaki
popiilasyonu saglamasidir ancak yetistiricilik kosullarinda dezavantaja doniis-
mektedir. Yapay dollenmenin tam kontrollii laboratuar ve kiiltiir (hiicre kiiltiirii)
kosullarindan yoksunlugu yetistiricilikte pratik ve de uygulanabilir ¢6ziimlerin
tiretimini gerektirmektedir. Ancak tiretimi yapilan tiir sayisinin ¢ok fazla olma-
s1 standart bir metodun olusturulmasini olanaksiz kilmaktadir. Bunun yerine
spermin ultra yapisini ve genel fizyolojisini taniyarak iireme arastirmalar1 yapan
uzmanlarin tiire has optimal prosediirler gelistirmeleri gerekmektedir. Sperm in
vivo olarak ¢ogu zaman in vitro formdan ¢ok daha basarili olarak saklanabilmek-
tedir. In vitro da gerekli dilusyon ve artifisyel etmenlere karsin in vivo da dogal
olarak gelismekte, korunabilmektedir. Bu anlamda spermin en 6nemli karakteris-
tikleri motilite, dogal osmolarite ve enerji ATP stogudur. Spermin homeostatik
dengesi, sitoplazmik inkliizyonlar1 ve ekzojen degiskenler bu kaliteyi dolayl1 yada
direkt olarak etkilerler.
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Cell of Sertoli

Spermatogonium

Sekil 1. In vivo spermatogenesis, epiteller uzun ve tabakalagmis olarak gortilmektedir.

SPERMA DONDURMA

Sperm bir gamet hiicresidir. Donma islemi sirasinda hiicre disindaki sivilar
hiicre icersinden daha 6nce donmaktadir. Bu esnada dis basing cok fazla olmakta-
dir. Hiicre i¢ basincini dengelemek igin digariya su vererek bu dengeyi saglamak-
tadir. Bu basing 6yle bir noktaya gelir ki hiicrenin mikro porlar1 bu siv1 gecisini
kargilayamaz. Mikrofilamentler bozulmaya baslar, hiicre zar1 yipranir ve geri do-
niistimsiiz hiicre hasarlar1 olusur. Yani hiicre nekroza magruz kalir.

Bu nedenle donma o6zelligi daha kontrolli sivilar bulma zorunlulugu dog-
mugtur ve fizyolojik ortamin stabilitesi i¢in soguk koruyucu / cryoprotectant
(CPA) kullanilir. Simdiye kadar ki litaratiirlere bakildiginda en iyi CPA olarak
DMSOnun kullanildigr gorilmektedir. Ancak DMSO ayni zamanda toksit bir
maddedir. Balik spermi disinda, hayvan hiicreleri ¢cok 6zel besleyici ortamlara ko-
nulduklarindan CPA’larin bu toksit etkisi ile savasabilecek kadar besi ortaminda
beslenebilmektedirler. Ancak spermin disardan besin alimi ¢ok diisiik oldugu i¢in
spermler yeterince beslenemez bu problemi ¢6zmek icin Extender denen canlilik
uzatici kimyasallar ilave edilir. Ortamda ki CPA nekrozlarini engellemek igin filt-
re siit tozu, yumurta sarisi, kompleks hayvansal sekerler vb. maddeler ilave edilir.
Dondurma isleminden 6nce spermler immobilizasyon soliisyonuyla seyreltilir
(dilute edilir). Aslinda bu soliisyon ayni1 zamanda sukroz, trehaloz, tris gibi ex-
tender maddeleri igerir. Sperm bu soliisyon ile seyreltildikten sonra karistirilir ve
diliisyon olustuguna emin olunduktan sonra CPAlar eklenir.

CPAlar kendi igersinde gegirgenlik gosteren ve gostermeyen olarak iki
gruba ayrilir. Gegirgenlik gosterenler etilen, glikol, DMSO, gliserol, metanol gibi
kimyasallardir.
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Uzun siireli dondurma islemlerinde spermde akrozom boélgesinin deformas-
yonunu engellemek i¢in 6rnek 6nce sivi azot buharina yaklagik 10 dk maruz bira-
kilir ardindan siv1 nitrojene batirilir. Asla direk siv1 nitrojen tankina konmaz bu
spermin termik soka girmesine neden olur.

Sekil 4. Payetlerin kanistere dizilmesi ve siv1 nitrojen tankina alinmasi
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Giiniimiizde balik spermlarinin uzun siireli korunumu ile ilgili calismalar hiz
kazanmis ve ozellikle kiiltiir balik¢iliginda bir¢ok probleme ¢6ziim olanag: sagla-
muistir. Bu avantajlar genel olarak su sekilde siralanabilir;

Erkek ve disi gametlerinin senkronizasyonunun saglanmasi

Yeterli miktardaki spermin istenilen zamanda kullanilmasi

Anag yonetiminin kolaylastirilmas:

Gametlerin transferi

Spermlerin yaslanmasinin dnlenmesi

Bilimsel ¢alismalarda yil boyu ihtiya¢ duyulan spermin karsilanmasiv
Evcillestirilmis poptilasyonlardaki genetik cesitliligin korunmasi
Nesli titkenmekte olan tiirlerin giivenlik altina alinmasi; erkek

AN U A o

Salgin hastaliklarin engellenmesinde (Engin, 2012).

00SIT DONDURMA

Oosit dondurma ve saklama prosediirii spermaya uygulanan islemlerden daha
karmagik ve bagar1 orani daha diigiiktiir. Bunun ana nedenleri baginda spermaya
oranla daha biiytik hiicre hacmi, yumurtada bulunan koryon ve kriyoprotektan-
larin diisiik hiicre gegirgenligi olarak siralanabilir. Giiniimiizde zebra balig ve di-
ger deniz ve tatli su baliklari ile calismalar yapilmistir. Kriyoprotektan toksisitest,
sogutma hassasiyeti, membran gegirgenligi ve oositlerin farkli gelisim asamala-
rinda veya yumurtalik fragmanlarindaki kriyoprezervasyon (sogutma oranlari,
vitrifikasyon) test edilmistir (Zhang ve dig., 2007; Godoy ve dig., 2013; Streit Jr. ve
dig., 2014). Yapilan ¢aligmalarda dondurulan oositlerin ¢6zdiirme protokollerinin
gelistirilmesi gerektigi kanisina varilmistir (Seki ve dig., 2008, 2011; Tsai ve dig.,
2010).

Pelagophil

Benthophil

— 500um
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Germinal Vesicle Breakdown
(GVBD)

Gilthead seabream

.Q@O

Zebrafish

Sekil 5. Cipura ve Zebra balig1 yumurta dondurma (Lubzens ve dig., 2010)
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EMBRIYO DONDURMA

Balik embriyo dondurulmasi ve saklanmasi bilim insanlari i¢in her zaman ilgi
gekici bir konu olmustur. Ge¢miste birgok kez yapilan basarisiz denemelerden
sonra giiniimiizde embriyo dondurma protokollerinin gelistirilmesi sayesinde ba-
sarili sonuglar alinabilmistir. Balik embriyosunun basarili sekilde dondurulmas:
hem baba hem de anne genomunun korunmasini saglar; Su iriinleri agisindan
bakildiginda, basarili balik embriyo kriyoprezervasyonu, balik ciftliklerinde ge-
netik se¢im programlarinin kurulmasini ve yonetimini énemli 6lgiide kolaylas-
tiracaktir.

Balik embriyo dondurma ve saklanmasinda karsilagilan giigliikler 4 baslik al-
tinda toplanmustir. Bunlar; balik embriyolar: diisiik ytizey / hacim oranina, biiyiik
yumurta saris1 bitytikliigiine, diisitk membran gecirgenligine ve yiiksek sogutma
hassasiyetine sahiptir (Hagedorn ve digerleri, 1997a, b; Zhang ve Rawson, 1998;
Zhang ve digerleri, 2003).

Son 10 yilda embriyo dondurma ¢alismalar1 Scophthalmus maximus (Cabrita
ve dig. 2003, Robles ve dig. 2003), Paralichthys olivaceus (Chen and Tian 2005,
Edashige ve dig. 2006, Zhang ve dig. 2005), Pagrus major (Ding ve dig. 2007),
Sillago japonica (Rahman ve dig. 2011), Sparus aurata (Robles ve dig. 2007), Pseu-
dopleuronectes americanus (Robles ve dig. 2005), Labeo rohita (Ahammad ve dig.
2003), Cyprinus carpio (Dinnyes ve dig. 1998), Tinca tinca (El-Battawy ve Linhart
2009), Rhinelepis aspera (Fornari ve dig. 2014), Piaractus mesopotamicus (Neves
ve dig. 2014), Piaractus brachypomus (Pessoa ve dig. 2014), Oryzias latipes (Valdez
ve dig. 2005, Zhang ve dig. 2012), Misgurnus anguillicaudatus (Yasui ve dig. 2011),
Danio rerio (Liu ve dig. 2001, Martinez-Paramo ve dig. 2009, Robles ve dig. 2004)
tirlerinde gergeklestirilmistir ancak tam bir basar1 saglanamamustir.

Sonug olarak germ hiicrelerinin dondurularak saklanmasi ve muhafazasi su
tiriinleri yetigtiriciligi icin bircok avantaji beraber getirecektir. Ozellikle nesli tii-
kenmekte olan tiirler ile yetistiricilikte anag balik bulmada ki gii¢liiklerin 6niine
gecilebilecektir. Sperma dondurulmasi yaninda yumurta ve embriyo saklanmasi
caligmalar1 yapilmasina karsilik standart bir prosediirden bahsetmek heniiz er-
kendir. Bu nedenle konu ile ilgili caliymalarin arttirilmasi ve gelistirilmesi gerek-
mektedir.
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