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Abstract:


Preservation of fish semen: The availability of suitable methods for succesful preservation of fish semen has been extremely valuable both from an organısational and a breeding point of view. The experiments have been conducted involving the storage of fish semen at temperatures from 0 to 9oC.The best results have been obtained when storing semen in an undiluted state of +40C under 02. The semen might be frozen in pellets on solıd carbon dıoxide or in vials or plastic straws over liquid nitrogen. The composition of the extender and procedural aspects must play an important role successful cryopreservation. The semen should be extended at a ratio of 1:1 or 1:3. DMSO and glyserol  used as a cryoprotectant. The pellet technique has been found to be more convenient and successful than freezing in straws. 

Özet:


Balık spermasının başarılı prezervasyonu için uygun metodların seçilmesi organizasyon ve yetiştirme açısından oldukça önemlidir. Araştırmalar, spermanın 00C den 90C ye kadar olan sıcaklıklarda depolanması yönünde olup, en iyi sonuçlar,sulandırılmamış spermanın +40C de O2 atmosferi altında saklandığında elde edilmiştir. Ayrıca sperma, kuru buz üzerinde pelet şeklinde yada sıvı azot buharında ampullerde veya plastik payetlerde dondurulabilmektedir. Başarılı bir cryoprezervasyonda sulandırıcının bileşimi ve uygulanan yöntem önemli rol oynamaktadır. Bu uygulamalarda sperma, 1:1 veya 1:3 oranlarında sulandırılmakta cryoprotektan  olarak ise DMSO ve gliserol kullanılmaktadır. Pelet tekniği ile dondurma, payetlerde dondurmadan daha uygun ve başarılı bulunmuştur.

Giriş

Kontrollü balık üretimi, hayvansal protein ihtiyacının karşılanabilmesi için günümüzde oldukça büyük boyutlara ulaşmıştır. Balıkların genetik potansiyeli, türlerin ve soyların çapraz- lanması ve gamet maniplasyonları yoluyla ıslah edilebilmektedir. Bu uygulamaların bazıları spermanın  saklanmasını (prezervasyon) gerektirir. Düşük sıcaklıklarda balık spermasının korunmasında ilk başarı Holtz (1993) tarafından açıklanmış,araştırıcı dondurulmuş ve çözülmüş sperma ile ringa balığı yumurtalarını döllemiştir. Günümüzde birçok balık türü spermasının dondurulması (cryoprezervasyon) yapılabilmektedir. Özellikle alabalık ve sazan gibi ekonomik değeri olan balıkların spermasının  prezervasyonu oldukça önemlidir (Holtz, 1993).


Alabalık ve sazanlar mevsime bağlı reproduktif etkinlik gösterirler. Bunlarda, üreme yalnızca yılın belirli bir mevsiminde gerçekleşir. Erkeklerde reproduktif etkinliğin ,yumurtadan çıktıktan sonra yeterli  vücut gelişimine ulaşması, uygun sıcaklık, ışık ve hormonal mekanizma ile doğrudan bağlantılıdır. Genellikle erkekler, dişilerden daha erken cinsel olguluğa (puberta) ulaşırlar. Alabalık 2-3 yaşında, sazanlar 3. yaşın sonunda pubertaya ulaşırlar. Alabalıklar genellikle sonbahar ve ilkbahar arasında  su sıcaklığının 7-120C olduğu , sazanlar ise ilkbahar ve yazın su sıcaklığının 18-200C olduğu dönemlerde reproduktif etkinlik gösterirler (Billard,1992;Koldras ve ark.,1990;Saad ve Billard,1986).

Spermatozoon ve seminal plazma


Genital kanal sisteminden salgılanan sekresyon ile spermatozoa’nın her ikisine birden süt (sperma) adı verilir. Sperma miktarı alabalıkta 4-6 ml, sazanlarda 1-5 ml, yoğunluk ise her ikisinde de 10-20x109/ml  dir. Alabalık spermatozoon’unun boyu 20 mikrondur. Baş kısmı ovoid yapıda olup, akrozomun varlığı bildirilmemiştir. Seminal plazmanın bileşimi ise türlere göre küçük farklılıklar göstermekle beraber Na, K, Cl,şeker ve protein başlıca komponentleridir. Balık  spermasının  pH’sı 7.0, osmotik basıncı ise 306 mOsm 1-1  bildirilmiştir (Billard,1992).


Spermatozoa, testisler ve kanal sisteminde hareketsiz durumdadırlar. Ancak su ile temasa geçince hareket kabiliyeti kazanırlar. Spermatozoon’un suda aktif olduğu peryot çok kısadır ve 50 saniye ile 2 dakika arasında değişir (Billard,1992).

Spermanın toplanması



Balıklardan sperma,genellikle masaj yöntemiyle sağım yapılarak alınır. Baş tarafı yukarıya gelecek şekilde tutulan balığın karın bölgesine sıvazlama şeklinde yapılan masaj ile sperma bir kabın içine sağılır. Sazan balıklarında sağımdan önce yapılan hipofiz ekstresi enjeksiyonları (2mg/kg) spermanın miktar ve kalitesini artırır. Sağım işleminin kolayca uygulanabilmesi için balıklar narkoz banyosuna alınırlar ve sakinleştirilirler. Bu işlem için MS-222 Sandoz (Etil-Aminobenzoat) ve Chinalgine banyoları kullanılabilir. Ayrıca, % 0.1’lik Fenoksi Etanol ile de balıklar anestezi altına alınarak sağım işlemi gerçekleştirilir. Sperma vakum yoluyla emilerek de alınabilmektedir.

Kısa süreli  saklama


Alabalık ve sazan spermasının kısa süreli (1-2 saatten- 1-2 güne kadar) saklanması sun’i üretimde oldukça yoğun olarak kullanılmaktadır. Spermanın kısa süreli saklanması, uzun süreli saklanması (cryoprezervasyon) için de gerekli ön işlem olup, bu işlemlerde iyi kalitede spermanın kullanılması gerekmektedir (Pııronen,1987).


Günümüzdeki araştırmalar, uzun peryotlarda taze spermanın saklanması üzerine yoğunlaşmıştır. Büyükhatipoğlu ve Holtz (1977), nativ spermanın  +40C ve O2 atmosferi altında 15 günün üzerinde dölleme (fertılizasyon) kabiliyetini yitirmediğini, antibiyotik ve antimikotik ajanların ilavesi ile 3 haftadan daha uzun bir süre için viabilitenin değişmediğini bildirmişlerdir. Billard (1978), spermanın saklanması için O2 atmosferinin en iyi ortam olduğunu, spermatozoa’nın yaşam gücünün oksijene bağlı olduğunu açıklamıştır. Kısa süreli saklama sırasında yüksek yoğunlukta spermatozoa hızlı O2 tüketimine neden olur. Bu nedenle, Stoss ve Holtz (1977) doymuş nemli O2 atmosferi altında sudan oksijen geçişi meydana getirilerek spermatozoa’nın 34 gün boyunca fertilizasyon kabiliyetini yitirmeden viabil kaldığını belirtmişlerdir. Buna karşın kullanılan sulandırıcılardaki O2 konsantrasyonunun azaltılması yoluyla spermatozoa hareketsiz tutulabilmektedir. Ayrıca, alabalıklar için K ve sukroz solusyonları, sazanlar için ise, yüksek ozmotik basınçlı solusyonlar spermatozoa’nın hareketsiz tutulması için kullanılmaktadır (Mc Niven ve ark.,1993;Saad ve ark.,1988).


Salmonlarda bir hafta ve daha uzun süreli viabilite  00C düzeyindeki sıcaklıklarda sağlanabilmektedir.Bunun yanında, viabilite süresi 00C ile 50C arasındaki sıcaklıklarda, sazanlarda 45-48 saat, turnada 22 saat, ringada 7 saat, kedi balığında bir haftadır (Mc Niven ve ark.,1993). Nativ spermanın +40C de kısa süreli prezervasyonu sazanlarda başarılı bir şekilde uygulanabilmektedir. Toplanan sperma cam tüplerde 1 cm lik kalın tabaka halinde yayılır ve havaya maruz bırakılır. Bu şartlarda motil spermatozoa yüzdesi ve fertilizasyon kabiliyeti iki gün boyunca yüksektir ve daha sonra 6-8 gün içinde sıfıra düşer. Ancak, antibiyotik ve antimikotik ajanların (5 M/ml streptomisin, 50 I.Ü. bipenisilin)  katılmasıyla viabilite belirgin bir şekilde yükselir. Saklamadan 8 gün sonra hemen hemen spermatozoa’nın % 100’ü motil kalır ve 16. günde fertilizasyon kabiliyeti sadece % 20’ye düşer. Fertilizasyon kabiliyetindeki kayıplar daha fazla sperma kullanılarak engellenebilir (Büyükhatipoğlu ve Holtz1977;Saad ve ark.,1988).

Uzun süreli saklama (Cryoprezervasyon)


Balıklarda dondurulmuş sperma ile yeterli düzeyde ve standart bir fertilizasyon oranına henüz ulaşılamamıştır. Yapılan çalışmalar da, çoğunlukla benzer olup, başlıca izlenen yol spermatozoon aktivasyonundan kaçınarak, uygun bir sulandırıcı ile spermanın sulandırılması, cryoprotektan eklenmesi ve dondurma ile çözme sırasında oluşabilecek zararlara karşı koruyucu olarak albumin, lesitin ve yumurta sarısı katılmasıdır. Kullanılan yöntemlerde, spermanın ısısının düşürülmesi ve dondurulması prosesleri birbirinden çok farklı değildir. Balık spermaları genellikle kuru buz üzerinde pelet biçiminde yada  nitrojen buharında payetlerde dondurulmak- tadır (Bayres ve Scoot,1987;Holtz,1993;Kurokura ve ark.,1984).


Başarılı bir cryoprezervasyonda sulandırıcının bileşimi ve dondurma yöntemi önemli rol oynar. Bunun yanında distile su içeren DMSO ile sulandırmadan sonra alabalık sperması  dondurulduğunda yüksek fertilizasyon oranına ulaşıldığı da bildirilmektedir (Büyükhatipoğlu ve Holtz,1977). Ancak, çözüm sonrası viabilite ve fertilizasyon oranlarında yüksek derecede çelişkili sonuçlar alındığıda bir gerçektir. Bayres ve scoot (1987), alabalık spermasını sukroz içeren bir sulandırıcı ile dondurmuştur. Bu sulandırıcı diğerlerinden üstün gözükmesine rağmen % 10 DMSO katılmış 0.6 M sukroz solusyonu oldukça başarılı olmuş ve çözüm sonrası fertilizasyon oranı yaklaşık % 80 çıkmıştır. Balık spermasının prezervasyonu üzerine yapılan çalışmalarda dondurulmuş spermanın fertilizasyon kapasitesinin taze spermadan daha düşük olduğu saptanmıştır (Holtz,1993).


Balık spermatozoa’sının suda aktive olması ve bu aktivitenin 50 saniye ile 2 dakika arasında sınırlı olması balık spermasının cryoprezervasyon işlemlerini oldukça güçleştirmektedir. Bu nedenle en uygun cryopreservasyon yöntemi seçilmeli ve işlemler arasındaki süre minimum tutulmalıdır. Balık sperması  pelet, payet ve ampullerde dondurulabilmektedir. Bazı araştırıcılara göre pelet yöntemi balık spermasının dondurulması için en uygun yöntemdir. 0.25 ml lik payetlerde dondurulan sperma ile de başarılı sonuçlar alınmıştır (Holtz,1993;Wheler ve Thorgard,1991). 


Spermanın sulandırılmasında, spermatozoa aktivasyonundan kaçınılmalı ve seminal plazmanın yapısına uygun sulandırıcılar seçilmelidir ( Tablo 1,2,3 ). Sulandırma oranı ise, seçilen yönteme göre 1:1 den 1:20 ye kadar değişebilmektedir. Pelet yöntemi ile cryoprezervas- yonda, sulandırma oranı genellikle 1:3 dür. Kullanılan cryoprotektanlar arasında ise en uygun olanları DMSO ve gliserol’dür. Bir çok araştırmada farklı cryoprotektan ve oranları denenmiş olup, genellikle  % 10  oranında DMSO başarılı  sonuçlar  vermiştir (Pııronen,1987;Rana ve Mc Andrew,1989;Steyn ve Van Vuren,1987;Young ve ark.,1992).


Pelet yöntemi ile cryoprezervasyon : Masaj yöntemi ile alınan sperma 00 C de tutulur. Daha sonra % 10 DMSO katılmış sulandırıcı ile 1: 3 oranında sulandırılır. Sulandırılan sperma kuru buz üzerinde -790 C de pelet biçiminde dondurulur. İşlem otomatik pipetler ile yapılır. Optimum pelet büyüklüğü  0.1 ml dir. Burada üzerinde önemle durulacak nokta, sulandırma ve dondurma arasındaki sürenin 2 dakikayı geçmemesidir. Dondurulan peletler direkt likid nitrojen içine transfer edilir ve saklanır. Peletlerin çözülmesinde en uygun metot ergin dişilerden alınan karın boşluğu sıvısı  (sölomik sıvı)  yada bunun içinen en iyi ve  uygun yapı  0.12 M   NaHCO3, 0.12 M NaCl veya tris-glicine solüsyonudur. Her bir pelet için 1 ml çözüm solüsyonu kullanılır. Bu  solusyon spermatozoon aktivasyonunda önemli rol oynar. Çözüm ısısı ise 200 C den düşük 400C den yüksek olmamalıdır.Tohumlama işlemi peletlerin çözülmesinden sonra 30 saniye içinde yapılmalıdır (Holtz,1993). 


Payetlerde cryopreservasyon : Günümüzde yapılan son çalışmalar alabalık ve sazan spermasının değişik boyutlarda payetler içinde de başarılı bir şekilde dondurulabileceğini kanıtlamıştır. % 10 DMSO katılmış uygun bir sulandırıcı ile 1: 3 oranında sulandırılan sperma payetlere çekilir ve 7 dakikada  nitrojen buharında dondurulur. Daha sonra nitrojen içinde saklanır. Bu konuda yapılan başka bir çalışmada ise, sperma +40C de % 5.4 glikoz, % 9 DMSO ve % 10 yumurta sarısı içeren bir sulandırıcı ile 1: 3 oranında sulandırıldıktan sonra, 4.5 ml lik makro payetlere çekilmiştir. Daha sonra kuru buz üzerine yerleştirilerek  5 dakika tutulmuş ve en az 60 dakika  nitrojen içinde bekletilmiştir (Wheler ve Thorgard,1991). 


Dondurulan spermalar nitrojen içinde saklanır. Çözüm için nitrojen içinden alınan payetler derhal sıcak su banyosuna atılır. Çözüm süresi su sıcaklığına göre değişir. Buna göre çözüm (0C/ saniye), 5/90, 10/30, 20/20, 30/15 de gerçekleştirilir. Çözüm işlemi gerçekleştirilen spermanın, derin bir kabın içine sağılan yumurtaların üzerine eklenmesi ile tohumlama gerçekleştirilir. Ancak, spermatozoon aktivasyonu ve fertilizasyon için NaCl, NaHCO3 solusyonlarının sperma-yumurta karışımı içine katılması gerekmektedir (Schmidt ve Holtz,1989;Steyn ve ark.,1989). 



Sonuç olarak, balık spermasının başarılı prezervasyonu için uygun metotlarının seçilmesi organizasyon ve yetiştirme açısından oldukça önemlidir. Yapılan son çalışmalar spermanın 00C den 90C ye kadar olan sıcaklıklarda depolanmasını önermektedir. Birkaç araştırma, elektrolit solusyonların  yada dişilerden alınan sölomik sıvının katılması ile saklama süresinin uzatılması yönünde yoğunlaşmıştır (Billard,1978;Mc Niven ve ark.,1993). 


Kısa süreli saklama için yapılan çalışmalarda en iyi sonuç +40 C de O2 atmosferi altında elde edilmiştir (Dölverimi % 80.2, kontrol grubunda % 98.2). Aynı zamanda açık hava altında da iyi sonuçlar alınmıştır. Buna karşılık anaerobik şartlar iyi sonuç vermemiştir (Büyükhatipoğlu ve Holtz,1977;Mc Niven ve ark.,1993;Saade ve Billard,1986). Ayrıca, sperma farklı gazlar (N2 ,O2 ,CO2 ve hava) altında tutularak motiliteleri değerlendirilmiş ve değişik sonuçlar elde edilmiştir. Nativ sperma aktive olma yeteneğini N2 gazı altında 3-4 gün, açık havada veya O2N2 (1: 1) karışımında 8-10 gün ve saf oksijen altında 12-13 gün sürdürmüştür. Sonuç olarak, yüksek O2 içeren gaz atmosferi depolama şartları için en uygun ortamdır. Buna karşılık balık spermasının farklı medyumlarda sulandırılarak kısa süreli saklanması başarısızlıkla sonuçlanmıştır (Billard,1978;Büyükhatipoğlu ve Holtz,1977;Saad ve ark.,1988).


Cryoprezervasyonda ise başarılı sonuçlar almak için dikkat edilecek en önemli nokta ; spermanın alınması, dondurulması, çözülmesi ve tohumlanması arasındaki sürelerin minimum tutulmasıdır. Yapılan bir çalışmada (Bayres ve Scoot,1987), spermanın alınması ve dondurulması arsındaki sürenin artışı ile fertilite oranının düştüğü gözlenmiştir. Ayrıca sulandırıcının bileşimi cryoprezervasyon- da önemli rol oynar. Alabalık spermasının cryoprezervasyonunda % 5-20 yumurta sarısı bulunan sukroz sulandırıcısıyla elde edilen fertilizasyon oranı, yumurta sarısı içermeyen sulandırıcıya göre oldukça yüksektir (Steyn ve ark.,1989). Bayres ve Scott (1987) ,0.25 ml lik payetler içindeki spermayı sıvı azot buharında 7 dakikada dondurmuş ve daha sonra 35-400C deki su banyosunda 5 saniyede çözdükten hemen sonra tohumlamayı gerçekleştirmişlerdir. Tohumlamada 100 yumurta için 1 payet kullanılmış ve dölvermi  % 67.3  bulunmuştur. Ancak, günümüzde yapılan tüm çalışmalarda pelet yöntemi ile cryoprezervasyonda daha yüksek dölverimi sonuçları (% 70-90) elde edilmiştir (Holtz,1993; Kurokura ve ark.,1984;Moccia ve Munkittrick,1987;Schmidt ve Holtz,1989;Wheler ve Thorgard,1991;Young ve ark.,1992).

TABLO I . Alabalık  sperması  için kullanılan  sulandırıcı  (Büyükhatipoğlu ve Holtz,1977).




    BİLEŞİMİ                                                                             YOĞUNLUK  (mg / ml )

    NaCl                                                                                           5.92

    KCl                                                                                             1.72

    CaCl2                                                                                          0.68

    MgSO4                                                                                       0.15 

    Tris (Hidroksimetilaminometan )                                             24.20 

    Sitrik  asit                                                                                   to  pH  7.25 

    Katkı  Maddeleri 

    Bovine  Serum  Albumen                                                         4.00 

    Promıne - D                                                                               5.00 

    DMSO                                                                                        0.12 


TABLO  I I . Sazan  sperması  için  kullanılan  sulandırıcı ( Kurokura ve ark.,1984) . 

                                  Yoğunluk  ( mg / 100 ml )                                                                   

                                   NaCl            KCl            CaCl2                 MgCl2             NaHCO3
 Sulandırıcı  I               750               20               20                     0                       20 

 Sulandırıcı  I I             440             620               22                     8                       20 

       

TABLO  I I I . Cryoprezervasyon  için   sulandırıcı  bileşimleri ( mmol ) ( Schmidt ve Holtz,1989 )


  Bileşim                    Sulandırıcı I          Sulandırıcı I I           Sulandırıcı I I I         Sulandırıcı IV

  NaCl                               100                         128                            103                             193

  KCl                                   23                             5                             19                              19

  CaCl2                                  5                            -                                 2                                2

  MgSO4                            0.6                             -                              0.8                             0.8

  NaHCO3                           -                             0.4                              -                                 - 

  Trıs                                   24                             -                                -                                 -

  Glukoz                              -                               5                               3                                3

  Glycıne                             -                               -                                -                               66

  DMSO  (% )                    10                           10                              10                              10

  Yumurta  sarısı                 -                             20                             20                               20 

  BSA  ( % )                      0.4                             -                                -                                 -
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