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REPRODUKTIF BiYOTEKNOLOJILERE GENEL
BAKIS

ALPER KOCYIiGIiT!

Giris
Reprodiiktif biyoteknolojiler veteriner hekimligi alaninda
hayvanlardaki {ireme potansiyelinin artirilmasi, genetik ilerlemenin
hizlanmasi ve biyolojik cesitliligin korunmasi amaciyla gelistirilmis
teknik ve stratejiler biitiiniinii ifade etmektedir. Bu tekniklerin
kokeni 18. ve 19. yiizyillarda baslayan suni tohumlama
caligmalariyla atilmig olup, 20. yiizy1l boyunca embriyo transferi ve
in vitro fertilizasyon (IVF) gibi yaklagimlarin gelistirilmesiyle ivme
kazanmistir (Ferré ve ark., 2020; Younas 2024). Arastirmalarin
kokeni 18. ylizyillda Spallanzani’nin memelilerde fertilizasyonu
deneysel olarak kanitladigi calismalarla iliskilendirilmekte, 19.
ylizyil sonu ve 20. ylizyil basinda suni tohumlamanin uygulanmaya
baslamasiyla da bilimsel bir temele oturtulmaktadir (Foote, 2002;
Cassou, 1964). 20. yiizyilin ilk yarisinda suni tohumlama biiyiikbas
ve kiiciikbas hayvanlarda yayginlastirilmistir. 1949 yilinda Polge,
Smith ve Parkes tarafindan gliseroliin spermay: diisiik sicakliklarda
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koruyucu etkisinin kesfi ile kriyobiyoloji alaninda yeni bir donem
baglamistir. Bu gelisme, spermanin dondurulup ¢6ziilmesi
sonrasinda  fertil  kapasitesinin  korunabildigini = gdstererek,
reprodiiktif biyoteknolojilerin hizla ilerlemesine zemin hazirlamistir
(Polge ve ark., 1949). Bu kesiflerin sayesinde giiniimiizde siit¢li
damizliklarin tamamina yakininda suni tohumlama uygulanmaktadir
(Thibier ve ark., 2002). Kriyoprezervasyonun sistematik hale
gelmesiyle, sperm ve embriyo bankaciligi kavrami da veteriner
hekimliginde yerlesmeye baslamistir (Watson, 1995).

Embriyo transferinin temelleri ise 1890°da tavsanlarda
gerceklestirilen deneylerle atilmistir. 20. yiizyil ortalarinda embriyo
yikama ve transfer tekniklerinin rafine edilmesiyle birlikte, 1970°1i
yillarda dondurulmus sigir embriyolarindan buzagi elde edilmesi
miimkiin olmustur. Bu doénemde kurulan International Embryo
Technology Society (IETS), embriyo biyoteknolojilerinin
standardizasyonu, kalite kontrolii ve uluslararasi ticareti agisindan
belirleyici bir rol oynamistir (Betteridge, 2003; Stringfellow &
Seidel, 1990).

In vitro fertilizasyon (IVF) ¢aligmalarinin kokeni ise 1959
yilinda Chang’in tavsan oositleri tizerinde gerceklestirdigi deneylere
dayanmaktadir. Bu bulgular, memelilerde fertilizasyon siirecinin
laboratuvar kosullarinda saglanabilecegini gostermistir. 1981 yilinda
Brackett ve calisma arkadaslari tarafindan ilk IVF kokenli buzaginin
elde edilmesi, biiylikbas hayvanlarda in vitro embriyo tiretimi (IVP)
cagini baglatmistir (Chang, 1959; Brackett ve ark., 1982). 1980’lerin
sonlarina dogru transvaginal ultrasonografi esliginde oosit toplama
(OPU) yonteminin gelistirilmesi, in vivo oosit elde etme siirecini
kolaylastirmis ve OPU-IVM-IVF zinciri giiniimiizdeki endiistriyel
embriyo iiretim platformlarinin temelini olusturmustur (Pieterse ve
ark., 1991).



Kriyobiyolojide 1985 yilinda Rall ve Fahy tarafindan
vitrifikasyon tekniginin tanimlanmasiyla, buz kristali olusmaksizin
embriyolarin —196 °C’de canliligin1 koruyabildigi gosterilmistir
(Rall & Fahy, 1985). Mazur’un 1970’lerde sogutma ve ¢dzme
hizlarinin biyolojik yapilar {izerindeki etkilerini agiklamas1 modern

kriyoprezervasyon protokollerinin teorik temelini olusturmustur
(Mazur, 1970).

1980’lerin sonunda flow sitometri kullanilarak X ve Y
kromozomu tasiyan spermatozoalarin DNA igerik farkina gore
ayrilmasi, cinsiyet belirleme teknolojilerinin baslangici olmustur
(Johnson ve ark., 1989). Bu yontemin gelistirilmesiyle, 6zellikle stit
sigirciliginda disi yavru oraninin artirilmasi amaciyla cinsiyeti
belirlenmis spermalar ile suni tohumlama uygulamalar1 2000°li
yillarda yayginlagsmistir (Garner, 2001).

Somatik hiicre ¢ekirdek transferi (SCNT) kavrami ise 1996
yilinda Dolly isimli koyunun klonlanmasiyla genis yanki
uyandirmistir. Bu gelisme, eriskin somatik hiicre ¢ekirdeginden canli
bir organizma elde etmenin miimkiin oldugunu gdstermis ve genetik
olarak istiin bireylerin korunmasi ile g¢ogaltilmasinda yeni bir
donemi baslatmistir (Wilmut ve ark., 1997).

Sonraki siirecte bilgisayar destekli sperm analiz sistemlerinin
(CASA)  gelistirilmesi, sperm  motilitesi ve  kinematik
parametrelerinin objektif ve tekrarlanabilir sekilde
degerlendirilmesine olanak saglamistir (Mortimer, 2000).

Gilnlimiizde ise reprodiiktif biyoteknolojiler; omik
teknolojilerin entegrasyonu, yapay zeka destekli goriintiileme
sistemleri ve gen diizenleme tekniklerinin (6rnegin CRISPR/Cas9)
uygulanmastyla ¢ok disiplinli bir yapiya evrilmistir. Son otuz yilda
omik verilerin {ireme biyoteknolojilerine entegrasyonu, goriintii
isleme ve makine 6grenimi tabanl karar destek uygulamalar1 ve gen
diizenleme gibi alanlar, popiiler arastirma alanlarini olusturmaktadir.
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Bu calismalarin, biyoetik ve yasal cergeveye iliskin yeni
degerlendirmeleri de beraberinde getirdigi vurgulanmaktadir
(Lonergan 2018; Ferré ve ark., 2020; Younas, 2024).

Bu tarihsel gelisim siireci, reprodiiktif biyoteknolojilerin
deneysel arastirma doneminden endiistriyel uygulamaya, oradan da
veri odakli bir aragtirma alanina doniisiimiinii gostermektedir.
Giliniimlizde reprodiiktif biyoteknolojiler hem hayvansal {iretim
verimliligi hem de genetik kaynaklarin korunmasi agisindan
veteriner hekimligin en dinamik ve stratejik disiplinlerinden biri
haline gelmistir.

Reprodiiktif Biyoteknolojilerin Kavramsal Temelleri

Reprodiiktif biyoteknolojiler iiremenin biyolojik siireclerine
yonelik kontrollii miidahaleler olarak kavramsallastiriimaktadir. Bu
cergevede gamet ve embriyo biyolojisi, manipiile edilebilir bir
“biyolojik altlik” olarak ele alinmakta; laboratuvar ve saha
kosullarindaki teknolojik uygulamalar i1se bu altlik {izerinde
zamanlama, kalite ve verimlilik bakimindan 6ngoriilebilir sonuglar
iiretmeyi amaclayan araglar biitiinii olarak konumlandirilmaktadir.
Bu yaklagimla reprodiiktif biyoteknolojiler sistemi; biyolojik zemin
(gamet—embriyo), miidahale ve isleme basamaklari (toplama,
degerlendirme, isleme, saklama, transfer), karar-destek katmani
(veri ve standardizasyon) ve etik boyutu (refah, biyoetik ve mevzuat)
olmak tizere dort bilesenli bir mimari seklinde degerlendirilmektedir
(Stringfellow & Seidel, 1990).

Bu teknolojilere duyulan ihtiyag, evcil ve yabani tiirlerde
ireme fizyolojisinin dogal sinirliliklari ile modern hayvansal iiretim
gereksinimlerinin kesisiminde ortaya ¢iktigi icin bilimsel ve pratik
gerekcelerle temellendirilmektedir. Memelilerde gebelik siiresinin
uzunlugu, dol veriminin sinirlt olusu, siklus senkronizasyonundaki
zorluklar, postpartum andstrus ve mevsimsellik gibi biyolojik
kisitlar, genetik ilerleme hizin1 dogal seleksiyon ve geleneksel 1slah
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yaklagimlarinin temposuyla sinirlamaktadir. Ancak sahada stirekli
artan verim ve {riin talebi karsisinda bu kisitlarin asilmasinda
hizlandirict  bir ara¢ olarak reprodiiktif  biyoteknolojiler
konumlandirilmaktadir. Genetik agidan iistiin bireylerden daha fazla
verim elde edilmesi, istenmeyen varyasyonun azaltilmasi, suni
tohumlama ve embriyo transfer teknolojilerinin temel bilimsel
gerekceleri arasinda sayilmaktadir (Betteridge, 2003; Ferré ve ark.,
2020).

Buna paralel olarak biyogiivenlik ve hastalik kontrolii
gereksinimleri de giiglii bir itici giic olarak degerlendirilmektedir.
Canli hayvan hareketlerinin azaltilmasi, patojen taginim risklerinin
diistiriilmesi ve wuluslararas1 ticarette saglik sertifikasyonunun
kolaylastirilmasi, gamet ve embriyo materyalinin islenmesi ve
saklanmasiyla miimkiin hale gelmektedir. Bu noktada
standardizasyon = ve  izlenebilirligin IETS  kilavuzlariyla
kurumsallastirilmas1  siirecin ~ basarisint1  giliclendirmektedir
(Stringfellow & Seidel, 1990; Watson, 1995).

Hayvancilikta kaynak verimliligi de kavramsal cergevenin
ayrilmaz bir boyutu olarak ortaya konmaktadir. Cinsiyeti belirlenmis
sperma gibi teknolojilerle hedeflenen yavru cinsiyet oraninin
ayarlanabilmesi, yem ve isgiicii girdilerinin c¢iktilarla daha iyi
eslestirilmesine olanak vermekte, boylece birim zamanda elde edilen
genetik ilerleme ve ekonomik geri doniis artirilmaktadir (Garner,
2001; Ferré ve ark., 2020). Laboratuvar ve saha arasinda
karsilastirlabilir dlglimler saglayan bilgisayar destekli analiz ve
kalite kontrol yaklasimlari, karar siireclerinin objektiflestirilmesi ve
tekrarlanabilirligin artirilmasi bakimindan bilimsel bir zorunluluk
olarak goriilmektedir (Mortimer, 2000).

Kriyoprezervasyon perspektifinden bakildiginda, tehdit
altindaki tiirlerde gamet ve embriyo materyalinin toplanmasi,
saklanmas1 ve gerektiginde kullanilmas1 yoluyla genetik cesitliligin

-9--



strdiirilmesi ~ hedeflenmektedir. ~ Popiilasyonlarin ~ genetik
darbogazlara kars1 dayanikliliginin giiclendirilmesi
amaclanmaktadir. Bu yoniiyle reprodiiktif biyoteknolojiler, yalnizca
iretim odakli degil, ayn1 zamanda tiir ve ekosistem diizeyinde
biyolojik ¢esitliligin glivence altina alinmasina hizmet eden
uygulamalar olarak degerlendirilmektedir (Younas, 2024).

Sonug olarak reprodiiktif biyoteknolojiler biyolojik siire¢leri
kontrol edilebilir hale getiren miidahale odakli bir sistem olarak ele
alimmalidir. Bu teknolojiler genetik ilerleme, biyogiivenlik, kaynak
verimliligi ve tiirlerin korunmasi hedeflerinin eszamanli olarak
gerceklestirilmesini vadetmektedir (Betteridge, 2003; Stringfellow
& Seidel, 1990; Mazur, 1970; Watson, 1995; Garner, 2001;
Mortimer, 2000; Ferré ve ark., 2020).

Reprodiiktif Biyoteknolojilerin Fizyolojik Temelleri

Gametogenez ve fertilizasyon gibi temel fizyolojik siireglerin
anlasilmasi, reprodiiktif biyoteknolojilerin isleyisi ve saha etkinligi
acisindan Onkosul olarak degerlendirilmektedir. Memelilerde
reprodiiksiyona iligkin siirecler biyoteknolojik uygulamalarin
dayandig1 biyolojik altyapiy1 olusturmaktadir (Hafez & Hafez, 2000;
Ferré ve ark., 2020).

Spermatogenez; seminifer tiibiillerdeki kok hiicre kaynakli
spermatogonyumlarin  mitotik  ¢ogalmasi, mayozla haploid
spermatidlerin olusumu ve spermiogenezle olgun spermatozoaya
doniigiimii olarak tanimlanmaktadir. Bu olaylar dizisinin, Sertoli
hiicrelerinin  yapisal deste8i, Leydig hiicrelerinden salinan
testosteron ve hipotalamo-hipofizer eksenden gelen
gonadotropinlerin koordinasyonu ile yiiriitildiigii bildirilmektedir.
Kan-testis bariyerinin ise mayoz ve postmayotik evrelerde gelisen
germ hiicrelerini immunolojik ve toksik etkilere kars1 koruyarak
farklilagmay1 kolaylastirdig: bilinmektedir (Griswold, 2016).
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Oogenez; fotal donemde oogonyumlarin g¢ogalmasi ve
primer oositlerin mayoz I profazinda durdurulmasi ile baslatilan;
puberte sonrasi secilen follikiillerde oosit biiylimesi ve olgunlasma
yeterliliginin kazanilmasiyla ilerleyen bir siire¢ olarak ele
alimmaktadir (Edson ve ark., 2009; Richards & Pangas, 2010).

Follikiilogenez; primordial havuzdan follikiil se¢imiyle
baslayip primer, sekonder ve antral evreler iizerinden dominant
follikiiliin belirlenmesi, ovulasyon ya da atrezi ile sonuglanan
asamali1 bir siire¢ olarak tanimlanmaktadir (McGee & Hsueh, 2000;
Monniaux, 2016).

Fertilizasyon; disi genital kanalinda basarili zigot
olusumuyla  sonuglanan ardisik  olaylar  biitiinii  olarak
tanimlanmaktadir.  Spermatozoonun kapasitasyonu  sirasinda
membran hiperpolarizasyonu, iyon homeostazinda pH ve Ca** artis1,
kolesterol kaybi ve sinyal yollarinin diizenlenmesi ile
hiperaktivasyonun ortaya c¢iktig1 bilinmektedir. Ardindan zona
pellusidaya baglanma ve akrozom reaksiyonunun gerceklestigi
bilinmektedir. Zona degisiklikleriyle polispermiye karst hizli ve
yavas bloklarin tesis edildigi, ardindan oosit aktivasyonu ve
proniikleer ~ flizyonla  zigot  ¢ekirdeginin  olusturuldugu
bildirilmektedir. Bu karmagik olay oOrgiisiiniin zamanlamasi ve
biyokimyasal ayrintilar tiirler arasinda benzerlikler ve farkliliklar
gosterebilmektedir (Takei ve ark., 2024).

Infertilite; klinik ve epidemiyolojik baglamda belirli bir siire
icinde gebelik elde edilememesi ile karakterize edilmekte ve erkek,
disi veya dis faktorlii etiyolojilerle agiklanmaktadir. Erkek
faktoriinde spermatogenezin endokrin diizeninde bozulmalar, termal
stres ve oksidatif hasar, epididimal maturasyon anormallikleri ile
kapasitasyon-akrozom reaksiyonu eksikliklerinin motilite, morfoloji
ve fonksiyon parametrelerine yansidigi bildirilmektedir. Disi
faktoriinde ovulasyon disfonksiyonlari, oosit kalitesinde yetersizlik,
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luteal faz yetmezIligi ve uterin-oviduktal patolojiler ile inflamatuvar
ve enfeksiyoz siiregler 6ne ¢ikmaktadir. Beslenme dengesizlikleri,
1si-nem stresi, toksinler ve sistemik hastaliklar gibi c¢evresel ve
yonetimsel etmenlerin her iki cinsiyette de subfertilite riskini
artirdig1 ve implantasyonu etkiledigi degerlendirilmektedir (Hafez &
Hafez, 2000).

Bu fizyolojik c¢ercevenin, reprodiiktif biyoteknolojilerin
dayandig1 biyolojik temelleri tanimladigi ve uygulama yolu,
zamanlama, doz gibi parametrelerinin optimize edilmesinde referans
olusturdugu kabul edilmektedir. Gamet ve zigot biyolojisinin
aydinlatilmasinin reprodiiktif teknoloji ve protokollerin etkililiginin
artist ile dogrudan iliskili oldugu agiktir (Hafez & Hafez, 2000; Ferré
ve ark., 2020).

Gelecek Projeksiyonu

Veteriner hekimliginde reprodiiktif biyoteknolojilerin son
yillarda 6nemli bir kavramsal doniisiim gecirdigi izlenmektedir. Bu
doniisiimiin, Ozellikle omik teknolojiler ile yapay zekad temelli
analizlerin hizla gelismesi sonucunda ivme kazandigi ve iireme
biyolojisinin degerlendirilme bi¢imini kademeli olarak yeniden
sekillendirdigi anlasilmaktadir. Mevcut egilimler dogrultusunda
hem aragtirma giindeminin hem de yakin ve orta vadeye iligkin
projeksiyonlarin bu teknolojik entegrasyon cergevesinde belirgin
bicimde farklilastig1 degerlendirilmektedir.

Omik teknolojiler baglaminda genomik, transkriptomik,
proteomik, metabolomik ve epigenomik yaklagimlarin iireme
biyolojisinin karmasik dogasini ¢dziimlemeyi miimkiin kildigi;
gamet ve embriyo kalitesinin molekiiler diizeyde daha yiiksek
duyarhilik ve 6zgiilliikle tanimlanabildigi bildirilmektedir. Genomik
secimin ve gen diizenlemelerinin, verim 6zelinde fenotiplerde se¢im
hizin1 artirma potansiyeli tasidigi bildirilmektedir. Buna paralel
olarak omik uygulamalar ile ovaryumda folikiilogenezis siire¢lerinin
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haritalandirilabildigi vurgulanmaktadir (Wadood ve ark., 2025;
Gong ve ark., 2022). Omik verilerin kiiltiir ortam1 metabolitleri ve
embriyo sekresyon profilleriyle iliskilendirilmesiyle non-invaziv
kalite degerlendirmesi icin aday biyobelirte¢ panellerinin
gelistirildigi, bu sayede embriyo sec¢iminin Ongorii gilicliniin
artirilmasinin  hedeflendigi bildirilmektedir (Kim ve ark., 2022;
Tsopp ve ark., 2025). Gen diizenleme teknolojilerinin, 6zellikle
CRISPR/Cas sistemlerinin, reprodiiktif fenotiplerde hedeflenen
ozelliklerin kazandirilmasi bakimindan giiclii bir deneysel arag
olarak konumlandigi degerlendirilmektedir. Ancak bu ¢aligmalarin
etik ve biyogiivenlik boyutlar1 nedeniyle denetimli bir ¢ergevede ele
alinmasinin gerektigi degerlendirilmektedir (Wang ve ark., 2025;
Kim ve ark., 2025).

Yapay zeka teknolojileri, goriintii isleme, sensor tabanli
izlem ve c¢oklu veri kaynaklarinin makine &grenmesiyle
biitiinlestirilmesi ~ sonucunda  reprodiiktif ~ biyoteknolojilerin
etkinliginin ytikseltildigi bildirilmektedir. Embriyo goriintiilerinden
derin O6grenme ile gelistirilen modellerin, embriyo canlilifi ve
implantasyon potansiyelinin tahmininde insan gézlemine yakin ya
da onu asan performans sergileyebildigi; embriyologlar arasi
siiflandirma degiskenliginin bu yaklasimlarla azaltilabildigi ifade
edilmektedir (Boucret ve ark., 2025; Saraniya ve ark., 2025; Wells
ve ark., 2025). Benzer bi¢cimde, bilgisayar destekli sperm analizinin
yapay zeka ile zenginlestirilmesiyle motilite, morfoloji ve DNA
biitiinliigii 6l¢iimlerinin dogruluk ve hizinin artirildigt; bu sayede
spermatolojik  analizlerin  standart bir zemine tasindigi
degerlendirilmektedir (Baldan ve ark., 2025; Belala ve ark., 2024).
Saha tarafinda, kizgilik tespiti i¢in davramis, 1s1 ve fizyolojik
verileri siirekli toplayan sensorlerin makine Ogrenmesiyle analiz
edilmesiyle, zamanlama hatalarinin azaltildigi ve suni tohumlama
zamaninin daha iyi yakalandig: bildirilmektedir (Merkelyté ve ark.,
2025).
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Ozetle reprodiiktif biyoteknolojiler alaninda ii¢ eksende
belirgin bir yakin gelecegin sekillendigi 6ngoriilmektedir. Birincisi,
omik, goriintiileme ve sensdr kaynakli verilerinin birlikte
modellendigi, yapay zekd yaklagimlariyla desteklenen karar
sistemlerinin yayginlasacagi ve bu sayede embriyo ve gamet
seciminin  bireysellestirilmis bir gerceveye taginacagi
degerlendirilmektedir (Wadood ve ark., 2025; Kim ve ark., 2022;
Boucret ve ark., 2025). ikincisi in vitro kiiltiir kosullarinim dinamik
olarak yonetilecegi mikroakiskan sistemlerle embriyo-maternal
etkilesimin daha gergek¢i bir sekilde taklit edilmesinin
hedeflenecegi belirtilmektedir (Kim ve ark., 2022; Tsopp ve ark.,
2025). Ugiinciisii, gen diizenleme ¢alismalarmin, reprodiiktif
fonksiyonlarin  temel mekanizmalarinin  aydinlatilmasit  ve
hastaliklara direng gibi karmasik ozelliklerin degerlendirilmesine
yogunlagacagi ongoriilmektedir (Wang ve ark., 2025; Kim ve ark.,
2025). Bu egilimlerin, standardizasyon, etik ve mevzuat ilkeleri ile
birlikte yiiriitiilmesi gerektigi de unutulmamalidir (Belala ve ark.,
2024; Baldan ve ark., 2025).

Reprodiiktif biyoteknolojilerin  yakin gelecekte “0lc,
modelle, yonlendir” dongiisii etrafinda olgunlasacagi; ¢oklu omik
verilerle tanimlanan biyolojik hedeflerin dijital fenotipleme ve
yapay zeka destekli modellerle birlestirilerek uygulama kararlarina
doniistiiriilecegi ongdriilmektedir. Bu sebeple veteriner hekimlerin
ve arastirmacilarin, reprodiiktif biyoteknolojiler alanindaki
yetkinliklerini  stirekli ~ gilincellemesiyle hayvansal {iretimde
verimlilik, refah ve siirdiriilebilirlik eksenlerinde kazanimlarin
artacagi agiktir.

—-14--



Kaynak¢a

Baldan, F. J., Nasel, C., & Schuff, J. (2025). Revolutionizing
sperm analysis with Al: A review of computer-aided sperm analysis
systems. Algorithms, 13(6), 132.

Belala, R., et al. (2024). The use of computer assisted sperm
analysis (CASA) in animals: A review. Kafkas Universitesi Veteriner
Fakultesi Dergisi, 30(1), 1-12.

Betteridge, K. J. (2003). A history of farm animal embryo
transfer and some associated techniques. Animal Reproduction
Science, 79(3—4), 203-244.

Boucret, L., et al. (2025). Deep-learning model for embryo
selection using time-lapse imaging: A self-supervised approach.
Scientific Reports, 15, 10531.

Brackett, B. G., Younis, A. 1., & Fayrer-Hosken, R. A. (1982).
Enhanced viability after in vitro fertilization of bovine oocytes
matured in vitro. Journal of Animal Science, 55(1), 43—49.

Cassou, R. (1964). Artificial insemination in cattle:
Techniques and results. Paris: Institut National Agronomique.

Chang, M. C. (1959). Fertilization of rabbit ova in vitro.
Nature, 184(4682), 466—467.

Edson, M. A., Nagaraja, A. K., & Matzuk, M. M. (2009). The
mammalian ovary from genesis to revelation. Endocrine Reviews,
30(6), 624-712.

Ferré, L. B., Kjelland, M. E., Strebech, L. B., Hyttel, P.,
Mermillod, P., & Ross, P. J. (2020). Recent advances in bovine in

vitro embryo production: Reproductive biotechnology history and
methods. Animal, 14(5), 991-1004.

-15--



Foote, R. H. (2002). The history of artificial insemination:
Selected notes and notables. Journal of Animal Science, 80(E
Suppl 2), E22-E32.

Garner, D. L. (2001). Sex-sorting mammalian sperm:
Concept to application in animals. Journal of Andrology, 22(4), 519—
526.

Gong, X., et al. (2022). Application of single-cell RNA
sequencing in ovarian research. Frontiers in Endocrinology, 13,
9855652.

Griswold, M. D. (2016). Spermatogenesis: The commitment
to meiosis. Physiological Reviews, 96(1), 1-17.

Hafez, E. S. E., & Hafez, B. (2000). Reproduction in farm
animals (7th ed.). Philadelphia, PA: Lippincott Williams & Wilkins.

Johnson, L. A., Flook, J. P., & Hawk, H. W. (1989). Sex
preselection in rabbits: Live births from X and Y sperm separated by
DNA and cell sorting. Biology of Reproduction, 41(2), 199-203.

Kim, B., et al. (2025). CRISPR/Cas-based genome editing
technology in animal research: Current status and perspectives.
Journal of Animal Reproduction and Biotechnology, 40(3), 109—
124.

Kim, J., et al. (2022). Non-invasive evaluation of embryo
quality for the selection of viable embryos. Clinical and
Experimental Reproductive Medicine, 49(4), 273-286.

Lonergan, P. (2018). Review: Historical and futuristic
developments in bovine semen technology. Animal, 12, s4—s18.

Mazur, P. (1970). Cryobiology: The freezing of biological
systems. Science, 168(3934), 939-949.

—-16--



McGee, E. A., & Hsueh, A. J. W. (2000). Initial and cyclic
recruitment of ovarian follicles. Endocrine Reviews, 21(2), 200—
214.

Merkelyte, 1., et al. (2025). The role of sensor technologies
in estrus detection: A review. Animals, 15(15), 2313.

Monniaux, D. (2016). Driving folliculogenesis by the
oocyte—somatic cell dialog: Lessons from genetic models.
Reproduction, Fertility and Development, 28(6), 647—660.

Mortimer, S. T. (2000). CASA—Practical aspects.
Reproduction, Fertility and Development, 12(1-2), 25-33.

Pieterse, M. C., Kappen, K. A., Kruip, T. A. M., & Taverne,
M. A. M. (1991). Aspiration of bovine oocytes during transvaginal
ultrasound scanning of the ovaries. Theriogenology, 35(1), 19-24.

Polge, C., Smith, A. U., & Parkes, A. S. (1949). Revival of
spermatozoa after vitrification and dehydration at low temperatures.
Nature, 164(4172), 666.

Rall, W. F., & Fahy, G. M. (1985). Ice-free cryopreservation
of mouse embryos at =196 °C by vitrification. Nature, 313(6003),
573-575.

Richards, J. S., & Pangas, S. A. (2010). The ovary: Basic
biology and clinical implications. Nature Reviews Endocrinology,
6(7),461-471.

Saraniya, M., et al. (2025). Deep learning-based embryo
quality assessment: A dual-stage segmentation and classification
approach. Reproductive Medicine and Biology, 25, 77—-89.

Stringfellow, D. A., & Seidel, S. M. (1990). Manual of the
International Embryo Transfer Society. Champaign, IL: IETS.

Takei, G. L. (2024). Molecular mechanisms of mammalian

sperm capacitation, and its regulation by sodium-dependent
-17--



secondary active transporters. Reproductive Medicine and Biology,
23(1), e12614.

Thibier, M., & Wagner, H. G. (2002). World statistics for
artificial insemination in cattle. Livestock Production Science, 74(2),
203-212.

Tsopp, E., et al. (2025). Metabolomic biomarkers in bovine
embryo culture media: Towards non-invasive embryo selection.
International Journal of Molecular Sciences, 26(5), 2362.

Wadood, A. A., et al. (2025). Integrating omics approaches in
livestock biotechnology: Innovations in production and reproductive
efficiency. Frontiers in Animal Science, 6, 1551244,

Wang, J., et al. (2025). Application of gene editing
technology in livestock: Progress and prospects. Agriculture, 15(20),
2155.

Watson, P. F. (1995). Recent developments and concepts in
the cryopreservation of spermatozoa and the assessment of their
post-thawing function. Reproduction, Fertility and Development,
7(4), 871-891.

Wells, C., et al. (2025). Advancing embryo evaluation:
Machine learning to standardize morphology-based assessment.
Journal of In Vitro Fertilization Worldwide, 4(2), 123—135.

Wilmut, I., Schnieke, A. E., McWhir, J., Kind, A. J., &
Campbell, K. H. S. (1997). Viable offspring derived from fetal and
adult mammalian cells. Nature, 385(6619), 810—813.

Younas, K. (2024). The role of assisted reproductive
biotechnology (ARTs) in the conservation of endangered
mammalian species. Animal Reproduction Science, 99(3—4), 223—
243.

--18--



SPERMANIN ISLENMESI VE SAKLANMASINDA
GUNCEL GELISMELER

BARIS ATALAY USLU!
SALIH NARLICAY?
Giris

Spermanin dondurularak saklanmasi, reprodiktif
biyoteknolojinin en koklii uygulamalarindan biri  oldugu
bilinmektedir. Spermlerin diisiik sicaklikta biyolojik ozelliklerini
koruyabilecegine yonelik fikirler 18. yiizyila uzansa da bilimsel
temele dayali ilk basarili ¢aligmalar 20. yiizyilin ortalarinda ortaya
cikmistir. 1949 yilinda Polge ve arkadaglarmin gliseroliin
spermatolojik yapilari koruyabildigini gostermesi,
kriyoprezervasyon kavraminmi laboratuvar deneyinden klinik ve
endiistriyel diizeye tasimistir. Dondurulmus spermanin suni
tohumlama programlarinda kullanilmasini miimkiin kilmistir. Kisa
stirede hayvan yetistiriciligi politikalarin1 degistiren bir dontiim

noktasi haline gelmistir (Polge, Smith & Parkes, 1949: 666).
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llerleyen yillarda farkli tiirlere ait spermanin dondurulup
cozdiiriilmesi iizerine genig bir literatiir olusmustur. Sigir
yetistiriciliginde ~ sperma  saklanmasi, genetik ilerlemenin
hizlanmasina olanak sagladigi bildirilmistir. Bogalar arasindaki
istiin genetik hatlarin diinya ¢apinda yayilmasina firsat verdigi
saptanmistir. Benzer yaklasimlar koyun, kegi, at, kedi ve kdpek gibi
evcil tiirlerde de gelistirilmis ve hala en az zararla spermanin
saklanmasi i¢in calismalar devam etmektedir. Bu siireg, yalnizca
damizlik yonetimini degil, tiremenin denetlenmesi gereken her alani
etkilemigstir (Watson, 2000: 489).

Sperma saklanmasinin 6nemi, giliniimiizde daha genis bir
perspektifle degerlendirilmektedir. Insan tibbinda kanser tedavisi
oncesinde gametlerin saklanmasi, ¢iftlik hayvanlarinda genetik 1slah
programlari, yaban hayati koruma calismalarinda nesli tehlikede
tirlerin genetik materyalinin gelecege tasinmasi gibi uygulamalar,
kriyobiyolojiyi stratejik bir arag haline getirmektedir. Ozellikle nesli
tilkenmekte olan tiirlerde, sinirli sayidaki erkek bireyden alinan
spermanin  dondurularak saklanmasi, risk tasiyan genetik
varyasyonlarin korunmasint miimkiin kilmaktadir (Comizzoli, 2018:
31). Spermanin dondurularak saklanmasi amaglansa da kriyojenik
siire¢ her zaman ideal sonuglar vermemektedir. Cozdiirme sonrasi
motilite, DNA biitiinliigii, akrozom yapist ve mitokondriyal
fonksiyon gibi parametrelerde kayiplar sik goriilmektedir. Bu
durum, klasik protokollerin biyolojik sinirlarini ortaya ¢ikarmakta ve
yeni yontem arayiglarini tesvik etmektedir (Rodriguez-Martinez,
2013: 269). Son yillarda arastirmalar, spermanin yalnizca fiziksel
yapisint korumakla yetinmeyip hiicresel metabolizma, membran
lipid diizeni, epigenetik isaretler ve sperm fonksiyonunu belirleyen
molekiiler aglar1 da muhafaza etmeyi hedefleyen bir noktaya
yonelmistir. Dondurma protokolleri, kriyoprotektan sec¢imi ve
sogutma hizi gibi teknik ayrintilarin  Gtesine  gegmektedir.
Nanoteknoloji ile zenginlestirilmis sulandiricilar, membran
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stabilitesini gliclendiren lipid tastyic1 sistemler, oksidatif hasari
hedefleyen antioksidan stratejileri, mikro hacimlerde vitrifikasyon
teknikleri, yonlii dondurma sistemleri ve oda sicakliginda saklamay1
amaglayan liyofilizasyon tabanli yaklasimlar bu doniisiimiin
merkezindedir.  BoOylece  spermayir  koruma  ydntemleri,
biyoteknolojinin diger alanlariyla ortak bir dil olusturmakta ve daha
biitlinciil bir gergeveye tasimaktadir (Najafi & ark., 2020: 123),
(Aray, 2022: 2), (Narhicay & Ataman, 2022: 44), (Dural & Narligay,
2024: 254), (Castro & ark., 2025: 3), (Kumar & ark., 2025: 385),
(Ozturk & ark., 2025: 2).

Sperma Kriyoprezervasyonunun Temel Prensipleri

Sperm, diger somatik hiicrelerden oldukga farkli yapisal ve
islevsel oOzelliklere sahip oldugu belirtilmektedir. Bu farkliliklar
spermin dondurularak saklanmasindaki kirilganhi§i aciklayan
onemli temeller sunmaktadir. Spermin bas kismi yogun olarak
kromatin ve akrozom igeren 0zel bir yapida oldugu belirtilmistir.
Kromatin yogun kompakt yapidadir, bu da DNA’nin fertilizasyon
oncesi korumasini saglamaktadir. Bunun yam sira akrozom, zona
pellusida gecisi i¢in gerekli enzimleri icermektedir. Bu yapilarin
tamami spermin fonksiyonu i¢in kritik 6nem arz etmektedir. Sperm
membraninin lipid kompozisyonu, fosfolipit ve kolesterol dengesi
hem membran akigkanligi hem de dondurma-¢ézdiirme sirasinda
membran stabilitesi agisindan kritik 6neme sahiptir. Soguk ve donma
stresine kars1 koruma kapasitesini dogrudan etkilemektedir.
(Upadhyay & ark., 2021: 2) (Castro & ark., 2025: 3). Sperm
kuyrugunun orta kisminda yer alan mitokondri sarmali, motilite ve
enerji iretimine gerek duymaktadir. Sperm, ATP iiretmek i¢in
oksidatif fosforilasyon yapan mitokondrilere ihtiya¢ duymaktadir.
Spermin dondurma sirasinda oksidatif stres ve mitokondriyal hasara
kars1 hassasiyetini arttig1 bildirilmistir. Dondurma-¢ozdiirme islemi
sonras1 mitokondriyal hasar, motilite ve canli sperm oraninda diisiise
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yol acabilmektedir. (Hezavehei & ark., 2018: 330) (Figueroa & ark.,
2019: 8) (Oztiirk & ark., 2019: 82)

Sperm hiicrelerinin biyokimyasal savunma mekanizmalari
oldukea diisiik seviyededir. Spermin sitoplazma ve su igerigi diisiik,
antioksidan enzim kapasitesi azdir (Kowalczyk, 2022: 1387).
Dondurma ¢6zdiirme sirasinda artan reaktif oksijen tiirleri (ROS)
iretimi ile lipid peroksidasyonu, protein hasarini ve DNA
fragmantasyon riskini artirabilmektedir (Borate & Meshram, 2022:
2). Sperm kromatin yapisinin kompaktlig1 ve stabilitesi dondurma
sonrast genetik biitlinliigiin korunmasinda kilit noktalardan biri
oldugu bilinmektedir. Literatiirde, kriyoprezervasyonun kromatin
kondansasyonu, DNA stabilitesi ve epigenetigi lizerinde olumsuz
etkileri olabilecegine dair ¢alismalar bulunmaktadir. Bu 6zellikler
yogun kromatin, membran lipit kompozisyonu, yiliksek mitokondri
bagimliligl, siirli antioksidan savunma mekanizmasi spermleri
dondurma ve ¢ozdiirme islemlerine karst hem yapisal hem de
fonksiyonel olarak bozulmalara yol agabilmektedir. Spermanin
dondurulmasi i¢in gelistirilen protokoller, bu temel yap1 ve fizyoloji
bilgisine dayali olmalidir (Hezavehei & ark., 2018: 330) (Upadhyay
& ark., 2021: 2) (Tamburrino & ark., 2023: 4).

Spermanin dondurulma ve ¢ozdiiriilme siireci, yalnizca
sicaklik diiglisii ya da yiikselisi olarak degerlendirilememektedir.
Hiicresel yapilari, membran biitiinliiglinii ve metabolik aktiviteleri
dogrudan etkileyen karmasik biyofiziksel ve biyokimyasal olaylar
biitiinii olarak sdylenmektedir. Bu siirecte sperm, karmasik bir dizi
fiziko-kimyasal ve biyolojik stresle karsilagsmaktadir. Bu streslerin
tiimii uygun sekilde kontrol edilmezse, “kriyohasar” adi verilen bir
dizi olumsuz etkinin ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir
(Drobnis & ark., 1993: 434) (Kumar & ark., 2019: 605) (Ozimic,
Ban-Frangez & Stimpfel, 2023: 4717). Sperm plazma membrani,
olgunlagsma siirecinde belirgin bir lipid bilesimi kazanmaktadir.

Fosfolipitler, glikolipitler, kolesterol ve bazi proteinler, membran
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yapisini ve islevselligini diizenlemektedir (Garcia & ark., 2011:
812). Membranin yapisi, normal fizyolojik sicakliklarda kararli olsa
da ani ve ciddi sicaklik diisiislerinde lipid faz gegisi adi verilen
biyofiziksel degisimlere maruz kalmaktadir. Membranin sivi-kristal
durumdan jel duruma ge¢mesine yol agmaktadir. Lipid akiskanlig
azalir, membran yapist sertlesir, membran proteinlerinin
konformasyonu degisebilmektedir. ~Membran  biitiinliigliniin
bozulmasi, iyon dengesinin kaybi, akrozom ve kuyruk yapilarinda
hasar gibi sonuglara neden olabilmektedir (Gautier & Aurich, 2022:
2). Cesitli memelilerde membran lipid bilesiminin tiirler arasi
farkliliklar1 vardir. Ornegin sperm membrani yiiksek oranda ¢oklu
doymamis yag asidi (PUFA) igeren tiirlerde hem siv1 faz akiskanligi
ylksektir hem de soguk sok sonrasi stabilize olamama riski
artirmaktadir. Membran bilesimi kriyotoleransi belirleyen en temel
parametrelerden biri olarak bildirilmektedir (Gautier & Aurich,
2022:3). Son yillarda yapilan lipid analizleri incelediginde,
dondurma Oncesi, sirast ve sonrast degisiklikler gostermistir.
Kriyoprezervasyon sirasinda membran lipitleri arasinda sterol-
fosfolipit etkilesimlerinde bozulma, kolesteroliin membran disina
cikist ve fosfolipit dengesinde degisiklik gozlemlendigi
bildirilmistir. Bu degisiklikler membran stabilitesini zayiflatarak,
membran gecirgenligini artirir ve sperm canliligi ile motilitesini
olumsuz etkilemektedir (Castro & ark., 2025:3).

Kriyoprezervasyonda, sperma sulandiricisina farkli farkli
kriyoprotektanlar eklenebilmektedir. Bu ajanlar hiicre i¢indeki su ile
yer degistirerek sivi yogunlugunu degistirmektedir. Dondurma
oncesi hizli su ¢ikisiyla hiicre biiziilmesine, ¢6zdiirme sirasinda hizli
su girisiyle hiicre sismesine neden olabilmektedir. Hiicredeki hacim
degisimleri, membran gerilimine, sitoskeleton streslerine, akrozom
ve kuyruk segmentlerinde yapisal bozulmalara neden olabilmektedir
(Oztiirk & ark., 2019: 82). Ozellikle penetran kriyoprotektanlarla
birlikte kullanilan penetran olmayan maddeler bu osmotik
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dalgalanmay1 siddetlendirebilmektedir. Bu nedenle kriyoprotektan
secimi, eklemesi, orani, ¢ozdiirme hizi1 ve equilibrasyon siireleri
kritik 6nem tagimaktadir (Hernandez-Avilés, 2024: 2). Osmotik stres
yalnizca mekanik olarak membrana zarar vererek bir gerilme
yaratmaz. Hiicre i¢i iyon dengesini etkileyerek, mitokondri ve
membran proteinlerinin etki mekanizmasini bozabilmekte, hiicresel
metabolizmay1 olumsuz etkileyebilmektedir. Enerji tlretimi ve
hiicresel fonksiyonlarin devamliliginda da sorun olusturabilmektedir
(Rajamanickam, Kastelic & Thundathil, 2017: 1168). Hiicre ici ve
dis1 buz kristalleri, kriyoprezervasyonun en tehlikeli asamasi olarak
sOylenmektedir. Hiicre dis1 buz kristalleri, hiicre dis1 ¢ozeltide suyu
dondururken ¢dzeltinin konsantrasyonunu artirmaktadir. Hiicre dis1
ortami osmotik agidan degistirmekte ve hiicreleri su yogunlugunu
azaltmaktadir. Hiicre i¢i buz kristalleri ise dogrudan plazma
membranini, organelleri ve sitoplazmik yapilarina mekanik olarak
zarar verebilmektedir. Bu tip hasarlar, genellikle hiicre i¢in dliimciil
olmakta veya hiicrenin daha sonra islev = gOrmesini
engelleyebilmektedir (Kumar & ark., 2019: 8) (Oztiirk & ark., 2019:
78). Buz kristali olusumu riski, sogutma hizi, kriyoprotektan
konsantrasyonu, hacim, Ornek yogunlugu gibi fizikokimyasal
parametrelere bagli oldugu bilinmektedir. Dondurma protokolleri
olusturulurken bu parametrelerin titizlikle optimize edilmesi
gerekmektedir. Yapilan calismalar incelediginde ¢ok hizli dondurma
(vitrifikasyon) ile yavas dondurma yontemleri arasinda bu riskin
dagilimi  degiskenlik  gostermektedir.  Standart  dondurma
protokollerinde bile uygun sulandirici, sogutma hizi ve
kriyoprotektan madde olmazsa buz kristal hasarinin olusumunun
kacinilmaz oldugu bildirilmektedir (Pegg, 2005: 232) (Moore &
ark., 2006: 215).

Soguk soku, osmotik stres ve buz kristalleri fiziksel zarar
potansiyeli tasirken, bunlara eslik eden kimyasal stresler spermin
hayatta kalma sansin1 daha da azaltmaktadir. Dondurma ¢6zdiirme
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stirecinde, 0Ozellikle membran biitiinligli bozuldugunda ve
mitokondriyal fonksiyon etkilendiginde, reaktif oksijen tiirleri
(ROS) iiretimi artmaktadir (Oztirk & ark., 2019: 82). Lipid
peroksidasyonu, protein oksidasyonu, membran hasar1 ve DNA
fragmentasyonuna elverigli bir ortam olusturmaktadir. Lipid
peroksidasyonu, 6zellikle sperm membranindaki ¢oklu doymamis
yag asitlerine zarar vermektedir. Bu da membran akigskanliginin
bozulmasi, membran gecirgenliginde artis, akrozom reaksiyonunun
bozulmasi, motilitede diisiis ve fertilite kaybiyla sonuglanabilir
(Gautier & Aurich, 2022: 2) (Fleming & Thomson, 2025: 2).
Oksidatif hasar, DNA biitiinliigiini de tehdit etmektedir. Cesitli
caligmalarda, kriyoprezervasyon sonrasi sperm DNA fragmantasyon
oranlarinin anlamh bi¢gimde arttig1, kromatin yapisinda bozulmalar
ve protamin-DNA etkilesimlerinde zayiflama oldugu saptanmustir.
Bu genetik hasar, hiicre canliligina, fertiliteye ve olast epigenetik
diizenlemelere zarar verebilmektedir (Bodu & ark., 2025: 2).

Baz1 giincel g¢aligmalar, kriyohasar1 sadece pasif fiziksel-
oksidatif bir bozulma olarak gérmek yerine, hiicre tarafindan
tetiklenen apoptoz veya benzeri hiicresel siiregleri de icerdigini 6ne
stirmektedir. Sperma kriyoprezervasyonunun basit bir dondurma
¢ozdiirme prosediirii degil, hiicresel hayatta kalma miicadelesi
oldugu goriisiinii gliglendirmistir (Sicherle & ark 2020: 1) (Khan &
ark., 2021: 2).

Yeni Nesil Sulandiricilar ve Koruyucu Maddeler

Sperm kriyoprezervasyonunun en zayif halkasi, dondurma-
¢ozdiirme siirecinde olusan biyolojik hasar1 en diisiik diizeye
indirecek sulandirict ve koruyucu madde formiilasyonlarinin
gelistirilmesi olmustur. Gliserol-tris bazli sulandiricilar ¢ogu zaman
yeterli oldugu, ancak membran hasari, oksidatif stres, lipid
peroksidasyonu ve DNA biitiinliigli kayb1 gibi hasarlara kars1 tam
koruma saglayamamaktadir. Son yillarda literatiirde birgok yeni
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nesil katki stratejisi one ¢ikmis ve dikkat ¢ekmeye baslamistir
(Kumar & ark., 2019: 385).

Kombine kriyoprotektanlarin kullanimi, sperma
kriyoprezervasyonunda tek bilesenli koruma stratejilerinin yetersiz
kaldig1 noktada ortaya ¢ikmis bir yaklasim olmustur. Bu yontem,
hem hiicre icine niifuz edebilen kriyoprotektanlarin hem de
membran stabilitesini artiran dis koruyucu bilesenlerin birlikte
kullanimiyla yapilmaktadir. Gliserol, etilen glikol, dimetil siilfoksit,
propilen glikol, trehaloz, kolesterol tiirevleri ve c¢esitli
antioksidanlarin benzer formiilasyonda yer aldig1 sulandiricilar ile
yapilan c¢aligmalarda, dondurma sonrasi motilite, canlilik orani ve
akrozom biitiinligiiniin belirgin sekilde arttig1 bildirilmektedir
(Akalin & ark., 2015: 9) (Macedo & ark., 2018: 520) (Teixeira &
ark., 2021: 3) (Ahmet & ark., 2025: 2). Kombine sistemlerin temel
avantaji, buz kristali olusumu, osmotik stres ve lipid peroksidasyonu
gibi birbirinden farkli hasar mekanizmalarini es zamanl olarak
hedef alabilmektedir (Drobnis & ark., 1993: 434). Bununla birlikte,
cok bilesenli formiilasyonlarin gelistirilmesi yiliksek diizeyde
optimizasyon gerektirmis, bilesenler arasi etkilesimlerin doza bagl
toksisite riskini artirabildigi rapor edilmistir. Her tiirdeki spermin
membran yapisi, lipid profili ve metabolik toleransi farkli
oldugundan, kombine kriyoprotektan igeren sulandiricilarin tiir-
spesifik uyarlanmasi zorunlu hale geldigi anlagilmaktadir (Gautier &
Aurich, 2022: 2).

Dondurma-¢6zdiirme sirasinda artan reaktif oksijen tiirleri
iretiminden kaynaklanan oksidatif stres; membran lipid
peroksidasyonuna, protein oksidasyonuna ve DNA
fragmantasyonuna yol a¢makta, sulandirict igerisine ilave edilen
antioksidan maddeler bu hasarlar1 azaltabilmektedir (Borate &
Meshram, 2022: 2). Giincel literatiirler incelendiginde, bircok
memeli tlirlinde dondurma sonrasi motilite, membran biitiinliigii ve

DNA stabilitesi tiizerinde olumlu etkiler gdstermis oldugunu
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bildirilmistir. Antioksidan bilesimlerinin hangi tiir i¢in en uygun
oldugu konusunda heniiz kesin bir bilgiye ulasilamamaktadir.
Membran lipid kompozisyonunu stabilize eden katkilara
odaklanmistir. Membran kolesterol oranmin artirilmasina dayali
kolesterol-yiiklii siklodekstrin uygulamalari, soguk sok ve dondurma
stirecinde zar akiskanligin1 koruyabilmektedir. Membran yapisinin
hassas oldugu tiirlerde motiliteyi ve akrozom bitiinligiini
artirabilmistir (Ahmet & ark., 2025: 2).

Nanoteknoloji tabanli katkilarin sulandirici
formiilasyonlarina eklenmesi giincel literatiirlerde yer almaktadir.
Metalik ya da lipid bazli nanopartikiillerin antioksidan
ozelliklerinden faydalanilarak membran stabilizasyonu {izerine
etkileri c¢alisilmistir. Yapilan bazi ¢alismalar, nanopartikiil i¢eren
sulandiricilarin kisa siireli veya uzun siireli saklanmig sperm {izerine
motilite, canlilik ve membran biitiinliigiinii korudugu ortaya
koymustur (Dural & Narligay, 2024: 254) (Ozturk & ark., 2025: 8).
Bu teknoloji yalnizca oksidatif stresi azaltmamis; ayni zamanda
membranin esnekligini artirarak genel kriyotolerans: yiikselttigi
bildirilmistir (Narligay & Kivrak, 2023: 143).

Bitkisel fenolik bilesikler, flavonoidler ve karotenoid
tirevleri de son yillarda sulandiricilara entegre edilen katkilar
arasinda yer almaktadir. Antioksidan ozellikleri sayesinde bu
maddeler, kriyoprezervasyon sirasinda olusan hasar1 azaltmis, bazi
caligmalarda si8ir spermasinda dondurma sonrast akrozom
biitiinliigii, motilite ve canlilik oranlarinda anlamli yiiksek oranda
koruma sagladig tespit edilmistir (Bodu & ark., 2024: 135).

Tiim bu bilesenlerin bir arada kullanildigi kombine
formiilasyonlar {izerine ¢alismalar yogunlagmistir. Antioksidan,
kolesterol, nano-tastyic1 sistemler ve kriyoprotektanlarin birlikte
kullanildig1 ¢ok bilesenli sulandiricilar gelistirilerek koruyucu
etkinliklerin ~ birbirini tamamlayan mekanizmalar {izerinden
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giiclendirilmistir.  Yeni nesil yaklasimlarin siirliliklart  da
bulunmustur. Nanopartikiil katkilar1 ytliksek dozlarda toksisite
gosterdigi, kolesterol eklemenin bazi tiirlerde membran yapisini
kalinlastirarak akrozom stabilitesini bozabildigi bildirilmistir. Ttirler
arast biyolojik farkliliklar, gelistirilen bir sulandiricinin bagka bir
tiirde ayn1 etkiyi gostermemesine neden olmustur. Bu nedenle her
yeni formiilasyon i¢in optimizasyon, standartizasyon ve
kriyotolerans testleri zorunlu hale gelmektedir (Lee & ark., 2015:
129) (Narligay & Kivrak, 2023: 144). Sulandiric1 ¢alismalarinin
bundan  sonraki evrede omik verilerle desteklenmesi
hedeflenmektedir. Lipidomik, proteomik ve metabolomik analizler
sayesinde tliir veya bireye Ozgli sulandirici-kriyoprotektan
kombinasyonlarinin olusturulmasi miimkiin olabilmektedir (Hitit &
ark., 2021: 14) (Bodu, Hitit & Memili, 2025: 8).

Spermanin Dondurulmasi ve Saklanmasinda Kullanilan
Teknikler

Spermanin  dondurularak ~ saklanmasi,  reprodiiktif
biyoteknolojinin en temel uygulama alanlarindan biri olarak
geligmis ve hem evcil hayvan yetistiriciliginde hem de insan tibbinda
genetik materyalin korunmasina olanak saglamistir. Amag, spermin
yapisal biitiinliigiinii, motilitesini ve fertilizasyon yetenegini uzun
slire muhafaza etmektir. Baglangigta yalnizca sivi azotta depolamaya
dayanan geleneksel yontemler kullanilmis, ancak zamanla spermin
dondurma-¢ozdiirme sirasinda maruz kaldigi soguk sok, osmotik
stres, buz kristali olusumu ve oksidatif hasar gibi biyolojik sorunlar,
yeni tekniklerin gelistirilmesine gerek duymustur. Dondurma
protokolleri yalmizca sicakligin diisiirilmesi yaklasimini agmus,
spermin hiicresel yapisint korumaya yonelik kontrollii sogutma
sistemleri, yonlii dondurma uygulamalari, vitrifikasyon tabanl
teknikler, enkapsiilasyon temelli yaklagimlar, liyofilizasyon
yontemleri ve oda sicakliginda saklama stratejileri gibi birbirinden
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farkl alternatifler ortaya ¢ikmistir (Matsumura, Bae & Hyon, 2010:
691) (Santiani & ark., 2017: 1) (Narligay & Ataman, 2022: 44).

Sivi Azot Buharinda Dondurma

Sperm  kriyoprezervasyonunda en yaygin kullanilan
tekniklerden biri, dondurma ortamin1 payetlerde hazirlayip,
payetlerin 6dnce azot buhar1 fazinda sogutulmasi ardindan sivi azot
icine aktarilmasi temeline dayanmaktadir. Bu yontem, uygun
sulandiric1 ve kriyoprotektan ile hazirlanan spermanin kontrollii
sogutma ve dondurma adimlarindan ge¢mesiyle saglanmaktadir.
Spermleri uzun siireli depolamak i¢in -196°C’de saklanabilmektedir
(Narligay & Ataman, 2022: 44). Ozellikle tarim hayvanlari ve giftlik
yonetiminde, elit damizlik spermalarinin uzun vadeli saklanmasi ve
taginmasi i¢in standart prosediir hale gelmistir (Borate & Meshram,
2022: 2). Sogutma hizi, payet hacmi, sperm yogunlugu, sulandirici
bilesimi gibi parametrelerin optimal sekilde kontrol edilmemesi
halinde, buz kristali olusumu, osmotik stres ve membran hasar1 gibi
kriyohasar riskleri artmaktadir Coskun & Karaca, 2016: 33).
Ozellikle baz1 galismalarda, siv1 azot buhar1 ydntemiyle dondurulan
spermde ¢ozme sonrast DNA fragmentasyonu ve motilite kaybi
bildirilmistir (Borate & Meshram, 2022: 4) (Ozimic, Ban-Frangez &
Stimpfel, 2023: 4722).

Son yillarda yapilan calismalarda, geleneksel “yavas
dondurma” yonteminin hala yaygin kullamildig1; ancak alternatif
yontemlerin de degerlendirildigi goériilmektedir. Bu durum, payet
yonteminin giivenilirligini korudugunu, ancak daha hassas biyolojik
parametreleri korumak isteyen calismalar i¢in optimize edilmis
protokollere gerek oldugunu gostermektedir (Ozimic, Ban-Frangez
& Stimpfel, 2023: 4729).
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Yonlii Dondurma Yontemi (Directional Freezing)

Yonli dondurma teknigi, sperm kriyoprezervasyonunda
ozellikle biiyiik hacimli spermalarin tek seferde dondurulmasina
olanak veren bir yaklasim olarak tanimlanmaktadir. Klasik kiigiik
hacimli payet ve yavas/karma sogutma yontemlerinin hacim sinirlar
ve dondurma sirasinda heterojen buz kristali olusumu gibi
dezavantajlart1 bulunmaktadir. Is1 gradyani ile kontrollii donma
saglayan yonlii dondurma sistemi gelistirilmistir. Bu yontemde tipik
olarak 2-10 ml hacimli tiipler ya da genis yiizeyli kaplar
kullanilmaktadir. Bu kaplar sayesinde tek ejakiilat ile klasik
yontemlere gore ¢ok daha fazla sperma dondurulabilmektedir.
(Narligay & Ataman, 2022: 44) Is1 akisinin kontrollii olmasi, donma
cephesinin homojen ilerlemesine olanak vererek, hiicre i¢i suyun
diizenli dehidrasyonu ve hiicre dis1 buzlanmanin kademeli olusumu
saglanmaktadir. Intraseliiler buz kristali olusumu ve mekanik hasar
riski azaltilmistir (Bojic & ark., 2021: 2).

Cesitli memeli tiirlerinde yapilan karsilastirmali caligmalarda
yonlii dondurmanin, payet + yavas dondurma yontemine kiyasla
dondurma ¢ozdiirme sonrast motilite, canlilik ve membran
biitiinliigli agisindan tistiin sonuglar verdigi rapor edilmistir (Arav &
Saragusty, 2016: 10). Yonlii dondurma yontemi cinsiyeti belirlenmis
sperm, nesli tiilkenmekte olan tiirler ya da yaban hayvanlarinin gen
kaynaklarinin saklanmasi gibi yiiksek hacim ve 6zgiin gereksinimler
tastyan uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Arav &
Saragusty, 2016: 7). Bu yontemin yayginlasmasini kisitlayan bazi
nedenler bulunmaktadir. Kontrollii 1s1 gradyam1 ve dondurma
asamasinin stabilitesini saglamak icin 6zel cihazlar gerekmektedir.
Bu da teknik altyapi, maliyet ve deneyim gerekliligini artirmaktadir
(Narligay & Ataman, 2022: 44). Farkli tiirlerin sperm hiicre
membran yapisi, hacim/yogunluk toleransi ve kriyoprotektan
duyarliligr farklihik gosterdiginden, her tiir igin protokol
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optimizasyonu yapilmasi zorunlu olmustur (Puglisi & ark., 2017:
404).

Enkapsiilasyon ve Mikrog¢evre Temelli Saklama Yaklasimlar:

Enkapsiilasyon teknigi, spermlerin polimerik ve biyouyumlu
bir matriks icerisine alinarak kontrollii bir mikrogevrede
korunmasini esas alan modern bir saklama yaklagimidir. Bu
yontemde sperm hiicreleri, genellikle aljinat, kitosan veya jelatin
temelli hidrojel sistemleri i¢erisine gomiilmiis ve yar1 gegirgen bir
membran ile g¢evrelenmistir. Boylece cevresel 1s1 degisimleri,
osmotik dengesizlik ve buz kristallerinin mekanik etkileri gibi
kriyohasar olusturan stres faktorleri azaltilmistir. Aljinat esash
kapsiillerin sperm mikroenkapsiilasyonu i¢in yaygin sekilde tercih
edilmesinin nedeni, iyonik ¢apraz baglanma yoluyla kisa siirede jel
matriks olusturabilmesi ve besin, gaz ile metabolit gecisine izin
verebilmesidir. Caligmalarda, kalsiyum ve baryum iyonlarinin
aljinat zincirleri ile etkilesimi sonucu olusan bu polimer duvarin,
spermanin disg ortamla kontrollii bir madde aligverisi yapmasini
sagladigr bildirilmistir (Narlicay & Ataman, 2022: 45) Bu
kapstilasyon yapisi, spermanin akrozomal biitlinliiglinii korurken,
immiin sistem kaynakl1 ylizey hasarlarin1 ve oksidatif stres etkilerini
de smirlandirmaktadir (Perteghella & ark., 2015: 99; Gadella &
Luna, 2014: 77).

Son yillarda yapilan arastirmalar, enkapsiilasyonun yalnizca
dondurma asamasinda degil, dondurma-¢6zme siirecinde sperm
fonksiyonlari1  koruma agisindan da avantaj sagladigim
gosterilmistir. [brahim. (2024: 17), aljinat kapsiillerine alinmis boga
spermasinda ¢ozdiirme sonrast motilite ve membran stabilitesinin
klasik payet yontemine gore daha yiliksek oldugunu rapor etmistir.
Gosalvez ve ark (2021: 3) ise DNA biitiinliigii kaybinin anlamli
sekilde azaldigini bildirmistir. Yaban domuzlarinda yapilan bagka bir
calismada, baryum-aljinat kapsiilleriyle tasinan spermlerin
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polispermi riskini azalttig1 ve fertilizasyon bolgesine daha kontrollii
ulagim sagladig1 ortaya konmustur (Narlicay & Ataman, 2022: 46).

Enkapstilasyon sistemlerinin spermay1 sadece fiziksel olarak
korumakla kalmadig1, ayn1 zamanda kademeli kriyoprotektan alimi
saglayarak toksisite riskini azalttig1 da belirtilmektedir. Ozellikle
DMSO, gliserol veya etilen glikol gibi penetran kriyoprotektanlarin
ani girisine bagli olusan membran yirtilmasi ve osmotik sok
problemlerine kars1 6nemli bir avantaj saglamaktadir. Teknolojinin
son versiyonlarinda elektrostatik ekstriizyon ve koaksiyel hava
akimi gibi hassas mikrodamlacik olusturma tekniklerinin
kullanilmasi, kapsiil boyutunun ve gecirgenliginin kontrol edilebilir
hale gelmesini miimkiin kilmistir (Narlicay & Ataman, 2022: 46).
Kullanilan polimerlerin biyolojik uyumluluk farkliliklari, ¢oziinme
stirelerinin tiirler arasinda degismesi ve enkapsiilasyon cihazlarinin
her laboratuvarda bulunmamasi yaygin kullanimin oniinde engel
teskil etmektedir. Kapsiill membraninin pargalanma hizinin
fertilizasyon zamanlamasiyla uyumlu tasarlanmasi, ydntemin
basaris1 acisindan kritik goriilmektedir (Taouzinet & ark., 2021:8).

Liyofilizasyon (Dondurarak Kurutma) Yontemi

Liyofilizasyon, spermanin sivi azot gereksinimi olmaksizin
uzun silire saklanabilmesi amaciyla gelistirilmis alternatif bir
kriyobiyolojik yontem olarak tanimlanmaktadir. Uygulama,
dondurma, esas kurutma (siiblimasyon) ve son kurutma olmak tizere
ii¢c asamada yiiriitiilmektedir. Bu yontemde sperm 6nce ¢ok diisiik
sicakliklara kadar dondurulmus, ardindan kontrollii basing
disiiriilmesiyle hiicrelerdeki suyun kat1 fazdan gaz fazina ge¢cmesi
saglanmistir. Islemin temel amaci, hiicre igi serbest suyun
uzaklastirilmastyla buz kristali olusumunu 6nlemek, bdylece klasik
dondurma yontemlerinde goriilen mekanik ve osmotik hasar riskini
azaltmaktir. Liyofilizasyon isleminde, sperm hiicresindeki suyun
yaklasik  %70-90’min  hiicresel yapilarin  hem metabolik
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faaliyetlerini siirdiiren hem de bozulma stireclerine aracilik eden bir
molekiil oldugu ifade edilmektedir. Bu nedenle hidrasyon diizeyinin
kontrollii bi¢gimde giderilmesi, spermanin biyolojik yapisinin
korunmast agisindan kritik goriilmektedir (Narlicay & Ataman,
2022: 46).

Uygulamada 6nce seminal plazmanin uzaklastirilmasi ya da
spermanin uygun tampon ¢ozeltileriyle hazirlanmasi dnerilmektedir.
Bu asamada fetal si@ir serumu, monosakkarit veya disakkarit
sekerler, piriivat, aminoasitler, EDTA ve antibiyotik iceren
sulandiricilarin tercih edildigi bildirilmistir. Spermanin ayristirilma
asamast tiirler arasinda farklilk gdstermis; oOzellikle kog
spermasinda ayristirma isleminin ek bir stres faktorii olusturdugu ve
bu nedenle kapsiilleme yapilmaksizin liyofilizasyona alindig1 rapor
edilmistir (Narlicay & Ataman, 2022: 46).

Dondurma asamasi, sivi azot igerisinde -196 °C’de 20-30
saniye veya s1v1 azot buharinda -140 °C’de 5 dakika uygulanan hizli
sogutma protokolleriyle gerceklestirilmistir. Bu uygulamada buz
kristallerinin genis hacimli olusmas1 hedeflenmekte, boylece sonraki
kurutma basamaginda suyun daha etkin uzaklastirilmasi
saglanmaktadir. Esas kurutma evresinde sicaklik 37°C’ye
ylukseltilirken basing 0,03 mbar seviyesine diisiiriilerek hiicredeki
suyun  yaklasik  %90’1  siiblimasyonla  uzaklastirilmasi
saglanmaktadir. Son kurutma asamasinda baghi  suyun
uzaklastirilmasiyla yapisal biitiinliik korunmustur. Liyofilize edilen
spermler 151k ve nemden korunmus, vakumlu tiiplerde saklanmis ve
yontemin +25°C, +4°C, -20°C ve -80°C gibi farkli sicakliklarda
depolama imkani sundugu bildirilmistir (Narligay & Ataman, 2022:
46). Boylece sivi azot bagimliligi ortadan kalkmis, tedarik,
depolama maliyetleri ve lojistik sorunlar 6nemli Slgiide azalmstir.
Liyofilizasyonun yalnizca saklama kolaylig1 saglamadigini, aym
zamanda fertilizasyon yeteneginin belirli kosullar altinda

korunabildigini bildirilmistir. Gil ve ark. (2014: 77), kurutularak
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saklanan spermlerde DNA biitiinliigiiniin  belirli oranlarda
korunabildigini rapor etmistir. Palazzese ve ark. (2018: 399) ise
liyofilize spermle yapilan ICSI uygulamalarinda embriyo gelisim
basarisinin elde edilebildigini belirtmistir. Yontemin sinirlhiliklarinin
basinda ise plazma membram biitiinligli ve post-rehidrasyon
motilitesinde kayiplar yer almistir. Bu nedenle, liyofilize spermin
dogrudan yapay dollenmede degil, daha c¢ok ICSI destekli
fertilizasyon proseslerinde kullanilabilecegi bildirilmektedir.

Spermanin Vitrifikasyonu ve Mikrovoliim Tabanh Yaklasimlar

Vitrifikasyon, spermanin buz kristali olusumuna firsat
vermeden cam benzeri bir yap1 kazanacak sekilde ani sogutulmasi
esasina dayanan ileri bir kriyobiyolojik yaklasimdir. Klasik yavas
dondurma protokoliinde hiicre i¢i ve dis1 buz kristalleri, zar
yapisinda geri doniisii olmayan fiziksel tahribatlara neden
olabilmekteyken; vitrifikasyonda yiiksek sogutma hizlart ve
kriyoprotektan kombinasyonlar1 sayesinde bu risk biiylik olciide
ortadan kaldirilmaktadir. Dondurma-¢ozdiirme siirecinde spermin
membran stabilitesi, DNA biitlinliigii ve mitokondri fonksiyonunun
korunma ihtimali artirmaktadir (Aizpurua & ark., 2017: 2008).

Vitrifikasyon tekniklerinin gelisimini tetikleyen en 6nemli
faktorlerden biri, mikrovoliim esasli dondurma sistemlerinin ortaya
cikmasidir. Geleneksel payet hacimlerinin aksine, vitrifikasyonda
sperm Ornegi 0.5-20 pL arasinda degisen cok kiiciik hacimlerde
isleme alinmakta, bu sayede 1s1 transferi hizlanmakta ve camlagma
daha etkin gerceklesebilmektedir (Aizpurua & ark., 2017: 2008).

Vitrifikasyon isleminde kriyoprotektan kullanimi iki farkli
yaklagimla ele alinmistir:

e Penetran ajanlarin diisiik konsantrasyonda kullamildig:
protokoller (gliserol, etilen glikol, DMSO, propilen glikol
vb.)
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e Kiriyojenik toksisiteyi azaltmayr hedefleyen penetran
icermeyen veya minimal penetran iceren sistemler:
Penetran maddelerin osmotik baskist ve toksik etkilerini
azaltmak i¢in sakkaroz, trehaloz ve aminoasit tiirevleri gibi
non-penetran maddeler siklikla tercih edilmistir. Bu strateji
spermin ¢dzme sonrast motilite ve akrozom biitlinliiglini
korudugu saptanmastir.

Son yillarda gelistirilen mikrodamlacik vitrifikasyon
platformlari, spermin yiizey alanin1 keskin bi¢imde artirarak
sogutma hizinin  20.000-40.000°C/dk seviyelerine ulagmasini
miimkiin kilmaktadir. Boga ve ko¢ spermasinda bu ydntemin
kullanilmast sonucunda embriyo gelisim oranlarini arttigi rapor
edilmigtir (Tajimi & ark., 2018: 1195). Benzer sekilde insan
spermasinda yapilan ¢alismalarda vitrifiye edilen hiicrelerin DNA
biitiinliigilinii klasik dondurma yontemine gore daha iyi koruyabildigi
bildirilmistir (Aizpurua & ark., 2017: 2013).

Mikrovoliim tabanli yaklasimlarin dikkat ¢eken bir diger
uygulamasi, hiicre segici vitrifikasyon platformlaridir. Bu
sistemlerde yalnizca morfolojik ve fonksiyonel olarak kaliteli
spermler vitrifiye edilmekte, boylece islem sonrasi 6rnegin genetik
deger kayb1 azaltilmaktadir. Yaban hayati koruma programlarinda
genetik materyalin kaybolma riskini diisirmesi nedeniyle bu
yontem, nesli tehlike altindaki tiirlerin sperma bankaciliginda
stratejik bir rol iistlenmistir (Aizpurua & ark., 2017: 2013) (Tajimi
& ark., 2018: 1195).

Sperma Secimi ve Islenmesinde Ileri Teknolojiler

Geleneksel sperma degerlendirme yontemleri; motilite,
morfoloji, canlilik ve konsantrasyon gibi temel parametrelerin
mikroskobik incelemelere dayandigi manuel analiz yaklagimlar
olarak  bildirilmektedir ~(Narligay & Uslu, 2022: 113).

Degerlendirmeyi yapan kisinin deneyimine bagimli olmasi,
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objektiflikten uzak olmasi ve spermlerin fonksiyonel farkliliklarini
tespit etmekte yetersiz kalmasi nedeniyle glinlimiiz reprodiktif
biyoteknoloji gereksinimlerini karsilamada smirli kalmaktadir
Sperm hiicresinin yalnizca sayisal degil, biyokimyasal, molekiiler ve
fonksiyonel niteliklerini ortaya koyacak ileri teknoloji tabanli analiz
ve ayirma sistemlerinin gelistirilmesine zemin hazirlamistir (Cayli
& ark., 2003: 464) (Zhao, Yang & Wang, 2013: 5058) (Gadella &
Luna, 2014: 77).

Son yillarda sperma sec¢imi, klasik degerlendirme
parametrelerinin  Otesine gecerek; DNA biitlinliigii, kromatin
kompaksiyonu, akrozomal stabilite, mitokondriyal aktivite, ROS
diizeyi gibi hiicresel biyobelirtegleri esas alan ¢ok boyutlu analizlere
dontismiistiir (Bodu, Hitit & Memili, 2025: 8). Sperm yalnizca
hareket eden hiicre degil, genetik ve epigenetik aktarim
potansiyeline sahip bir biyolojik tasiyict olarak ele alinmaya
baglamistir. In vitro fertilizasyon (IVF), intrastoplazmik sperm
injeksiyonu (ICSI), sperma bankaciliZi ve nadir tiirlerin genetik
korunmasi1 gibi uygulamalarda 6nemli avantajlar sunmaktadir
(Comizzoli, 2018: 31). Ileri teknolojili sperma segim yontemlerinin
temel amaci, ejakiilat icindeki morfolojik olarak normal fakat
genetik agidan hasarli veya fertilizasyon kapasitesi diisiik spermleri
elemektir. Bu amagla gelistirilen sistemler ii¢ ana strateji altinda
siniflandirilabilmektedir:

Hiicre Dinamigine ve Hareket Analizine Dayali Secim
Teknolojileri: Bilgisayar destekli sperma analiz sistemi (CASA),
hareket paternlerini objektif olarak degerlendirmekte ve sperm
popiilasyonundaki heterojenligi milisaniye Olceginde
olgebilmektedir. Bu teknoloji; VCL, VSL, VAP, STR, BCF, ALH
gibi kinetik parametrelerle yalnizca toplam motiliteyi degil,
fertilizasyon kapasitesi ile iligkili spesifik hiicre davraniglarini ortaya
koymaktadir (Amann & Waberski, 2014: 9).
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Fiziksel Ozelliklere Dayali Ayirma Platformlari:
Mikroakiskan ¢ipler, hiicresel motilite kapasitesi, ylizey yuki
ozellikleri ve akis  dinamikleri  temelinde  spermlerin
yonlendirilmesini saglayan biyomiihendislik tabanli platformlar
olarak soylenebilmektedir (Knowlton, Sadasivam & Tasoglu, 2015:
222). Geleneksel “Swim-up” ve “Percoll gradient” yontemlerine
kiyasla yliksek DNA biitlinliigline sahip spermleri segmede daha
{istiin bir performans sergilemektedir (Akerlof & ark., 1987: 664).
Bu cihazlar, 6zellikle ICSI ve diisiik sperm yogunluguna sahip
ejakiilatlarda klinik basariy1 artirma potansiyeli tagimaktadir.

Molekiiler ve Fonksiyonel Biyobelirteclere Dayal
Teknolojiler: Flow sitometri, Raman spektroskopisi, konfokal
mikroskopi, qPCR ve immiinofloresan temelli isaretleme sistemleri
ile hiicre yiizey proteinleri, ROS diizeyi, membran biitlinliigi,
akrozom durumu ve kromatin yapist degerlendirilebilmektedir.
Sperm se¢iminde fonksiyonel ve genetik kalite kontrolii saglamasi
acisindan kritik 6neme sahip oldugu anlasilmaktadir (Gillan, Evans
& Maxwell, 2005: 447) (Zoladek & ark., 2010: 3211).

Bilgisayar Destekli Sperma Analizi (CASA)

CASA, spermanin hareket Ozelliklerini sayisal olarak
degerlendiren, subjektif mikroskobik incelemelerin yerini alan
objektif ve tekrarlanabilir bir analiz sistemi olarak Onilimiize
cikmaktadir. Subjektif degerlendirme yoOntemlerinde motilite ve
morfoloji parametreleri, gozlemcinin deneyimine baglh olarak
degisen sonuglar verebilmektedir. Bu durum laboratuvarlar arasi
farkliliklar1 artirmig ve klinik uygulamalarda standartizasyonu
giiclestirmistir. CASA sistemleri ise yiiksek ¢oziiniirliikli kameralar,
yazilim tabanli veri isleme algoritmalar1 ve otomatik hiicre tanima
bilesenleri sayesinde, spermanin bireysel ve toplu hareket
dinamiklerini  milisaniyeler diizeyinde kaydederek analiz
edebilmektedir. CASA ile yalnizca toplam motilite degil,
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fertilizasyon kapasitesiyle dogrudan iliskili olan kapsamli kinetik
parametre setleri degerlendirilmektedir. Bu kapsamda 6l¢iilen temel
degiskenler sunlardir:

e VCL: Spermin izledigi gercek egrisel yol boyunca hizini
ifade eder.

e VSL: Baslangi¢ ve bitis noktas1 arasindaki dogrusal hizdir.

e VAP: Sperm hiicresinin referans yol iizerindeki ortalama
hizidur.

e STR: VSL/VAP oranidir ve hareket dogrulugunu gosterir.
e BCF: Sperm basinin saniyedeki yalpalama sayisidir.

e ALH: Bas salinim genligini ifade eder ve hiperaktivasyon
gostergesi olarak 6nemlidir.

Bu parametrelerin  birlikte degerlendirilmesi, sperm
hiicresinin yalnizca canli olup olmadigim1 degil; hedefe yonelme
kabiliyetini, enerji metabolizmasini, zona pellucida ile etkilesime
hazir olup olmadigin1 ve hiperaktivasyon potansiyelini ortaya
koymaktadir. Bu nedenle CASA, 0zellikle IVF ve ICSI
uygulamalarinda embriyo gelisim basarisini tahmin etmede giiglii bir
biyobelirte¢ haline gelmistir (Amann & Waberski, 2014: 9).

Son yillarda CASA sistemleri, klasik  2-boyutlu
goriintiilemeden 3D hareket analizine ve yapay zeka tabanli veri
siiflandirmasina dogru evrilmektedir. Bu gelisme sayesinde sperm
popiilasyonundaki heterojenlik ¢ok daha hassas bir sekilde
oOlciilebilerek yiiksek ROS seviyesine sahip, DNA fragmantasyonu
yiikksek veya mitokondriyal fonksiyonu diisiik spermlerin ayirt
edilebilmesi miimkiin kilmaktadir. Bazi c¢alismalarda CASA
sonuglarinin, gebelik oranlarmmin 6nceden tahmin edilmesinde
geleneksel motilite analizlerine gore daha avantajli oldugu rapor
edilmistir. CASA’nin en 6nemli sinirliligi, laboratuvar kosullar1 ve
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cekim parametrelerinin standartlastirilmasini gerektirmesidir. Optik
sistemdeki kiiglik farkliliklar, kayit siiresi, sicaklik kontrolii, 6rnek
derisimi ve analiz yazilimlarindaki algoritmik degiskenlik, sonuclari
etkileyebilmektedir. Bu nedenle CASA verilerinin karsilastirilabilir
olmasi icin cihaz kalibrasyonu, analiz protokolleri ve veri
yorumlama kriterlerinin uluslararasi diizeyde standartlagtiriimasi
zorunlu goriilmektedir. CASA, sperm analizi alaninda subjektif
degerlendirme donemini kapatan, objektif biyometrik veri liretimini
mimkiin kilan ve reprodiiktif biyoteknolojinin tiim klinik ve
deneysel uygulamalarinda vazgegilmez hale geldigi anlasilmaktadir.
Sperm se¢im stratejilerinin gelismesiyle CASA’nin, gelecegin sperm
kalite yonetim sistemlerinin ana bilesenlerinden biri olmaya devam
edecegi ongoriilmektedir (Raimundo & Cabrita, 2021: 445).

Flow Sitometri ve DNA Biitiinliigii Tabanh Sperma Se¢imi

Flow sitometri, tek tek hiicrelerin 151k sacilim 6zellikleri ve
floresan isaretleyicileri tizerinden hizli, objektif ve ¢ok parametreli
degerlendirilmesini saglayan ileri bir hiicresel analiz teknolojisidir.
Spermanin yalnizca morfolojik yapisini degil; DNA biitiinliigi,
kromatin paketlenmesi, membran yapisi, mitokondriyal aktivite,
apoptoz gostergeleri ve akrozom durumu gibi fonksiyonel 6zellikleri
aynt anda analiz edebilmesi nedeniyle, geleneksel sperma
degerlendirme yontemlerinden 6nemli dl¢giide ayrilmaktadir (Gillan,
Evans & Maxwell, 2005: 447).

Sperm hiicreleri, DNA hasarim1  veya fonksiyonel
bozukluklar1 belirleyen spesifik floresan boyalarla isaretlenmekte ve
saniyede binlerce hiicre analiz edilebilmektedir. Dondurma-¢zme
islemlerinin veya oksidatif stres gibi ¢evresel faktorlerin spermin
genetik yapisinda olusturabilecegi hasar1 ortaya koymak i¢in yaygin
bicimde uygulanmaktadir. Cesitli c¢alismalar, yiiksek DNA
fragmantasyonuna sahip spermlerin fertilizasyon sonrasi embriyo
gelisimini  olumsuz etkileyebildigini ve gebelik kayiplariyla
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iligkilendirilebildigini gostermistir (Gillan, Evans & Maxwell, 2005:
452). Bu nedenle DNA biitliinligii, giiniimiizde sperm kalitesinin
yalnizca fizyolojik degil, genetik diizeyde de belirleyici bir kriteri
haline gelmistir.

Flow sitometrinin sperm se¢imindeki en Onemli
yeniliklerinden biri, yalmizca analiz degil, sperm secimi de
yapabilmektedir. Bu teknoloji sayesinde hareketli, membran
biitlinliigii yiiksek ve DNA hasar1 bulunmayan spermler secilerek
IVF veya ICSI uygulamalarinda kullanilabilmektedir (Johnson &
Welch,1999: 1335).

Mikroakiskan Cip Teknolojileri

Mikroakiskan ¢ip teknolojileri, spermlerin se¢im ve islenme
stireclerinde biyomiihendislige dayali yenilik¢i bir yaklagim sunan,
sperm hiicrelerini dogal ilireme yollarina benzer mikrokanallarda
ayirmayl amaclayan ileri diizey sistemlerdir. Geleneksel
yontemlerde spermler santrifiij gibi fiziksel islemlere maruz
kaldigindan, hiicre zarinda yapisal bozulma, oksidatif stres artist ve
DNA  biitiinliigiinde  kayiplar meydana  gelebilmektedir.
Mikroakigkan c¢ipler ise spermi yercekimi, akis direnci ve
hidrodinamik akigkan prensipleri temelinde ayirdigi icin, sperm
hiicreleri herhangi bir mekanik strese maruz kalmadan
secilebilmektedir (Knowlton, Sadasivam & Tasoglu, 2015: 222).

Mikroakiskan ¢iplerin en dikkat c¢ekici avantaji, laboratuvar
ortaminda dogal seleksiyon mantigini taklit edebilmesidir. Uterusta
karsilasilan “biyolojik bariyer se¢imi”, bu cihazlarda fiziksel akis
kosullarma uyarlanmis ve sperm hiicreleri bu engelleri agabilme
yeteneklerine gore ayrilmistir. Bu durum, 6zellikle ICSI ve IVF
protokollerinde kullanilan spermlerin biyolojik kalitesini artirarak
embriyo gelisim oranlarinda iyilesmeler saglandig farkli calismalar
tarafindan rapor edilmistir (Knowlton, Sadasivam & Tasoglu, 2015:
221).
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Raman Spektroskopisi ve Isik Tabanlh Molekiiler Tanimlama

Raman spektroskopisi, lazer 15181 ile hiicre bilesenlerinin
molekiiler titresimlerini analiz eden, etiketleme gerektirmeyen ve
sperm hiicresinin biyokimyasal yapisin1 dogrudan degerlendirebilen
ileri diizey bir optik tani teknolojisi olarak sdylenmektedir. Bu
yontem, spermin yapisal biitiinliigiinii bozmadan, DNA, protein, lipit
ve karbonhidrat igeriklerini hiicre seviyesinde tanimlayabildigi icin
klasik mikroskobik incelemelerin 6tesinde ¢ok boyutlu bir kalite
degerlendirme olanagi sunmaktadir. Raman spektroskopisinin temel
avantaji, sperm hiicrelerinin boya, floresan ajan veya isaretleyici
kimyasallara ihtiya¢ duyulmadan analiz edilebilmektedir. DNA
kompaksiyonu, protamin diizeyi, membran lipid kompozisyonu ve
oksidatif stres gostergeleri gibi kritik biyokimyasal parametreler,
Raman sinyalindeki spesifik tepe noktalari {izerinden dogrudan
Olciilebilmektedir. Bu sayede sperm hiicresinin yalnizca morfolojik
degil, molekiiler ve fonksiyonel kalitesi de
degerlendirilebilmektedir. Raman tabanli analizlerin sperm
seciminde kullanilmasinin oncelikli hedefi, fertilizasyon basarisini
etkileyen gizli molekiiler defektleri tespit edilebilmektir. Klasik
degerlendirme parametrelerinde normal gériinen ancak yiiksek DNA
fragmantasyonu, diisiik protaminizasyon veya oksidatif stres hasari
tastyan  spermler, Raman  spektrumlarindaki  karakteristik
degisiklikler sayesinde ayirt edilebilmektedir. Bu teknoloji, 6zellikle
ICSI uygulamalarinda kaliteli sperm hiicresinin se¢imini daha
objektif hale getirmektedir. Raman spektroskopisi yalnizca
molekiiler tanimlama amaciyla  kullanilmakla  kalmamus,
vitrifikasyon, soguk sok, kriyoprotektan toksisitesi ve oksidatif stres
gibi islem basamaklarinin sperm biyokimyasina etkisini izlemek i¢in
de tercih edilmistir. Ornegin lipid doygunluk oranindaki degisim,
membran gegirgenligi ve kromatin yapisindaki bozulmalar Raman
spektrumundaki kaymalarla tespit edilebilmektedir. Bu durum
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kriyoprezervasyon protokollerinin  optimizasyonunda Onemli
katkilar saglamistir (Zoladek & ark., 2010: 3211).

Teknolojinin en dikkat cekici geligme alani ise Raman
mikrospektroskopi ve yapay zeka entegrasyonudur. Makine
O0grenmesi algoritmalar1 ile desteklenen Raman verileri, sperm
siiflandirmasini otomatik hale getirmis ve fertilizasyon potansiyeli
yliksek hiicrelerin milisaniyeler iginde belirlenmesini miimkiin
kilmistir. Bu yapay zeka destekli platformlarin, gelecekte klasik
sperm se¢im yontemlerinin yerini alma potansiyeline sahip oldugu
degerlendirilmektedir. Raman spektroskopisi sperm se¢imi ve
islenmesinde hiicresel biyokimyanin dogrudan ve hasarsiz analizi ile
modern reprodiiktif biyoteknolojinin en yenilik¢i tani araglarindan
biri haline gelmis, 6zellikle molekiiler diizeyde kalite kontrol
ithtiyacinin arttig1 yardime1 ireme teknikleri uygulamalarinda biiyiik
gelecek vaat eden bir teknoloji olarak konumlanmistir (Sui & ark.,
2025: 4).

Manyetik Hiicre Belirleme (MACS) ve Apoptozis Temelli Secim

MACS, spermadaki apoptotik veya apoptosis egilimli
spermleri secilime yonelik gelistirilmis ayirict bir biyoteknolojik
yaklasim olarak soylenmektedir. Morfolojik degerlendirmelerle
tespit edilemeyen ancak fertilizasyon basarisin1 olumsuz etkileyen
erken evre hiicre 6liim sinyallerini belirlemeyi amaglamaktadir.
Sperm membraninda apoptozis sirasinda diga donen fosfatidilserin
molekiiliiniin isaretlenmesiyle yapilabilmektedir. Bu molekiil, dogal
olarak fosfatidilserine yliksek afinite gdsteren Annexin-V proteinine
baglanir ve Annexin-V manyetik mikropartikiillerle
etiketlendiginde, apoptotik spermler manyetik alanda tutulurken
saglikli spermler serbest birakilir (Troya & Zorrilla, 2015: 67).

Bu islem sonucunda ejakiilat i¢inden mitokondriyal
fonksiyonu yiiksek, DNA fragmantasyonu diisiikk, membran
biitiinliigli korunmus spermler etkin sekilde secilebilmektedir.
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MACS ile ayristirilmis spermlerin hem motilite hem de fertilizasyon
kapasitesinin daha yiiksek oldugu cesitli klinik ve deneysel
calismalarda gosterilmistir. Ozellikle ICSI uygulamalarinda, MACS
sonrast kullanilan spermlerle elde edilen embriyolarda blastosist
gelisim oranlarin arttif1 ve erken embriyonik kayiplarin azaldigi
rapor edilmistir (Troya & Zorrilla, 2015: 68).

MACS yonteminin O6nem kazandigi bir diger alan,
kriyoprezervasyon sonrasi sperm kalitesinin degerlendirilmesidir.
Dondurma-¢6zdiirme islemleri sirasinda tetiklenen oksidatif stres ve
membran hasar1 nedeniyle apoptoz belirtecleri artmakta; bu durum
fertilizasyon kapasitesini diistirmektedir. MACS ile bu hiicrelerin
secilmesi,  kriyoprezervasyonun olumsuz etkilerini  telafi
edebilmekte ve ¢ozdiirme sonrasi 6rneklerde daha homojen ve stabil
spermlerin elde edilmesini saglayabilmektedir. Ancak islem
maliyeti, Annexin-V mikropartikiillerinin kullanimi, zaman alici
hazirhk asamalar1 ve bazi tiirlerde membran fosfolipid
kompozisyonuna bagli farkliliklar, yontemin yaygmn rutin
uygulamaya geg¢isini kisitlamaktadir. Ayrica MACS'in fiziksel bir
secim yontemi olmasi, sperm DNA’sindaki tiim molekiiler hasar
tiplerini  ortadan  kaldirmadigi  anlamma  gelmedigi de
bildirilmektedir. Genellikle DNA biitlinliigli analizi, oksidatif stres
Ol¢limleri veya hareket paternine dayali se¢cim yOntemleriyle
kombine edilmesi Onerilmektedir (de Vantéry Arrighi & ark., 2009:
9).

Yapay Zeka Destekli Sperma Siniflandirma Sistemleri

Yapay zeka tabanli sperm siniflandirma sistemleri, spermin
sadece hareket ve morfolojik yapisin1 degil, ayni zamanda
fonksiyonel ve molekiiler ozelliklerini de ¢ok boyutlu olarak
degerlendirebilen modern biyoinformatik yaklasimlar olarak
tanimlanmaktadir. Derin 6grenme ve goriintli isleme algoritmalari,
sperm hiicrelerinin hareket tiplerini, hiperaktivasyon davraniglarimni
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ve bas-kuyruk koordinasyonunu milisaniyeler icinde analiz
edebilmekte, boylece fertilizasyon potansiyeli yiiksek hiicrelerin
nesnel ve hizli sekilde secilmesine olanak tanimaktadir. Bu
teknolojiler, laboratuvarlar arasi farkliliklar1i azaltma ve insan
gozlemine bagl hatalar1 ortadan kaldirma potansiyeli tasidigi icin,
klasik degerlendirme yontemlerine gore Onemli bir avantaj
saglamaktadir (Cui, 2025).

Bununla birlikte yapay zeka sistemleri heniiz 6grenme ve
dogrulama asamasindadir. Mevcut algoritmalar, egitildikleri veri
setleri ile smirlt oldugundan biyolojik varyasyonlari her zaman
isabetli yorumlayamamaktadir. Ancak c¢alismalar her gecen yil
yogunlagmakta, veri havuzlar1 genislemekte ve modellerin kendi
kendine 6grenme kapasitesi artmaktadir. Bu nedenle yapay zekanin
bugiin insan uzmanligin biitliniiyle gecemese bile, yakin gelecekte
en dogru sperm analizini yapan, hata pay1 en diisiik degerlendirme
platformuna doniigsme ihtimali oldukca yiiksektir. Bir baska ifadeyle,
yapay zeka su an yolun basindadir, ancak gittigi yon bellidir ve bu
yon, spermin degerlendirilmesinde standart referans noktasi olma
kapasitesine dogru ilerlemektedir.
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verilerine gore, orta gelirli iilkelerde et talebinin 2030 yilina kadar
%80, 2050 yilma kadar ise %200’ln {iizerinde artmasi
beklenmektedir. Hayvancilik sektorii, ¢ok sayida kirsal yoksul
insanin ge¢imine katki saglamakta ve hayvan yetistiren haneler i¢in
onemli bir gelir kaynagi olusturmaktadir. Bu nedenle, artan kiiresel
gida talebini karsilayabilmek igin siirdiiriilebilir hayvancilik
iretimini tesvik edecek modern biyoteknolojik yontemlerden
yararlanmak biiyiik 6nem tasimaktadir (Baran, 2016; Yata, 2022;
Sharma & Sharma, 2016).

Cinsiyet manipiilasyonu teknolojileri, normal iireme siirecine
miidahale ederek hayvan yavrularinin cinsiyetini segici bi¢imde
onceden belirleyebilen biyoteknolojik yontemlerdir. Bu teknolojiler,
yalnizca gida kithig1r sorununa ¢oziim iiretme potansiyeline sahip
olmakla kalmay1p, ayn1 zamanda hadim etme gibi hayvan refahiyla
ilgili etik sorunlarin da giderilmesine katki saglayabilmektedir (Xie
& ark., 2020). Hayvancilik sektdriinde, hayvanlarin cinsiyetinin
onceden belirlenmesi, finansal avantaji nedeniyle nesiller boyunca
ireticilerin temel hedefi olmustur. Disiler siit {irlinleri ve buzagi
dretimi i¢in vazgegilmezken, erkekler genellikle daha 1yi yem
dontistim verimliligi ve yagsiz et/yag orani nedeniyle et liretimi i¢in
gereklidir. Ayrica, suni tohumlama programlarinda yiiksek genetik
degere sahip erkeklere hala ihtiya¢ duyulmaktadir (Bora, 2022).

Diinyanin gida ihtiyacim1 karsilamak i¢in en verimli
hayvancilik {retimini saglamak amaciyla, hayvan yavrularinda
cinsiyetin onceden belirlenmesi zorunludur. Giiniimiizde, daha
onceleri uygulanmayan yavrularin cinsiyetinin belirlenmesi veya
onceden bilinmesi biiyiik bir talep gormektedir. Embriyo cinsiyetini
onceden belirlemek i¢in kullanilan en son teknolojiler, esas olarak X
veya Y kromozomunun varlig1 arasindaki temel farka dayanmaktadir
(Lakshmy & ark., 2018). Embriyolarin cinsiyet tahmini ile cinsiyet
oraninin kontrolii, yalnizca hayvancilik yonetimi, tiretimi ve lireme

programlari agisindan degil, ayn1 zamanda dogum Oncesi asamada
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genetik bozukluklarin teshisinde de faydali olacaktir. Embriyolarin
implantasyon Oncesi cinsiyet tayini, embriyo transferinin
verimliligini artirmanin yani sira istenen cinsiyetteki embriyolarin
transferini de kolaylastirir. Cinsiyeti belirlenmis sperm, bu
gereksinimi karsilayan bir tekniktir, ancak oldukc¢a pahali ve daha az
etkilidir (Garner, 2006; Jafar & Flint, 1996; Martinez, 2013;
Rodriguez- Yata, 2022; Sachan & ark., 2020; Seidel, 2003; Sharma
& ark., 2017; Singh & ark., 2017).

Bir¢ok arastirmaci, farkli kiitle ve hareketlilik, ylizme
diizenleri, yiizey degisiklikleri, hacimsel farkliliklar, santrifiijlii kars1
akim dagilimi ve immiinolojik olarak ilgili 6zellikler ilkelerine
dayal1 ¢esitli teknikler kullanarak X ve Y spermatozoasini ayirmaya
calismistir. Ancak, bu yontemlerin hicbiri verimli sperm
poplilasyonlarinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde ayrilmasini
saglayamamistir ve tekrarlanabilir degildir. X ve Y kromozomlari
tastyan spermatozoalar, akis sitometrik sperm ayirict kullanilarak
DNA temelinde ayrilabilir. Son yillarda, spermin cinsiyetinin
belirlenmesi arastirmadan ticari uygulamaya, insanlar ve sigirlar i¢in
ilerlemistir (Baran, 2016; Rath & ark., 2013). Semende cinsiyet 6n
seciminin etkinligi bir¢ok tiir icin gosterilmistir ve Onlimiizdeki
birka¢ yil icinde hayvanat bahgeleri ve akvaryum hayvanlart gibi
nesli tiikkenmekte olan tiirler de dahil olmak {izere cesitli tiirlerde
uygulamalar bekleyebiliriz (Garner & Seidel, 2008; Seidel 2003).
Bugiine kadar tavsanlar, domuzlar, sigirlar, koyunlar, atlar, kopekler
ve ev kedileri, manda, ciftlik geyigi ve geyikleri, sise burunlu
yunuslar, insanlar ve goril, sempanze, babun ve marmoset gibi insan
olmayan primatlar dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli tiirlerde milyonlarca
cinsiyeti Onceden belirlenmis yavru tiretmistir. Genel olarak, cagdas
sperm ayiklama prosediirleri, %85 ila %95 dogruluk oraniyla ¢arpik
yavru cinsiyet oranlariyla sonu¢lanmaktadir (De Graaf & ark., 2009;
Espinosa-Cervantes & Cordova-Izquierdo, 2013).

Cinsiyet Gelisiminin Genetik ve Hormonal Kontrolii
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Genetik yapi, i¢ ve dig cinsel organ yapisi ile belirlenen
cinsiyeti yalnizca tek bir baslik altinda incelemek yeterli degildir.
Cinsiyeti belirleyen ozellikler olduk¢a karmasik ve ¢ok yonlii
faktorlerin rol oynadigi, kendi aralarinda da etkilesim gosteren
gelisim siirecleridir. Cinsel farklilasmanin temel amaci, herhangi bir
cinsiyete 0zgii fiziksel ya da davranigsal 6zelliklerin gelisimi ve
organizmalarda cinsel lireme olugmasina izin vermek i¢in gerekli
anatomi ve fizyolojik olaylarin biitiintidiir (Wilhelm & ark., 2007).
Embriyonal dénemin normal cinsiyet gelisim siirecinde 3 6nemli
adim gerceklesmektedir. Bu adimlar kromozomal, gonadal ve
fenotipik olarak cinsiyet gelisimi mekanizmalaridir (Esin & Cevik,
2020).

Kromozomal (Genotipik) Olarak Cinsiyetin Tamimlanmasi

XX veya XY cinsiyet kromozomunun olusumu fertilizasyon
sirasinda meydana gelmekte ve primer germ hiicresini tasiyan
hiicrelerin mitoz boliinmesi ile devam etmektedir. Memelilerde
fertilizasyonu gergeklestirebilecek olan spermatozoonlarin yaris: tek
bir X kromozomu ve diger yaris1 da bir Y kromozomu igerir.
Spermatozoonlarin aksine ovumlar ise sadece X kromozomuna
sahiptirler. X kromozomuna sahip olan spermatozoon ile
fertilizasyonu gerceklesen ovumdan gelisen canli disi bir hayvan
olurken (XX), Y kromozomuna sahip spermatozoonla fertilize olan
ovumdan gelisen canli ise erkek (XY) cinsiyete sahip olur.
Cinsiyetin kromozomlar tarafindan belirlenmesi, genotipik cinsiyet
belirlenmesi olarak tanimlanir ve bu tanimlamada bireyin cinsiyeti,
cinsiyet kromozomlar1 tizerindeki genler tarafindan gerceklestirilir
(Esin & Cevik, 2020; Wilhelm & ark., 2007).

Gonadal Cinsiyetin Gelisimi
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Erken embriyonal donemde gonadlar farklilasmamis olup bu
donem “Indifferent Dénem” olarak adlandirilmaktadir. Eger cinsiyet
kromozomu XX ise indifferent gonad ilerleyen donemde
ovaryumlara doniismekte, XY ise testisler gelismektedir. Bu
donemde testislerin gelisimi Y kromozomunda bulunan “SRY gen
bolgesi” tarafindan kontrol edilmektedir. 1960’larda memeli
kromozomunun karyotiplendirilmesiyle ilgili tekniklerin gelisimiyle
birlikte, memelilerde testisin gelisiminden sorumlu kromozomun Y
kromozomu oldugu saptanmistir (Esin & Cevik, 2020; A8). Canli
genotipinde kag¢ tane X kromozomu olursa olsun, Y kromozomunun
varliginda canli erkek, yoklugunda ise disi olarak gelisecektir
(Wilhelm & ark., 2007). Ancak 1990 yilinda “sex reversal
syndrome” (zit cinsiyet sendromu) adi verilen bir hastali§a sahip,
genotipik ve fenotipik cinsiyetleri zit bireylerin incelenmesi ile konu
yeni bir boyut kazanmistir. Bu hastalifa sahip bireylerin XY
kromozomlu olmalarina ragmen tamamen disi olarak gelistiklerinin
gbzlenmesiyle birlikte, cinsiyeti belirleyen asil faktoriin tamamiyla
Y kromozomunun degil, Y kromozomu iizerinde bulunan “hareketli
bir gen parg¢ast” oldugu kesfedilmistir. Testis gelisiminden sorumlu
olan bu gene “Y kromozomu iizerinde cinsiyet belirleyen bolge” (Sex
determining region Y gene) SRY adi verilmistir. SRY, Y
kromozomunun kisa kolu iizerinde “pseodoautosomal region 1”
(PAR1) ad1 verilen bdlgeye ¢ok yakin bir pozisyonda bulunmaktadir.
PARI1 adi verilen bolge mayoz béliinmenin profaz 1 asamasinda
“crossing over” dedigimiz gen degisimi olaymin en siklikla
gergeklestigi bolgedir ve bazen SRY nin de gen degisimine katilmasi
s6z konusu olur. Bu nedenle embriyo XY kromozomuna sahip
olmasina ragmen SRY’yi kaybettigi icin disi olarak, XX
kromozomuna sahip bir embriyo ise SRY’yi kazandig1 i¢in erkek
olarak gelisebilmektedir (Choudhary & ark., 2022). SRY geni, SRY
gen transkripti olan TDF’yi (Testis Determining Factor: TDF)
tireterek gonadlarin testis yoniinde farklilasmasini indiiklemekte
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iken, SRY geni ve SRY gen transkriptinin olmadigi durumda
bipotansiyel gonadlar ovaryum olarak gelismektedirler (Choudhary
& ark., 2022; Esin & Cevik, 2020).

Fenotipik Cinsiyet Gelisimi

Gonadlarin cinsiyet kromozomlarina gore ovaryum veya
testislere farklilagmasinin ardindan internal ve eksternal genital
kanalin olusumu baglamaktadir. Erkek genital kanalin farklilagsmasi
ve dig genital organlarin gelismesi testislerde bulunan Sertoli
hiicreleri tarafindan iiretilen Anti-Miillerian hormon (AMH) ve
Leydig hiicreleri tarafindan iiretilen testosteron sayesinde
olmaktadir. Gonadlarin testis yoniinde farklilasmasiyla AMH
hormon, Miiller kanalinin gelisimi durdurmakta ve testosteron
hormonunun etkisiyle Wolf kanalinin gelisimi uyarilmakta ve
boylece erkek genital kanali gelismektedir (Choudhary & ark.,
2022). Leydig hiicreleri tarafindan salgilanan testosteron, Sa-
rediiktazin etkisiyle dihidrotestosterona doniistiiriilmekte ve erkek
dis genital organlariin farklilasmasi baglatilarak testislerde devam
eden epididimis, duktus deferens ve vezikiila seminalis gibi ¢ift
halindeki erkek genital kanal sistemi kisimlarinin farklilagmasi
saglanmaktadir. Erkek genital kanalinin gelisimi, erkeklik
hormonlar1 etkisi altinda gergeklesen aktif bir siirecken, disi genital
kanalinin  gelisimi,  erkeklik  hormonlarinin  yoklugunda
kendiliginden gergeklesen pasif bir siire¢ olarak tanimlanmaktadir
(Wilhelm & ark., 2007). Gonadlarin ovaryum yo6niinde farklilagmasi
durumunda ortamda testosteron bulunmayacagindan Wolf kanali
korelir ve AMH salgilanmayacagi i¢in Miiller kanal1 geliserek uterus
ve ovidukt’u meydana getirir. Disi embriyoda f6tal ovaryumlardaki
folikiiler hiicrelerden (primitif graniiloza hiicreleri) ve plasentadan
Ostrojen ve progesteron hormonlar1 salinmasina ragmen, bu
hormonlarin embriyonal donemde cinsiyet gelisimi iizerine
belirleyici etkileri bulunmamaktadir. Normal cinsiyet farklilagsma

siirecinin herhangi bir basamaginda meydana gelen her tirli
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anormallik durumunda interseksiialite ya da hermafrodizm olarak
adlandirilan gonadal cinsiyet anomalileri ortaya c¢ikabilmektedir
(Esin & Cevik, 2020; Wilhelm & ark., 2007).

Spermada Cinsiyetinin Belirlenmesi

Spermin cinsiyetini belirlemek igin farkli yaklasimlar
kullanilmistir. Hiicre yiizeyi 6zelliklerindeki kimyasal farkliliklarin
kullanim1 baglaminda, erkek somatik hiicrelerinin yiizeyinde ifade
edilen Y baglantili histokompatibilite antijeninin (H-Y antijeni)
sperm plazma membranlarindaki varligina biiyiikk 6nem verilmistir.
H-Y antijeni ifadesi memeli Y kromozomundaki bir gen tarafindan
kontrol edilen mindr bir histokompatibilite antijenidir. H-Y
antijeninin bir zamanlar TDF i¢in bir aday oldugu 6ne siiriilmiistii.
Ancak, bunun bdyle olmadigi, H-Y ekspresyonundan sorumlu genin
insan Y kromozomunun uzun kolunda veya sentromerik bolgesinde
yer aldigr, TDF'nin ise kisa kolun distal kismina eslendigi
gosterilmistir. Bu sonuca uygun olarak, H-Y antijeni temelinde
ayrilan spermatozoa, akis sitometrisi ile incelendiginde cinsiyet
oraninda bir degisiklik gostermemistir. X kromozomu, Y
kromozomundan %2,9 ila %4,2 daha biyiktir ve X ile Y
kromozomu tagiyan spermatozoalar arasindaki yogunluk farki
yaklasik 0,0007 g/cm?'dir; bu da bu temelde ayirmay: teorik olarak
miimkiin kilmaktadir. X tasiyan sperm hiicreleri, Y tasiyanlardan
daha hizli go¢ ettiginden, serbest akis elektroforezi kullanan
tekniklerin X ve Y tastyan spermatozoalar1 ayirdigi bildirilmistir. iki
sperm  hiicresi popiilasyonunu ayirmak i¢in ters akim
santrifiijlemenin kullanilmasi, tutarli bir sekilde tekrarlanabilir
olmadig1t i¢in yaygin olarak kabul gérmemistir X ve Y
kromozomlarinin sagladig: fiziksel farka dayanan Percoll gradyan
santrifiijleme tekniginin bir miktar bagar1 sagladig: iddia edilmistir.
Yukaridaki yontemlerin aksine, akis sitometrisi ve ardindan in vitro
fertilizasyon ile spermatozoa cinsiyetinin belirlenmesinde cesaret
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verici sonuglar elde edildi (Espinosa-Cervantes & Cordova-
Izquierdo, 2013; Jafar & Flint, 1996; Rodriguez-Martinez, 2013).

Spermatozoa X ve Y tastyan kromozomlarinin kiitle,
immiinolojik yapi, boyut, ylizme diizeni ve sperm ylizeyindeki
yiikler gibi ¢esitli parametrelerindeki farkliliga dayanarak spermin
cinsiyetini belirlemek icin ¢ok sayida teknik gelistirilmistir. Sperm
cinsiyetinin belirlenmesinde akis sitometri yontemi en etkili olanidir
ve ticari olarak cinsiyetlendirilmis semen bu yOntemle
iiretilmektedir (Yata, 2022). Cinsiyet tayini i¢in tasarlanan ilk sperm
cinsiyet Dbelirleme prosediirleri, DNA problarini, alblimin
gradyanlarini, Percoll gradyanlarini, Sephadex jel filtrasyon
yontemini ve yiizme (swim-up) prosediirlerini i¢eriyordu. Ancak, bu
yontemlerin ¢iftlik hayvani yavrularinin cinsiyet oranini1 bozmadaki
etkinligi ikna edici olmamistir. Ayrica, tiim bu yontemler sperm
hareketliligine zarar verebilmektedir. Bu nedenlerden dolay1 akis
sitometrisi ve immiinolojik cinsiyet belirleme giliniimiizde
hayvancilikta kullanilan en etkili sperm ayirma teknolojileridir
(Choudhary & ark., 2016; Esmaeilpour & ark., 2012; Xie & ark.,
2020). Y ve X tasiyan spermatozoalarin ayrilmasi, akis sitometrisi
ile tespit edilen fiziksel farkliliklar veya membran 6zelliklerindeki
kimyasal farkliliklarin  tespiti temelinde gergeklestirilebilir.
Teknikler ii¢ kriteri karsilamalidir: Islem, (i) ¥ ve X tasiyan sperm
popiilasyonunun oraminda onemli bir degigime yol a¢mali, (ii) in
vivo veya in vitro fertilizasyonu etkilememeli ve (ii1) daha once
belirlenmis Y ve X tasiyan spermatozoa oranlarini yansitan yavrular
(embriyolar veya canli yenidoganlar) ile sonu¢lanmalidir (Jafar &
Flint, 1996; Seidel, 2003).

X ve Y Kromozomu Tasiyan Spermlerdeki Farkhihklar
Boyut ve Sekil

Onceki yillarda yapilmis olan ¢alismalarda, X tasiyan boga

spermleri ile Y tagiyan boga spermleri arasindaki yogunluk farkinin
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yalnizca 0,0007 g/cm?® oldugunu bulunmus, dolayistyla bu 6zellik de
esey spermi i¢in bir Ozellik olarak kullanilmaya uygun
bulunmamuistir. Yapilan bir ¢alismada, X ve Y kromozomu tasiyan
spermatozoanin kafa hacmindeki farklilik gozlenmis ve bu farklilik
DNA igerigi ile iliskilendirilmistir. Boga spermatozoasi iizerinde
yapilan anatomik kuvvet mikroskobik ¢alismasi, X ve Y kromozomu
tagilyan spermatozoalar arasinda herhangi bir fark olmadigim
gostermistir. Irklar arasinda ve bireyler arasinda spermatozoanin bas
bolgesi arasinda bir fark olmadig1 da yapilan caligmalarda ortaya
koyulmustur. Insan c¢alismalarinda X kromozomu tastyan
spermlerde daha fazla uzunluk, bas g¢evresi, boyun ve kuyruk
uzunlugu gozlemlendigi de bildirilmistir (Sharma & Sharma, 2016;
Yata, 2022).

Hareketlilik ve Yiizme Modeli

Insan sperma drneklerinde albiimin gradyanli sperm cinsiyet
belirleme yontemi iizerine yapilan dnceki ¢calismalar, Y sperminin X
spermatozoasindan daha yiiksek bir hiza sahip oldugunu
gostermistir. Bu calismanin aksine, X ve Y kromozomu tasiyan
spermatozoanin hizinda anlamli bir fark olmadigini goéstermis
caligmalarda vardir (Esmaeilpour & ark., 2012; Lucio & ark., 2012).
Insan sperma 6rneklerinde X ve Y kromozomu tagtyan spermlerin
farkli hareketlilikleri Percoll gradyan ayirma yontemi kullanilarak
gozlemlendi, ancak diger ¢alismalar hi¢bir Onemli farklilik
bildirmedi. Geleneksel swim-up yontemi, X kromozomu tasityan
spermatozoanin  %85'inin  insan spermasinda zenginlestigini
gosterirken, diger calismalar, swim-up yontemini kullanan 6nemli
bir sperm cinsiyet ayrimi gostermedi (Sharma & Sharma, 2016; Yata,
2022).

DNA icerigi
Ik calismalarda, boga, domuz, kog¢ ve tavsanlarin X ve Y

kromozomu tastyan spermatozoalarinin toplam DNA igerigi, akis
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sitometri yontemi kullanilarak o6l¢iilmiistii. Bogalar, domuzlar,
koglar ve tavsanlar i¢cin X — Y zirve farklar1 sirastyla %3,9, %3,7,
%4,1 ve %3,9 olarak bulundu. Bu calisma ayni zamanda Jersey,
Holstein, Hereford, Angus ve Brahman bogalarindaki X ve Y
kromozomu tastyan spermatozoanin DNA igeriginde Onemli
farkliliklar bulmustur (Garner & ark., 2013). Ayrica keseli sican,
boga, kopek, kog, cingilla, insan, tavsan, deve, fil, domuz, aygir,
Kanada geyigi gibi ¢esitli memelilerin X ve Y kromozomu tasiyan
spermlerinde % 2 — 7 aralifinda 6nemli DNA icerigi farklilig:
gdzlemlenmistir. Insanin X ve Y kromozomu tasiyan spermleri
arasindaki DNA igerigi farkliliklar yaklasik %2,8'dir; bogalar %3,8;
domuzlar %3,8; koglar %4,2; tekeler %4,4; kopekler %3,9; geyikler
%3,8; aygirlar %3,7; Afrika filleri %4,0; hamadryas babunu %4,2;
sempanze %3.,4; ve ziirafa %4,4 (Garner, 2006; Johnson & ark.,
1987; Yata, 2022).

Immiinolojik Belirtecler

Immiinolojik cinsiyet belirleme, cinsiyetle ilgili proteinlerin
tanimlanmas1 ve ayrilmasi yoluyla elde edilir. Bu, esas olarak, H-Y
antikoru kullanilarak Y tasiyan spermin plazma membranindaki H-
Y antijeninin tespit edilmesiyle yapilir. Bu nedenle, simdiye kadar
fareler, tavsanlar ve koyunlar dahil olmak iizere bir¢ok tiirden sperm
basartyla ayrilmistir. Ek olarak, bu yontemin basitligi, hizi,
dogrulugu ve makul fiyati nedeniyle, ayrilmis X ve Y tasiyan
spermin  safligim1  dogrulamak i¢in  kullanilabilir  temel
belirteclerdendir (Yata, 2022).

Yiik Potansiyeli

Her spermin, boyut, sekil, kiitle, 6zgiil agirlik ve hiicre ile
slispansiyon ortami arasindaki yogunluk farki gibi fiziksel
kuvvetlerden etkilenen kendine 06zgii bir sedimantasyon hizi
olacaktir. Se¢im, Y tasiyan spermatozoalar1 anoda, X tasiyan

spermatozoalari ise katoda ¢ekecek uygun bir mikro amper akimin
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uygulanmasiyla daha da artirilabilir. X tastyan spermatozoalarin
yiizeyindeki elektrik yiikiiniin, Y tasiyan spermatozoalarinkinden
farkli olma olasiligina dayanan bu yontem, spermatozoalari iki ana
sinifa ayirmak i¢in bir elektrik alani kullanir. Bu teknikle ayrilan
spermlerle yapilan tohumlamalar hayal kiriklig1r yaratan sonuglar
vermistir. X tagiyan spermatozoalarla zenginlestirilmis spermatozoa
kullanilarak 1185 hayvan iizerinde yapilan tohumlamalarda %50,4
disi buzagi dogum orani tespit etmistir. Bu teknigin bir diger
dezavantaji, elektroforeze tabi tutulduktan sonra spermin
hareketliliginde meydana gelen azalmadir (Sharma & Sharma, 2016;
Wongtawan & ark., 2020; Yata, 2022).

Geleneksel Sperm Cinsiyeti Belirleme Yontemleri

Gradyan Santrifiijjleme Yontemi

Percoll gradyan santrifiijlemesi (PGC), koloidal silika
partikil ~ bazli  bir gradyan  santrifiijlemesidir. ~ Farklhi
konsantrasyonlarda hazirlanan Percoll sayesinde yukaridan asagiya
giderek yogunlasan bir katman olusturulur. Y kromozomlar1 X
kromozomlarindan daha kii¢iik ve daha hafif oldugundan, sperm
tastyan bu iki kromozom arasinda santrifiijleme sirasinda farkl bir
yogunluk olusur. Daha agir X kromozomu tasiyan sperm, daha
yogun alt katmanlara dogru daha hizli hareket ederken, daha hafif Y
kromozomu tasiyan sperm, orta katmanlara daha hizli go¢ eder.
Insan, boga, ko¢ ve domuzdan secgkin kalitede sperm se¢imi igin
yaygin olarak kullanilan bir yontemdir (Esmaeilpour & ark., 2012;
Mothe & ark., 2018; Yata, 2022).

Yukan Yiizme Yontemi (Swim-up)

Tipik bir ylizme yonteminde, bir tiipiin icine semen 6rnegi alt
katman, medyum ise iist katman olarak yerlestirilir. Bu tiip dikey
pozisyonda 37°C'de yaklasik 45 dakika siireyle inkiibe edilir. Y
kromozomu tasiyan spermlerin, X kromozomu tasiyan spermlere
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gore diisiik kiitlesi ve yiiksek hizi nedeniyle yukar1 dogru hareket
ettigi varsayllmaktadir. Insanlar iizerinde yapilan calismalarda,
yiizme yontemi kullanilarak cinsiyete gore ayrilmis spermada %81
erkek yavru gorlilmiistiir. Baska bir calismada ise swim-up
yontemiyle elde edilen semenlerin ayiklanmasiyla disi %86, erkek
ise %89 basar1 orantyla dogmustur (Lucio &ark., 2012). Yapilan bir
caligmada, erkek in vitro koyun embriyolarinin %81'inin, swim-up
yontemiyle ayristirilan sperma kullanilarak tiretildigi goriilmiustiir
(Yata, 2022). Bir calismada Azizeddin & ark., (2014) degistirilmis
bir yukari1 yiizdiirme yontemi Onermistir ve buna Pipet yukari
ylizdlirme yontemi adi verilmektedir. Bu yontem, kauguk bir tipa
iizerine yerlestirilen 30 cm uzunlugunda 5 — 10 ml'lik bir pipette
sperm cinsiyetinin belirlenmesini igerir. Semen numunesi pipetin alt
kismindan enjekte edilir ve 45 dakikaya kadar inkiibasyon yapilir.
Inkiibasyondan sonra pipetin tabani i¢in 1 ml fraksiyon toplanir. Bu
modifiye edilmis swim-up yontemi, Y kromozomu tasiyan boga
spermatozoasinda %62 oraninda zenginlesme oldugunu gostermistir
(Azizeddin & ark., 2014).

Y-Kromozomal Doku Uyumlulugu (HY) Antijeni

Erkek greftleri, disi farelere nakledildiginde bir erkek minor
doku uyumluluk antijeni tespit edilmis ve bu antijen Y kromozomal
histo-uyumluluk (HY) antijeni olarak adlandirilmistir. Cilinkii Y
kromozomu varligi, erkek ve disi arasindaki en biiyiik farktir. Cok
eski bir ¢alismada, Y kromozomu doku uyumlulu§unun sperm
cinsiyet belirlemede yardimci olabilecegini One siirmiistiir. Daha
sonraki ¢alismalar, erkek doku asilanmis disi farelerin
antiserumlarinin Y kromozomu tasiyan spermatozoayi bozdugunu
kanitlamigtir. HY antijeni {izerine yapilan bir arastirma, disideki
erkek as1 naklinin sperm hiicrelerine sitotoksik olan antikorlar
rettigini dogrulamis, HY antikoru ile muamele edilen sperma
ornekleriyle erkek cinsiyet orani biraz da olsa degistirilebilmistir.

S6z konusu calismada, HY antikoru ile tedavi edilen sperma
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ornekleri ile farelerin suni tohumlamasinda %45,4 disi ve %53.,4
erkek yavru gozlemlendigi bildirilmistir (Fernandez & ark., 2017).

Cinsiyetin Akis Sitometrisi (Flow Cytomery) ile Belirlenmesi

Akis sitometrisine dayali sperm cinsiyet tayini, 20 yil 6nce
ilk kez uygulanmaya baslanmasindan bu yana ayristirma verimliligi
de bir dizi iyilestirmeden ge¢mistir. Spermler, DNA'ya 6zgii bir boya
ile hazirlanir (Hoechst 33342, niikleik asitlerin adenin-timin
bolgesine baglanabilir). Hoechst 33342 ile boyanmis spermler bir
argon lazerinin 351 ve 364 nm ¢izgileriyle aydinlatildiginda floresan
sinyalleri yayilir. Birbirlerine 90° agiyla yerlestirilen floresan
dedektorleri, X ve Y kromozomlari arasindaki DNA igerigi farkina
gbre ayirmay1 saglamak i¢in spermin floresan sinyallerini Olger.
90°'deki sinyal, dogru degerlendirme i¢in hangi spermlerin dogru
yonlendirildigini belirlemek icin kullanilirken, 0°'deki sinyal DNA
icerigini belirlemek i¢in kullanilir (Seidel, 2003). Boylece X
kromozomu tasiyan sperm daha fazla DNA baglayici boyay1 adsorbe
edecektir. Boyanan spermler daha sonra akis sitometrisine
yerlestirilir. Spermler akis odasina birer birer girer ve daha sonra her
sperm ayr1 ayr1 degerlendirilir. Boyanan spermler bir lazer 1sinina
tabi tutulur; Burada X kromozomu tasiyan sperm, floresan boyanin
yiiksek adsorpsiyonu nedeniyle daha yogun 151k yayar. Bilgisayar bu
151k yogunlugunu tanir ve spermi X veya Y olarak ya da belirsiz
olarak atayabilir. Sperm daha sonra sirayla aparatin damlacik
yikleme yakasindan diiser ve burada damlaciklara yiikleri atanir
(pozitif veya negatif) (Garner, 2006; Johnson & ark. 1987). Spermler
sirayla bir elektromanyetik alandan gecer ve burada atanan yiiklerine
bagl olarak pozitif, negatif veya yiiksiiz tarafa ¢ekilirler. Cinsiyete
gore ayrilmig spermin ticari uygulamasi akis sitometrisi ile
spermatozoa cinsiyetinin belirlenmesi, gelecekteki hayvancilik
endiistrisi tizerinde biiyiik olasilikla etkisi olacak degerli bir aragtir.
Mevcut teknoloji, her bir spermin DNA igerigi i¢in ayr1 ayri

sorgulanmasin1 gerektiriyor ve bdylece sigir, koyun, domuz ve
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atlarda ayrilmis X veya Y spermi sayisini saatte yaklasik 12-20
milyon spermle sinirhyor (de Graaf & ark. 2009; Espinosa-
Cervantes & Cordova-Izquierdo, 2013; Xie & ark., 2020).

Akis sitometrisi ile sperma ayirma islemi sirasinda dort
faktorden kaynaklanan stres faktorleri tamimlanmistir: 1)
hidrodinamik odaklama ve enjeksiyon memesinden gegis sirasinda
etki eden kesme kuvvetleri; i1) floresan boya bis-benzimid (Hoechst
33342) ve hiicrenin ultraviyole 151k spektrumunun belirli dalga
boylarina maruz kalmasinin kombinasyonu; iii) sperm DNA
icerigine karsilik gelen tekrarlanan elektriksel doping ve iv) daha
sonra elektrostatik sapma alanindan gecistir (Rath & ark., 2013).
Spermatozoa lizerinde sekillenen hasarin tiim nedenlerini belirlemek
zor olmakla birlikte, temel olarak kriyoprezervasyon isleminden
kaynakli strese ek olarak, spermler akis sitometrisinden gecis
sirasinda birgok mekanik ve kimyasal strese maruz kalir (Garner &
ark., 2013). Bu stres faktorleri sunlari igerir: (1) spermin gelismekte
olan embriyoya ¢ok az miktarda tasinan DNA baglayici boya
Hoechst 33342'ye maruz birakilmasi; (2) spermler DNA igerigi i¢in
sorgulandiginda lazer 151gindan gelen elektromanyetik enerjiye ve
yayilan floresansa maruz birakilmasi; (3) spermler siralayici
nozuldan yaklasik 90 km/saat hizla ¢ikarken elastik olmayan kesme
kuvvetleri; (4) c¢ikan akim damlaciklara ayrilirken spermin
gerilmesi; (5) sperm toplama tiipiiniin hava-sivi arayiiziiyle
karsilagtiginda 90 km/s'den 0 km/s'ye ani yavaslama maruziyeti ve
(6) spermi yogunlagtirmak i¢in santrifiijleme uygulamasi gibi
siralama sonrasi islemler spermatozoa icin stres yaratan temel
faktorlerdir (Kobayashi & ark., 2004; Seidel, 2003; Singh & ark.,
2017).

Cinsiyetin immiinolojik Olarak Belirlenmesi

Immiinolojik cinsiyet belirleme, cinsiyetle ilgili proteinlerin
tanimlanmas1 ve ayrilmasi yoluyla elde edilir. Bu, esas olarak, H-Y
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antikoru kullanilarak Y tasiyan spermin plazma membranindaki H-
Y antijeninin tespit edilmesiyle yapilir. Bu nedenle, simdiye kadar
fareler, tavsanlar ve koyunlar dahil olmak iizere bir¢ok tiirden sperm
basariyla ayrilmistir. Ek olarak, bu yontemin basitligi, hizi,
dogrulugu ve makul fiyati nedeniyle, ayrilmis X ve Y tasiyan
spermin safligin1 dogrulamak i¢in kullanilabilir (Seidel, 2003).
Bunlardan ilki, immiinolojik bir yaklasimdir. Bu prosediir, temel
biyolojideki ilgi ¢ekici yeni bulgulara dayanmaktadir. Bir denemede,
sigir gametleriyle IVF i¢in immiinolojik olarak ayrilmis sperm
kullanimi1, embriyolarda ¢arpik cinsiyet oranlarina yol agmistir. Bu
yaklasim su anda aktif olarak takip edilmemektedir. Ikinci yeni
yaklagim, girisim mikroskobu ile bireysel sperm hacminin
belirlenmesine dayanmaktadir (Goldberg, 1988). Bu aragtirmacilar,
X kromozomu tasiyan sigir sperminin hacminin Y kromozomu
tagtyan spermin hacminden yaklasik %1 daha fazla oldugunu ikna
edici bir sekilde gosterdiler. Bu yaklagimin 6nemli bir teorik
avantaji, DNA baglayici boya kullanilmamasidir; teorik dezavantaji
ise, X veya Y spermi liretme prosediiriiniin dogrulugunun her zaman
%380'den az, hatta muhtemelen 6nemli 6l¢iide daha diisiik olmasidir
(Seidel, 2003; Xie & ark., 2020).

Sperm Cinsiyetinin Belirlenmesinde Yeni Yontemler

Immiino-Cinsiyetlendirme

Ilk calismalarda, Y kromozomu tasiyan spermatozoanin
plazma membraninda eksprese edilen HY antijeni, X ve Y
kromozomu tastyan spermatozoanin ayrilmasi i¢in hedeflendi. Bu
strateji, spesifik HY monoklonal antikorlarin tiretilmesini, fléresan-
konjuge keci antikorlarmin konjugasyonunu ve ardindan bir
floresanla aktiflestirilmis hiicre ayirici kullanilarak ayrilmasini igerir
(Goldberg, 1988). Bu bulgularin aksine, HY monoklonal
antikorlarda anlamli bir sperm cinsiyeti gézlenmemistir. Bunun
nedeni, epididimal tagima ve kapasitasyon sirasinda HY antijeninin
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uzaklastirilmasi olabilir. Tlging bir ¢alismada, cinsiyete gre ayrilmig
sigir X ve Y kromozomu tasiyan spermatozoa enjekte edilerek
tavsanlara cinsiyete 0zgii antikorlar gelistirildi. Bu ¢alisma, sigir X
kromozomu tasiyan spermatozoaya karst 30-KDa proteinini
tanimladi. Bu yontem ayrica antikorlarin konjugasyonunun spermin
daha az hasarla cinsiyetlendirilmesine olanak saglayacagini da one
siirdii. iki boyutlu elektroforez ve kiitle spektrometrisi gibi son
arastirma ilerlemeleri, diferansiyel olarak eksprese edilen sperm
proteinlerinin ayrilmasi ve tanimlanmasina olanak sagladi. Bir
calismada, insan normozoospermik spermatozoasinin MALDI-TOF
MS analizi ile birlikte iki boyutlu elektroforez, 98 farkli protein
ortaya ¢ikardi (Yata, 2022).

Genomik Diizenleme

Spermatogenezis gelisim siireci mitotik, mayotik ve mayoz
sonras1t asamalarini igerir. Bu gelisim siireci sirasinda, X veya Y
kromozomu tasiyan spermatozoanin gelisimi i¢in gerekli olan bazi
genler eksprese edilir. Cinsiyeti belirleyen genlerin bozulmasiyla
ortaya c¢ikan cinsiyet c¢arpikligi, memeli olmayan canlilarda
incelenmis ve sonug¢lar memeliler i¢in bazi ¢ikarimlarin Oniini
acmustir. Zinc finger nucleases (ZFN), Transcription-activator like
endonucleases (TALENs) ve CRISPR/Cas sistemi, carpik cinsiyet
oraninda rol oynamaktadir (Xie & digerleri, 2020). Yapilan bir
caligmada CRISPR/Cas9 sistemi tavsan SRY geninin yiiksek
hareketli grup bolgesini bozmustur. Bu ¢alisma, tavsan modellerinde
SRY genindeki miitasyonlar nedeniyle erkek ve disi tireme
organlarim1 etkileyen bir hastalik olan Hermafroditizm ile
sonu¢lanmistir (Song & ark., 2016). Zinc finger X ve Zinc finger Y
genleri cinsiyet belirlemede rol oynar ve bu genlerin RNAi bazl
bozulmasi, degisen cinsiyet oranina sahip yavrularla sonuglanir
(Fernandez & ark., 2017; Yata, 2022). Gen diizenleme teknolojisi
oldukca yetenekli personel gerektirir ve ¢iftlik hayvanlarinda

cinsiyet belirlemede cinsiyet belirleyen genin net bir roliiniin
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olmamasi, bu alandaki uygulamasini engellemektedir. Ancak,
mevcut gen editdrlerinin optimizasyonu, yeni gen editdrlerinin
gelistirilmesi ve cinsiyet belirleyen gen iizerine devam eden
aragtirmalar bu engelin asilmasina yardimei olacaktir. Yavrularin
cinsiyet oraninit gen diizeyinde degistirmek, yalnizca hayvancilik
iretiminin gelisimini desteklemekle kalmaz, ayni zamanda insan
hastaliklar1 i¢in terapdtik bir biyolojik model de saglar.
Spermatogenezis sirasinda cinsiyet belirlemeyi etkiledigi bilinen
Sry, zfy ve zfx gibi genler, hayvan yavrularinin cinsiyet oranini
etkilemek icin RNAI araciliiyla susturulabilir. Aragtirmalar, RNAi
vektorlerinin fare testisine enjekte edilmesinin yavrularin cinsiyet
oranini bozabilecegini gostermistir (Fernandez & ark., 2017; Xie &
ark., 2020).

Nanoteknoloji

Spermada  cinsiyetin  belirlenmesinde  son  yillarda
nanoteknolojiden de faydalanilmakta ve bu amacla yaygin olarak
baslica altin nanopartikiiller olmak {izere bagkaca manyetik
nanopartikiillerin kullanimlar1 s6z konusu olmustur (Dominguez &
ark., 2018; Feugang & ark., 2015).

Altin Nanopartikiiller Kullanilarak Sperm Cinsiyet Belirleme

Bu teknik, morfolojik ve islevsel olarak saglam
spermatozoadaki "Y" kromozomunun belirli dizilerini tespit etmek
i¢in islevsellestirilmis altin nanopartikiiller (AuNPs) kullanir. ilk
adim, AuNP'lerin sperm zarindan girmesinden olusur. Ardindan,
belirli bir DNA dizisinin sperm DNA'sinin ¢ift sarmaliyla invaziv
olmayan bir sekilde Dbirlesmesi gerceklesir.  Ciftlesme
gerceklestiginde, sperm popiilasyonunu tanimlamak i¢in "Y"
kromozomunun spesifik sinyal oriintiisii taninir (Dominguez & ark.,
2018; Feugang & ark., 2015; Gallardo & ark., 2024).
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Manyetik Nanopartikiiller Kullanilarak Sperm Cinsiyetinin
Tayini

Bu teknik yalnizca esek spermalarinda cinsiyetin
manipiilasyonu amacgh kullanildig1 bildirilmistir; ancak daha sonra
diger tiirlerde de denemeler yapilmistir. Manyetik nanopartikiiller
(MNPs) 50 nm ¢apindadir, silika ile kapli bir demir manyetit
cekirdekten olusur ve negatif yiiklidir. MNP'ler spermayla
karistiritlir ve 20 dakika boyunca bir miknatisa maruz birakilir.
MNP'lerin negatif yiikii ile spermatozoanin elektriksel potansiyeli
arasindaki etkilesim, "X" kromozomlu spermatozoa (20 mV) ve "Y"
kromozomlu spermatozoa (16 mV) ig¢in farklilik arzeder. Bu
teknolojiye gore miknatis uygulamasiyla "Y" kromozomlu
spermatozoa, MNP'lere daha yakin tutulacak ve ayni yiike sahip
spermatozoadan olusan bir spermatozoa birikimi meydana gelecek
ve bu sekilde popiilasyonlar birbirinden ayrilabilecektir (Dominguez
& ark., 2018; Feugang & ark., 2015; Gallardo & ark., 2024).

Sperm Hareketliliginin Cinsiyete Ozgii Degisimi

Yapilan bir ¢alismada, sperm zarinda bulunan 70!/ benzeri
reseptorlerin (TLR) bakteriyel endotoksinlere baglanabildigini
tanimlanmistir (Fujita & ark., 2011). Bu calismada bakteriyel
lipopolisakkaritler tarafindan TLR 2 ve TLR 4'lin aktivasyonu
iizerine sperm hareketliliginin azaldig1i ve apoptozun arttig
gozlemlenmistir. Bu teoriden hareketle TLR'ye 0zgii ligandlar
kullanarak TLR reseptorlerini aktive etmek suretiyle yeni bir sperm
cinsiyet belirleme yontemi gelistirilmistir (Mothe & ark., 2018). Bu
caligma, belirli bir ligand tarafindan TLR7/8 aktivasyonunun, X ve
Y kromozomu tasiyan spermatozoa iceren karisik semen
orneklerinde X kromozomu tagtyan sperm hareketliligini azalttigini
gbzlemlemistir. Bu stratejinin fare modellerinde basarili bir sekilde
gosterilmesinin ardindan, boga spermatozoasi “resiquimod”’ ile
muamele edilmis ve in vitro fertilizasyon ydntemiyle sigir
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embriyosu iiretilmistir. Bu yontemin, siirlarda ve farelerde sperm
cinsiyet belirlemede %80 — 90 basar1 elde ettigi bildirilmektedir
(Fujita ve ark. 2011; Yata, 2022).

Sperm Cinsiyetinin Belirlenmesinde Mikroakiskanlar

Mikroakiskanlar kullanilarak sperm cinsiyeti belirleme
teknolojisinde, mikroakiskan cihazda bir elektrik alaninin
uygulanmasi iizerine X ve Y kromozomu tasiyan spermatozoanin
dielektroforezindeki farka dayanarak ayrim yapilir. Bu cihaz
dielektroforetik ~ ve mikrokanal katmanlardan olusur.
Dielektroforetik gii¢ jeneratdriine ve mikrokanal silikon boruya
baglanir. Bu calisma, 4 V ve 1 MHz ‘deki elektroforez sirasinda,
pozitif spermin elektrota baglandigini ve negatif spermin elektrik
alaninda serbestce hareket etmesi nedeniyle ¢ikista toplandigi
gbzlemlenir. Bu ¢aligsma, karisik bir spermatozoa popiilasyonunda Y
kromozomu tasiyan spermatozoanin %30 oraninda azaldigini
gozlemlemistir (Wongtawan & ark., 2020). Bu calisma ayni
zamanda X kromozomu tasiyan spermatozoa icin en yiiksek pozitif
dielektroforezin 8 V ve 20 MHz'de, Y kromozomu tasiyan
spermatozoa i¢in ise en yliksek pozitif dielektroforezin 4 V ve 1
MHZ'de oldugunu goézlemlemistir. Yakin zamanda Yeni Zelanda
merkezli start-up gsirketi, X ve Y kromozomu tasiyan spermleri
ayrrmak i¢in mikroakiskan tabanli bir cihaz gelistirdi. Bu yontem,
tek bir sperm hiicresinin hareket yoniinii degistirmek i¢in radyasyon
basincinmi kullanmakta olup, FACS bazli sperm cinsiyet belirleme
yontemine benzemektedir. Bu yontem, DNA'ya 6zgii bir floresan
boya kullanarak X ve Y kromozomu tasiyan spermatozoayi tespit
eder. Ticari olarak temin edilebilen FACS bazli sperm cinsiyet
belirleme yontemiyle karsilastirildiginda bu yontem daha ucuz ve
daha az karmasik olacaktir. Zeta potansiyeli c¢alismalari, Y
kromozomu tagiyan spermatozoanin, X kromozomu tagiyan
spermatozoadan daha fazla negatif yiik gosterdigini ortaya

cikarmistir. Ayrica bu calisma, TALP tamponunun, HEPES ve TRIS
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tamponlar1 gibi diger tamponlarla karsilastirildiginda X ve Y
kromozomu tasiyan spermatozoa yiikiinde daha fazla farklilik
gosterdigini de ortaya koymaktadir (Wongtawan & ark., 2018; Yata,
2022; A17).

Sperm Cinsiyet Belirlemede Raman Spektroskopisi

Raman spektroskopisi ilk olarak insan sperm hiicrelerine
uygulanmig, normal ve anormal sperm hiicrelerinde DNA
paketlemesindeki farkliliklar1 gdstermigtir (Huser & ark., 2009).
Normal ve anormal sperm hiicrelerini ayirt etmede duyarliligi,
ozgilligi ve dogrulugu gelistirmek icin  Mikro-Raman
spektroskopisi denemeleri de yapilmistir. Cigir agan bir ¢alismada,
900 sigir sperm hiicresinin ortalama Raman spektrumu, X ve Y
kromozomu tasiyan  spermatozoalarda  Onemli  farkliliklar
gOstermistir. 726, 785, 1095 ve 1581 cm!'deki Raman bantlar1, X
kromozomu tasiyan spermatozoa i¢in Y kromozomu tasiyan
spermatozoaya gore daha yiiksek pik alan1 gosterdigi bildirilmistir.
Bu caligma, Raman spektroskopisi kullanilarak sperm cinsiyetinin
belirlenmesine kapt acmustir (Song & ark., 2016). Raman
spektroskopisindeki son gelismeler, ¢ozeltideki ve mikroakiskan
akistaki hiicrelerin siniflandirilmasin1 kolaylastirmaktadir. Sperm
cinsiyet belirlemede tek hiicreli Raman spektrumlarinin
uygulanmasi, mevcut FACS bazli sperm cinsiyet belirleme
yontemine noninvaziv ve potansiyel bir alternatif olacaktir (Yata,
2022).

Embriyo Cinsiyetinin Belirlenmesi

Sigir  embriyolarmin  cinsiyetinin  transferden  Once
belirlenebilmesi, 6zellikle siit endiistrisinde disi buzagilarin tercih
edildigi siit sigirciliginda, hayvancilik yonetiminde avantajlidir.
Embriyolarin implantasyon oOncesi cinsiyet tayini de embriyo
transferinin basarisina yardimei olur. Zigotun genetik cinsiyeti, disi

veya erkek olsun, yumurtanin X veya Y kromozomuna sahip
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spermatozoa tarafindan dollenmesiyle belirlenir. Embriyoya en az
zarar veren ve Yyiiksek dogruluk saglayan uygun ve kolay
uygulanabilir cinsiyet tayini yontemini bulmak i¢in bir¢ok ¢aligma
yapitlmistir. Barr cisimcigi olusumundan veya H-Y antijeninin
saptanmasindan once, kullanilan yontemler sitogenetik analize ve X
kromozomuna bagli enzimlerin (glikoz-6-fosfataz dehidrogenaz,
G6PD) seviyesinin 6l¢iilmesine dayaniyordu. Ciftlik hayvanlarinda
embriyolarin cinsiyet tayini i¢in, embriyo hiicresi biyopsisi gerekip
gerekmedigine bagli olarak invaziv veya invaziv olmayan yontemler
kullanilarak cesitli prosediirler gelistirilmistir. Invaziv olmayan
yontemler daha 6nemlidir ¢linkii embriyo biitiinliigii bozulmaz, yani
embriyolar saglam ve yasayabilir kalir. Optimum ve normal
embriyonik gelisimi saglayabilir. Ancak invaziv olmayan cinsiyet
tayini, invaziv teknikler kadar dogru degildir (Sharma & ark., 2017).
Sitogenetik analiz ve Y kromozomuna 6zgii problarin kullanimiyla
yiiksek dogruluk elde edildigi bulunmustur, ancak bunlar invaziv
yontemlerdir. Molekiiler biyoloji teknolojisi, polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ve floresan in situ hibridizasyon (FISH) gibi
embriyo cinsiyet tayini i¢in daha hizli ve giivenilir teknikler
sunmustur (Sachan & ark., 2020).

Embriyolarda Cinsiyet Belirleme Yontemleri

Evcil memelilerde, embriyo cinsiyetinin belirlenmesinin
onemli ekonomik yonleri vardir ve bu soruna odaklanan ¢ok sayida
caligma yapilmistir. Hayvan tiirlerinden elde edilen preimplantasyon
embriyolarinin cinsiyetinin belirlenmesi, transgenik ve embriyo
transferi teknolojisinde biiylik 6nem tasir, ¢iinkii istenen cinsiyeti
elde etmek icin bir yol saglar. Sitogenetik analiz ve Y-spesifik
problarin kullanim1 oldukca dogru sonuglar verse de biyopsinin
boyutuyla sinirl invaziv yontemlerdir. Sigir ve manda endiistrisinin
belirli sektorleri, dzellikle sigir yetistiricileri olmak {izere, daha
yiikksek oranda erkek yavrudan faydalanmaktadir. Ancak c¢ogu

durumda siit Uretimi i¢in disi yavrular tercih edilmektedir.
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Spermatozoalarin cinsiyetinin belirlenmesi cinsiyet se¢imi i¢in en
pratik yontem olsa da, embriyo cinsiyetinin belirlenmesi daha
basarili olmustur (Jafar & Flint, 1996).

Memeli embriyolarinin blastomerleri her seye kadirdir ve
tam bir canliya doniisebilir. Dolayisiyla, her blastomer Amg, Zfy ve
Sry gibi cinsiyet belirlemede rol oynayan genler de dahil olmak
iizere, bir hayvanin gelisimi i¢in gerekli tim genleri igerir. Bu
nedenle, niikleik asit probu, floresan in situ hibridizasyon (FISH),
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve halka aracili izotermal
amplifikasyon (LAMP) gibi molekiiler biyolojik tespit teknikleri,
erkek 0zgii geni tanimlamak i¢in kullanilabilir. Niikleik asit problari
arasinda, izotopik etiketli problar yiiksek dogruluga sahiptir ancak
cok sayida embriyo hiicresi ve zaman gerektirirken, biyotin etiketli
problar tespit icin ¢ok az zaman gerektirir ancak yalnizca birkag
embriyoyu ayrabilir (Xie & ark., 2020). PCR yaygin olarak
kullanilir ve cinsiyete 6zgii genlerin amplifikasyon iirlinlerine dayali
fenotipleri analiz etme yeteneginin yani sira, ayrilmis X ve Y tasiyan
spermlerin  safligini istatistiksel olarak dogrulayabilir. Ikiz
gebeliklerin cinsiyet manipiilasyonu i¢in uygun olmasa da
arastirmalar, maternal plazmadaki serbest fetal hiicrelerin DNA's1
kullanilarak yapilan cinsiyet manipiilasyonunun hem SRY hem de
AMEL gen dizileri i¢in etkili oldugunu gostermistir (Khamlor &
ark., 2015; Saberivand & Ahsan, 2016; Xie & ark., 2020).

Invaziv Olmayan Metotlar

Invaziv olmayan bir yaklasim, embriyonun biitiinliigiinii
korudugu ve bu nedenle basarili embriyo transferi ve implantasyonu
potansiyelini bozma olasilig1 daha diisiik oldugu i¢in optimal kabul
edilir. Invaziv olmayan yaklasimda 3 teknik vardir: (1) X kromozomu
inaktivasyonundan énce X kromozomuna bagh enzim aktivitesinin
izlenmesi, (2) cinsiyete o6zgii bir antijene karsi antikorlu
embriyolarla immiin reaksiyonlar ve (3) embriyolarin boliinme ve
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gelisimlerine  gore cinsiyet  belirlemeleri  yapilabilmektedir
(Lakshmy & ark., 2018).

X Kromozomu Baglantih Enzim Aktivitesi

Glikoz-6-fosfat  dehidrojenaz ~ (G6PD),  hipoksantin
fosforibosil transferaz (HPRT) ve fosfogliserat kinaz gibi bazi
enzimler, X kromozomuyla baglantili veya iligkili enzimlerdir
(Wakchaure & ark., 2015). Bu enzimlerin iiretimi, erkeklerde
yalnizca bir X kromozomu bulunurken, disilerde iki X kromozomu
bulundugundan, disilerde erkeklere kiyasla daha fazladir. Bu
enzimlerin konsantrasyonlarina dayanarak embriyolar
cinsiyetlendirilebilir. Kadinlarda X kromozomlarindan birinin
biiyiik bir boliimiiniin gen iiretimi, baskilanmasi veya inaktivasyonu,
blastosist olusumundan hemen sonra meydana gelir ve Barr
cisimciginin olusumuna yol acar. Sigir embriyosunda embriyonik
genom aktivasyonu 8 ile 16 hiicreli asama arasinda gerceklesir,
ancak evcil hayvan embriyosunda X kromozomu inaktivasyonunun
kesin zamanlamasi bilinmemektedir, blastosist asamasinda meydana
gelebilir.  Embriyonik  genomun aktivasyonu ile bir X
kromozomunun  inaktivasyonu  arasindaki  donemde, X
kromozomuna bagli enzimlerin konsantrasyonlar1 tahmin edilerek
erkek ve disi embriyo ayirt edilebilir (Bora, 2022; Lakshmy & ark.,
2018; Sachan & ark., 2020; Sharma & ark., 2017).

Ancak bu teknigin bazi sinirlamalar1 vardir:

Boyama yoluyla enzimlerin kantifikasyonu sirasinda, yogun
enzim aktivitesi ve boyanin tutulmasindan kaynaklanan toksisite
nedeniyle embriyolarda yiiksek 6liim oranlar1 goriilebilir.

Evcil tiirlerin ¢ogunda X kromozomu inaktivasyonunun
kesin siiresi bilinmemektedir.

Embriyonik genom aktivasyonu farelerde 8 hiicreli asama
kadar gec, ineklerde ise 8 ile 16 hiicreli asama kadar ge¢ gerceklesir.
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Bu nedenle bu tiir analizlerde izlenen enzimlerin embriyonik
transkripsiyonun sonucu oldugundan ve depolanmis maternal
mRNA'nin translasyonundan kaynaklanmadigindan emin olmak i¢in
dikkatli olunmalidir.

H-Y antijeni Varhg

Erkek spesifik hiicre ylizey antijenine “histokompatibilite-Y
veya HY antijeni” denir. Bu antijen, tiim tiirlerin heterogametik
cinsiyetindeki somatik hiicrelerde bulunur. H-Y antijeni, erkek
hiicrelerin ylizeyinde bulunan, ancak disi hiicrelerde bulunmayan bir
doku uyumluluk antijenidir. Embriyolarda H-Y antijenini tespit
etmek icin Sitotoksisite Testi ve Immiinofloresan Testi gibi iki
yontem mevcuttur (Bora, 2022; Sachan & ark., 2020; Wakchaure &
ark., 2015). Sitotoksisite testinde, embriyolar H-Y antiserumu ve
tamamlayicisina maruz birakilir. H-Y antijeni ifade eden embriyolar
bir dereceye kadar hiicre lizisi gosterir ve bu nedenle erkek olarak
siiflandirilir. Bu yontemde embriyo sagkalim orani diigiiktiir ve bu
da prosediiriin en bilyiik dezavantajidir. Immiinofloresan testinde ise
embriyolarin 30 dakika boyunca birincil H-Y antikoruna maruz
birakilmasini ve ardindan floresan izotiyosiyanatin (FITC) konjuge
edildigi ikincil bir antikorla reaksiyona sokulmasini olaylarini igerir.
Embriyolar daha sonra floresan mikroskop altinda FITC etiketinin
varligi veya yoklugu acisindan degerlendirilir (Goldberg, 1988).
Floresan mikroskopi incelemesi erkek embriyolarin floresan
verdigini (H-Y pozitif) ve disi embriyolarin floresan vermedigini (H-
Y negatif) gostermektedir. Bu iki immiinolojik cinsiyet belirleme
testinin en biiylik sinirlamasi, cinsiyet belirleme dogrulugunun %90"
geememesidir. Ciinkii H-Y antijeni, antijen-antikor reaksiyonu
yoluyla tespit edilemeyecek kadar zayif bir antijendir, sekonder
antikorlar bazen spesifik olmayan baglanma gdsterebilir, H-Y
antijeni yalnizca erkek embriyolarla sinirlt olmayabilir (Lakshmy &
ark., 2018; Sharma & ark., 2017; Wakchaure ve ark., 2015).
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Embriyo Boliinme ve Gelisimine Dayal Cinsiyet Belirleme

Erkek embriyo hiicrelerinde, morula ve blastosist
asamalarina ulagmak i¢in boliinme ve gelisim hizinin disi embriyo
hiicrelerine gore daha hizli oldugu bildirilmektedir (Sharma & ark.
2017). Erkek embriyolarindaki hizli biiyimenin sebepleri, (i) Y
kromozomu genlerinin neden oldugu daha hizli gen
ekspresyonundan, (ii)) H-Y antijeni veya Y kromozomu biiylime
faktorlerinin etkisinden, (iii) erkek embriyosunda daha az DNA
bulunmasi nedeniyle c¢ogalma i¢in daha az zamana ihtiyag
duyulmasindan, yani kisa hiicre dongiistinden kaynaklaniyor olabilir
(Hamilton & ark., 2012). Bu embriyo cinsiyet belirleme yonteminin
hala birgok sinirlamasi vardir. Ornegin, in vivo iiretilen embriyolarin
boliinme siiresi bilinemez, ayrica gelisme hizindaki fark cok
kiigtiktiir, hizli ve yavas embriyolarin ayrilmasinda yiiksek beceri
gerektirir. 'Y  kromozomu tasiyan  spermin  embriyonik
transkripsiyondan Once biiyiime faktorlerini transkribe etmek ic¢in
embriyonik genomu aktive ettigini ve bu durumun erkek
embriyolarda hiicre bdliinme ve gelisme hizini artirabilecegini 6ne
stirmiistiir (Sachan & ark., 2020; Wakchaure & ark., 2015).

invaziv Metotlar

Sitogenetik Analizler

Sitogenetik cinsiyet belirleme, cinsiyetlendirilmis tavsan,
buzagi ve koyun iiretmek icin kullanilan ilk yontemdir. Bu teknik,
kolsisin (mitoz durdurucu bir madde) igeren bir ortamda kiiltlire
edilen az sayida hiicrenin biyopsisini gerektirir. Kolsisin, tiibiiline
baglanir ve mikrotiibiil polimerizasyonunu durdurarak ig ipligi
toksini veya mitotik toksin gorevi goriir. Kolsemid (demoklosin
olarak da bilinir), dogal alkaloid kolsisine yakin, ancak daha az
toksik olan bir baska ajandir. Ayrica mikrotiibiilleri depolimerize
eder ve ig ipligi olusumunu inaktive eder, bu nedenle mitoz

inhibitori olarak da kullanilabilir (Sharma & ark., 2017). Hiicreler
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ozmotik olarak lize edilmek ve kromozomlarin dagilabilmesi i¢in
hipotonik bir ¢ozeltiye tabi tutulur, bdylece hiicreler sisirilerek
kromozomlar dagitilir, slaytlar hazirlanir, sabitlenir ve Giemsa gibi
kalict DNA boyasiyla boyanir ve son olarak slaytlar mikroskop
altinda incelenir. Metafaz asamasinda durdurulan hiicreler,
kendilerine 6zgii bant desenleriyle tanimlanabilen bir kromozom
yayilimi olusturur. Y kromozomu, kii¢iik boyutu sayesinde kolayca
tanimlanabilir. Tiim kromozomlar incelenir, X ve Y kromozomlari
kii¢iik boyutlar1 sayesinde kolayca tanimlanabilir. Bu analizde, iki X
kromozomu veya bir Y kromozomunun tespiti, disi embriyoda iki X
kromozomu ve erkek embriyoda Y kromozomu yorumlanarak
cinsiyetin belirlenmesi i¢in yeterli bir gosterge olarak kabul edilir.
Bu yontemle cinsiyet tayini neredeyse %100'diir. Bu ydntemin
sinirlamalari, kromozomlarin yiiksek kalitede metafaz yayilimlarini
gosteren biyopsilerin elde edilmesindeki zorluklar, egitimli
sitogenetik¢ilere duyulan ihtiya¢ ve bu yontemin zaman alict
olmasidir (Lakshmy & ark., 2018; Wakchaure & ark., 2015).

Avantajlari:
* Ucuz ve uygulamasi kolaydir
» Karmasik ekipman gerektirmez

* Embriyolar transfer edilmeden o©nce kromozomal
anormallikleri tespit edebilir.

+ Karyotipleme yonteminin dogrulugu yiiksektir.
Dezavantajlart:

* Bu teknikler, hayatta kalan embriyoya zarar verebilir.
Embriyolarin yasama ve gebe kalma oranlarini azaltir.

* Hazirlanabilen analiz edilebilir metafaz plakalarinin
nispeten az olmasi nedeniyle cinsiyetlendirilebilen embriyolarin
oram diisiiktiir.
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* Zaman alic1 bir iglemdir.
» lyi egitimli personel gerektirir.

Y-Spesifik DNA Problar1 Kullanilarak Embriyo Cinsiyeti
Belirleme

Sigir embriyosunun cinsiyetini belirlemenin en etkili
yontemi, erkek embriyoya isaret eden Y kromozomuna 6zgii bir
DNA dizisinin varligini veya yoklugunu bulmaktir. Bu teknik,
embriyodan az sayida hiicrenin biyopsisini ve toplam hiicresel
DNA'nin Y kromozomuna 6zgii etiketli bir DNA dizisine (prob)
hibridizasyonunu igerir (Lakshmy & ark., 2018; Sachan & ark.,
2020). Probun bu sekilde etiketlenmesi, radyoaktif yontem veya
floresan in situ hibridizasyon gibi radyoaktif olmayan bir yontemle
yapilabilir. Pozitif hibridizasyon sonuclari, Y kromozomunun
varligin1 ve dolayisiyla embriyonun erkek cinsiyetini gosterir. Bu
yontem, DNA hazirlanmasi i¢in embriyodan az miktarda materyal
gerektirmesi ve cinsiyeti de %100 dogrulukla tespit etmesi nedeniyle
oldukca caziptir. DNA hazirlama i¢in gereken c¢ok az miktarda
materyal, islemin en ¢ekici 6zelligidir; teknik olarak invaziv bir
yontem olmasma ragmen, Y'ye O6zgii prob yontemi bu konuda
sitogenetik testlerle ayni sorunlari sunmaz (Wakchaure & ark.,
2015). Y kromozomuna 06zgii DNA problarinin iiretimi ve
karakterizasyonu: (i) Y kromozomlarinin izolasyonu, (ii) Y
kromozomuna 6zgii dizilerin izolasyonu, (iii) dizi kopya sayisinin
belirlenmesi ve (iv) prob dizisinin Y kromozomu {izerindeki
lokalizasyonu adimlarin1 gerektirir. Insan embriyosunda, zona
pellucidaya miidahale edilir ve in vitro fertilizasyondan 3 giin sonra,
6-10 hiicre agsamasinda tek bir blastomer ¢ikarilir. Y-spesifik DNA's1,
149 baz ¢iftli Y kromozomu spesifik probun kisa segmentleri primer
olarak kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile
cogaltilarak, miktar1 biiyiikk Olc¢iide artirilir. Cogaltilan DNA
elektroforeze tabi tutulur, etidyum bromiirle boyanir ve UV 15181
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altinda incelenir. Bu ¢ogaltma isleminden sonra Y-spesifik probun
149 bp'lik parcast agikgca goriiniirse embriyo erkek olarak
degerlendirilir. Tim islem bes saat iginde tamamlanabilir ve
sonuglar karyotip analiziyle yakindan iliskilidir (Lakshmy & ark.,
2018; Sharma & ark., 2017).

PCR Tabanh Yaklasimlarla Cinsiyet Belirleme

PCR kullanimi, embriyo cinsiyetinin belirlenmesi i¢in yeni
olanaklar yaratmistir (Mara & ark., 2004). Su anda, maternal
plazmadan DNA pargasit kullanilarak fetal cinsiyetin tahmin
edilmesi i¢in tercih edilen dnemli bir yontemdir. Y kromozomunun
belirli DNA dizilerinin PCR kullanilarak sigirlarda ¢ogaltilmasiyla
embriyonun cinsiyetinin belirlenmesi yOntemi, cinsiyet oranini
etkilemek i¢in etkili bir ara¢ oldugunu kanitlamaktadir (Da Cruz &
ark., 2012; Kobayashi & ark., 2004). PCR kullanilarak embriyo
cinsiyetinin belirlenmesi, embriyonun biyopsisini (1-4 blastomer),
DNA pargalarinin ¢ogaltilmasini (bir tiire 6zgii ve bir erkege 6zgii)
ve c¢ogaltilan irlinlerin elektroforezle analiz edildikten sonra
yorumlanmasini igerir [Asadpour & ark., 2015; Pomp & ark., 1995).
Y kromozomuna 6zgii bir genin (Sry) ve otozomal bir genin (0r.
Aml-X) birlikte c¢ogaltilmasi, farkli parca boyutlarinda Y
kromozomu ve otozomal Triinler elde etmek i¢cin PCR
amplifikasyonunda yapilir. Amelogenin genlerinin farkli pargalarini
cogaltmak i¢in tek bir primer ¢iftine ihtiya¢ duyuldugundan, bu
durum cinsiyet tahminini kolaylastirir (Saberivand & Ahsan, 2016;
Tavares & ark., 2016). Elektroforezde, Y kromozom pargasinin
varhig1 erkegi, yoklugu ise disi 6rnegi gosterirken, otozomal parca
her iki 6rnekte de mevcuttur. Otozomal gen, biyopsi ve uygun PCR
kosullarmin varligt icin dahili kontrol goérevi goriir. Bazen,
prosediirde her iki parca da birlikte ¢ogaltildigt i¢cin buna dubleks
PCR denir. PCR kullanimi sigirlarda, koyun ve geyiklerde,
kegilerde, domuzlarda, atlarda ve farelerde embriyolarin cinsiyetini

belirlemenin en gilivenilir ve basit yontemidir. Giiniimiizde PCR,
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anne plazmasindan elde edilen DNA kullanilarak erken gebeliklerde
fotal cinsiyetin belirlenmesinde sik tercih edilen yontem haline
gelmistir (da Cruz & ark., 2012; Mara & ark., 2004). Her ne kadar
embriyodan hiicre ¢ikarilmasini gerektirdigi i¢cin her agidan ideal
olmasa da PCR cinsiyet tayini neredeyse %100 dogrudur ve
prosediir birkac¢ saat icinde gerceklestirilebilir. Sigir embriyosu
cinsiyet tayininde PCR yo6nteminin dogrulugunun, FISH (%86,66)
ile karsilastirildiginda daha iyi sonug verdigi (%96,4) bildirilmistir.
PCR tabanli cinsiyet tayini yontemi genellikle uygun maliyetli, basit
ve giivenilir oldugu i¢in tercih edilmektedir (Hamilton & ark., 2012;
Sachan & ark., 2020).

Y kromozomuna spesifik SRY, TSPY, FBNY, AMELY, ZFY
genleri ile X kromozomuna spesifik ZFX, AMELX, F9, PLP gibi
birka¢ cinsiyet kromozomuna 6zgli gen, cinsiyet belirleme i¢in
belirte¢ olarak kullanilmistir (Pomp & ark., 1995). Sigir erkek 6zgii
hedef, ¢ok diisiik genomik DNA konsantrasyonlarinda bile tespit
edilebilmistir. Daha sonra, sigir embriyosu cinsiyetinin belirlenmesi
icin benzersiz elektroforetik olmayan PCR gelistirilmistir. Bu
yontemle cinsiyet belirleme dogrulugu, erkek embriyolar i¢in %98,7
ve disi embriyolar i¢in %94,4'tiir ve bu oran fotal ultrason cinsiyet
belirleme ve buzagilama ile dogrulanmistir (Tavares & ark., 2016).
PCR amplifikasyonundan dnce at embriyo biyopsilerinin 1s1l isleme
tabi tutulmasi (95 °C'de 10 dakika), cinsiyet belirleme oraninda
onemli bir artisa yol agmistir. Tek blastomerden alinan 8 ile 16
hiicreli evre sigir embriyolarinin travmaya neden olmadan
cinsiyetlendirilmesi i¢in multipleks PCR, 8, 4, 2 ve 1 blastomerlik
gruplarda sirastyla %100,0, %96,3, %94,3 ve %92,1 cinsiyet
belirleme verimliligiyle basarili olmustur (Asadpour & ark., 2015;
Singh & ark., 2017).
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Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) ile Embriyo Cinsiyet
Tayini

Metafaz veya interfaz hiicre asamasinda, immiinofloresan
yontemi, floresan in situ hibridizasyon (FISH) kullanarak tek tek
kromozomlardan karmasik DNA dizilerini analiz etmek icin bir
aractir. Embriyo cinsiyet tayini i¢in basariyla kullanilan, tek hiicreli
kromozom molekiiler tanisi i¢in hassas bir yontemdir (Sachan &
ark., 2020; Singh & ark., 2017). Hayvan yetistiricileri, 6zellikle
biyopsi yapilmis blastomerlerden sigir fotiislerinin - belirli
kromozomlar1 hedefleyen 6zel DNA problart kullanilarak yapilan
kromozom cinsiyet tayininde, ireme dncesi 6n se¢ime giderek daha
fazla stirece miidahil olabilmektedirler. Bu yontem, PCR'ye kiyasla,
numune kontaminasyonu olasiliginin daha diisikk oldugunu
gostermektedir. Floresan in situ hibridizasyonda (FISH), erkek ve
disi embriyolar Y kromozomuna 6zgii bir DNA probu kullanilarak
izole edilebilir (Bora, 2022; Sharma & ark., 2017).

Floresan in situ hibridizasyon ve floresan tespiti olarak da
adlandirilan teknigin gelistirilmesi, spesifik niikleik asit dizilerinin
hassas bir sekilde tespitini veya daha basit bir ifadeyle bir¢ok farkli
hiicre tipinden metafaz ve interfaz c¢ekirdeklerindeki bireysel
kromozomlarin tanimlanmasint miimkiin kilmaya bagslamistir
(Kobayashi & ark., 2004). Embriyo cinsiyet tayini i¢in PCR
kullanildiginda, spesifik olmayan dizilerin ¢ogaltilmas1 veya
orneklerin kontaminasyonu ciddi bir sorun olabilirken, FISH teknigi
ile bu sorun 6nemsiz hale gelmistir. FISH embriyonun cinsiyetini
belirlerken ayn1 zamanda mozaiklik durumu ve aneuploidiyi de
tespit edebilmektedir (Singh & ark., 2017). Ayrica, hiicreler prosediir
boyunca dogrudan goriintiilenebilir ve embriyonik kokenli olduklari
dogrulanabilmektedir. Embriyolarin biyopsileri, zona pelluciday1
kismen kesen ve trofoblasttan birka¢ hiicreyi ayiran tek bir asagi
dogru hareketle embriyolar1 bir mikrotras bicagiyla keserek elde

edilmekte ve cinsiyet belirlemede kullanilmaktadir. Genetik cinsiyet
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belirleme, X ve Y kromozomlarindaki amelogenin geninin iki
homolog kopyasinda ¢ok sayida polimorfizm bulunmasi gercegine
dayanir. Erkek c¢ekirdekler Y kromozomuna o&zgii sinyaller
gosterirken, disi ¢ekirdekler herhangi bir sinyal gostermez (Sharma
& ark., 2017; Singh & ark., 2017).

Loop Mediated Isothermal Amplification (LAMP) ile Embriyo
Cinsiyeti Tayini

Dongii aracili izotermal amplifikasyon (LAMP), 2000
yilinda Eiken Chemical Co. Ltd. tarafindan gelistirilen ve izotermal
kosullar altinda ¢alisan bir DNA amplifikasyon yontemidir. Bu DNA
amplifikasyon yontemi oldukca spesifik, etkili ve hizlidir. Ayrica,
gen amplifikasyonu ve tespiti tek adimda tamamlanabilir ve 15-60
dakikada 10°-10'° kata kadar amplifikasyon yapilabilir. Son
zamanlarda, duyarlilii artirmak i¢in ¢oktiirme icin polietilenimin
(PEI) igeren LAMP primerleri optimize edildi ve dogrulugu artirmak
icin multipleks LAMP teknigi de kullanild1 (Hamilton & ark., 2012;
Khamlor & ark., 2015; Xie & ark., 2020). LAMP, 60°C kadar diisiik
sicakliklarda belirli bir DNA dizisini ¢ogaltabilen bir DNA ¢ogaltma
yontemidir. Bir inek embriyosunun cinsiyetini belirlemenin en hizl
yolu, PCR dongii aracili izotermal amplifikasyon yerine
kullanilabilir. izotermal kosullarda DNA'y1 cogaltmak igin bir DNA
polimeraz ve dort basit DNA primeri, ayrica LAMP reaksiyonu ile
bir grup halka primeri kullanilabilir (Tavares & ark., 2016;
Yonekawa & ark., 2000). I¢ ve dis primerler, daha sonra bir otomatik
dongii islemi ile ¢ogaltilabilen ig niikleik asitleri olusturmak igin
kullanilabilir. LAMP, en iyi senaryoda yaklasik 15 dakikada bir
hedef serisini c¢ogaltacaktir. Ayrica, hedef dizisi beyaz bir
magnezyum pirofosfat ¢okeltisi (DNA sentezinin bir yan {riinii)
tirettiginden, LAMP aracili DNA ¢ogaltmasi, reaksiyon ¢ozeltisinin
bulanikliginin hesaplanmasiyla karakterize edilebilir. LAMP,
cogaltilan DNA pargalarini tespit etmek icin elektroforeze ihtiyag

duymaz. Bu ozellikler, sahada DNA analizi i¢in PCR yerine
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LAMP'n daha giivenli bir alternatif olabilecegini gostermektedir
(Sachan & ark., 2020; Wakchaure & ark., 2015).

Sonu¢

Spermada ve embriyoda cesitli yOntemlerle cinsiyet
kontrollerinin saglanmasi hem bilimsel hem de pratik agidan biiytik
yarar saglamaktadir. Cinsiyet 6n se¢imi yoOntemleri, ¢iftlik
hayvanlarinda genetik iyilestirme programinda ve istenen cinsiyette
yavrularin iiretiminde biiylik bir sigrama saglayabilir.

Ekonomik ac¢idan dnemli bir hayvan olan sigirlarda ticari
cinsiyet On secimi, siit ve sigir eti endiistrisi i¢in son derece
onemlidir.

Cinsiyet 0n se¢imi, ilireme programlari i¢in elit bogalarin
iiretiminde de faydali olabilir.

Ayrica, cinsiyet 0n se¢imi, sigir kesiminin kanunen yasak
oldugu Hindistan gibi gelismekte olan {ilkelerde, gelecekte artan
basibos sigir (erkek) popiilasyonunun kontrol altina alinmasi igin
umut verici bir potansiyele sahiptir.

FISH yaklasimi, bireysel diizeyde sperm cinsiyetinin
belirlenmesi ve implantasyon Oncesi embriyolarda genetik
anormalliklerin taranmasi acgisindan tim canlilar i¢in Onemli
avantajlara sahiptir.

PCR tabanli cinsiyet belirleme, kantitatif gercek zamanl
PCR, djjital damlacik PCR gibi yeni PCR tabanli tekniklerin
kullanimi, X ve Y sperm popiilasyonunun ayristirilmamis spermada
dogru bir sekilde tanimlanmasi veya baska bir yaklasimla ayristirilan
spermanin yeniden analizi i¢in olduk¢a umut verici goériinmektedir.

Ayrica, cinsiyet On se¢imi cinsiyete bagli kalitsal
hastaliklarin 6nlenmesine yardimer olabilir.
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DiSI HAYVANLARDA GENITAL SiSTEM
ANATOMISINE KLIiNiK YAKLASIM

SULEYMAN YUKSEL!

Giris
Veteriner hekimligi alaninda disi genital sistemi, viicudun en
dinamik ve degisken sistemlerinden biri olarak dne ¢ikmaktadir. Bu
sistemdeki anatomik degisiklikler yalnizca tiirler arasinda degil,
bireyler arasinda da yasa, hormonal dongiiye ve gebelik durumuna
bagli olarak biiylik degisiklikler gdsterebilmektedir. Bahsi gegen
nedenlerden otiirli disi hayvanlarda genital sistemin anatomisinin

anlasilmasi ii¢ boyutlu ve fonksiyonel bir kavrayis gerektirir (Dyce,
Sack & Wensing, 2009).

Evcil memelilerde disi tireme kanali sirasiyla, ovaryum, tuba
uterina (salphinx), uterus, cervix, vagina ve vulva’dan olusan tiibiiler
bir yapidir (Dursun, 2008; Dyce, Sack & Wensing, 2009; Konig &
Liebich, 2020). Bu yapilarin morfolojik 6zellikleri yalnizca yapisal
biitiinliik saglamakla kalmaz, gametlerin taginmasi, fertilizasyon,
implantasyon ve dogum gibi karmasik siire¢lerin de sorunsuz bir

' Dr. Ogretim Uyesi, Kastamonu Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Temel Bilimler
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sekilde yerine getirilmesi i¢in fonksiyonel bir altyapt olusturur
(Hafez & Hafez, 2013).

Disi genital sistem anatomisinin klinik yaklasimla birlikte
ogrenilmesi, cerrahi miidahaleler, tanisal goriintiileme teknikleri ve
patolojik durumlarin belirlenmesi agisindan, hekimin becerilerini
dogrudan etkilemektedir (Noakes, Parkinson & England, 2019;
Kénig & Liebich, 2020). Ozellikle vaskiilarizasyon, innervasyon ve
komsu organlar ile olan iliskilerinin vurgulanmasi, yapilan
miidahalelerde olusabilecek komplikasyonlarin en aza indirilmesine
ve dogru tant konulmasina biiyiik katki saglayacaktir (Fossum,
2018).

Organa Genitalia Feminina

Disi genital sistemin morfolojisi ve i¢ yapilari, vivipar
memeli tlirlerinde tireme metodu ile dogrudan iliskilidir. Bu sistem
icerisinde bulunan organlar yalnizca disi iireme hiicresi olan
ovum’un TUretimini saglamaz, fertilizasyon sonrasinda olusan
embriyonunda beslenmesi ve korunmasinda da gorev yapmaktadir
(Nickel, Schummer & Seiferle, 1973).

Pubertanin ardindan erkek genital organlar1 ¢ok biiyiik
degisiklikler ge¢irmezken, disiler i¢in bu durum biraz daha farklidir.
Vivipar memeli tiirlerinde yapilan baz1 ¢alismalar gen¢ disilerde
verimliligin daha yiiksek oldugunu savunurken (Zemunik & ark.,
2003), baz1 caligmalar ise birka¢ gebeligin ardindan O6zellikle
uterus’un  gelismesi  ile tam  reprodiiktif  kapasitelerine
ulasabileceklerini ortaya koymustur (Kennedy & Kennedy, 1972;
Nickel, Schummer & Seiferle, 1973; Buthelezi & ark., 2024). Disi
hayvanlarin genital sistem anatomilerini etkileyen bir diger biiyiik
etken ise Ostrus siklusudur. Siklusun evrelerine gore Ozellikle
ovaryum, uterus ve vagina’da belirgin morfolojik degisimler
goriilmektedir (Nickel, Schummer & Seiferle, 1973; Downey, 1980;
Mendoza-Rodriguez, Gonzalez-Mariscal & Cerbon, 2005).
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Disi genital sistem organlar1 fonksiyonel ve morfolojik
olarak; gametleri iireten ve gametlerin tasinmasini ve saklanmasini
saglayan organlar olarak iki sinifa ayrilir. Gametlerin iiretilmesini
saglayan organ ovaryum, gametlerin tasinmasini ve saklanmasini
saglayan, diger adiyla tiibiiler organlar ise sirasiyla tuba uterina
(salphinx, oviduct), uterus ve kopulasyon organidir. Kopulasyon
organi ise kendi igerisinde vagina, vestibulum vagina, vulva ve
clitoris olmak tizere kisimlara ayrilir (Nickel, Schummer & Seiferle,
1973; Dyce, Sack & Wensing, 2009; Dursun, 2008; Konig &
Liebich, 2020).

Ovaryum

Disi genital sisteminin reprodiiktif bezi olan ovaryumlar hem
disi germ hiicrelerinin iiretiminde hem de endokrin bez olarak gorev
yapmaktadirlar (Nickel, Schummer & Seiferle, 1973; Dyce, Sack &
Wensing, 2009).

Kopek ve kedide ovaryumlar, embriyonal dénemde
gelistikleri  bolge olan bobreklerin  caudalinde ve cavum
abdominis’in dorsalinde bulunur (Nickel, Schummer & Seiferle,
1973; Dyce, Sack & Wensing, 2009; Konig & Liebich, 2020).
Kopeklerde sag ovaryum, sol ovaryuma gore daha cranialde yer alir
ve genellikle sag bobregin caudal ucu ile temas halindedir (Evans &
De Lahunta, 2012). Dogum yapmamis ineklerde ovaryumlar
apertura pelvis cranialis’in lateralinde bulunur ancak dogum sayisi
arttikga cavum abdominis’in ventraline sarkarlar (Sisson &
Grossman, 1975). Kiiciik ruminantlarda ise konum olarak inege
fazlasiyla benzemekle birlikte tamamen cavum abdominis
icerisindedir ve 4. veya 5. vertebrae lumbales hizasinda bulunurlar
(Dursun, 2008). Kisraklarda ovaryumlar ruminantlardan farkl
olarak apertura pelvis cranialis’e oldukca uzakta, 4. ve 5. vertebrae
lumbales’in processus transversus’larinin hizasinda ve dorsal tarafta
yer alirlar. Bahsi gegen konum ise bobreklerin yaklagik olarak 8-10
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cm caudalinde denk gelmektedir (Konig & Liebich, 2020). Geng
domuzlarda ise diger evcil memeli tiirlerinde oldugu gibi bobreklerin
caudalinde ve apertura pelvis cranialis’in Onlinde bulunan
ovaryumlar, hayvan dogum yaptik¢a ventrale dogru sarkarak

bagirsak kivrimlar1 arasinda kaybolabilir (Dyce, Sack & Wensing,
2009).

Ovaryumlarin tiirlere gore degisen anatomik konumu,
jinekolojik muayene tekniklerinin se¢imi ve cerrahi yaklasimlarin
planlanmas1 agisindan biiyiik klinik énem tasir. Ozellikle kopek ve
kedilerde ovaryumlarin bobreklerin hemen caudalinde ve karin
boslugunun  derin  dorsal  boliimiinde  bulunmasi, rutin
ovariohisterektomi girisimlerinde cerrahi erisimi giiglestiren baslica
nedenlerden biridir. Bu derin yerlesim nedeniyle ovaryumun
insizyon hattina dogru mobilize edilebilmesi i¢in ligamentum
suspensorium ovarii’nin gevsetilmesi ya da koparilmasi gerektigi
vurgulanmakta olup, bu gereklilik sa§ ovaryumun daha kranial
konumu nedeniyle daha belirgindir (Fossum, 2018; Tobias &
Johnston, 2012).

Biiyiik hayvanlarda ise ovaryumlarin lokalizasyonu tanisal
degerlendirmeyi dogrudan sekillendirir. Sigirlarda ovaryumlarin
apertura pelvis cranialis’e yakin veya c¢ok dogum yapmis
hayvanlarda daha ventral konumda bulunmasi, rektal palpasyonla
follikiil, corpus luteum veya kistlerin degerlendirilmesi i¢in 6nemli
bir bilgidir. Ilerleyen yas ve c¢oklu gebelikler sonucunda
ovaryumlarin uterusla birlikte cavum abdominis’in derinine
sarkmasi, rektal muayenede cervix’in geri ¢ekilerek ovaryumlarin
palpe edilebilir konuma tasinmasini gerektirebilir (Noakes,
Parkinson & England, 2019). Kisraklarda ise ovaryumlarin vertebrae
lumbales’in altinda, bobreklere komsu ve oldukca yiiksek bir
konumda yer almasi, rektal palpasyon sirasinda elin daha dorsale
yonlendirilmesini zorunlu kilar. Bu yiiksek yerlesim, kisrak

ovaryektomisinde, kolpotomi ya da laparoskopik yontemlerin daha
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uygun segenekler olarak tercih edilmesine de temel olusturur
(McKinnon & ark., 2011; Auer & Stick, 2019).

Evcil memelilerde ovaryumun en dis yiizeyi tek sirali kiibik
ya da yass1 hiicrelerden olusan ve terminolojik olarak uzun siiredir
hatali bi¢imde “germinatif epitel” olarak adlandirilan epithelium
superficiale tarafindan ortiiliidiir. Bu tabakanin hemen altinda,
ovaryuma yapisal biitiinliik kazandiran ve yogun bag dokusundan
olusan tunica albuginea bulunur (Eurell & Frappier, 2013). Organin
daha derindeki boliimii ise stroma ovarii olarak adlandirilir ve
islevsel birimler olan folikiiller ile corpus luteum’u barindiran
periferik cortex ovarii ile damar ve sinirlerden zengin merkezi
medulla ovarii olmak {izere iki ana alana ayrilir (Banks, 1993).

Sigirlarda tunica albuginea, ovulasyon sirasinda folikiiliin
yirtilmas1 gereken fiziksel bir bariyer gérevi goriir ve bu yapinin
anormal sekilde kalinlagsmasi veya folikiiler gelisim dongiisiindeki
bozukluklar, ineklerde yaygin bir infertilite nedeni olan kistik
ovaryum dejenerasyonu vakalarinda folikiiliin ¢atlayamamasina ve
kist olusumuna neden olabilir (Peter, 2004).

Kisraklarda ise embriyonik doneme 6zgii anatomik terslesme
nedeniyle korteks icte, medulla dista yer alir ve tunica albuginea
oldukca gelismistir. Bu yapisal farklilhik sonucunda folikiiller ve
corpus luteum yiizeye dogru degil, organin merkezine dogru biiyiir.
Bu biiyiime sekli nedeniyle kisraklarda corpus luteum rektal
palpasyonla tespit edilemez ve ovulasyon yalnizca korteksin ylizeye
ulastig1 tek bolge olan fossa ovulationis iizerinden gergeklesir
(Ginther, 1992; Konig ve Liebich, 2020). Ayrica ovaryum ylizey
epitelinin invaginasyonlari, yasl kopeklerde karsilasilan ve neoplazi
riskini artiran inkliizyon kistlerinin gelisiminde 6nemli bir kaynak
olarak kabul edilmektedir (McEntee, 1990).

Evcil memelilerde ovaryumlarin makroskobik yapisi; tiiriin
genetik ozellikleri, hayvanin yasi ve i¢inde bulundugu sekstiel siklus
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evresine bagli olarak siirekli degisen bir morfoloji sergiler.
Domuzlarda follikulogenez sirasinda ¢ok sayida folikiiliin secilmesi
ve ovulasyonla birlikte fazla sayida corpus luteum’un olusmasi,
ovaryum ylizeyinde belirgin lobiilasyonlara yol agar. Bu durum,
ovaryuma karakteristik bir “dut” ya da “lizim salkimi” goriniimi
kazandirir (Driancourt, 2001; Dyce, Sack & Wensing, 2009).

Inekte ovaryum temel olarak badem seklindedir; ancak bu
sekil seksiiel siklus boyunca sabit kalmaz. Ozellikle luteal fazda
gelisen corpus luteum’un hacim olarak ovaryumun o6nemli bir
kismin1 kaplamasi, yiizeyde disa dogru belirgin ¢ikintilar olusturur
ve ovaryumun oval yapidan asimetrik ve diizensiz bir goriiniime
gegmesine neden olur (Pierson & Ginther, 1984; Sisson &
Grossman, 1975). Bu genel morfolojik diizenlemenin 6nemli bir
istisnasini ise kisraklar olusturur. Kisrak ovaryumunda korteks ve
medullanin yer degistirmis olmasi, folikiil ve corpus luteum
gelisiminin organin merkezine dogru ilerlemesine yol agar; boylece
ovaryum ylizeyi, fossa ovulationis disinda, diger tiirlerden farkl
olarak piirtizsiiz ve fasulye bi¢imli goériiniimiinii korur (Ginther,
1992; Konig & Liebich, 2020).

Yas faktorii de morfolojiyi belirleyen 6nemli bir unsurdur;
puberta oncesi donemde diiz olan yiizey, ilerleyen yasla birlikte
tekrarlayan ovulasyonlarin biraktig1 skar dokular1 nedeniyle giderek
daha diizensiz ve sert bir yap1 kazanir (Hafez & Hafez, 2013).

Evcil memelilerde ovaryumlar, karin boslugunun dorsal
duvarina ve genital kanalin diger boliimlerine, ligamentum latum
uteri’nin Ozellesmis kivrimlart ile ¢esitli fibromuskiiler baglar
aracilifiyla tutunur. Bu destek yapilarinin temelini, ovaryumu
dorsolateral yonde asarak a. ve v. ovarica’y1 tasiyan mesovarium
olusturur. Bununla birlikte, klinik agidan en belirgin tiirsel farklilik,
ozellikle kopek ve kedilerde ovaryumun kranial ucunu son iki
costae’nin vertebral uglarina ve diyaframin crus boliimiine baglayan
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giiclii ligamentum suspensorium ovarii lizerinde ortaya ¢ikar (Evans
& De Lahunta, 2012). Karnivorlarda lig. suspensorium ovarii’nin
saglam ve gergin yapisi, ovariohisterektomi sirasinda ovaryumun
insizyon hattina dogru eksteriorize edilmesini giiclestiren baslica
anatomik faktordiir. Karsilagtirmali cerrahi ¢alismalar, kopeklerde
bu bagin kisa ve direngli yapisinin ovaryum pedikiiliine giivenli
ligatiir konulmasini zorlastirdigin1 ve bagin koparilmasi ya da
gevsetilmesinin cerrahi erisim i¢in zorunlu oldugunu bildirmektedir
(Van Goethem & ark., 2003). Bununla birlikte, anestezi altindaki
hastalarda bu bagin gerilmesi veya koparilmasi sirasinda olusan ani
nosiseptif uyarimin kalp hizi ve kan basincinda belirgin artiglara
neden olabilecegi ve bu nedenle operasyonun bu asamasinda etkin
analjezi saglanmasinin kritik oldugu belirtilmektedir (McMillan,
2016). Ruminantlar ve atlarda ise anatomik durum belirgin sekilde
farklidir. Sigirlarda lig. suspensorium ovarii biiyiik 6l¢tide korelmis
durumdadir; bu da ovaryumlarin daha caudal ve hareketli bir
pozisyonda bulunmasina olanak tanir (Roberts, 1986; Noakes,
Parkinson & England, 2019).

Bir diger 6nemli sabitleyici unsur ise ovaryumun caudal
kutbu ile uterus kornusunun ucunu birlestiren ligamentum ovarii
proprium’dur (Konig & Liebich, 2020). Sigirlarda, rektal
palpasyonda cornu uteri’nin izlenerek ligamentum ovarii proprium’a
ulagilmasi, ovaryumun lokalizasyonu i¢in giivenilir bir anatomik
kilavuz olarak kabul edilmektedir (Roberts, 1986; Noakes,
Parkinson & England, 2019). Kisraklarda ise mesovarium’un diger
tirlere kiyasla oldukca uzun olmasi, ovaryuma genis bir hareket
olanag1 kazandirir (Ginther, 1992). Bu 0zellik, laparoskopik
ovariektomi sirasinda ovaryumun manipiilasyonunu
kolaylastirirken, rektal muayenede ovaryumun bazen bagirsak
kivrimlar1 arasma yer degistirmesine yol agarak lokalizasyonu
zorlastirabilir (Hendrickson, 2006).
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Evcil memelilerde ovaryumlarin arteriyel beslenmesi temel
olarak aorta aorta abdominalis’ten ayrilan a. ovarica tarafindan
saglanir. Ancak bu arterin ovaryuma dogru ilerlerken izledigi yol ve
uterin damarlarla kurdugu iliskiler, tiirler arasinda reprodiiktif
fizyolojiyi dogrudan etkileyen dnemli farkliliklar olusturur.

Ruminantlar (inek, koyun, ke¢i) ve domuzlarda a. ovarica,
ovaryuma yaklasirken belirgin sekilde kivrimli bir yap1 kazanir ve
uterusun vendz doniislinii saglayan v. uteroovarica ile genis bir
komsuluk alani olusturur. Bu yakin anatomik iliski, tanimlanan ters
akim (counter-current) transfer mekanizmasi i¢in yapisal temel
saglar. Bu mekanizma sayesinde endometriumdan salgilanan
luteolitik PGF2a, sistemik dolasima ge¢meden dogrudan uterin
venlerden a. ovarica’ya difiize olur ve bodylece corpus luteum
iizerinde hizli ve dogrudan luteolitik etki gosterir (Ginther & Del
Campo, 1974). Bu damar diizeneginin bozulmast durumunda
PGF2o’nin yeterli diizeyde ovaryuma ulasamamasi, ineklerde
persiste corpus luteum olusumu gibi klinik tablolara yol
acabilmektedir (McCracken & ark., 1972).

Kisraklarda ise bu vaskiiler organizasyon belirgin sekilde
degisiklik gosterir. Kisraklarda a. ovarica daha diiz bir seyir izler ve
uterin ven ile olan temas: olduk¢a siirlidir; dolayisiyla etkili bir
lokal ters akim sistemi olusmaz. Bu nedenle PGF2a’nin corpus
luteum iizerinde luteolitik etki gdsterebilmesi i¢in sistemik
dolagimda daha yiiksek konsantrasyonlara ulagmas1 gerekir (Ginther,
1992; Stabenfeldt & ark., 1981).

Karnivorlarda damar yapilarindaki asimetri cerrahi
uygulamalarda kritik 6neme sahiptir. Kopeklerde sol v. ovarica’nin
v. renalis sinistra’ya, sag v. ovarica’nin ise dogrudan vena cava
caudalis’e acilmasi, 6zellikle sag ovaryum pedikiiliiniin ligatiiriinde
yiiksek basingli akim riski nedeniyle dikkat gerektirir (Evans & De
Lahunta, 2012; MacPhail, 2013). Ayrica a. ovarica ile a. uterina’nin
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cranial dali arasindaki gii¢lii anastomoz, ovaryumun cerrahi olarak
cikarilip uterusun korundugu operasyonlarda, uterin kanlanmanin
devam etmesine neden olmaktadir (Arnold & ark., 2001).

Evcil memelilerde ovaryum parankimasi ile tunica
albuginea’dan baslayan lenf kilcallari, hilus bolgesinde birleserek
mesovarium i¢inde yogun bir pleksus olusturur. Bu lenf damarlar
genellikle a. ovarica boyunca craniale yonelse de drenajin ulastigi
lenf merkezleri tiirler arasinda farklilik gosterir (Konig & Liebich,
2020).

Karnivorlarda, 6zellikle kopek ve kedilerde, lenfatik akim
daha cranial bir yone sahiptir. Kopeklerde ovaryumdan gelen
lenflerin dogrudan Inn. lumbales aortici’ye ve siklikla Inn. renales’e
aktig1 bildirilmistir (Evans & De Lahunta, 2012). Bu durum klinik
onkoloji acisindan dnemlidir; ¢linkii kdpeklerde goriilen graniiloza
hiicreli tiimoérler veya ovaryum kaynakli diger malignitelerde
metastazin ilk goriildiigii lenf yumrulari, pelvis bolgesinde degil,
bobreklere komsu nodlardir (McEntee, 1990).

Ruminantlar ve atlarda ise drenaj daha genis ve dalli bir yap1
gosterir. Sigirlarda ovaryuma ait lenflerin biiyiik bolimii Inn.
lumbales aortici’ye yonelirken, bir kismi1 Inn. iliaci mediales’e de
ulagabilir (Dyce, Sack & Wensing, 2009). Ayrica fizyolojik
donemlere bagli olarak lenf akiminin degistigi; Ornegin Ostrus
sirasinda artan ovaryum hacmiyle birlikte lenfatik akisin hizlandig,
bunun da folikiiler sivi dinamigi ve ovulasyon sonrasi ddemin
cozlilmesinde etkili oldugu ortaya konmustur (Andersen, 1926;
Morris & ark., 2010). Klinik olarak bu lenfatik yapi, uterustan
ovaryuma ilerleyen enfeksiyonlarin taginmasinda alternatif bir yol
olmakla birlikte, ovaryum kaynakli hastaliklarin yayilim paternini de
ortaya koyar (Sisson & Grossman, 1975).
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Tubuler Genital Organlar

Tiibliler genital organlar tuba uterina, uterus, vagina,
vestibulum vagina ve vulvadan olusur. Bu yapilarin tiirlere gore
siniflandirilmasinda; Monotremata ve keseliler gibi ilkel
memelilerde vagina duplex ve uterus duplex, tavsan ve kemirgen
gibi daha gelismis tiirlerde vagina simplex ve uterus duplex,
Tiirkiye’de veteriner anatomi egitiminde ele alinan evcil
memelilerde ise uterus bicornis tipi lireme kanali goriiliir (Nickel,
Schummer & Seiferle, 1973).

Tuba Uterina (Oviduct, Salphinx)

Evcil memelilerde salpinx veya oviduct olarak da
adlandirilan  tuba wuterina, oositin ovaryumdan yakalanmasi,
fertilizasyonun gergeklesmesi ve erken donemdeki embriyonun
uterusa iletilmesini saglayan kivrimli ve muskiiler bir kanaldir.
Ligamentum latum uteri’nin bir kivrim1 olan mesosalpinx igerisinde
yer alan bu organ, makroskobik olarak infundibulum, ampulla ve
isthmus olmak {izere ii¢ ana kisimda incelenir (Dyce, Sack &
Wensing, 2009). Ovaryuma en yakin boliim olan infundibulum, huni
seklinde olup serbest kenarinda fimbriae ad1 verilen sacakli uzantilar
tasir; bu fimbrialar, ovulasyon sirasinda oositi cumulus kiitlesiyle
birlikte ostium abdominale yonlendirerek kanala alir (Talbot & ark.,
1999). Ampulla, kanalin en genis ve kivrimli kismi olup
fertilizasyonun gergeklestigi spesifik bolgedir. Buradan sonra
daralan isthmus, kalin kas tabakasi ile 6ne ¢ikar ve ampulla-isthmus
birlesim bolgesi (ampullary-isthmic junction, AlJ), oosit ve
embriyonun ge¢is zamanlamasini diizenleyen fizyolojik bir sfinkter
islevi goriir (Hunter, 2012). Isthmus epitelyum hiicreleri ayrica
spermleri baglayip depolayarak 'sperm rezervuart' islevi goriir; bu
mekanizma, spermlerin ampullaya kontrollii gecisini saglayarak
polispermiyi 6nler (Hunter, 2012; Suarez, 2008).
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Tuba uterina anatomisi tiirler arasinda belirgin farkliliklar
gosterir. Carnivorlarda tuba uterina ve ovaryum, bursa ovarica adi
verilen periton kivrimi i¢inde hapsolmustur; bursa, ovaryumu
cevreleyen yag dokusu ile birleserek sadece kiigiik bir agiklik birakir
ve cerrahi ulagimi zorlastirir (Evans & De Lahunta, 2012).
Kisraklarda UTJ, anatomik bir papilla {lizerine agilir ve sadece
dollenmis embriyonun uterusa gecisine izin verir; déllenmemis
oositler bu bolgede tutulup dejenere olur (Weber & ark., 1991;
Betteridge, 2000). Ruminantlarda UTJ, sperm se¢iliminde ilk bariyer
olarak gorev yaparken, mesosalpinx ile ovaryum arasinda genis ve
acik bir bursa ovarica bulunur. Ince ve kivrimli liimen ile bursa
arasindaki bu iligski, tuba uterina’y1r enfeksiyonlara ve tanisal
goriintiileme hatalarina yatkin hale getirir (Konig & Liebich, 2020).

Klinik olarak tuba uterina patolojileri tlirlere 6zgili sorunlara
yol acar. Sigirlarda, uterus enfeksiyonlar: tuba uterina’ya ulagarak
salpingitise neden olabilir; dar liimen ve inflamatuar birikimler
tikaniklig1 kolaylastirir ve genis bursa, periton veya bursa iginde
fibrin6z adhezyonlarin olusmasina zemin hazirlar; bu durum fimbria
hareketini kisitlayarak mekanik infertiliteye yol acabilir (McEntee,
1990; Noakes, Parkinson & England, 2019). Kisraklarda paraovaryal
kistler, fimbria yakininda sik¢a goriiliir ve ultrasonografide erken
donem embriyonik vesikiillerle karisabilir; kistlerin sabit konumu ve
bliylimeme 06zelligi, mobilite kontrolii ile ayirt edilmesinde temel
kriterdir (Ginther, 1992; Konig & Liebich, 2020). UTJ’de biriken
dollenmemis oositler ve hiicresel dokiintiiler ise yash kisraklarda
kollajen tikaglar olusturarak liimeni tikayabilir (Allen & Wilsher,
2011).

Karnivorlarda ise bursa ovarica’nin ovaryumu tamamen
sarmast ve bol yag dokusu igermesi, OHE sirasinda ovaryumun
tamamen ¢ikarilmasini gorsel olarak zorlastirir; bursa icinde kalan
mikroskobik ovaryum parcalar1 revaskiilarize olarak ovaryum
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kalintis1 sendromuna ve hayvanin tekrar Ostrus gostermesine yol
acabilir (Hunter, 2012; Fossum, 2018).

Evcil memelilerde tuba uterina'nin beslenmesi, mesosalpinx
icerisinde seyreden ve ramus tubarius olarak adlandirilan damarlar
tarafindan saglanir. Bu vaskiiler ag, ovaryumu besleyen arteria
ovarica ile uterusu besleyen arteria uterina'min dallar1 arasinda
kurulan gii¢lii bir anastomoz sisteminden kdken alir (Dyce, Sack &
Wensing, 2009). Tiirler arasindaki temel fark, bu anastomozun
derecesi ve damarlarin kivrim yapisinda ortaya ¢ikar.

Carnivorlarda, arteria ovarica'dan ayrilan ramus tubarius,
tuba uterina boyunca caudale dogru ilerler ve arteria uterina'nin
kranial dali ile dogrudan birlesir. Evans & De Lahunta (2012),
kopeklerdeki bu anastomozun oldukca genis capli oldugunu ve
ovaryumun cerrahi olarak alindigi durumlarda, geride kalan tuba
uterina ve cornu uteri’'nin beslenmesinin a. uterina yoluyla kesintisiz
devam edebildigini  belirtir. Ancak bu gii¢lii  baglanti,
ovariohisterektomi  operasyonlarinda  pedikiil  ligatiirlerinin
gevsemesi durumunda retrograd kanama riskini artirir; zira kan hem
ovaryum tarafindan hem de uterus tarafindan basingla gelmeye
devam eder (Fossum, 2018).

Ruminantlarda ve domuzlarda ise vaskiiler yap1 daha
karmagiktir. Tuba uterina'y1 besleyen arteriyel dallar, arteria
ovaricanin asirt kivrimli yapisindan ¢ikar. Ginther & Del Campo
(1974), bu bolgedeki arter ve venlerin birbirine ¢ok yakin
seyrettigini ve tuba uterina'nin vendz kaninin, ovaryumun vendz
drenaji ile plexus pampiniformis benzeri bir ag olusturarak vena
cava caudalis'e dokiildiigiinii gostermistir. Klinik agidan bu venoz
agin biitlinliigi, lokal hormon transportu i¢in hayati 6neme sahiptir.
Cerrahi manipiilasyonlar sirasinda mesosalpinx damarlarinin
zedelenmesi, sadece kanamaya degil, ayn1 zamanda post-operatif
fibrin6z adhezyonlara da yol acar. Tuba uterina ¢evresinde olugan bu
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ince yapisikliklarin, fimbria hareketini kisitlayarak infertiliteye
neden olan en yaygin iyatrojenik komplikasyon oldugu belirtilmistir
(McEntee, 1990).

Kisraklarda ise arteria ovarica'nin daha diiz seyirli olmasi ve
mesosalpinx'in genis yapisi, damarlarin izolasyonunu kolaylastirir.
Ancak kisraklarda vendz genislemelerin tuba uterina duvarinda daha
sik goriilmesi, yashi hayvanlarda liimen daralmalarina ve olasi
transport bozukluklarima predispozisyon olusturabilir (Ginther,
1992).

Evcil memelilerde tuba uterina’nin lenfatik drenaji, vaskiiler
yapiya paralel ¢ift yonlii bir akis paterni izler. Tunica mucosa ve
tunica serosa’dan kaynaklanan lenf kilcallari, mesosalpinx’te
birleserek zengin bir pleksus olusturur. Genel olarak, organin cranial
segmentinin lenfleri ovaryum damarlarina katilarak dogrudan Inn.
lumbales aortici’ye yonelirken, caudal segmentin lenfleri uterin lenf
agiyla birlesip Inn. iliaci mediales veya tiirline baglh olarak Inn.
hypogastrici’ye dokiiliir (Konig & Liebich, 2020).

Tiirler aras1 farklhiliklar, klinik yaklasimlari belirler.
Carnivorlarda tuba uterina’nin lenf akis1 gogunlukla cranial yondedir
ve arteria ovarica’yt izleyerek bobreklerin caudalindaki lenf
diigtimlerine ulasir (Evans & De Lahunta, 2012). Bu anatomik
diizen, ovaryum kaynakli timorlerin tuba uterina’ya veya tam tersi
yonde yayiliminin, pelvis girisindeki lenf diiglimlerinden ziyade,
retroperitoneal ve palpasyonu zor abdominal nodlara olacagini
gosterir (Withrow & ark., 2013).

Memelilerde lenfatik sistem, organ hacminin ve 6demin
kontroliinde kritik rol oynar. Ostrus sirasinda mesosalpinx’te artan
kan akisi ile ortaya ¢ikan transudat ve 6demin uzaklastirilmasinda
lenfatik drenaj 6nemlidir (Hunter, 2012). Klinik a¢idan ise, 6zellikle
ineklerde uterus enfeksiyonlarmin lenfojen yolla tuba uterina’ya
taginmas1 salpingitis ve hydrosalpinx’e neden olabilir; lenf
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drenajiin inflamasyon veya yapisikliklar nedeniyle engellenmesi,
silyar aktivitenin bozulmasina ve oosit transportunun aksamasina
yol acarak kalict infertiliteye neden olabilir (McEntee, 1990;
Noakes, Parkinson & England, 2019).

Uterus

Evcil memelilerde uterus, embriyonun implantasyonu,
beslenmesi ve dogum sirasinda digart atilmasini saglayan, ici bos,
muskiiler ve genisleyebilen bir organdir. Cavum pelvis ile cavum
abdominis sinirinda yer alan uterus, cornu, corpus ve cervix olmak
iizere ii¢ ana boliimden olusur; bu boliimlerin biiytikliik ve sekilleri
tiiriin politok (¢oklu dogum) veya monotok (tekli dogum) olmasina
bagli olarak degisiklik gosterir (Dyce, Sack & Wensing, 2009).

Cornua uteri, politok tiirlerde ¢ok sayida fetiise yer
saglayacak sekilde uzamistir. Karnivorlarda kornular diiz ve ‘V’
harfi bigimindeyken, domuzlarda bagirsak kivrimlarini andiran uzun
kornular goriiliir (Konig & Liebich, 2020). Ruminantlarda kornular,
kendi tizerlerine kivrilarak karakteristik “ko¢ boynuzu” formunu alir
ve dorsal ile ventral ligamentum intercornuale rektal palpasyonda
uterusun fiksasyonu ve manipiilasyonu i¢in giivenilir bir referans
noktasi olusturur (Noakes, Parkinson & England, 2019). Kisrakta ise
cornular daha kisa ve kiit ugludur, uterus genellikle ‘T’ veya ‘Y’
bigimindedir.

Tavsan ve kemirgenlerde corpus uteri yoktur; carnivorlar ve
domuzlarda c¢ok kisa iken, kisraklarda yaklastk 20 cm
uzunlugundadir; gebeligin biiyiik kismi1 burada gergeklesir (Ginther,
1992). Cervix uteri, uterusun vajinaya ac¢ildigi ve disg ortamdan
izolasyonu saglayan sfinkter yapisidir. Ineklerde liimeni kapatan 3—
4 adet plicae circulares bulunur ve suni tohumlama kateterinin gegisi
bu sirkiiler yapilar nedeniyle zordur. Domuzlarda servikal mukoza,
pulvini cervicales adi verilen ve fermuar gibi birbirine kilitlenen
yastikciklar olusturur. Kisrak ve koOpekte ise mukoza plicae
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longitudinales yapar. Ayrica kisraklarin serviksi Ostrus sirasinda
belirgin sekilde gevseyip yere dogru sarkar (Hafez & Hafez, 2013).

Uterus genel olarak vesica urinaria’nin dorsalinde ve
rektum’un ventralinde yer alir. Bos uterus, inek ve kisraklarda pelvis
boslugu girisinde veya hemen Oniinde bulunurken, carnivorlarda
cornular bobreklerin caudalinden baslayarak lumbal bolge boyunca
karin bosluguna uzanir. Gebelik ilerledikce, tiim tiirlerde uterus
ventrale dogru hareket eder; ineklerde ileri gebelikte sag karin
duvarina yaslanmas tipiktir (Sisson & Grossman, 1975).

Uterus duvart li¢ katmandan olusur. Perimetrium (tunica
serosa), ligamentum latum uteri’nin devami olan periton katmanidir.
Myometrium (tunica muscularis) dista longitudinal, icte sirkiiler kas
liflerinden olusur; bu katmanlar arasinda damarlarin bulundugu
zengin bir stratum vasculare yer alir ve dogum sirasinda oksitosin
etkisiyle giiclii kasilmalar1 saglar. Myometrial aktivitenin kalsiyum
kanallar1 {izerinden diizenlendigi ve dogum giicliiklerinde bu
katmanin yorgunlugunun birincil faktdr oldugu belirtilmistir (Wray
& Prendergast, 2019). Endometrium (tunica mucosa) fonksiyonel
tabakadir. Ruminantlarda endometrium yiizeyinde bez i¢cermeyen
mantar seklinde ¢ikintilar olan carunculae bulunur ve plasentanin
fetal kotiledonlar1 buraya tutunarak placentome’u olusturur (Senger,
2012). Kisraklarda endometriumda endometrial cups ad1 verilen ve
fetal kokenli trofoblast hiicrelerinden olusan gecici yapilar sekillenir,
bu yapilar gebeligin 35-120. giinleri arasinda eCG salgilayarak
ikincil corpus luteum’larin olusumunu destekler (Allen & Wilsher,
2011).

Uterusta, 0Ozellikle didstrus doneminde kdpeklerde
endometrium bezlerinin kistik dejenerasyonu ve bakteriyel
enfeksiyon sonucu pyometra olusur; eger bu durumda serviks
kapaliysa uterus riiptiir riski tasir (Fossum, 2018). Ineklerde,
uterusun asiclt baglarmin gevsekligi ve cornularin asimetrik
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bliylimesi gebelik sirasinda torsiyona yol acabilir; rektal
palpasyonda ligamentum latum’un gergin ve ¢apraz olarak palpe
edilmesi tan1 konulmasinda onemlidir (Roberts, 1986). Cerrahi
yaklasimda ise anatomik katmanlar belirleyicidir; ineklerde
genellikle fossa paralumbalis sinistra ile curvatura major uteri
iizerinden insizyon yapilirken (Schultz & ark., 2008), kopeklerde
linea alba iizerinden corpus veya cornu agilir (Conze & ark., 2022).

Evcil memelilerde uterus, cavum abdominis ve cavum pelvis
icinde ligamentum latum uteri tarafindan asil1 olarak konumlanir. Bu
iki yaprakli parietal periton kivrimi, uterus cornulari, gévdesi ve
serviksi boyunca lateral karin duvari ve pelvis yan duvarina
tutunarak organi destekler (Dyce, Sack & Wensing, 2009). Bagin
yapist ve igerdigi fibromuskiiler bantlar, tiirler arasindaki klinik
farkliliklar1 belirler.

Ruminantlarda, 6zellikle ineklerde, ligamentum latum uteri
cornular boyunca spiral bir kivrim gosterir ve dorsal ile ventral
olarak  yerlesmis  Ligamentum  intercornuale  uterusun
manipiilasyonu, geri ¢ekilmesi ve fiksasyonu icin giivenilir bir
referans noktasidir (Noakes, Parkinson & England, 2019). Ancak
ventral karin duvarina sinirli tutunmasi, uterusun mobilitesini artirir;
gebeligin son doneminde bu asimetrik asilma, uterusun kendi ekseni
etrafinda donmesine yol agabilecek bir predispozisyon olusturur
(Frazer & ark., 1996).

Carnivorlarda, 6zellikle kopekte, ligamentum latum uteri bol
miktarda yag dokusu igerir ve cerrahi sirasinda damarlarin
goriinmesini giiclestirir. Uterusun asici sisteminde 6ne ¢ikan yapi,
ovaryumun caudalinden baslayip canalis inguinalis araciligiyla
vulva dudaklarinin deri altina kadar uzanan ligamentum teres
uteri’dir. Bu bag, nadiren inguinal fitiklarin igerigine uterusun dahil
olmasina sebep olabilir (Evans & De Lahunta, 2012).
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Kisraklarda ligamentum latum, lumbal bolgeye daha dorsal
ve yliksek bir noktadan tutunur, bu da uterusun karin boslugu iginde
daha gergin ve yukarida durmasini saglar. Sonug olarak, kisraklarda
uterus torsiyonu ineklere gore daha az goriilse de torsiyon meydana
geldiginde ligamentin gerginligi nedeniyle doku nekrozu ve
strangiilasyon hizla ilerler (Ginther, 1992; Konig & Liebich, 2020).

Evcil memelilerde uterusun arteriyel beslenmesi, ii¢ ana
arterin anastomotik agiyla saglanmaktadir. Cranialde arteria ovarica,
corpus boyunca arteria uterina ve caudalde arteria vaginalis (Dyce,
Sack & Wensing, 2009).

Ruminantlarda, 6zellikle sigirlarda arteria uterina genellikle
arteria iliaca interna’nin dali olan arteria umbilicalis’ten koken
almaktadir. Gebeligin ilerlemesiyle damar duvarinda artan kan akisi
ve elastik gerilim, damar iizerinde palpasyonla hissedilebilen ve
fremitus uteri olarak adlandirilan karakteristik titresimleri olusturur.
Bu titresimler, rektal palpasyonda gebeligin 90-120. giinleri arasinda
giivenilir bir kardinal belirti olarak kullanilir (Bollwein & ark., 2016;
Noakes, Parkinson & England, 2019).

Kisraklarda ise arteria uterina, sigirlardan farkli olarak arteria
iliaca externa’dan veya dogrudan aortadan ayrilir. Yash ve cok
dogum yapmis kisraklarda damar duvarinin dejenerasyonu, dogum
sirasinda intra-abdominal basing degisiklikleri sonucunda anevrizma
ve yirtilma riski artar. Bu nedenle arteria uterina riiptiirii, kisraklarda
dogum sonrasi ani 6liimlerin baglica nedenlerinden biridir ve cerrahi
miidahale sirasinda kontrolii olduk¢a zordur (Munsterman, 2021;
Auer & Stick, 2019).

Carnivorlarda ise arteria uterina, arteria vaginalis’in bir dali
olarak gelisir. Pyometra gibi inflamatuvar durumlarda uterus
duvarindaki damarlar belirgin sekilde genisler; cerrahi sirasinda
servikal ligatiirlerin gevsemesi durumunda arteria ovarica ile
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kurulan giiclii anastomozlar nedeniyle retrograd kanamalar ciddi ve
potansiyel olarak 6liimciil olabilir (Fossum, 2018).

Vagina ve Vestibulum

Evcil memelilerde kopulasyon organ1 ve dogum kanalinin
son kismi olan tiibiiler sistemin son kismi, anatomik ve fonksiyonel
olarak 1ki ana segmente ayrilir: Serviksten ostium urethrae
externum’a kadar uzanan vagina (vagina propria) ve ostium urethrae
externum’dan vulva dudaklarina kadar uzanan hem genital hem de
iriner sistemin ortak acikligi goérevi goren vestibulum vaginae
(Konig & Liebich, 2020).

Carnivorlarda, vagina ve vestibulum anatomisi suni
tohumlama ve sistoskopik muayenelerde zorluk ¢ikarabilir. Képek
vajinasi karina dogru uzundur ve mukoza tavaninda plica mediana
dorsalis adli belirgin bir kiviim vardir; bu yapr kateter
yonlendirilmesini yaniltabilir ve serviks girisini gizleyebilir (Moxon
& ark., 2025). Vestibulumun duvarindaki bulbus vestibuli, erektil bir
dokudur ve ¢iftlesme sirasinda “kilitlenme” mekanizmasina katki
saglar (Dyce, Sack & Wensing, 2009).

Ruminantlar ile domuzda bodlgede iiretra agikliginin hemen
altinda diverticulum suburethrale bulunur. Kateter uygulamasinda,
sondanin ucu bu anatomik bosluga yanlslikla girebilir; kateter
devam ettirilmeye zorlanirsa perforasyona ve idrarin periton
bosluguna sizmasina yol agabilir (Turner & Alibhai, 2022). Bu riski
onlemek i¢in, ineklerde kateterizasyon sirasinda divertikulumun
parmakla kapatilmasi veya sondanin dorsale yonlendirilmesi onerilir
(Sedeek & ark., 2009).

Bazi tiirlerde vestibulum duvarlarinda bulunan bezler de
onemli patolojik potansiyel tasir. Ornegin inek ve kedilerde
glandulae vestibulares majores (Bartholin bezleri) bulunur; bu
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bezlerin kistik dejenerasyonu (Bartholin kisti) ireme performansini
olumsuz etkileyebilir (Noakes, Parkinson & England, 2019).

Evcil memelilerde vagina ve vestibulum, ovaryum veya
uterus gibi belirgin bir mesenteriumla karin tavanina asili degildir.
Bu organlarin pelvik bosluktaki stabilitesi, ¢evresel fiksasyon
mekanizmalar1 araciligiyla saglanir; bunlar arasinda pelvik fasya,
retroperitoneal bag dokusu ve perineal kas grubu (m. constrictor
vestibuli ve m. constrictor vulvae) yer alir. Ancak bu yapisal
desteklerin giici ve esnekligi tiirlere gore degisiklik gosterir ve
cesitli klinik predispozisyonlara zemin hazirlar (Dyce, Sack &
Wensing, 2009).

Ruminantlarda, vagina ve vestibulumun cevresindeki
paravajinal bag dokusu ile pelvik fasya, Ostrojen ve relaksin
hormonlarinin etkisiyle 6zellikle gebeligin son déneminde belirgin
bicimde gevser. Bu gevseme, karin i¢i basing artisiyla birlestiginde
vajinal tabanin caudale kaymasina ve vajinal prolapsusa yol agabilir.
Miesner & Anderson (2008), 6zellikle Hereford ve Simental 1rki
ineklerde bu anatomik degisikligin 6nemli bir risk faktorii oldugunu
bildirmistir. Bunlar disinda vajinanin gevsek fiksasyonu da dogum
sonrasi uterus prolapsusu i¢in de uygun bir ortam yaratir.

Kisraklarda perineal destek anatomisi pozisyonel Oneme
sahiptir. Vagina ve vestibulumun birlesim yeri olan vestibulovaginal
halka, centrum tendineum perinei tarafindan desteklenir ve bu yap:
aniis ile vulva arasindaki fibromuskiiler diigiim islevi goriir. Yash
veya ¢ok dogum yapmis kisraklarda bu destek zayiflayabilir; aniis
kraniale dogru ¢oker ve vulvanin dorsal kismi yataylasir. Bu
konformasyon bozuklugu, havanin ve diski partikiillerinin
vestibulum icine girmesine yol agar ve kisrak infertilitesinin baglica
nedenlerinden biri olarak kabul edilir. Bu nedenle Caslick
operasyonu ile vulva dudaklarinin cerrahi olarak kapatilmasi yaygin
bir tedavi yontemidir (Pascoe, 1979; Auer & Stick, 2019).
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Karnivorlarda (kopek) vestibulumu cevreleyen fiksasyon,
esas olarak kas tonusuna baglidir. M. constrictor vestibuli, ¢iftlesme
sirasinda bulbus glandis’in kilitlenmesini saglar. Ancak prodstrus ve
Ostrus doneminde Ostrojen artisi, vajinal mukozada 6dem ve
siskinlige yol agar. Baz1 kopeklerde vagina tabaninin ventraldeki
gevsek fiksasyonu, 6demli dokunun vulvadan sarkmasina izin verir
ki bu durum siklikla gercek prolapsus ile karistirilabilir (Johnston &
ark., 2001).

Evcil memelilerde vagina ve vestibulumun arteriyel
beslenmesi, pelvik boslugun ana damari olan arteria iliaca
interna’nin iki dali araciligiyla saglanir. Bu dallardan biri, vagina
duvarmi besleyen arteria vaginalis; digeri ise daha caudalde
vestibulum ve vulvayr besleyen arteria pudenda interna’dir. Bu
damarlarin kokenleri ve olusturduklar1 vaskiiler yataklar, tiirler
arasinda cerrahi yaklasimi dogrudan etkileyen Onemli farklar
gosterir (Dyce, Sack & Wensing, 2009).

Carnivorlarda, arteria vaginalis’in seyri, uterus cerrahisinde
kritik 6neme sahiptir. Arteria uterina, biiylik hayvanlarin aksine
dogrudan ana damar olarak degil, arteria vaginalis’in bir dali
seklinde ortaya ¢ikar. Bu durum, vagina ve uterus damarlari arasinda
giiclii bir kollateral dolasim yaratir ve ovariohisterektomi veya
vajinal tlimor cerrahilerinde kanamanin hem cranial hem caudal
uclardan basingh sekilde gelmesine yol acgar. Ayrica, kopeklerde
bulbus vestibuli gelismis bir erektil doku icerir ve vendz drenaji
yogun bir pleksus araciliiyla v. pudenda interna’ya baglanir (Evans
& De Lahunta, 2012).

Kisraklarda, vestibulum yan duvarlarindaki vaskiiler yapi
klinik a¢idan travmatik perineal yaralanmalarda O6nem kazanir.
Kopeklerdeki bulbus vestibuli’ye homolog olan bu yap1, daha genis
bir venoz pleksus olusturur. Bu vendz ag, zor dogumlar veya Caslick
operasyonlart sirasinda yirtilirsa, kontrolii giic ve masif kanamalara
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yol acabilir. Ayrica yash kisraklarda vena pudenda interna dallarinda
varislesmeler sik goriiliir ve bu durum dogum kanalinda spontan
rliptiir riskini artirir (Ginther, 1992; Auer & Stick, 2019).

Ruminantlarda, arteria vaginalis ve arteria uterina arasindaki
caudal anastomozlar, genis bir vaskiiler ag olusturarak uterus ve
vajinanin beslenmesine katki saglar. Bu zengin kanlanma, vajinal
prolapsus onarimlar1 veya derin vajinal yirtiklarin cerrahi dikilmesi
sirasinda iyilesmeyi hizlandirsa da cerrahi sahada goriilen sizinti
tarz1 kanamalar teknik zorluklar yaratabilir (Noakes, Parkinson &
England, 2019).

Vulva ve Clitoris

Vulva (pudendum femininum) ve erektil doku karakteri
tastyan organ clitoris, tiirler arasinda anatomik farkliliklarin en
belirgin oldugu alanlardandir. Vulva dudaklar1 (labia pudendi)
arasindaki ac¢iklik (rima pudendi), diski ve hava kaynakl
kontaminasyona kars1 ilk savunma hattini olustururken; commissura
ventralis’de bulunan clitoris, hem duyusal islev goriir hem de
patojenler i¢in potansiyel bir rezervuardir (Konig & Liebich, 2020).

Kisraklarda clitoris yapisi, uluslararasi at tasimaciligi ve
iireme yonetimi agisindan belirleyicidir. Glans clitoridis, fossa
clitoridis adi verilen derin bir mukozal ¢ukur icerisinde yer alir ve
dorsal ile lateral yiizeylerde sinus clitoridis ad1 verilen kor keseler
bulunur. Bu anatomik yapilar, Taylorella equigenitalis (Bulasic1 At
Metritisi-CEM) bakterisinin saklanmasi i¢in uygun mikro-aerofilik
ortam saglar, bu nedenle asemptomatik tasiyict kisraklarda bu
bolgelerden stiriintii alinmasi zorunludur (Schulman & ark., 2013).

Ruminantlarda vulva dudaklar1 kalin ve kiit ucludur ve
commisura ventrale’de karakteristik bir kil c¢ikintis1 bulunur.
Clitoris, Ozellikle freemartin tanisinda klinik Oneme sahiptir.
Diivelerde erkek ikizinin hormonlarmma maruz kalma durumunda
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clitoris androjenik etkiyle biiylir ve vulvadan disar1 sarkarak penise
benzeyen bir yapi olusturur; bu durum infertilitenin erken fiziksel
gostergesidir (Padula, 2005).

Karnivorlarda clitoris, derin bir fossa clitoridis i¢inde
bulunur ve yag dokusu agisindan zengin vulva dudaklariyla
ortiiliidiir. Baz1 kopeklerde glans clitoridis igerisinde kemiklesmis
bir yap1 (os clitoridis) goriilebilir. Klinik a¢idan sik karsilagilan
durum, disardan uygulanan steroidler veya adrenal tiimorler
(Cushing Sendromu) nedeniyle gelisen yalanci hermafroditizm ve
clitoral hipertrofidir (Feldman & Nelson, 2015).

Vulva ve clitoris, pelvik boslugun ana arteriyel govdesi
arteria iliaca interna’dan ayrilan terminal dal arteria pudenda interna
tarafindan beslenir. Bu damar, perineal bdlgeye ulastiginda vulva
dudaklarin1 besleyen ramus labialis ile clitorisin erektil dokusunu
besleyen arteria clitoridis dallarmi verir (Dyce, Sack & Wensing,
2009). Klinik agidan ise daha 6nemli olan arter sistemi degil, tiirler
arasinda farklilik gosteren venoz pleksus yogunlugu ve erektil doku
dagilimidar.

Kisraklarda vaskiiler anatomi obstetrik ve cerrahi ac¢idan en
yliksek riski tasir. Vulva ve vestibulum duvarlari, yogun vendz
aglardan olusan ve erektil doku 6zellikleri tasiyan bulbus vestibuli
ile cevrilidir. Yagh kisraklarda bu vendz yapilarin varislesme
egiliminde oldugu, zor dogum veya vulvoplasti sirasinda bu
genislemis vendz goletlerin yirtilmas: sonucunda siddetli perineal
hematomlara yol acabildigi bildirilmistir (Auer & Stick, 2019).
Ayrica CEM eradikasyonu i¢in yapilan klitoral siniislerin ¢ikarilmasi
sirasinda elektrokoterizasyonun hemostaz acisindan zorunlu oldugu
vurgulanmistir (Schulman & ark., 2013).

Karnivorlarda, vaskiiler yap1 epizyotomi teknigini dogrudan
sekillendirir. Kopeklerde vulva dudaklariin yan duvarlari, gelismis
bulbus vestibuli ve gii¢lii kaverndz erektil dokular igerir. Bu nedenle
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median hattan yapilan insizyonlar cerrahide altin standart olarak
kabul edilmektedir; lateral insizyonlarin ise kanama acgisindan risk
tasidigr belirtilmistir (Fossum, 2018).

Ruminantlarda wvulva ve clitorisin vendz drenaji, vena
pudenda interna Tlizerinden gerceklesir; ancak periparturient
donemde olusan o6dem damarlarin konumunu degistirebilir.
Ineklerde vulva veya vajina yirtiklarinda, arteria clitoridis’in yiizeyel
dallarinin hasar gérmesi, dogum sonrasi inat¢1 s1zintt kanamalariyla
sik karsilagilan bir neden olarak bildirilmistir (Noakes, Parkinson &
England, 2019).
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SIGIRLARDA REPRODUKTIF
BiYOTEKNOLOJILER

BARIS ATALAY USLU!
SALIH NARLICAY?

Giris
Sigir yetistiriciligi, diinya genelinde hem et hem de siit
iretiminin temel dayanak noktalarindan biri olup, hizla artan niifus,
gida giivenligi gereksinimleri ve siirdiiriilebilir tiretim beklentileri ile
birlikte 6nemli bir donilisiim siirecine girmistir. Bu dontisiimiin
merkezinde reprodiiktif biyoteknolojiler yer almakta, 6zellikle son
20 y1lda bu teknolojiler klasik uygulamalarin 6tesine gegerek genetik
ilerleme, siirii verimliligi, hastalik direnci ve ekonomik karlilik gibi
alanlarda stratejik bir ara¢ haline gelmistir (Moore & Hasler, 2017:
10314). Bugiin artik si8ir yetistiriciliginde rekabet giicii bliyiik
oOlciide, isletmelerin biyoteknolojik yenilikleri ne Olg¢iide etkin ve

stirdiiriilebilir bir sekilde uygulayabildigine baghidir (Granleese &
ark., 2015: 2) (Moore & Hasler, 2017: 10314).
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Historik olarak reprodiiktif biyoteknolojiler;  &strus
senkronizasyonu, suni tohumlama, siiperovulasyon ve embriyo
transferi uygulamalar1 ile sekillenmistir. Bu teknolojiler siirii
verimliliginde devrim niteliginde gelismeler saglamis, 6zellikle suni
tohumlama sayesinde genetik materyalin kiiresel Olgekte hizli ve
ekonomik bigimde yayilmasina olanak tanimistir. Ancak giiniimiizde
reprodiiktif biyoteknolojilerin kapsami bu klasik uygulamalarin ¢ok
Otesine ge¢cmistir. Modern yaklagimlar artik ovum pick-up ve in vitro
embriyo tretimi (OPU-IVEP), genomik seleksiyon, sperm ve
embriyo  cinsiyetlendirme, kriyoprezervasyon teknolojileri,
mikroakigkan sperm se¢im sistemleri, non-invaziv embriyo
degerlendirme yontemleri ve CRISPR temelli gen diizenleme
uygulamalar ile genislemistir (DelJarnette & ark., 2011: 3477)
(Moore & Hasler, 2017; 10315) (Ferré & ark., 2020: 991).

Gilincel aragtirmalar ayrica hayvan refahi, c¢evresel
stirdiiriilebilirlik ve iklim degisikligi ile miicadele gibi kavramlar1 da
reprodiiktif biyoteknolojilerle iliskilendirmektedir. Genetik ilerleme
sayesinde daha az sayida hayvandan daha yiiksek verim elde
edilmesi, isletmelerin karbon ayak izinin azalmasina katki
saglamaktadir. Hastalik direnci artirilmis hatlarin gelistirilmesiyle
ilag  kullanommi azaltmaktadir. Bu yoniiyle reprodiiktif
biyoteknolojiler, yalnizca iiretim verimliligini degil, ayn1 zamanda
kiiresel stirdiiriilebilirlik hedeflerini destekleyen bir arag¢ olarak one
cikmaktadir (Devolder, 2021: 3) (McManus, Paiva & Faria, 2020:
481) (Workman, Heaton & Vander Ley, 2025: 1).

Klasik Reprodiiktif Biyoteknolojiler

Sigir yetistiriciliginde reprodiiktif verimliligin artirilmasina
yonelik biiyiik olarak sayilabilecek biyoteknolojik gelismeler, dstrus
kontrolli, suni tohumlama ve siliperovulasyon temelli embriyo
transferi uygulamalariyla baglamistir. Bu teknikler, modern tiretim
sistemlerinin temelini olusturmus ve giiniimiizde halen siklikla
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kullanilmaktadir. Klasik biyoteknolojiler olarak adlandirilan bu
uygulamalar genetik ilerleme hizim1 artirmakla birlikte siirii
yonetimini daha siirdiiriilebilir hale getirmistir (Windsor &
Agerholm, 2009: 193) (Toral & ark., 2023: 288) (Silva & ark., 2024:
2).

Ostrus senkronizasyonu: Sigirlarin dogal 6strus siklusu
ortalama 21 giin siirmekte, Gstrus siiresi ise ortalama 12—18 saat
arasinda degigsmektedir. Yiiksek verimli ineklerde daha kisa ve sessiz
Ostruslar  goriilebildiginden, Ostrus  belirtilerine  dayanarak
tohumlama yapmak giic olabilmektedir. ~ Senkronizasyon
uygulamalar1 bu sorunu ortadan kaldirarak sabit zamanl
tohumlamayla hayvanlarin  belirlenen saatte tohumlanmasi
saglanmaktadir (Semacan & ark., 2015: 29).

Senkronizasyon protokollerinin temeli ovaryumun hormonal
olarak diizenlenmesine dayanmaktadir. Progesteron implantlari
luteal fazi taklit ederek ovulasyonu baskilar. Implantin ¢ikarilmasi
ve PGF.o uygulamasiyla progesteron diizeyi hizla diiser. Bu
hormonal ortam dominant folikiiliin graaf folikiiliine olgunlasmasini
saglayarak zamanlanmis ovulasyonun gerceklesmesine olanak
tanimaktadir (Pursley & ark., 1997: 296).

Ovsynch, Pre-Synch—Ovsynch ve Double-Ovsynch gibi
protokoller, ovulasyonun belirli bir zaman araliginda kontrol
edilmesini saglar ve dzellikle biiyiik siiriilerde tohumlamanin planlt
sekilde yapilmasina yardimei olur. Is giicii kullanimini kolaylastirir
ve gebelik oranlarmin daha homojen yonetilmesine katki saglar
(Pursley & ark., 1997: 299). Calismalar, Double-Ovsynch gibi
gelismis protokollerin Ozellikle diivelerde ve dogum sonrasi
ineklerde gebelik oranlarini artirdigini géstermektedir (Giordano &
ark., 2012: 644) (Carvalho, Wiltbank & Fricke, 2015: 8805).

Ostrus  senkronizasyonu amacinin yalmzca tohumlama
basarisin1 artirma olarak degerlendirilmemektedir. Dogum-—ilk
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tohumlama araligi, gebelik elde etme siiresi ve buzagilama araligi
gibi reprodiiktif parametreleri de iyilestirmektedir. Ostrus
gostermeyen veya metabolik stres yasayan ineklerde ovaryum
aktivitesinin yeniden baglamasina yardimei olarak yiiksek verimli
siit ineklerinde avantaj saglamaktadir (Bisinotto. Ribeiro & Santos,
2014; 154)

Suni tohumlama: Sigir yetistiriciliginde bogadan alinan
spermanin dogal c¢iftlesme olmaksizin disilere uygulanmasiyla
fertilizasyonun saglandigi en temel reprodiiktif biyoteknolojilerden
biridir. Genetik ilerlemenin hizlandirilmasi ve hastalik kontroliiniin
giiclendirilmesi agisindan modern si81ir yetistiricili§inin merkezinde
yer almaktadir. Suni tohumlamada zamanlama biiyilk Onem
tasimaktadir. Ostrus tespitine dayali geleneksel uygulamalar
zamanlama hatalarina a¢ik oldugundan, giliniimiizde Gstrus
senkronizasyon protokolleri ile kombine edilen sabit zamanli suni
tohumlama yaklasimi yaygin sekilde kullanilmaktadir (Ambrose,
Colazo & Kastelic, 2010: 391).

Genetik ilerleme yoniinden suni tohumlama, modern islah
programlarinin temelini olusturmaktadir. Genomik seleksiyon
sayesinde gen¢ bogalarin genetik degeri yiiksek dogrulukla
belirlenebilmekte ve performans gdstermeden tohumlama
programlarina dahil edilebilmektedir. Bdylece nesil aralig
kisalmakta, siit verimi, dol verimi, hastalik direnci ve yapisal
ozellikler gibi ¢ok sayida parametre iizerinde hizli genetik
kazanimlar elde edilmektedir (Bouquet & Juga 2013: 706).

Suni tohumlama, hastalik kontrolii agisindan da onemli
avantaj sunmaktadir. Dogal ¢iftlesme ile bulasabilen bircok genital
enfeksiyonun riski azalmakta; isletmelerde boga bulundurma
gerekliliginin ortadan kalkmasi hem biyogiivenligi hem de is
giivenligini artirmaktadir. Ayrica bogalarin agresif davranislarina
bagli yaralanmalarin 6dnlenmesi hayvan refahi ve igletme giivenligi
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acisindan 6nemli bir katki saglamaktadir (Pryce & Daetwyler 2012:
109) (VanRaden 2020: 5298).

MOET ve Embriyo Transferi: MOET (Multiple Ovulation
and Embryo Transfer), genetik olarak iistiin disilerden kisa siirede
daha fazla embriyo elde etmeyi amacglayan ve sigir 1slah
programlarinin temelini olusturan klasik bir embriyo iiretim
yontemidir. Bu yontemde donor hayvanlarda FSH veya FSH etkili
hormon uygulamalar1 ile ¢oklu ovulasyon olusturulmakta, ardindan
dogal ciftlesme veya suni tohumlama ile fertilizasyon
saglanmaktadir (Araujo & ark., 2009: 382). Fertilizasyonu takiben
7. glinde uterus yikamasi yapilarak kompakt morula ve blastosist
donemindeki embriyolar elde edilmektedir. Blastosist asamasindaki
embriyolar taze olarak transfer edilebilmekte ya da
kriyoprezervasyon ile daha sonra  kullamilmak  {izere
saklanabilmektedir (Lee & ark., 2012: 168).

MOET’in basarisi, dondriin fizyolojik durumu, FSH
protokoliine verdigi yanit, tohumlama zamani ve uterus yikama
teknigi gibi bir¢ok faktore bagl olarak degismektedir (Araujo &
ark., 2009: 380). Siiperovulasyon yanit1 hayvandan hayvana farklilik
gosterebilmekte, dondr bazinda elde edilen embriyo sayist 4—10
arasinda  degisebilmektedir (Silva & ark., 2018: 442).
Stiperovulasyon ile embiyo transferi uzun yillar boyunca embriyo
temelli 1slah ¢alismalarinda “altin standart” yontem konumunda
bulunmustur. Elde edilen embriyolar, genetik degeri yiiksek hatlarin
hizla c¢ogaltilmasina olanak tanimakta ve siirii i¢i genetik
homojenligi artirmaktadir (Ferré & ark., 2020: 1000) (Singla &
Singh, 2022: 207).

Klasik embriyo transferi ise donoérden elde edilen
embriyolarin senkronize edilmis tasiyici ineklere nakledilmesi
esasina dayanmaktadir. Alict ineklerde luteal fazin dondrle uyumlu
olmasi embriyonun tutunmasi i¢in kritik 6nem tasimaktadir. Transfer
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islemi genellikle korpus luteumun bulundugu kornu uteri tarafina
gerceklestirilmekte ve basari oranlari embriyo kalitesi, alic1 inek
kondisyonu ve uygulayicinin  deneyimine bagli  olarak
degismektedir. Taze embriyolar genellikle dondurulmuslara kiyasla
daha yiiksek gebelik oranlar1 saglamaktadir (Roque & ark., 2013; 6).

Hastalik kontrolii agisindan da avantaj sunmakta, embriyo
yoluyla patojen tasinma riskinin sperma ve canli hayvan
hareketlerine gbére c¢ok daha diisik olmasi1 biyogiivenligi
artirmaktadir. Bu nedenle genetik materyalin uluslararasi
hareketliliginde embriyo transferi giivenilir bir segenek olarak
degerlendirilmektedir (Wrathall, 1995: 85) (Givens, Gard &
Stringfellow, 2007: 301). Son yillarda OPU-IVP gibi modern
embriyo iretim teknikleri MOET’in yerini kismen aliyor olsa da
MOET halen bir¢ok iilkede dondr se¢iminde, genetik materyal
iretiminde ve ticari damizlik programlarinda aktif sekilde
kullanilmaktadir. Ozellikle dondurulmus embriyo ticareti, yerli
irklarin korunmasi ve adaptasyon kapasitesi yiiksek hayvanlarin
cogaltilmasinda klasik embriyo transferi onemli rol oynamaya
devam etmektedir (Ferré & ark., 2020: 992).

OPU ve IVEP Sistemleri

Sig1r yetistiriciliginde genetik kapasitesi yliksek dondrlerden
haftada 2 kez oosit toplanmasina ve bu oositlerin laboratuvar
kosullarinda fertilize edilerek embriyoya doniistiiriilmesine olanak
saglayan embriyo iretim teknigi olarak tanimlanmaktadir. OPU
islemi ile donér hayvandan ultrason esliginde folikiiler aspirasyon
yapilmakta, elde edilen oositler laboratuvarda olgunlastirilmakta,
fertilize edilmekte ve in vitro kiiltiir kosullarinda embriyo gelisimi
saglanmaktadir (Galli & ark., 2001: 1342) (Bols & Stout, 2018: 212).

OPU-IVP sistemi, donériin fizyolojik dongiisiinden
bagimsiz olarak diizenli araliklarla oosit toplanmasina olanak saglar
ve Ozellikle haftada iki kez yapilan OPU uygulamalarinin blastosist
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sayisini artirdigt gesitli caligmalarda gosterilmistir (Ferré & ark
2023: 366). Bu ozellik, MOET’e kiyasla ¢ok daha sik embriyo
iiretilebilmesini ve genetik olarak iistiin hayvanlarin verimliliginin
belirgin sekilde artirllmasimi saglamaktadir. Ayrica OPU-IVP,
stiperovulasyon yaniti zayif olan veya yasca geng-daha kiigiik folikiil
rezervine sahip dondrlerde de etkili sonuglar verebilmektedir
(Looney & ark., 1994: 71) (Majerus & ark., 1999: 1172) (Galli &
ark., 2001: 1343)

In vitro embriyo iiretiminde, dondrden OPU ile elde edilen
oositler Once laboratuvar ortaminda olgunlagtirilmakta ve
olgunlagmis oositler uygun medyumlar i¢inde hazirlanmis sperm ile
fertilize edilmektedir. Fertilizasyonun ardindan zigotlar, gelisim
stirecini desteklemek iizere 0zel olarak formiile edilmis kiiltiir
medyumlarina aktarilmakta ve embriyo gelisimi diisiik oksijen
konsantrasyonunda, enerji substratlarinin optimize edildigi kontrollii
inkiibasyon kosullarinda takip edilmektedir (Kocyigit & Cevik,
2015: 65). Bu siiregte kullanilan modern laboratuvar sistemleri
sicaklik, gaz dengesi ve pH gibi kritik parametreleri siirekli olarak
sabit tutarak embriyolarin fizyolojik ortama en yakin kosullarda
gelismesine olanak tamimakta, embriyo kalitesi anlik olarak
degerlendirilebilmektedir. Bu agamalarin tamami, in vitro ortamda
erken embriyo gelisimini miimkiin kilan standart ve kontrollii bir
iiretim siireci olusturmaktadir (Bavister & Poole, 2005: 128)
(Gatimel & ark., 2020: 1025).

Intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (ICSI)

ICSI, tek bir spermin mikromanipiilatér yardimiyla oosit
sitoplazmasina dogrudan enjekte edilmesi esasina dayanan ileri bir
fertilizasyon teknigi olarak adlandirilmaktadir. Islemin basarisi;
oosit maturasyon seviyesi, sperm niikleer biitiinliigii, enjeksiyon
mikro ignesinin kalibrasyonu ve oosit aktivasyon protokoliiniin tiir-
spesifik olarak optimize edilmesi gerekmektedir (Garcia-Rosell6 ve
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ark., 2009: 143). Laboratuvar uygulamasinda ilk basamak, metafaz
I (MII) evresine ulagsmis oositlerin kumulus hiicrelerinden
hyaluronidaz kullanilarak tamamen soyulmasi ve polar cisimcik
lokalizasyonu ile igcik (spindle) bolgesinin belirlenmesidir. Spindle
bolgesine zarar verilmemesi i¢in enjeksiyon pipeti genellikle ikinci
polar cisimcigin kars1 kutbundan yapilmaktadir (Garcia-Rosello ve
ark., 2009: 145).

Spermin hazirlanmasi asamasinda, epididimal veya ejekiilat
kokenli spermler mikropipet ile tutulabilecek tek hiicre formatina
getirilmektedir. Enjeksiyona gecilmeden hemen Once spermin
plazma membrani mekanik olarak immobilize edilmektedir. (Lopez-
Saucedo ve ark., 2012: 132). Mikropipet ug ¢ap1 yaklasik 3—10 pm
olacak sekilde ayarlanir ve zona pellucida, negatif basing
uygulamasiyla minimal deformasyon olusturacak sekilde penetre
edilir. Bu agsamada pipet ucunun oolemma’y1 gecerken kisa bir geri
sicrama hareketi gbdzlenmesi, membran biitiinliigliniin a¢ildigim
dogrulayan kritik bir gosterge olara bildirilmektedir (Suttner & ark.,
2000: 937) (Lopez-Saucedo ve ark., 2012: 131).

ICSI’nin en Oonemli avantaji, fertilizasyonun gergeklesmesi
icin ¢ok az sayida sperm hiicresine ihtiya¢ duyulmakta ve bu siiregte
akrozomal reaksiyona gerek duyulmadigi bildirilmektedir. Bu
nedenle epididimal spermler, testikiiler —spermatidler ve
kriyoprezervasyon sonrast motilitesi diismils spermler bile
fertilizasyon i¢in kullanilabilmektedir (Briski & Salamone, 2022: 3).

Genomik Seleksiyon, Sperm/Embriyo Cinsiyetlendirme ve
Embriyo Genotipleme

Genomik seleksiyon, modern sigir 1slah programlarinda
hayvanlarin genetik degerlerinin DNA diizeyinde belirlenmesini
saglayan en gelismis yontemlerden biri olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu
yaklasimda hayvanlardan alinan biyolojik Orneklerden yiiksek
yogunluklu tek niiklotidli polimorfizm (SNP) ¢ipleri ile genotipleme
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yapilmakta ve elde edilen genomik veriler fenotipik kayitlar ve soy
bilgisiyle birlestirilerek Genomik Tahminli Ureme Degeri (GEBV)
hesaplanmaktadir (Hayes & ark., 2009: 2) (Erbe & ark., 2012: 4115)
(Baby & ark., 2014: 1541). Genomik seleksiyon sayesinde geng
bogalarin ve diivelerin performans gostermesine gerek kalmadan
genetik kapasiteleri yiiksek dogrulukla belirlenebilmekte, boylece
nesil aralig1 kisalmakta ve siit verimi, reprodiiktif verim, canli agirlik
artis1, mastitis direnci ve dogum kolaylig1 gibi cok sayida ozellige
yonelik hizli ve kontrollii genetik ilerleme saglanmaktadir.
Gliniimiizde bircok tilkede boga kataloglart genomik degerlere
dayali olarak olusturulmakta ve ciftlik i¢i eslesme kararlari bu
verilere gore planlanmaktadir (Garcia-Ruiz & ark., 2016: E3396)
(Doublet & ark., 2019: 3) (Gutierrez-Reinoso & ark., 2021: 10).

Spermlerin X ve Y kromozomuna gore ayrilmasi ise siiril
yonetiminde genetik ve ekonomik hedeflerin daha etkili sekilde
gerceklestirilmesini  saglayan 6nemli bir biyoteknolojidir. Bu
islemde X ve Y kromozomu tasiyan spermler, flow sitometri
kullanilarak DNA icerikleri arasindaki %3-—4’liik fark temelinde
ayrilmakta ve boylece %90’1n lizerinde dogrulukla disi veya erkek
buzag: elde edilmesi miimkiin olabilmektedir (Johnson & Welch,
1999: 1323) (Garner, 2006: 945). X kormozom sperm secilmesi
ozellikle siit sigirciliginda disi diive ihtiyacini karsilamak i¢in tercih
edilmekte, erkek spermasi ise etci isletmelerde besi materyali
dretiminde  kullanilmaktadir.  Cinsiyetlendirilmis  spermanin
dondurma-¢ézme sonrast motilitesi ve fertilizasyon kapasitesi
konvansiyonel spermaya gore bir miktar diismekte, ancak
giinlimiizde gelistirilen diisiik basinghi ayrim teknikleri ve optimize
edilmis sulandiricilar bu dezavantaj1 azaltmaktadir (Schenk & ark.,
1999: 1381) (Anel-Lopez & ark., 2017: 209).

Embriyo cinsiyetlendirme ise genellikle embriyonun morula
veya erken blastosist doneminde biyopsi alinarak yapilmaktadir.

Embriyo biyopsisinde trofoektodermden birkag hiicre alinmakta ve
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PCR temelli yontemlerle X veya Y kromozomuna 6zgii gen bolgeleri
cogaltilarak embriyonun cinsiyeti belirlenmektedir. Bu teknik,
ozellikle kiymetli donérlerden elde edilen embriyolarin hedeflenen
cinsiyette buzagilar olusturulmasina olanak tanimakta ve ekonomik
acidan yiiksek deger tasimaktadir (Shea, 1999: 843) (Riera & ark.,
2019).

Embriyo genotipleme, reprodiiktif biyoteknolojiler i¢inde en
hizli gelisen alanlardan biri olarak 6ne ¢ikmaktadir. Embriyo
biyopsisinden elde edilen cok kiiclik hiicre ornekleri genom
amplifikasyonu (WGA) teknikleri kullanilarak cogaltilmakta,
ardindan yiiksek yogunluklu SNP analizleri ile embriyonun genomik
profili ¢ikarilmaktadir (Treff & ark., 2011: 336) (Volozonoka,
Miskova & Gailite, 2022: 3). Bu yontem sayesinde embriyolarin
GEBV’leri transfer Oncesinde belirlenmekte ve sadece genetik
olarak iistiin bireylerin alic1 ineklere transfer edilmesi miimkiin
olmaktadir. Bu yaklagim hem ekonomik verimliligi artirmakta hem
de genetik seleksiyon basincini giliglendirmektedir. Embriyo
genotipleme ayrica resesif genetik hastaliklarin eliminasyonunda,
tasiyic1 bireylerin tespitinde ve genetik cesitliligin korunmasinda
onemli avantajlar sunmaktadir (Shojaei Saadi & ark., 2014: 2)
(Mullaart & Wells, 2018: 81) (Oliveira & ark., 2023: 5).

OPU-IVP sistemi, genomik seleksiyon ve embriyo biyopsisi
ile birlestirildiginde siirii 1slah programlarinda biiylik avantaj
saglamaktadir. Embriyo diizeyinde genotipleme yapilabilmekte,
bdylece sadece genetik olarak istenen 6zelliklere sahip embriyolar
transfer edilmektedir (Kadarmideen & ark., 2018: 391) (Mullaart &
Wells, 2018: 92).

Sperm hiicresinin cinsiyetlendirilme islemi, embriyo
biyopsisi ve genomik seleksiyon tekniklerinin OPU-IVP
sistemleriyle entegre sekilde kullanilmasi sigir 1slahinda yeni bir
donemi temsil etmektedir (Humblot & ark., 2010: 6). Dondrlerden
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elde edilen oositlerin IVP ile embriyoya doniistiiriilmesi,
embriyolarin genotiplenmesi ve hedeflenen bireylerin segilerek
transfer edilmesi, siiriilerde hizli ve kontrollii bir genetik ilerleme
saglamaktadir. Bu kombinasyon, Ozellikle ticari damizlik
isletmelerinde ekonomik verimliligi belirgin sekilde yiikseltmekte
ve reprodiiktif biyoteknolojilerin en gii¢lii bilesimi olarak karsimiza
cikmaktadir (Sirard, 2018: R5) (Mueller & Van Eenennaam, 2022:
3).

Gelismis Sperm ve Embriyo Degerlendirme Yontemleri

Gilinlimiizde sperm ve embriyo degerlendirme yontemleri
klasik mikroskobik gézlemin Gtesine gegmis bulunmakta ve hiicresel
fonksiyonlar1 daha detayli diizeyde analiz eden gelismis teknolojiler
kullanilmaktadir. Bu teknolojiler spermanin yalnizca motilitesini
degil ayn1 zamanda membran biitiinliiglinli, akrozomal yapisini,
mitokondriyal aktivitesini, DNA biitiinliiglinii ve metabolik profilini
ayrmntili bicimde degerlendirmektedir (Ustiiner & ark., 2021: 27)
(Bucak & ark., 2024: 4). Embriyolarda ise morfolojik
degerlendirmenin otesine gecilerek gelisim dinamikleri, metabolik
aktiviteleri, genetik yapilar1 ve biyokimyasal igaretleyicileri objektif
olarak analiz edilmektedir (Aydiner, Yetkin & Seli, 2010: 209)
(Perkel & ark., 2015: 828) (Zhao & ark., 2021: 1373).

Bilgisayar destekli sperm analiz sistemi (CASA), sperm
hareketinin objektif ve yiiksek dogrulukla degerlendirilmesini
saglamaktadir. CASA sistemleri toplam ve progresif motiliteyi
olcmekte, ayrica VCL, VSL, VAP, LIN, STR, ALH ve BCF gibi
kinematik parametreleri ayrintili bigimde kaydetmektedir. Bu
parametreler spermanin fertilizasyon yetenegi ile yakindan iliskili
oldugundan, CASA kullanim1 fertilite tahmininde 6nemli avantaj
sunmaktadir. CASA ayrica dondurma-¢ézme protokollerinin
optimizasyonunda, farkli sulandiric ve antioksidan uygulamalarinin
karsilastirilmasinda ve  boga seciminde yaygin  sekilde
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kullanilmaktadir (Bucak & ark., 2024: 2) (Glingdr & ark., 2025: 3)
(Acisu & ark., 2025: 11).

Flow sitometri, spermanin hiicresel yapisint ve fonksiyonel
durumunu analiz etmekte kullanilan en giiglii teknolojilerden biri
haline gelmistirr Membran biitiinliigii, akrozom biitiinligii,
mitokondriyal membran potansiyeli, reaktif oksijen tiirleri diizeyi ve
DNA biitiinliigii gibi parametreler floresan boyalar ile isaretlenmekte
ve yiiksek hassasiyetle Ol¢iilmektedir (Tanga & ark., 2021: 1257).
Spermlerin canlilik orant PI veya SYBR-14 gibi boyalarla
degerlendirilmekte; mitokondriyal aktivite JC-1 ile belirlenmekte;
DNA fragmantasyonu TUNEL veya o0zel DNA Kkitleri
Olgiilebilmektedir. Flow sitometri, sperm kalitesinin klasik
mikroskobik degerlendirmeye kiyasla ¢cok daha ayrintili ve objektif
olarak belirlenmesine olanak tanimaktadir (Cenariu & ark., 2023:
47).

Embriyo degerlendirme yontemlerinde de 6nemli gelismeler
saglanmaktadir. Morfolojik degerlendirme embriyo kalitesini
anlamada smirli kalmakta ancak gilinlimiizde anlik goriintiileme
sistemleri ile embriyonun gelisim hizi, boliinme zamanlari,
sitoplazmik diizensizlikleri ve blastomer davraniglar1i ayrintili
bi¢cimde takip edilmektedir. Bu sistemler, embriyo gelisiminin kritik
donemlerini anlik olarak kaydetmekte ve implantasyon basar1 orani
ile iligkili erken gdstergelerin belirlenmesine yardimec1 olmaktadir
(Siristatidis & ark., 2015: 568) (Zaninovic, Irani & Meseguer, 2017:
723).

Omics teknolojileri (transkriptom, proteom ve metabolom
analizleri) embriyo degerlendirmesinde giderek daha fazla
kullanilmaktadir. Embriyo kiiltiir medyumunda salinan metabolik
irtinlerin analizi, embriyonun fizyolojik durumunu non-invaziv
sekilde yansitmaktadir. Metabolomik profiller embriyonun enerji
kullanimini, oksidatif stres seviyesini ve gelisme potansiyelini
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gostermekte; proteomik analizler ise embriyo kalitesini belirleyen
molekiiler isaretleyicilerin tanimlanmasini miimkiin kilmaktadir.
Transkriptom profilinin ¢ikarilmasi, gelisim potansiyeli yiiksek
embriyolarin  belirlenmesinde  kritik  bilgiler =~ sunmaktadir
(Thompson, Brown & Sutton-McDowall, 2015: 42) (Eldarov & ark.,
2022: 16).

Son yillarda yapay zeka ve makine 6grenimi algoritmalari
sperm ve embriyo degerlendirme siireglerinde 6nemli rol oynamaya
baslamistir. Yapay zeka destekli analiz sistemleri sperm hareketlerini
otomatik olarak siniflandirmaktadir. Embriyo goriintiilerini yiiksek
dogrulukla degerlendirerek implantasyon potansiyelini tahmin
etmektedir. Anlik goriintiilemelerle birlestirildiginde embriyonun
morfodinamik verilerini analiz etmekte ve blastosist gelisim
basarisin1 dngdrmektedir. Bu teknolojiler sayesinde degerlendirme
siireci daha objektif, hizli ve standart hale gelmektedir (Baldan,
Garcia-Gil & Fernandez-Basso, 2025: 1) (Phiphattanaphiphop,
Letsakul, & Phatthanakun, 2025: 5).

Oosit ve Embriyo Kriyoprezervasyonunda Giincel Yaklasimlar

Oosit ve embriyo kriyoprezervasyonu, reprodiiktif
biyoteknolojilerin en kritik bilesenlerinden biri olarak hem genetik
materyalin uzun siire korunmasini hem de embriyo transfer
programlarinin  esnek bir sekilde yiiriitiilmesini miimkiin
kilmaktadir. Kriyoprezervasyonun temel prensibi hiicre igindeki
suyun kontrollii bigimde uzaklastirilmasi, buz kristali olusumunun
engellenmesi ve hiicre yapilarinin -196°C’de stabil sekilde
korunmasidir. Giinlimiizde kullanilan iki ana yontemi kontrollii
yavas dondurma ve vitrifikasyon olusturmaktadir. Vitrifikasyon,
yiiksek konsantrasyonda kriyoprotektan kullanilarak hiicrenin camsi
bir faza hizla gegirilmesini hedeflemekte ve oOzellikle oositlerde
dondurma sonrasi zararlar1 azaltmasi nedeniyle yayginlagmaktadir
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(Mogas, Garcia-Martinez &  Martinez-Rodero, 2024: 2)
(Netshirovha & ark., 2024).

Oosit kriyoprezervasyonu embriyoya kiyasla daha zorlu bir
stire¢ olugturmaktadir. Oositlerde biiylik hiicre hacmi, yiiksek su
iceri8i, kortikal graniillerin duyarliligi ve mayoz durumda olmasi
soguga karst hassas olmasi dondurma sonrasi zarar riskini
artirmaktadir. Bu nedenle modern protokoller oosit ag yapisinin
korunmasina yonelik antioksidanlar, sitoskeletal stabilizatorler ve
diisiik toksisiteli kriyoprotektan kombinasyonlar1 kullanilmaktadir
(Coticchio & ark., 2007: 27). Son dénem g¢aligmalarda EG + DMSO
kombinasyonlarinin diisiik dozlu kullanimi, siikroz ile desteklenen
dehidrasyon siiregleri ve oosit c¢evresindeki zona pellucida
biitiinliigiinii koruyan hizli sogutma teknikleri yaygin olarak
degerlendirilmektedir (Reyes Palomares & Rodriguez-Wallberg,
2022: 2). Ayrica mature (IVM) edilmis oositlerde vitrifikasyon
sonrast gelisim oranlarinin, Mayoz Il asamasindaki toplanmis
oositlere gore farklilik gosterdigi bilinmekte ve protokoller bu
farkliliklara gore optimize edilmektedir (Khalili & ark., 2017: 1418).

Embriyo kriyoprezervasyonu ise oosite kiyasla daha basarili
sonuglar vermektedir. Embriyolarin hiicre yapilart dondurmaya daha
dayanikli olmakta ve 6zellikle kompakt morula ve blastosist evreleri
kriyoprotektana kars1 daha toleransh oldugu bilinmektedir. Giincel
uygulamalarda hem yavas dondurma hem de vitrifikasyon
kullanilmakla birlikte, vitrifikasyon hizli islem stiresi, yiiksek
canlilik orant ve saha uygulamalarina uyumlu dogrudan transfer
edebilme protokolleri nedeniyle daha yaygin hale gelmektedir
(Pereira & Marques, 2008: 268).

Kriyoprezervasyon yaklagimlarinda kullanilan
kriyoprotektanlarin toksisitesini azaltmaya yonelik stratejiler de
Oonemli bir arastirma alani olusturmaktadir. Gliserol, etilen glikol,
propilen glikol ve DMSO gibi hiicre icine girebilen ajanlarla uygun
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dozlarda kombine edilmekte, siikroz ve trehaloz gibi hiicre digina
etki eden ajanlarla dehidrasyonu desteklenmektedir. (Hochi, 2022:
3).

Embriyo kriyoprezervasyonunda yeni egilimlerden biri de
non-invaziv embriyo degerlendirmesi ile kriyoprezervasyon
entegrasyonu olmaktadir. Kriyoprezervasyondan 6nce embriyonun
gelisim kinetiginin, metabolik profilinin ve omics verilerinin
incelenmesi ¢Ozdiirme sonrast gelisim potansiyelinin daha dogru
tahmin edilmesini saglamaktadir. (Eldarov & ark., 2022: 6) (Rabel
& ark., 2023: 13).

CRISPR ve Diger Gen Diizenleme Teknolojilerinin Sigirlarda
Kullanimi

Gen diizenleme teknolojileri, sigir yetistiriciliginde genetik
ilerlemenin hizlandirilmasina, hastalik direncinin artirilmasina ve
hayvan refahi ile ¢evresel siirdiiriilebilirligin gelistirilmesine yonelik
devrim niteliginde yaklasimlar sunmaktadir. Bu teknolojilerin
merkezinde yer alan CRISPR-Cas9, genom iizerinde hedeflenen
lokuslarda hassas kesim yaparak DNA dizisinin silinmesine,
eklenmesine veya diizenlenmesine olanak tanimakta ve geleneksel
seleksiyon yontemlerine kiyasla ¢cok daha hizli, spesifik ve etkili
sonuclar saglamaktadir (Petersen, 2017: 5). CRISPR sistemi rehber
RNA (sgRNA) araciligryla Cas9 enzimini hedef DNA boélgesine
yonlendirmekte, burada ¢ift zincirli kesik olusturmakta ve hiicrenin
onarim mekanizmalar1 aracilifiyla istenen genetik degisiklik elde
edilmektedir (Petersen, 2017: 6) (Singh & Ali, 2021: 2).

Sigirlarda  CRISPR uygulamalarimin en dikkat ¢ekici
orneklerinden biri hastalik direncinin artirilmasi iizerine yapilan
calismalardir. Ozellikle tiiberkiiloz (Mycobacterium bovis) ve
mastitis (Staphylococcus aureus) gibi ekonomik kayiplara neden
olan hastaliklarda hedef gen modifikasyonlar1 basarili sonuclar
vermektedir. Ornegin NRAMP1 geninin modifiye edilmesiyle
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tiiberkiiloz direncinin artirildig1 gosterilmektedir. Mastitis ile iliskili
CXCRI1 ve laktoferrin genlerinde yapilan diizenlemelerle meme
dokusunun enfeksiyona karsi savunma kapasitesinin iyilestirildigi
bildirilmektedir (Islam & ark., 2020: 4) (Perisse & ark., 2021: 13)
(Zemanova & ark., 2022: 374) (Wani & ark., 2023: 1).

CRISPR teknolojisi ayrica boynuzsuzluk (polled) geninin
heterozigot veya homozigot hale getirilmesinde kullanilmaktadir. Bu
islem sayesinde boynuz kesim islemlerinin yol agtig1 stres ve
hayvanlarda boynuza bagli yaralanmalar ortadan kaldirilmaktadir.
Polled gen lokusunun gen diizenleme yontemleri ile degistirilmesi,
buzagilarda boynuz olusumunu genetik diizeyde engellemekte,
boylece boynuz kesimi gibi stresli islemlere ihtiya¢ duyulmamasini
saglayarak hayvan refahini artirmakta ve siit sigirciligi i¢in dnemli
bir genetik avantaj olusturmaktadir. Bu 6rnek, gen diizenlemenin
fenotipik olarak belirgin Ozelliklerde ne kadar etkili oldugunu
gostermektedir (Carlson & ark., 2016: 479).

Reprodiiktif biyoteknolojileri agisindan CRISPR ile yapilan
bir diger uygulama infertilite genlerinin modifikasyonu ve fertilite
ile iligkili lokuslarin diizenlenmesi olmaktadir. BMP15 veya GDF9
gibi folikiil gelisiminde kritik rol oynayan genlerin hedeflenmesi ile
ovulasyon  kapasitesinin  artirilmasi  iizerine  calismalar
yiirtitiilmektedir (Hajian & ark., 2025: 3). Ayrica sperm motilitesi ve
spermatogenez agisindan 6nemli olan PRMI1, PRM2, TNP2 ve
CATSPER genlerinde diizenlemeler yapilmakta ve boga
fertilitesinin genomik diizeyde 1iyilestirilmesi hedeflenmektedir
(Fukuda & ark., 2013: 11) (Jiang & ark., 2015: 2).

CRISPR’mm kullanim alanlarindan biri de sigir et ve siit
veriminde metabolik diizenlemeleri hedefleyen gen
modifikasyonlaridir. Myostatin (MSTN) geninin ¢ikarilmasi ile ¢ift
kasl fenotip elde edilmekte ve bu hayvanlarda et veriminin belirgin
sekilde arttig1 gozlenmektedir (Bellinge & ark., 2005: 2). Benzer
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sekilde IGF1, GH ve GHR genlerinde yapilan diizenlemeler biiyiime
performansina dogrudan etki etmektedir (Silveira & ark., 2008:
874). Siit veriminde ise laktasyon fizyolojisi ile iliskili STATS ve
prolaktin reseptdr yollari tizerinde CRISPR tabanli modifikasyonlar
degerlendirilmektedir (Metser & ark., 2016: 1053).

CRISPR’Im  embriyo  biyoteknolojileri ile  entegre
kullanilabilmesi biiylik bir avantaj saglamaktadir. ZFN ve TALEN
gibi 6nceki nesil gen diizenleme tekniklerine kiyasla CRISPR ¢ok
daha hizli uygulanmakta, IVP embriyolarinda mikroenjeksiyon veya
elektroporasyon ile hedef lokus modifikasyonlar1 kolayca
yapilabilmektedir. Bu embriyolar daha sonra transfer edilmekte ve
diizenlenmis genom yapisina sahip buzagilar elde edilmektedir. Bu
yontem “embriyo mikroenjeksiyon” ya da “CRISPR-IVP
entegrasyonu”  olarak  adlandirilmakta ve modern 1slah
caligmalarinin en yogun kullanilan yontemleri arasinda yer
almaktadir (Mashimo, 2014: 46) (Vicente & ark., 2021: 2) (Perisse
& ark., 2021: 4)

CRISPR disinda TALEN ve ZFN gibi diger gen diizenleme
teknolojileri de sigirlarda kullanilmaya devam edilmektedir.
TALEN’ler hedef DNA bdlgesini tanimada yiiksek spesifite
sunmakta ve hedef genlerin disindaki gen {izerine etkileri
diistirmektedir. Ozellikle biiyiik genom bdlgelerinin
diizenlenmesinde hala tercih edilmektedir. ZFN ise ¢inko parmak
motifleri araciligryla DNA iizerinde hedef kesim yapmakta ve bazi
karmasik lokus diizenlemelerinde kullanilmaktadir (Jabbar & ark.,
2021: 760). Ancak iki teknoloji de CRISPR’a kiyasla daha maliyetli
ve daha zor tasarim gerektirmektedir (Sun & Zhao, 2013:1818)
(Guha & Edgell, 2017: 5).

Gen diizenleme teknolojilerinin  kullaniminda  etik,
biyogiivenlik ve diizenleyici ¢ergeveler de onemli rol oynamaktadir.
CRISPR ile diizenlenmis sigirlar bazi iilkelerde GDO olarak
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degerlendirilmemekte ve eger diizenleme disaridan bir gen
eklemeden yapilmigsa farkli kategoride siniflandirilmaktadir. Bu
durum gen diizenlemenin hayvancilikta  yayginlagmasini
kolaylagtirmaktadir. Bununla birlikte hedef genlerin disindaki gen
iizerine etkilerinin minimize edilmesi, modifiye edilen bireylerin
saglik ve refah durumunun uzun dénem takibi ve genetik ¢esitliligin
korunmasi giincel arastirmalarin odaginda yer almaktadir (Carroll &
ark., 2016: 478) (Van Eenennaam, Wells & Murray, 2019: 5) (Wray-
Cahen, Hallerman & Tizard, 2024: 8).
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KOYUN VE KECILERDE REPRODUKTIF
BiYOTEKNOLOJILER

ALPER KOCYIiGIiT!

Giris
Koyun ve kecilerde reprodiiktif biyoteknolojilerin
anlasilabilmesi i¢in oncelikle bu tiirlerin iireme fizyolojisinin temel
ozelliklerinin ~ ortaya  konulmasi1  gerekmektedir.  Kiiclik
ruminantlarda iireme fonksiyonlari, hipotalamus—hipofiz—gonad
ekseni iizerinden, cevresel ve oOzellikle fotoperiyodik uyarilara
duyarli néroendokrin mekanizmalar tarafindan diizenlenmektedir.
Bu eksende hipotalamustan salinan gonadotropin salgilatict
hormonun, hipofiz 6n lobundan folikiil uyarici hormon ve luteinize
edici hormon salgisini tetikledigi, bu gonadotropinlerin de ovaryum
diizeyinde folikiilogenez, ovulasyon ve korpus luteum
fonksiyonlarini yonettigi bilinmektedir (Jainudeen ve Hafez, 2000).

Bu mekanizmalar sonucunda ortalama 16—17 giin siiren bir
Ostrus siklusu, 24-36 saat devam eden Ostrus ve Ostrus
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baslangicindan yaklasik 24-30 saat sonra ger¢eklesen ovulasyon
veya ovulasyonlar tanimlanmaktadir (Jainudeen ve Hafez, 2000).

Kegilerde ise Ostrus siklusunun ortalama 21 giin siirdiigii,
Ostrus siiresinin ve ovulasyon zamanlamasinin benzer araliklar
gosterdigi bildirilmektedir (Fatet ve ark., 2011).

Kiicik  ruminantlarin  reprodiiktif = anatomisinin  de
biyoteknolojik uygulamalar agisindan belirleyici oldugu aciktir.
Koyunlarda serviksin belirgin fibréz halkalar ve kivrimlardan
olusan, dar ve hassas bir yap1 gostermesi; kecilerde ise servikal
kanalin koyuna gore bir miktar daha gegirgen olmakla birlikte yine
de belirgin bir anatomik bariyer olusturmasi, klasik vajinal suni
tohumlama tekniklerinin etkinligini sinirlamaktadir (Tibary, 2005;
Alexander ve ark., 2010).

Koyun ve kecilerin reprodiiktif fizyolojisi, biiylikbas
hayvanlar ve diger evcil tiirlerle karsilastirildiginda hem siklus
dinamikleri hem de mevsimsellik bakimindan belirgin farkliliklar
gostermektedir. Sigirlarda yil boyu devam eden, mevsimselligin
minimal oldugu polidstrik bir yap1 séz konusudur (Jainudeen ve
Hafez, 2000; Kaya, 2018). Bu durum, 6zellikle genetik materyalin
yil icindeki dagilimi, damizlik kullanim siiresi ve biyoteknoloji
uygulamalarinin  planlanmast  agisindan  kii¢iik ruminantlari
sigirlardan ayristirmaktadir.

Kisraklarda ise bunun tam tersi bir durum s6z konusu
olmakta, kisraklar mevsimsel polidstrik olarak tanimlanmakta ve
tireme aktivitesinin ilkbahar-yaz doneminde yogunlastigi kabul
edilmektedir. Dolayisiyla atlarda fotoperiyodik diizenleme, koyun
ve kegilerdekiyle benzer ndroendokrin prensiplere dayanmakla
birlikte, cevresel sinyalin yonii ve mevsimsel lireme penceresi
tamamen tersine donmiis durumdadir (Gémez-Brunet ve ark., 2012).

Kopeklerde uzun ve belirgin luteal fazla karakterize, y1lda bir

veya birka¢ kez ortaya c¢ikan, monoostrik bir siklus tipi
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tanimlanmaktadir. Kedilerde ise evcillestirmenin etkisi ile
Ostruslarin mevsimle olan iligkisi zayiflamigtir. Ayrica kediler
ovulasyonun ¢iftlesme refleksiyle tetiklendigi bir karakteri
yansitmaktadir. Bu Ozellikler, suni tohumlama ve embriyo
biyoteknolojilerinin  kedi-kopeklerde uygulanmasini fizyolojik
olarak farkli sinirlara tagimakta, ancak koyun ve kegilerin daha
“klasik” gonadotropin ve steroid hormon ddngiileri, protokol
tasarimi1  agisindan ruminantlarla daha uyumlu bir zemin
sunmaktadir.

Kiiciik ruminant yetistiriciliginde reprodiiktif
biyoteknolojilere duyulan ihtiyag hem biyolojik hem de sosyo-
ekonomik diizlemde bir dizi sinirlayict etmenin bir araya gelmesiyle
aciklanmaktadir. Diinya niifusunun siirekli artmasi, iklim
degisikliginin otlatma alanlar1 ve yem kaynaklar1 tizerindeki baskist,
yerel genetik kaynaklarin korunma zorunlulugu ve siirdiiriilebilir
iiretim kriterleri, koyun ve keci iiretim sistemlerinde verimliligin
artirtlmasini zorunlu kilmaktadir (Kaya, 2018).

Bununla birlikte kiiclik ruminantlarda diisiik dogum agirligi,
siirlt laktasyon potansiyeli, mevsimsel iireme ve siklikla ekstansif
yetistirme kosullari, verim artisinin yalnizca besleme ve barinak
tyilestirmeleriyle saglanmasini giiglestirmektedir.

Reprodiiktif biyoteknolojilerin temel kavramsal amaci, tiiriin
dogal biyolojik smirlarmin bir kismini “yeniden diizenleyerek”
genetik ilerleme hizim1 artirmak, birim zamanda elde edilen yavru
say1sini1 ¢ogaltmak ve iistiin genotiplerin bir popiilasyona aktarimini
hizlandirmak olarak ozetlenmektedir (Menchaca, 2018; Freitas,
2010).

Kiiciik ruminantlarda mevsimsel iireme penceresinin sinirlt
olmasi, y1l boyu diizenli ve 6ngoriilebilir iretim hedefleyen entansif
isletmelerde planlamay1 zorlastirmaktadir. Ostrus senkronizasyonu
ve ovulasyon resenkronizasyonu protokolleri araciligiyla Ostrus
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zamaninin kontrol edilmesi, suni tohumlama ve embriyo transferi
uygulamalarinin belirli glin ve saatlere yogunlastirilmasina imkan
tanimakta, boylece is giicli organizasyonu, siirii yonetimi ve kayit
sistemleri daha etkin hale getirilmektedir (Cosentino ve ark., 2023).

Ayrica yerel irklarin korunmasi, bulasic1 hastaliklarla
miicadele, zoonozlarin kontrolii ve biyogiivenlik 6nlemleri agisindan
da  reprodiiktif  biyoteknolojiler  kritik  araglar  olarak
degerlendirilmektedir. Dondurulmus sperma ve embriyo bankalari,
saha kosullarindan bagimsiz olarak genetik materyalin uzun siire
saklanmasina olanak tanimaktadir (Lv ve ark., 2019; Kaya, 2018).

Reprodiiktif biyoteknolojilerin tarihgesine bakildiginda ilk
bliyik adimmin suni tohumlamanin gelistirilmesiyle atildig
bildirilmektedir. Kopek, tavsan ve diger tiirlerde 18. ve 19.
ylizyillarda yapilan erken deneysel g¢alismalarin ardindan; 20.
ylizyillin baslarinda, o6zellikle de 1930’lardan itibaren ¢iftlik
hayvanlarinda suni tohumlama uygulamalarinin sistematik hale
geldigi ifade edilmektedir (Foote, 1999).

1940°’li ve 1950’11 yillarda gliseroliin kriyoprotektan
etkisinin kesfedilmesi ve spermanin sivi azot i¢erisinde uzun siireli
olarak saklanabileceginin gosterilmesi, suni tohumlamanin gercek
anlamda bir “biyoteknoloji devrimi” haline gelmesine zemin
hazirlamistir (Foote, 1999; Lv ve ark., 2019).

Koyun ve kegilerde suni tohumlamanin yaygin kullanimi,
sigira kiyasla daha ge¢ bir donemde ve daha smirli Olgekte
gerceklesmistir.  Bunun temel nedenleri arasinda serviks
anatomisinin trans-servikal uygulamalara elverissizligi,
dondurulmus spermayla elde edilen gebelik oranlarinin uzun yillar
boyunca diisiik kalmasi ve cogu kiigilk ruminant isletmesinin
ekstansif yapisi sayilmaktadir (Alexander ve ark., 2010; Tibary,
2005).
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Embriyo transferinin tarihsel gelisimi incelendiginde, ilk
basarili deneysel ¢alismalarin 19. ylizyilin sonlarinda ve 20. yiizyilin
baslarinda yapildigi, ancak ger¢ek anlamda uygulamaya
aktarilmasimin 1940-1950°1i yillarda siiperovulasyon ve cerrahi
embriyo toplama tekniklerinin gelistirilmesiyle miimkiin oldugu
bildirilmektedir (Betteridge, 2003; Jelani, 2023).

Koyun ve kecilerde in vivo embriyo iiretimine dayal klasik
multiple ovulasyon-embriyo transferi (MOET) protokollerinin
1960-1980 doneminde tanimlandigi; bu siirecte laparotomi ile
ovaryum ve uterusun digar1 alinarak ovidukt ve uterustan embriyo
toplandig1 aktarilmaktadir (Falchi ve ark., 2022).

1980’11 yillar, kii¢lik ruminantlarda hem suni tohumlama hem
de embriyo transferi alaninda laparoskopik tekniklerin devreye
girmesiyle 6nemli bir donlim noktasi olarak degerlendirilmektedir.
Laparoskopik suni tohumlama sayesinde uterusun laparoskopik
goriintlileme esliginde dogrudan gecilmesine olanak tanidigi; bu
yolla dondurulmus spermayla gebelik oranlarinin anlamli diizeyde
yiikseltildigi bildirilmektedir (Alexander ve ark., 2010). Benzer
sekilde laparoskopik ovum pick-up (LOPU) ve laparoskopik
embriyo transferi teknikleri, laparotominin getirdigi adezyon,
operasyon siiresi ve postoperatif komplikasyon risklerinin
azaltilmasini miimkiin kilmistir (Fonseca ve ark., 2018).

1990’1 yillardan itibaren in vitro embriyo iretimi (IVP)
kiiclik ruminantlarda giderek daha fazla ©Onem kazanmaya
baslamistir. Bu donemde ovaryumlardan oosit toplanmasi, in vitro
maturasyon, in vitro fertilizasyon ve in vitro kiiltiir protokollerinin
standardize edilmesi yoniinde yogun ¢alismalar yiiriitiilmiistiir. {1k in
vitro iiretilmis embriyolardan canli yavru elde edilmesiyle birlikte
IVP, arastirma laboratuvarlarindan saha uygulamalarina dogru
taginmaya baglamistir (Freitas, 2010; Tibary, 2005).
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2000°’1i yillarda laparoskopik oosit toplama ile kombine
edilen IVP ve juvenil in vitro embriyo transferi yaklasimlari,
prepubertal disilerden oosit toplanarak kisa siirede yiiksek genetik
degere sahip yavrular elde edilmesini miimkiin kilan stratejiler
olarak tanimlanmaktadir (Pasquariello ve ark., 2024).

Ayni donemde servikal dilatasyon tekniklerinin, 6zel kateter
tasarimlarinin ve farmakolojik protokollerin gelistirilmesiyle cerrahi
olmayan embriyo toplama ve transfer tekniklerinin koyun ve
kecilerde uygulanabilir héle getirildigi bilinmektedir. Bu
gelismelerin - Ozellikle  kegilerde  ticari embriyo  transfer
programlarinin yayginlagmasina katki sagladigi ifade edilmektedir
(Fonseca ve ark., 2018).

Bu tarihsel cergceve i¢inde degerlendirildiginde koyun ve
kecilerde reprodiiktif biyoteknolojilerin; 6nce temel fizyolojik
stireclerin anlasilmasina dayali olarak suni tohumlama ve embriyo
transferi ile sekillendigi, daha sonra in vitro embriyo lretimi,
laparoskopik teknikler ve cerrahi olmayan yaklagimlarla rafine
edildigi, giinlimiizde ise genomik ve gen diizenleme araglar ile
entegre edilerek yeniden goriilmektedir.

OSTRUS SENKRONIZASYONU

Koyun ve kecilerde reprodiiktif performansin artirilmasinda
Ostrus ve ovulasyon zamanlamasinin kontrol altina alinmasi temel
araclardan biridir. Ozellikle biiyiik isletmelerde laktasyon ve besi
donemlerinin planlanmasi, kuzu/oglaklarin partiler halinde elde
edilmesi, damizliklarin daha verimli kullanilmasi ve ileri reprodiiktif
biyoteknolojilerin (suni tohumlama, embriyo transferi, in vitro
embriyo tiretimi vb.) uygulanabilmesi i¢in, siiriideki disilerin belirli
bir zaman penceresi igerisinde es zamanli olarak Gstrusa girmesi ve
ovule olmas1 gerekmektedir (Kaya ve ark., 2018; Souza-Fabjan ve
ark., 2023).
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Koyun ve keci isletmelerinin biiyiik boliimiinde serbest agim
ya da elde asim ile yiritilen klasik c¢iftlestirme sistemlerinde,
oOstruslarin dogal sikluslara birakilmasi durumunda dogumlar genis
bir zaman araligina yayilmakta, bu durum hem isgiicii
organizasyonunu giiclestirmekte hem de yavrularin homojen bir
grup olarak Dbiyitilmesini zorlagtirmaktadir. Ayrica, siiri
yonetiminde mevsimsellik 6nemli bir sinirlayici faktor olarak ortaya
cikmakta; bazi irklarda belirgin, bazilarinda ise zayif diizeyde
goriilen mevsimsel poliostrik yapi nedeniyle, belirli donemlerde
yavru verimi belirgin bigimde diismektedir (Cosentino ve ark.,
2023). Bu baglamda, strus senkronizasyonu sayesinde, mevsimsel
anOstrusun etkilerinin azaltilmasi, dogum mevsiminin kaydirilmasi
veya daraltilmasi, damizlik kog/teke kullaniminin optimize edilmesi
ve sabit zamanli suni tohumlama (fixed-time AI; FTAI)
programlarinin rutin héle getirilmesi miimkiin hale getirilmektedir
(Cosentino ve ark., 2023; Kaya ve ark., 2018).

Son yillarda, ilk senkronizasyon protokolii sonrasinda gebe
kalamayan disilerde ovulasyonun yeniden senkronizasyonuna
(resenkronizasyon) yonelik protokoller gelistirilmekte ve boylece
gebelik  olusturulamayan sikluslarin  sayisinin = ve  sliresinin
azaltilmasi, disilerin “lretim dis1” kaldig1 giinlerin kisaltilmast ve
stiri diizeyinde gebelik oranlarimin yiikseltilmesi hedeflenmektedir
(Cosentino ve ark., 2023).

Kii¢iik Ruminantlarda Seksiiel Sikluslarin Hormonal
Senkronizasyonu

Kiiciikbag hayvanlarda seksiiel sikluslarin diizenlenmesinde
temel olarak dort ana yontem kullanilmaktadir. Bunlar; fotoperiyot
uygulamalari, besleme uygulamalar1 (flushing), ko¢ etkisinden
yararlanilmasi1 ve hormon kullanimidir. Koyun ve kegilerde dstrus ve
ovulasyonun manipiilasyonu esas olarak luteal fazin taklit edilmesi
veya fonksiyonel korpus Iluteumun lize edilmesi yoluyla
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gerceklestirilmektedir. Gilincel uygulamalarda en yaygin yaklagimin,
progestagen/progesteron iceren intravajinal araclarla luteal fazin
yapay olarak olusturulmast ve takiben Ostrus ve ovulasyonun
indiiklenmesi oldugu bildirilmektedir (Cosentino ve ark., 2023).

Progestagen temelli protokollerde, silikon esasli intravajinal
cihazlar (CIDR, DICO) veya medroksiprogesteron asetat (MAP) ya
da flurogeston asetat (FGA) emdirilmis intravajinal siingerler
kullanilmaktadir. Cihaz veya siingerler genellikle 5—7 giin (kisa
streli protokoller) ya da 12-14 giin (uzun siireli protokoller)
boyunca vajinada tutulmakta, c¢ikarilma aninda veya hemen
oncesinde prostaglandin F2a (PGF2a) analogu ile luteoliz
desteklenmekte ve c¢ogu protokolde es zamanli olarak eksojen
gonadotropin (¢ogunlukla eCG/PMSG) uygulanarak ovulasyon
orani artirilmaktadir (Martemucci ve D’Alessandro, 2011; Fonseca
ve ark., 2018; Cosentino ve ark., 2023).

Kisa siireli protokollerde, intravajinal P4/P4-analog araglari
5-7 giin siireyle vajinada tutulmakta; uygulamanin ilk giliniinde
ve/veya cihazin ¢ikarilmasindan 24 saat 6nce PGF2a uygulanarak
mevcut  korpus luteumlar lize edilmektedir. Siingerlerin
cikarilmasmma es zamanli veya hemen sonrasinda verilen eCG,
baskin follikiiliin biiylimesini ve ovulasyon oranini artirmakta, ayni
zamanda ovulatuar follikiillerden salgilanan Ostradiol diizeylerini
yiikselterek daha belirgin Ostrus belirtileri ve daha senkronize
ovulasyon saglamaktadir (Cosentino ve ark., 2023). Bdylece suni
tohumlamalar genellikle siingerin ¢ikarilmasmi takiben 48—60.
saatler arasinda gerceklestirilebilmektedir.

Baz1 protokollerde, eCG yerine ya da eCG’ye ek olarak
GnRH analoglar1 (6rn. buserelin, lecirelin) kullanilmaktadir. GnRH
uygulamast ile kontrollii bir LH dalgasi indiiklenerek follikiiler dalga
yonetimi optimize edilmekte ve ovulasyonun zamanlamasi daha
ongoriilebilir hale getirilmektedir (Amiridis ve Cseh, 2012; B6 ve
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ark., 2016; Cosentino ve ark., 2023). Mevsimsel anostrus doneminde
ise, 151k programlar1 ve melatonin implantlar1 ile pineal-hipotalamik
eksenin modiilasyonu yoluyla sikluslarin yeniden uyarilmasi ve
ardindan progestagen—gonadotropin kombinasyonlarinin
uygulanmas1 yaygin bir strateji olarak bildirilmektedir (Luo ve ark.,
2019).

Uzun siireli protokollerde, 12—-14 giin siireyle uygulanan
progestagen siinger veya CIDR tedavisini takiben PGF2a ve eCG,
stingerin ¢ikarilmasi sirasinda veya hemen Oncesinde verilmektedir.
Bu yaklasim ozellikle dogal ¢iftlesme ile birlestirilen programlarda
ve mevsime kuvvetle bagli irklarda halen yaygin bicimde
kullanilmaktadir. Ancak uzun stireli diisik diizey progesteron
maruziyetinin, kalict ve yaslanmis ovulator follikiillere ve fertilitede
azalmaya yol acabileceginden diisiik doz ve kisa siireli protokollerin
giderek daha fazla tercih edilmeye baslandig1 bildirilmektedir
(Alexander ve ark., 2010; Cosentino ve ark., 2023).

Resenkronizasyon protokollerinde, ilk suni tohumlama
sonrasinda gebeligi olusmayan disilerde, yeni bir luteal faz iizerine
ikinci bir P4 cihazi yerlestirilmekte ve erken donemde gebelik dis1
disilerin Doppler ultrasonografi ile belirlenmesini takiben yalnizca
bu hayvanlarda PGF2a ve eCG destekli yeni bir senkronizasyon
siklusu baglatilmaktadir. Boylece arka arkaya suni tohumlama
programlari ile sezon i¢inde bir disiye birden fazla gebelik sansi
taninmaktadir (Cosentino ve ark., 2023).

Siiperovulasyon ve Senkronizasyon

Koyun ve kegilerde embriyo biyoteknolojilerinin temelini,
siiperovulasyon sonrasi in vivo embriyo iiretimine dayali ¢oklu
ovulasyon ve embriyo transferi (multiple ovulation and embryo
transfer; MOET) programlari olugturmaktadir. Hem koyun hem de
kegide, diinya genelinde iiretilen embriyolarin biiyiik cogunlugunun
halen MOET kaynakl1 oldugu; in vitro embriyo iiretiminin (IVEP)
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ise Ozellikle kecide son yillarda belirgin artis gosterdigi, ancak
toplam say1 i¢inde heniiz MOET’i gecemedigi bildirilmektedir
(Alexander ve ark., 2010; Souza-Fabjan ve ark., 2023).

MOET programlarinda ilk adim, donér disilerde Gstrus ve
ovulasyonlarin siki bi¢gimde senkronize edilmesidir. Tipik bir
protokolde, 14—17 giin siireyle intravajinal P4/progestagen cihazi
uygulanir. Cihazin ¢ikarilmasindan yaklasik 48 saat 6nce baglayarak,
giinde iki kez olmak tizere 3—4 giin siireyle azalan dozlarda FSH
enjeksiyonlar1 yapilmaktadir (Alexander ve ark., 2010). Bu yaklasim
ile cok sayida antral follikiil es zamanli olarak uyarilmakta ve tek bir
siklus icinde ¢oklu ovulasyon saglanmaktadir. Ostrus, progestagenin
kesilmesini takiben beklenen zaman araliginda ortaya ¢ikmaktadir.
Bu donemde donér disilere dogal asim veya suni tohumlama
uygulanmaktadir. Suni tohumlama sonrast 6—7. giinde uterus
yikanarak morula/blastosist evresindeki embriyolar toplanmakta ve
Ostruslar1 senkronize edilmis tasiyici disilere taze veya dondurulmus
olarak transfer edilmektedir (Alexander ve ark., 2010; Fonseca ve
ark., 2016).

Kegilerde klasik siiperovulasyon protokollerinin genellikle
11-18 giinliik progesteron/progestagen uygulamasi ile basladigi,
sonrasinda  gonadotropin  uygulamalarmin  progestagenin
cekilmesinden dnceki son 2-3 giinde baglatildig1 ve bu protokollerin
degisken yanit ve prematiir luteal regresyon gibi sorunlarla birlikte
seyrettigi bildirilmektedir (Gordon, 2004). Bu nedenle, “day 0
protokolii”  olarak  adlandirilan, gonadotropin  tedavisinin
ovulasyondan hemen sonra, yeni follikiiler dalganin ortaya ¢iktig
donemde baglatildig1 protokoller gelistirilmis ve hem ovulasyon
say1s1 hem de embriyo kalitesi bakimindan klasik protokollere gore
iistiin sonuglar elde edildigi ifade edilmektedir (Menchaca ve ark.,
2018; Gordon, 2004).
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Stitci  kecilerde pratige yansimis protokollerde, 0Ostrus
senkronizasyonu icin siklikla PMSG+CIDR veya FSH+CIDR
kombinasyonlarinin kullanildigi, ayn1 kombinasyonlarin uygun doz
ve zamanlamalarla siiperovulasyon amaciyla da uygulandig
bildirilmektedir (Luo ve ark., 2019). Bununla birlikte, 6zellikle
PMSG tekrarli kullaniminda ovaryumda yan etkiler, luteal fonksiyon
bozukluklar1 ve d6l veriminde azalma goriilebilmektedir. Bu nedenle
modern MOET programlarinda FSH temelli protokollerin ve
inhibin-nétralizasyonu gibi alternatif yaklasimlarin 6n plana ¢iktig
ifade edilmektedir (Gordon, 2004; Luo ve ark., 2019).

Ostrus Senkronizasyonu ve Siiperovulasyon Uygulamalarinin
Sinirhliklar:

Her ne kadar 6strus ve ovulasyon senkronizasyonu kiiciik
ruminant liretiminde vazgeg¢ilmez araclar haline gelmis olsa da, bu
protokollerin 6nemli smirliliklar1 bulundugu bildirilmektedir. ilk
olarak, farkli irklar ve hatta ayni 1k icerisindeki farkli siiriiler
arasinda belirgin reprodiiktif mevsimsellik farkliliklar1 bulunur. Bu
da standart hormon protokollerine verilen yanitin oldukca degisken
olmasina neden olmaktadir (Gomez-Brunet ve ark., 2012; Cosentino
ve ark., 2023). Bazi wrklarda andstrus doneminde senkronizasyon
sonrast Ostrus oranlar1 ve gebelik oranlar1 belirgin bigimde
diismektedir. Ozellikle diisiik doz protokoller ve yalmzca
progestagen—PGF20 kombinasyonlarina dayanan semalarda daha
belirgin hale gelmektedir.

Ikinci olarak, hormon protokollerinin bilesimi, dozlar1 ve
uygulama siireleri arasinda heniiz tam bir standardizasyon
saglanamamuistir. Progestagen silingerlerin uzun siireli kullaniminda
P4 maruziyetine bagl olarak persiste follikiiller, diisiik ovulator
follikiil kalitesi ve fertilitede azalma gozlenebilmektedir (Oliveira ve
ark., 2014). Ote yandan, kisa siireli protokollerde yetersiz
progesteron baskilanmasi durumunda follikiiler dalgalar yeterince
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senkronize edilememektedir. Suni tohumlama sonrasi gebelik
oranlarinda degiskenlige yol agmaktadir (Cosentino ve ark., 2023).

Gonadotropin kullanimi da 6nemli sinirliliklar icermektedir.
PMSG/eCG’nin  tekrarli  uygulamalarinda  anti-gonadotropin
antikorlarinin gelismesi, ovaryum yanitinda azalma ve luteal
fonksiyon bozukluklari ile iliskilidir. Bu nedenle ayni hayvanda
tekrarli siiperovulasyon uygulamalarinin embriyo sayisi ve kalitesini
kademeli olarak diisiirdiigii bildirilmektedir (Luo ve ark., 2019).
Koyun ve kecide MOET programlarinin basarisin1 sinirlayan
faktorler arasinda gonadotropin kaynagi ve safligi, uygulanma
protokolii ve kullanilan progestagen rejiminin yani sira; yas, irk,
viicut kondisyonu ve reprodiiktif durum gibi hayvana ait igsel
faktorler de sayilmaktadir (Alexander ve ark., 2010).

Resenkronizasyon protokollerinde, P4 aracinin gebelik
durumu bilinmeden, erken luteal fazda yeniden uygulanmasinin
endojen korpus luteum fonksiyonunu olumsuz etkileyerek embriyo
kayiplarina yol agabilecegi uzun siire dnemli bir endise konusu
olmustur. Ayrica tiim disilerin gebelik durumuna bakilmaksizin
ikinci kez hormon uygulanmasi, gereksiz hormon kullanimu,
gereksiz sperma tliketimi ve erken gebelik doneminde gereksiz
hayvan manipiilasyonu gibi sakincalar1 beraberinde getirmektedir
(Cosentino ve ark., 2023). Bu nedenle, Doppler ultrasonografi ile
erken gebelik dis1 disilerin segilmesi ve yalnizca bu gruba
resenkronizasyon uygulanmasi yoniinde protokoller
gelistirilmektedir.

Ugiincii  bir  sinirlilik,  senkronizasyon —protokollerinin
ekonomik ve cevresel maliyetleri 1ile ilgilidir. Hormon
preparatlarinin maliyeti, 6zellikle kiiciik 6l¢ekli aile isletmelerinde
programlarin rutin kullanimini kisitlayabilmektedir (Kaya ve ark.,
2018). Ayrica, genis siiriilerde senkronizasyon programlarinda
kullanilan hormon ve sarf maddelerinin ¢evresel etkileri, hayvansal
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tiretimde stirdiiriilebilirlik perspektifiyle birlikte degerlendirilmeye
baslanmigtir. Tiketici beklentileri ve hayvan refahina iliskin
duyarliligin artmasi, daha diisiik dozlu, daha kisa siireli ve miimkiin
oldugunca az miidahaleye dayali senkronizasyon protokollerinin
gelistirilmesini tesvik etmektedir (Souza-Fabjan ve ark., 2023).

Son  olarak, senkronizasyon ve  siliperovulasyon
uygulamalarinin basaris1 yalnizca hormonal protokole bagh
olmayip, siirii yonetimi, besleme diizeyi, damizlik se¢imi, kog/teke
verimliligi, tohumlama teknigi ve embriyo biyoteknolojileri ile
entegrasyon diizeyi tarafindan belirgin bigimde etkilenmektedir. Bu
nedenle, koyun ve kegilerde 6strus ve ovulasyon senkronizasyonu,
izole bir islem olarak degil, biitiinciil bir reprodiiktif yonetim paketi
icerisinde ele alinir. Siirii bazinda genetik 1slah stratejileri, besleme
programlar1 ve saglik yonetimi ile entegre edildiginde en yiiksek
verimlilik diizeyine ulagabilmektedir (Kaya ve ark., 2018; Souza-
Fabjan ve ark., 2023).

KOYUN VE KECILERDE SPERMANIN SAKLANMASI

Koyun ve kegilerde reprodiiktif biyoteknolojilerin etkin
bicimde uygulanabilmesi i¢in, ejakiilatin kisa ve uzun siireli
saklanmasina yonelik tekniklerin tiir ve hatta irk diizeyinde optimize
edilmesi gerektigi degerlendirilmektedir. Suni tohumlama, in vitro
embriyo lretimi ve embriyo transferi programlarinda kullanilan
spermanin kalitesi, biiylik Olgiide saklama yontemi, sulandirici
bilesimi ve dondurma—¢6zme kosullar1 tarafindan belirlenmektedir
(Alexander ve ark., 2010; Souza-Fabjan ve ark., 2023). Kiigiik
ruminant spermasinin, 6zellikle boga spermasina kiyasla daha diisiik
kriyotolerans gdostermesi, bu tlirlerde saklama protokollerinin
gelistirilmesini zorlagtiran temel biyolojik sinirliliklar arasinda
sayilmaktadir (Lv ve ark., 2019; Rizkallah ve ark., 2022).
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Spermanin Kisa Siireli Saklanmasi

Kisa siireli saklama, ejakiilatin genellikle 4-5 °C civarinda,
birka¢ saatten 24-72 saate kadar degisebilen siirelerde muhafaza
edilmesini kapsamaktadir. Bu yaklasim, nativ spermayla suni
tohumlama yapilan siiriilerde, tohumlama zamaninin esnek bigimde
planlanmasini, ayni ejakiilatin birden fazla tohumlama igin
kullanilmasini ve uzak mesafelerdeki isletmelere sperma taginmasini
miimkiin kilmaktadir (Kaya, 2018; Luo ve ark., 2019).

Kisa siireli saklama protokollerinde genellikle Tris—sitrat—
fruktoz veya Tris—sitrat—glukoz tamponlari, enerjiyi saglayan
karbonhidratlar, tamponlayici sistemler, antibiyotikler ve membrani
stabilizasyon amaciyla yumurta sarisi, siit iriinleri veya fosfolipid
iceren bilesenler kullanilmaktadir. Cesitli ¢alismalarda, kog
spermasinin 4-5 °C’de, farkli sulandiricilarla 48—72 saate kadar
kabul edilebilir motilite ve membran biitiinliigli ile saklanabildigi
ancak fertilitenin 6zellikle ilk 12—24 saat i¢inde en yiiksek diizeyde
seyrettigi bildirilmektedir (Lopez-Saéz ve ark., 2000; O’Hara ve
ark., 2010; Menchaca ve ark., 2018).

Ko¢ spermasmin kisa siireli saklanmasinda kullanilan
sulandiricilarin - karsilastirildigr  ¢alismalarda, yagsiz siit bazh
sulandiricilarin, Tris-trehaloz veya fosfolipid igeren ticari
sulandiricilara benzer ya da bazi durumlarda daha yiiksek diizeyde
motilite ve membran biitiinliigii sagladig: belirtilmektedir. Bununla
birlikte sulandiricinin bilesimi, saklama siiresi ve sicakligi ile
etkilesim iginde degerlendirildiginde sonuglarim degiskenlik
gosterdigi belirtilmektedir (Lopez-Saéz ve ark., 2000; O’Hara ve
ark., 2010).

Kisa stireli saklama sirasinda oksidatif stresin 6nemli bir
zarar mekanizmast oldugu, reaktif oksijen tiirlerinin membran
lipidlerini, mitokondriyal fonksiyonu ve DNA biitiinliiglini
bozdugu, bu nedenle sulandiricilara antioksidanlarin eklenmesinin
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hem kog¢ hem de teke spermasinda motilite ve membran biitlinliigiinii
koruyabildigi bildirilmektedir. Tris—yumurta saris1 sulandiricisina
katalaz ve Trolox ilavesinin ko¢ spermasinda canlilik ve fonksiyonel
membran biitiinliigiini iyilestirdigi, benzer sekilde vitamin C ve
vitamin E, taurine, glutatyon, trehaloz, melatonin, likopen ve benzeri
antioksidanlarin kalite parametrelerini korumaya yardimci oldugu
rapor edilmektedir (da Silva Maia ve ark., 2009; Akhter ve ark.,
2023; Bucak ve Tekin, 2007; Akalin ve ark., 2016).

Kegilerde kisa siireli saklama uygulamalarinda, yumurta
sarist1 ve siit Urlinlerine dayali klasik sulandiricilara ek olarak,
bitkisel fosfolipid igeren ticari sulandiricilarin ve soya lesitin bazli
sulandiricilarin giderek daha fazla kullanildig: bildirilmektedir (Lv
ve ark., 2019; Silva ve ark., 2019).

Spermanin Uzun Siireli Saklanmasi

Uzun siireli saklama, spermanin dondurularak c¢ok diisiik
sicakliklarda, genellikle sivi azot icinde -196 °C’de teorik olarak
stiresiz sayilabilecek siirelerle muhafaza edilmesine dayanmaktadir.
Kriyoprezervasyon, yiiksek genetik degere sahip kog¢ ve tekelerin
genetik materyalinin  uzun mesafelerde tasginmasina, gen
bankalarinin olusturulmasina ve ileri reprodiiktif biyoteknolojilerle
birlikte kullanilmasina imkéan vermektedir (Lv ve ark., 2019; Kaya,
2018; Souza-Fabjan ve ark., 2023).

Klasik dondurma protokolii, ejakiilatin 6nce uygun bir
sulandirici ile gerekli spermatozoon konsantrasyonuna getirilmesini,
ardindan kademeli olarak oda sicaklifindan 4-5 °C’ye
sogutulmasini i¢cermektedir. Sogutma asamasinda genellikle 6nce
gliserol igcermeyen bir On sulandirma yapilmakta, 4-5 °C’ye
ulagildiktan sonra gliserol igeren ikinci bir fraksiyon eklenerek
permeabl kriyoprotektanin hiicre igine dengeli bicimde gecisi
saglanmaktadir. Bu asamada spermanin belirli bir siire (¢ogu
protokolde 1-2 saat) dengeye gelmesi beklenir. Ardindan sperma
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0,25 veya 0,5 ml’lik payetlere doldurulmakta ve sivi azot yiizeyinde
buhar fazinda belirli bir yiikseklikte kademeli olarak
dondurulmaktadir. Son asamada pipetler sivi azot igerisine
daldirilarak uzun siireli depolamaya alinmaktadir (Lv ve ark., 2019;
Alexander ve ark., 2010).

Son yillarda, klasik yavas dondurma ydntemine alternatif
olarak vitrifikasyon ve freeze-drying gibi tekniklerin de arastirildigi
ancak bu yontemlerin fertilizasyon i¢in ¢cogu zaman intrasitoplazmik
sperm enjeksiyonu gibi ileri mikro manipiilasyon tekniklerine
ihtiya¢ duydugu bilinmektedir.

Koyun ve keci spermasinin dondurularak saklanmasinda
kullanilan sulandiricilar, temel olarak tampon sistemleri, enerji
substratlari, koruyucu kolloidler, permeabl ve nonpermeabl
kriyoprotektanlar, antioksidanlar ve antibiyotiklerden olugmaktadir.
Tris—sitrat—fruktoz veya Tris—yumurta sarisi tabanli sulandiricilar
kog¢ spermasi i¢in uzun yillar boyunca standart olarak kullanilmas,
stit bazli ve ticari fosfolipid igeren sulandiricilar ile bu sistemler
desteklenmistir (da Silva Maia ve ark., 2009; Lv ve ark., 2019).

Permeabl kriyoprotektanlar arasinda en yaygin kullanilan
molekiil gliseroldiir. Bununla birlikte gliserol, o6zellikle kog
spermasinda yiiksek osmotik stres ve toksisiteye yol agabilmekte, bu
nedenle hem konsantrasyonun dikkatle ayarlanmasi gerektigi
bildirilmektedir (Lv ve ark., 2019; Rizkallah ve ark., 2022).

Bazi ¢alismalarda etilen glikol, dimetil siilfoksit ve propilen
glikol gibi alternatif permeabl kriyoprotektanlarin da ko¢ ve teke
spermasinda test edildigi ancak gliseroliin fertilite acisindan halen
referans molekiil konumunda oldugu belirtilmektedir (Lv ve ark.,
2019).

Nonpermeabl kriyoprotektanlar arasinda yumurta sarisi,
yagsiz siit, diisik yogunluklu lipoprotein fraksiyonlari, bitkisel

fosfolipidler, sekerler ve proteinler sayilmaktadir. Yumurta sarisinin,
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ozellikle phosvitin ve diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL)
fraksiyonlar1 aracilifiyla sperm plazma membrant iizerinde
koruyucu bir film olusturdugu, membran fosfolipidlerinin
stabilizasyonuna ve sogutma sirasinda faz  gegcislerinin
tamponlanmasia katki sagladigi bildirilmektedir. Tris—yumurta
saris1 sulandiricisina trehaloz, taurine, glutatyon gibi nonpermeabl
kriyoprotektan—antioksidanlarin eklenmesinin dondurma—¢6zme
sonrasi motilite ve membran biitiinliiglinii artirdig1 gosterilmistir (da
Silva Maia ve ark., 2009; Bucak ve Tekin, 2007).

Kegi spermasinda yumurta sarisi ve siit bazli sulandiricilarin
kullanimin1 sinirlayan 6nemli bir nokta, seminal plazmada bulunan
fosfolipaz A aktivitesidir. Bu enzim, yumurta saris1 ve siit
iiriinlerindeki fosfolipidleri hidrolize ederek lizofosfolipidler ve
serbest yag asitleri olusturmakta, bu molekiiller sperm plazma
membraninda deterjan benzeri etki ile hasara yol agabilmektedir. Bu
nedenle keci spermasinin  kriyoprezervasyonunda seminal
plazmanin sulandirma 6ncesi uzaklastirilmas: ve hayvansal kokenli
lipoproteinler yerine bitkisel fosfolipid iceren sulandiricilarin
kullanilmas1 6nerilmektedir (Lv ve ark., 2019; Bodu ve ark., 2025).

Soya lesitini bazli sulandiricilarin  kegi  spermasinin
dondurulmasi sirasinda yumurta sarisi ve siit bazli sulandiricilar ile
benzer veya daha iyi ¢6ziim sonu motilitesi, plazma membrani
biitiinliigi ve fertilite sagladig: bildirilmektedir (Forouzanfar ve ark.,
2010; Silva ve ark., 2019; Tarig ve ark., 2017).

Son yillarda hem ko¢ hem de teke spermasinin
dondurulmasinda  sulandirici  formiilasyonlarinin  daha da
gelistirilmesi amaciyla antifriz proteinler, kolesterol yiikli
siklodekstrinler, vitaminler, antioksidanlar ve c¢esitli nano
partikiillerin kullanildig: bildirilmektir (Li ve ark., 2023; Bodu ve
ark., 2025).
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Koyun ve Kecilerde Kriyoprezervasyon Isleminin Smirhliklar

Kiigiik ruminantlarda sperma kriyoprezervasyonunun en
belirgin sirlilig tiirlere 6zgii membran yapisi ve seminal plazma
bilesimi nedeniyle ko¢ ve teke spermasiin boga spermasina gore
daha diisiik kriyotolerans gostermesidir. Ko¢ spermasinin plazma
membraninda kolesterol/fosfolipid oraninin diisiik, ¢oklu doymamais
yag asidi oraninin ise yiiksek oldugu bilinmektedir. Bu yapisal
ozelliklerin membran1 daha akiskan hale getirdigi ancak sogutma ve
dondurma sirasinda faz gegislerine, lipid yeniden diizenlenmesine ve
oksidatif hasara kars1 duyarlilig1 artirdig bildirilmektedir (Rizkallah
ve ark., 2022; Evans ve ark., 1979).

Bu nedenle kog¢ spermasi, sogutma hizi, gliserol ekleme hizi
ve dondurma egrisi gibi parametrelerdeki kiiciik farkliliklara dahi
hassas yanit vermektedir. Bu durum laboratuvarlar ve saha kosullari
arasinda ¢oOziim sonu spermatolojik parametrelerde Onemli
varyasyona neden olmaktadir.

Kriyoprezervasyon sirasinda karsilasilan baslica zarar
mekanizmalar1 arasinda hiicre i¢i ve dis1 buz kristali olusumu,
ozmotik stres, soguk sok, membran lipid faz ge¢isleri, akrozomal zar
hasar1, mitokondriyal fonksiyon kayb1 ve reaktif oksijen tiirlerine
bagli oksidatif stres yer almaktadir. Dondurma—¢6zme sonrasi kog
ve tekelerde motilite, plazma membrani ve akrozom biitiinliigiinde
belirgin azalma, DNA biitiinliiglinde bozulma, erken akrozom
reaksiyonu sikliginda yiikselme bildirilmektedir. Bu degisikliklerin
fertilizasyon kapasitesi ve embriyo gelisimi iizerinde olumsuz etki
yaptigi, bu nedenle ¢6ziim sonu motilitenin tek basina yeterli bir
gosterge olmadig1 vurgulanmaktadir (Souza-Fabjan ve ark., 2023).

Bir diger smrlilik, ejakiilat kokenine gore kriyotolerans
farkliliklart ile ilgilidir. Kog¢ epididimal spermasinin, ejakiilat
spermasina kiyasla ozmotik stres, soguk sok ve kriyoprotektan
maruziyetine daha direngli oldugu, epididimal ortamda membran
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lipid bilesiminin ve yiizey proteinlerinin farkli diizenlendigi
gosterilmistir (Martinez-Fresneda ve ark., 2019). Bu bulgu, 6zellikle
post-mortem hayvanlardan epididimal sperm toplanarak genetik
materyalin kurtarilmasi ¢alismalarinda 6nem tasimaktadir. Ancak
saha kosullarinda c¢ogunlukla ejakiilat spermasinin kullanilmasi
nedeniyle bu potansiyel avantaj pratik uygulamada sinirh
kalmaktadir.

Son olarak, dondurulmus sperma kullanimi suni tohumlama
tekniklerinin etkinligini sinirlamaktadir. Bu nedenle laparoskopik
intrauterin suni tohumlama gibi daha invaziv yontemlere ihtiyag
duyulmaktadir. Bu durum hem teknik altyapi ve maliyet acisindan
sinirlayici bir unsur olarak degerlendirilmektedir (Alexander ve ark.,
2010; Gibbons ve ark., 2019; Kaya, 2018).

Genel olarak degerlendirildiginde, koyun ve kegilerde
sperma saklama tekniklerinin temel prensiplerinin diger evcil
tirlerle benzerlik gosterdigi ancak membran lipid yapisi, seminal
plazma kompozisyonu ve mevsimsel iireme fizyolojisi gibi tiir
spesifik oOzellikler nedeniyle hem kisa siireli saklama hem de
kriyoprezervasyon protokollerinin bu tiirlere 6zgii olarak optimize
edilmek zorunda oldugu aciktir.

KOYUN VE KECILERDE SUNi TOHUMLAMA

Koyun ve kegilerde suni tohumlama, dél veriminin kontroli
ve genetik 1slahin hizlandirilmasina yonelik temel reprodiiktif
biyoteknolojik uygulamalardan biridir. Ancak bu tiirlerde kullanilan
uygulama teknikleri, basar1 oranlar1 ve saha kullanim yayginligi,
biiyilkkbag  hayvanlara kiyasla belirgin  bigimde farklilik
gostermektedir (Gibbons ve ark., 2019; Fonseca ve ark., 2018).

Vajinal tohumlama

Koyun ve kegilerde en basit ve en eski suni tohumlama yolu,
vajinal-servikal tohumlamadir. Bu yontemde, hayvanlarda
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cogunlukla Ostrus senkronizasyonu sonrast spekulum yardimiyla
vajen ve serviks goriintiilenmekte, ardindan intravajinal veya serviks
kanalinin girisine kadar ilerletilen bir kateter ile sperma
aktarilmaktadir (Gibbons ve ark., 2019).

Koyunda serviks anatomisi, ¢ok sayida ve diizensiz halkalar
ile karakterize oldugu i¢in, kateterin servikal halkalar1 asarak uterusa
ulagmasi ¢ogu zaman miimkiin olmamakta ve sperma ¢ogunlukla
servikal os externum diizeyine veya daha kranial halkalara kadar
verilebilmektedir.  Ozellikle dondurulmus—ozdiiriilmiis  kog
spermast kullanildiginda servikal tohumlama sonrasi gebelik
oranlarinin genellikle diisiikk ve degisken oldugu, bir¢ok calismada
%0-30 araliginda oranlarin bildirildigi ve bu nedenle dondurulmus
sperma ile servikal suni tohumlamanin yaygin bir saha uygulamasi
héline gelemedigi vurgulanmaktadir (Salamon ve Maxwell, 1995;
Gibbons ve ark., 2019; Tekin ve ark., 2020). Buna karsin taze veya
sogutulmus “chilled” sperma ile yapilan servikal tohumlamalarda,
uygun senkronizasyon ve zamanlamayla %40-60’a varan gebelik
oranlarinin elde edilebildigi bildirilmektedir (Gibbons ve ark.,
2019).

Kegilerde ise serviks yapisinin daha az kivrimli, halkalarin
daha az sayida ve daha diizenli olmasi nedeniyle trans servikal
tohumlamanin koyuna kiyasla daha kolay uygulanabildigi ifade
edilmektedir (Leethongdee ve Ponglowhapan, 2014; Tekin ve ark.,
2020).

Vajinal-servikal suni  tohumlama teknigi ekipman
gereksiniminin sinirlt olusu, kisa siirede yliksek sayida disinin
tohumlanabilmesi ve oOzellikle sogutulmus spermayla kabul
edilebilir gebelik oranlarin elde edilebilmesi nedeniyle saha
kosullarma  gorece  daha uygun bir yontem  olarak
degerlendirilmektedir. Bununla birlikte koyun serviksinin anatomik
yapisi, servikal mukus faktorii ve ko¢ spermasinin dondurulmaya
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diisiik toleransi, dondurulmus sperma ile servikal tohumlamanin
etkinligini sinirlayan temel biyolojik faktorler olarak One
¢ikmaktadir (Salamon ve Maxwell, 1995; Gibbons ve ark., 2019).

Laparoskopik suni tohumlama

Laparoskopik suni tohumlama, 0&zellikle koyunlarda
dondurulmus sperma kullanimina bagli fertilite kayiplarimi telafi
etmek amaciyla gelistirilmis ileri bir intrauterin tohumlama teknigi
olarak tanimlanmaktadir. Bu yontemde, Ostrus senkronizasyonu
yapilmig koyun veya kegilere sedasyon ve lokal anestezi
uygulanmakta, hayvanlar c¢ogunlukla sirtiisti  pozisyonda
tohumlama sehpalarina alinmakta ve peritoneal kaviteye CO: ile
pnomoperiton olusturulduktan sonra karin duvarina yerlestirilen
trokarlar  iizerinden laparoskop ve tohumlama kaniilleri
yonlendirilmektedir (Gibbons ve ark., 2019; Kang ve ark., 2024).

Diger yandan laparoskop yardimiyla wuterin kornular
goriintiilenmekte, tohumlama kaniilii veya 6zel igneler ile her bir
kornu uterinin tuba uterin birlesme bdlgesine kiicliik hacimde
(genellikle 0,1-0,25 mL) sperma aktarilmaktadir. Dondurulmus kog
spermas1 kullanildiginda, doz basina 20—-60x10°¢ motil spermatozoon
icerecek sekilde protokoller 6nerilmektedir (Gibbons ve ark., 2019).
Cesitli caligmalarda laparoskopik intrauterin tohumlama ile
dondurulmusg sperma kullanildiginda gebelik oranlarinin cogunlukla
%60-75 araliginda oldugu, hatta genis 6lcekli Merinos siiriilerinde
28.000’in tizerinde koyunda ortalama %70 civarinda gebelik
oraninin elde edildigi bildirilmektedir (Hill ve ark., 1998; Gibbons
ve ark., 2019; Spanner ve ark., 2024). Bu nedenle laparoskopik
tohumlama, koyunlarda dondurulmus sperma ile suni tohumlamanin
“altin standart” teknigi olarak degerlendirilmektedir (Gibbons ve
ark., 2019).

Kegilerde laparoskopik intrauterin suni tohumlamanin klinik
ve sahaya dayali uygulamalarinin sinirli olmakla birlikte giderek
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arttig1 bildirilmektedir. Ozellikle siit kegcisi 1slah programlarinda,
laparoskopik yontemle dondurulmus sperma kullaniminin, servikal
tohumlamaya gore daha yiiksek gebelik oranlar1 sagladig:
bilinmektedir. Ulkemizdeki bir saha ¢alismasinda Saanen kegilerde
laparoskopik suni tohumlama ile primipar ve multipar hayvanlarda
tatmin edici gebelik oranlarmin elde edildigi rapor edilmistir
(Kulaksiz ve Daskin, 2012; Tekin ve ark., 2020). Bununla birlikte
kecilerde serviks anatomisinin kateter gegisine daha elverisli olmasi,
laparoskopik yontemin ¢ogunlukla dondurulmus sperma ile yiiksek
genetik degere sahip teke spermasinin kullanilmak istendigi 6zel
stirii programlarina 6zgii kalmasina neden olmaktadir (Leboeuf ve
ark., 2008; Luo ve ark., 2019).

Laparoskopik teknigin en onemli avantaji, dondurulmus—
cozdiiriilmiis spermayla servikal tohumlamaya kiyasla belirgin
diizeyde daha yiiksek gebelik oran1 saglamasi ve bunun daha diigiik
sperm dozu ile basarilabilmesidir. Buna karsin genel anestezi ya da
sedasyon gereksinimi, cerrahi girisim, karin duvarinda trokar
girigleri, pndmoperiton ve 06zel optik—isik sistemi gibi ekipman
gereksinimleri, maliyet ve hayvan refahi ile ilgili kaygilar, bu
teknigin Ozellikle kiigiik Olgekli isletmelerde yayginlagmasini
sinirlayan baslica faktorler olarak degerlendirilmektedir (Salamon
ve Maxwell, 1995; Gibbons ve ark., 2019; Tekin ve ark., 2020).

Ulkemizde kegileri konu alan ¢alismalar hem servikal hem
de laparoskopik suni tohumlama tekniklerinin uygulanabilir
oldugunu ve ozellikle siit kecisi siiriilerinde, iyi organize edilmis
1slah programlar ile entegre edildiginde kabul edilebilir gebelik
oranlar1 saglanabildigini gostermektedir (Kulaksiz ve Daskin, 2012;
Tekin ve ark., 2020). Ancak bu c¢alismalar genellikle arastirma veya
siirlt sayida ¢iftlikten elde edilmis saha verilerine dayanmaktadr.
Resmi istatistiklerin olmayisi nedeniyle, Tiirkiye’de koyun ve
kegilerde suni tohumlamanin toplam ¢iftlestirmeler i¢indeki payimnin

halihazirda c¢ok diisiik oldugu, isletmelerin biiyiikk ¢ogunlugunda
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halen dogal asimin tercih edildigi degerlendirilmektedir (Kaya,
2018).

Bu noktada bir diger simirlayict faktor de bu tiirlere
dondurulmusg sperma ithalatindaki stirekliligin saglanamamasidir.

Koyun ve kecilerde suni tohumlama, uygun senkronizasyon
protokolleri ile birlikte kullanildiginda, isletme diizeyinde ve ulusal
olcekte onemli avantajlar sunmaktadir. Oncelikle, yiiksek genetik
degere sahip ko¢ ve tekelerin genetik materyalinin genis siirii
poplilasyonlarina hizla yayilmasina olanak taninmakta, bu sayede
slit verimi, bliylime hizi, karkas kalitesi veya dol verimi gibi hedef
ozelliklerde genetik ilerleme hizinin dogal ¢iftlesmeye gore belirgin
bicimde artt1g1 bildirilmektedir (Leboeuf ve ark., 2008; Luo ve ark.,
2019; Viana, 2022). Dondurulmus sperma kullanimi, damizlik
erkeklerin uzak bolgelere hatta uluslararasi diizeyde genetik
materyal transferini miimkiin kilarak, tasima maliyetlerini
azaltmakta ve hayvanlarin nakline bagli stres ve biyogiivenlik
risklerini azaltmaktadir (Salamon ve Maxwell, 1995; Gibbons ve
ark., 2019).

Ikinci olarak, suni tohumlama, dstrus senkronizasyonu ile
birlikte uygulandiginda dogumlarin belirli ve dar bir zaman
penceresinde yogunlagmasini saglamakta, bu da kuzu ve oglaklarin
benzer yas ve agirlikta gruplar halinde yonetilmesine, asilama,
besleme ve pazarlama stratejilerinin daha planlh yiiriitilmesine
imkan vermektedir (Faigl ve ark., 2012; Gibbons ve ark., 2019). Siit
kegisi isletmelerinde laktasyon baslangiclarinin kiimelenmesi, sagim
planlamasi ve is gilicii organizasyonu agisindan ayrica Gnemli
goriilmektedir (Leboeuf ve ark., 2008; Luo ve ark., 2019).

Ucgiincii olarak, suni tohumlama, 6zellikle venereal yolla
bulasan enfeksiyonlarin kontrolii ve eradikasyon programlarinda
kritik bir arag olarak degerlendirilmektedir. Spermalarin toplanmasi,
islenmesi ve dondurulmasi sirasinda hijyen ve saglik tarama
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protokollerinin uygulanmasi, enfekte damizlik erkeklerin siirii
populasyonlarina dogrudan bulasma riskini azaltmaktadir (Leboeuf
ve ark., 2000; Parkinson, 2024).

Son olarak, suni tohumlama, laparoskopik ovum pick-up, in
vitro embriyo iiretimi ve embriyo transferi gibi ileri ilireme
biyoteknolojilerinin de 6n kosulu olarak goriilmektedir. Bu teknikler
aracilifiyla secilmis disilerden kisa siirede ¢ok sayida yavru elde
edilmesi miimkiin hale gelmektedir (Cognie ve ark., 2003; Viana,
2022; Falchi ve ark., 2022). Dolayisiyla suni tohumlama, yalnizca
tek basma bir teknoloji degil, ayn1 zamanda diger reprodiktif
biyoteknolojilere  giden yolun temel basamagi olarak
konumlandirilmaktadir.

Suni Tohumlamanin Smirhhiklar:

Koyun ve kecilerde suni tohumlamanin yayginliginin, sigir
gibi tiirlere kiyasla sinirli kalmasinin temelinde teknik, biyolojik ve
sosyoekonomik pek ¢ok faktoriin bulundugu degerlendirilmektedir.

Sosyoekonomik acidan bakildiginda, birgok iilkede kiigiik
ruminant liretiminin halen genis 6lciide kiiclik aile isletmeleri ve
gbcer—yar1 gocer sistemler lizerine kurulu olmasi, kayit sistemlerinin
zayif, organizasyon ve kooperatiflesmenin sinirli olmasi, suni
tohumlamanin  organize programlar halinde yiiriitilmesini
giiclestirmektedir (FAO, 1991; Kaya, 2018; Parkinson, 2024). Bu
yap1 icinde dogal asim, hem diisiik teknolojik gereksinimi hem de
mevcut siirli yonetimi aligkanliklar ile daha uyumlu oldugundan,
cogu isletmede hala “varsayilan” ciftlestirme yoOntemi olarak
kullanilmaktadir.

Son olarak, suni tohumlama programlarmin basaril
olabilmesi i¢in dstrus senkronizasyonu, viicut kondisyonu, besleme,
stirli sagligi, tohumlama zamani ve sperma kalitesi gibi pek c¢ok
parametrenin  birlikte ve hassas bir sekilde yOnetilmesi

182~



gerekmektedir. Gerek koyun gerekse kecilerde, farkli caligmalar
arasinda bildirilen gebelik oranlarindaki biiyiik varyasyonun énemli
bir kismi bu yonetim faktorlerindeki farkliliklardan kaynaklanir.
Ozellikle saha kosullarinda zamanlama hatalar1, yetersiz Ostrus
senkronizasyonu ve sperm isleme protokollerindeki degiskenligin
basartyr simirlayan baslica unsurlar oldugu bildirilmektedir
(Donovan ve ark., 2004; Molina ve ark., 2012; Gibbons ve ark.,
2019; Tekin ve ark., 2020).

Tiim bu nedenlerle koyun ve kegilerde suni tohumlamanin,
ozellikle organize siit kegisi stiriileri ve belirli koyun 1slah
semalarinda kritik bir arag¢ olarak kullanildigi, ancak kiigiik ruminant
yetistiriciliginin genel fotografi iginde halen siirli diizeyde yer
aldigini s6ylemek miimkiindiir.

KOYUN ve KECILERDE EMBRiYO TRANSFERI

Koyun ve kegilerde embriyo transfer uygulamalarindaki
giincel bilgi birikiminin biiyiik 6l¢iide in vivo embriyo iiretimine
dayandigi, ancak in vitro embriyo iiretimi ve juvenil dondrlerden
yararlanma stratejilerinin hizla onem kazandig1
degerlendirilmektedir (Fonseca ve ark., 2016; Souza-Fabjan ve ark.,
2023).

Koyun ve kegilerde in vitro embriyo Tlretimi uygun
dondrlerden oositlerin toplanmasi, in vitro maturasyon (IVM), in
vitro fertilizasyon (IVF) ve in vitro kiiltiir (IVC) asamalarindan
olusan ¢ok basamakli bir siire¢ olarak tanimlanmaktadir. Bu tiirlerde
oositler, c¢ogunlukla kesimhane materyalinden elde edilen
ovaryumlardan, ya da canli hayvanlarda laparoskopik ovum pick-up
(LOPU) protokolleri ile toplanmaktadir. Bunu takiben
standartlastirilmaya c¢alisilan maturasyon ve Kkiiltiir protokolleri
uygulanmaktadir (Teixeira ve ark., 2011; Tervit, 1996; Falchi ve ark.,
2022).
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Mevcut veriler, kii¢iik ruminantlarda in vitro embriyo liretimi
(IVEP)'in son yillarda en hizli biiyliyen reprodiiktif biyoteknoloji
oldugunu, ancak endiistriyel diizeyde embriyo iiretiminin hala
agirlikli olarak multiple ovulasyon ve embriyo transferi (MOET)
iizerine kurulu bulundugunu gostermektedir (Fonseca ve ark., 2016;
Souza-Fabjan ve ark., 2023). Uluslararas1 Embriyo Teknolojisi
Dernegi (IETS) biiltenlerinde, koyunlarda 2021 yili itibariyla diinya
capinda iiretilen embriyolarin yaklasik tamaminin in vivo kokenli
oldugu, IVEP kaynakli embriyolarin ise toplam igindeki payinin
oldukca smurl kaldig: bildirilmektedir (Viana, 2022; Souza-Fabjan
ve ark., 2023).

Oosit kalitest, kii¢iik ruminant IVEP programlarinin en kritik
bilesenlerinden biri olarak degerlendirilmektedir. Mevsimsel strus
ve folikiiler dinamikler nedeniyle, 6zellikle mevsim dis1t donemde
elde edilen oositlerin gelisim potansiyelinin diistiigii bilinmektedir.
Dolayisiyla siiperovulasyon ve senkronizasyon protokollerinin
mevsime ve dondr tipine gore uyarlanmasinin gerekliligi
vurgulanmaktadir (Paramio ve Izquierdo, 2016; Souza-Fabjan ve
ark., 2023). Canli hayvandan LOPU ile alinan oositler ile
postmortem ovaryumlardan elde edilen oositler arasinda kalite ve
gelisim yetenegi bakimindan heterojenligin belirgin oldugu, bu
heterojenligin IVM ve IVC protokollerinin optimizasyonunu
giiclestirdigi bildirilmektedir (Souza-Fabjan ve ark., 2023).

Kiiltiir sistemlerinin modernizasyonu kapsaminda klasik
TCM-199 bazli maturasyon medyumlarin yerine serum igerigi
azaltilmig veya serumdan tamamen arindirilmis ortamlarin
kullanimi1, oksidatif stresin azaltilmasi i¢in antioksidan ilavesi,
disiik oksijen konsantrasyonlu (yaklasik %35 O2) inkiibasyon
kosullar1 ve folikiil sivisi, oviduktal epitel hiicrelerinin kiiltiire
eklenmesi gibi yaklasimlar 6ne ¢ikmaktadir (Vajta ve Kuwayama,
2006; Falchi ve ark., 2022; Souza-Fabjan ve ark., 2023). Ayrica

embriyo gelisiminin zamana bagli morfodinamiklerinin gergek
184



zamanli goriintiileme sistemleri ile izlenmesi ve bu verilerin yapay
zeka tabanli siniflandirma algoritmalart ile birlestirilmesi sayesinde,
non-invaziv embriyo se¢imi i¢in yeni kriterler gelistirilmeye
calisilmaktadir (Falchi ve ark., 2022).

Embriyo se¢imi halen biiyiik 6l¢iide morfolojik kriterlere
dayandirilmaktadir.  Secimde  blastomer  sayisi,  simetri,
fragmantasyon orant ve Dblastosist evresinde i¢ hiicre
kitlesi/trofektoderm ayrimi gibi parametreler kullanilmaktadir
(Reproductive Technologies in Farm Animals, 2004; Fonseca ve
ark., 2016). Ancak bu morfolojik skorlarin gebelik ve canli dogumla
olan korelasyonunun siirli oldugu, embriyo metabolomik profilleri
ve kiiltir medyumunda biriken biyobelirtecler gibi molekiiler
verilerle desteklenmis, ¢ok parametreli se¢im sistemlerine ihtiyag
duyuldugu degerlendirilmekte, bu alanda omik teknolojilere ve
makine 6grenmesi modellerine dayali ¢aligmalarin hiz kazandigi
bildirilmektedir (Falchi ve ark., 2022; Souza-Fabjan ve ark., 2023).

Kriyoprezervasyon agisindan bakildiginda, koyun ve keci
embriyolarinin, ozellikle in vitro kokenli olanlarin dondurma-
cozdiirme islemlerine duyarliliginin in vivo embriyolara kiyasla
daha yiiksek oldugu aciktir. Vitrifikasyon protokollerinin dahi
canlilik ve gebelik oranlarinda arzu edilen seviyeye ulasmakta
zorlandig1 belirtilmektedir (Vajta ve Kuwayama, 2006; Falchi ve
ark., 2022). Bunun, IVEP sistemlerinin ticari  0lcekte
yayginlagtirilmasinin  onilindeki 6nemli teknik bariyerlerden biri
oldugu vurgulanmaktadir.

Juvenil in vitro embriyo iiretimi (JIVET), prepubertal
disilerden oosit toplanarak, bu oositlerden in vitro embriyo
iiretilmesini ve embriyolarin tagiyici disilere transferini amaglayan
bir yaklagim olarak tanimlanmaktadir (Tervit, 1996; Falchi ve ark.,
2022). Bu strateji ile, heniliz puberteye ulasmamis disi kuzu ve
oglaklarin genetik potansiyelinin erken yasta kullanima agilmasi ve
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boylece jenerasyon araliginin belirgin bi¢cimde kisaltilmasi
hedeflenmektedir (Tervit, 1996; Torres-Rovira ve ark., 2014;
Pasquariello ve ark., 2024). Prepubertal oositlerin sitoplazmik
maturasyon agisindan erigkin disilerden elde edilenlere gore daha
yetersiz oldugu, bunun da blastosist gelisim oranlarini ve son gebelik
oranlarini olumsuz etkiledigi bildirilmektedir (Torres-Rovira ve ark.,
2014; Falchi ve ark., 2022). Bu nedenle, juvenil dondrlerde
FSH/eCG temelli stimiilasyon protokollerinin, vitaminler, biiylime
faktorleri ve oosit maturasyonunu destekleyici diger katkilarla
kombine edildigi, tir ve rka 0zgli optimizasyon calismalarina
ihtiyac bulundugu degerlendirilmektedir.

JIVET in jenerasyon aralig1 iizerine etkisi, 6zellikle genomik
seleksiyon programlar1 ile entegre edildiginde belirgin hale
gelmektedir (Falchi ve ark., 2022; Pasquariello ve ark., 2024).
Ozellikle siit verimi, karkas kalitesi ve adaptasyon gibi kompleks
ozellikler i¢in genomik seleksiyon ve JIVET entegrasyonunun,
kiiclik ruminant 1slah programlarinda stratejik bir ara¢ olarak
konumlanmakta oldugu degerlendirilmektedir (Caprine and ovine
genomic selection, 2024; Pasquariello ve ark., 2024).

Bununla birlikte juvenil donodrlerden oosit toplama
prosediirlerinin, anestezi, laparoskopi ekipmani ve deneyimli ekip
gerektirmesi, oosit kalitesindeki bireysel varyasyon, hayvan refahi
ve etik kaygilar, maliyet-etkinlik analizlerinin heniiz sinirli olmasi
gibi nedenlerle, JIVET in bugiin i¢in daha ¢ok deneysel kullanim
alanma sahip oldugu, ticari Ol¢ekte yaygin kullaniminin zaman
alacag bildirilmektedir (Falchi ve ark., 2022; Kaya ve ark., 2018).

Koyun ve kecilerde giincel embriyo transfer uygulamalari,
cogunlukla multiple ovulasyon ve in vivo embriyo {iretimine
(MOET) dayali programlar seklinde yiiritiilmektedir. Dondr
disilerde FSH veya eCG temelli siiperovulasyon protokolleri
uygulanmakta, Ostrus senkronizasyonu saglandiktan sonra dogal
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asim veya suni tohumlama ile fertilizasyon gergeklestirilmektedir
(Fonseca ve ark., 2016; Falchi ve ark., 2022). Fertilizasyonu takiben
embriyolar genellikle 6-7. giinde morula/blastosist evresinde
toplanmakta ve farkli yontemlerle alic1 disilere transfer edilmektedir.

Embriyo toplama ve transferinde laparotomi, laparoskopi ve
nonsurgical yontemler olarak ii¢ temel yaklasimin kullanildig
bildirilmektedir. Laparotomi, dondriin ventral veya flank
bolgesinden yapilan cerrahi girisim ile kornu uterilerin lokalize
edilmesi, korpus luteum sayisinin dogrudan gozlenmesi ve
kornularin yikanmasi nedeniyle uzun yillar “altin standart” yontem
olarak benimsenmistir. Ancak bu ydntemin, genel anestezi
gereksinimi, karin boslugunda ve genital organlarda adhezyon
riskinin artmasi ve operasyonel maliyetler agisindan belirgin
smirliliklar tasidigir bildirilmektedir (Fonseca ve ark., 2016).
Adhezyonlar, hem tekrar embriyo toplama girisimlerinde basari
oranini  diisiirmekte, hem de sperm transportunu bozarak
fertilizasyon oranlarim1 olumsuz etkileyebilmektedir. Bu nedenle
donér basma 2-3’ten fazla  yikamanin  Onerilmedigi
vurgulanmaktadir (Fonseca ve ark., 2016).

Laparoskopik embriyo eldesi ve transferi daha kiiciik
ensizyonlar ve daha az doku travmasi ile kornu uterilere ulasilmasina
olanak saglamasi nedeniyle O©nemli bir alternatif olarak
gelistirilmistir. Laparoskopi ile dondrlerin 5—7 hatta daha fazla kez
giivenli bi¢imde toplanabildigi, adhezyon insidansinin daha diisiik
oldugu ve iyilegsme siiresinin kisaldig1 bildirilmektedir (Teixeira ve
ark., 2011; Falchi ve ark., 2022). Bununla birlikte, laparoskopi
yliksek maliyetli ekipman, uzun 6grenme egrisi ve nitelikli personel
gereksinimi nedeniyle, bir¢ok iilkede yaygin ticari uygulama
diizeyine ulasamamustir (Fonseca ve ark., 2016).

~-187--



Nonsurgical embriyo recovery (NSER) ve trans-servikal
embriyo transfer teknikleri, 6zellikle kecilerde son yillarda 6nemli
ilerlemeler gostermektedir.

Koyunlarda serviks anatomisinin kompleks olmas1 ve rektal
manipiilasyonun sinirli olusu nedeniyle trans-servikal yikama ve
transfer tekniklerinin uygulanmasinin daha gii¢ oldugu, ancak PGE-
ve diger ajanlar ile dilatasyonun artirilmasi sayesinde 6zellikle belirli
irklarda (6rnegin Santa Inés, Dorper) ET oranlarmin anlamli
diizeyde yiikseltilebildigi rapor edilmistir. Buna ragmen, diinya
genelinde kii¢iikk ruminant embriyo transfer endiistrisinin halen
biiytik Olciide cerrahi yontemlerle yiuritildigi
degerlendirilmektedir (Fonseca ve ark., 2016).

Embriyolarin transferinde, embriyo evresine bagli olarak
ovidukt ya da intra uterin yol hedeflenmektedir. Erken evre (2—8
hiicre) embriyolar genellikle ovidukta, kompakt morula ve
blastosistler ise ipsilateral kornu uteriye transfer edilmektedir. Alict
disinin siklus giinii ile dondr embriyosunun gelisim evresi arasinda
12-24 saatlik bir eslesme penceresinin korunmasina 06zen
gosterilmektedir (Reproductive Technologies in Farm Animals,
2004; Fonseca ve ark., 2016).

Uluslararas1 diizeyde kiig¢iik ruminant embriyo iiretimi ve
transferi, toplam ¢iftlik hayvani embriyo endiistrisi i¢inde gorece
siirlt bir paya sahip bulunmaktadir. IETS biiltenlerine dayanan
degerlendirmelerde, koyun ve kegilerden elde edilen embriyolarin
tiim tiirler i¢inde sayisal olarak birka¢ on bin diizeyinde seyrettigi,
bunlarin biiyiikk ¢cogunlugunun in vivo kokenli oldugu ve IVEP’in
toplam kii¢iik ruminant embriyolar1 i¢indeki oraninin heniiz birkag
ylizde birim diizeyini asmadigi bildirilmektedir (Viana, 2022;
Souza-Fabjan ve ark., 2023; Falchi ve ark., 2022). Koyunlarda
MOET programlarinin 6zellikle Giiney Amerika, Okyanusya ve bazi
Avrupa iilkelerinde yogun olarak uygulandigi; kegilerde ise embriyo
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transferinin siit¢li ve etci Ozel siiriilerde, 6zel olarak piyasa ve
genetik materyal ihracati amach yiiriitiildiigli degerlendirilmektedir
(Fonseca ve ark., 2016; Falchi ve ark., 2022).

Ulkemizde reprodiiktif  biyoteknolojilerin  uygulama
diizeyine iliskin kapsamli degerlendirmeler, embriyo transferi ve
IVEP’in biiyiikbas hayvanciliga kiyasla kii¢ciik ruminantlarda daha
smirlt kaldigin1 gostermektedir (Kaya ve ark., 2018). Calismalarin
cogunlukla tiniversite ve arastirma enstitiilerinde yiiriitiilen deneysel
caligmalarla ve belirli sayida elit siiriideki pilot uygulamalarla sinirh
oldugu degerlendirilmektedir (Kaya ve ark., 2018; Birler ve ark.,
2010).

Embriyo Transferinin Simirhliklar:

Koyun ve kecilerde embriyo transferi ve iliskili
biyoteknolojilerin yayginlasmasini1 siirlayan faktorler biyolojik,
teknik ve sosyoekonomik diizeyde gruplanarak
degerlendirilmektedir.

Biyolojik  smirhiliklar ~ baglaminda  siiperovulasyon
yanitindaki bireysel varyasyon, oosit ve embriyo kalitesindeki
heterojenlik, mevsimsel lireme 6zellikleri, embriyonik kayiplar ve
embriyolarin dondurma-¢6zdiirme sonrasi canlilik diizeyi ©ne
cikmaktadir (Falchi ve ark., 2022; Souza-Fabjan ve ark., 2023).
Ayrica, IVEP kaynakli embriyolarda sitoplazmik olgunlasma ve
epigenetik yeniden programlama siireclerinin optimal diizeyde
olmamasi nedeniyle hem blastosist oranlarinin hem de gebelik ve
canli dogum oranlarinin in vivo embriyolara kiyasla daha diistik
kaldig1 bildirilmektedir (Rizos ve ark., 2002; Falchi ve ark., 2022).

Teknik ve lojistik siirliliklar agisindan laparotomi temelli
protokollerin adhezyon riski ve tekrar kullanim agisindan
dezavantajlar1 devam etmektedir. Embriyo se¢iminin hélen biiyiik
Olciide subjektif morfolojik kriterlere dayanmasi, non-invaziv
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biyobelirteglerin ve objektif Olgiitlerin rutin kullanima girmemis
olmasi, transfer edilecek embriyolarin gercek implantasyon
potansiyelini tahmin etmeyi zorlastirmaktadir (Reproductive
Technologies in Farm Animals, 2004; Falchi ve ark., 2022).
Ozellikle IVEP embriyolarinda metabolik profilleme, time-lapse
goriintiileme verileri ve omik tabanli parametrelerin entegre edildigi
coklu karar sistemlerinin heniiz smirli sayida merkezde
kullanilabildigi bildirilmektedir (Falchi ve ark., 2022; Souza-Fabjan
ve ark., 2023).

Sosyoekonomik ve altyapisal smirliliklar da embriyo
transferinin yayginlasmasini 6nemli 6l¢giide etkilemektedir. Gelismis
ET programlar nitelikli personel, diizenli hekim kontroli, altyaps,
laboratuvar donanimi ve kayit sistemleri gerektirmektedir. Bu durum
kiigiik 6lcekli aile isletmelerinin hakim oldugu iiretim sistemlerinde
maliyet etkinligi azaltmaktadir. Bircok iilkede oldugu gibi
Tiirkiye’de de sigir sektoriine kiyasla kiigiik ruminantlarda genetik
ilerleme i¢in ayrilan kaynaklarin sinirli olmasi, kog/teke sperm
bankalarinin yetersizligi ve orgiitlii 1slah programlarinin heniiz
istenen  olgunluga wulasmamis olmasi, embriyo transfer
programlarina olan talebi diisiirmektedir (Kaya ve ark., 2018).

Sonug olarak koyun ve kecilerde embriyo transferi, genetik
ilerlemenin hizlandirilmasi, degerli genotiplerin korunmasi ve ileri
biyoteknolojik uygulamalarin (transgenik hayvan tiretimi, klonlama
vb.) pratige aktarilmasi acisindan stratejik bir ara¢ olarak
konumlanmakla birlikte, teknik, biyolojik ve ekonomik sinirliliklar
nedeniyle uygulama alaninin gorece dar kaldig:
degerlendirilmektedir.

GELECEK PROJEKSIiYONU

Kii¢iik ruminantlarda reprodiiktif biyoteknolojilerin gelisimi
son on yilda gerek molekiiler genetikteki ilerlemeler gerekse in vitro
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embriyo iiretimi ve genom diizenleme teknolojilerindeki iyilesmeler
dogrultusunda belirgin bicimde hizlanmustir.

Genomik seleksiyonun, kiicilk ruminantlarda 1slah
programlarini kokten doniistiiren temel araclardan biri haline geldigi
bildirilmektedir. ~ Yiiksek  yogunluklu  (Single  Nucleotide
Polymorphism) SNP panelleri ile tiim genomu kapsayan
genotipleme ve buna paralel ayrintithh fenotip kayitlarinin
birlestirilmesi sayesinde, seleksiyon degerleri geleneksel soy-
kiitiigiine dayali tahminlere kiyasla daha yiiksek dogrulukla
hesaplanmaktadir. Boylece Ozellikle siit verimi, biiyiime, karkas
ozellikleri, yapag1 kalitesi ve fertiliteye iliskin karmasik 6zellikler
icin genetik ilerlemenin hizlandig1 vurgulanmaktadir (Zhang ve ark.,
2024; Jinya ve ark., 2024).

Son yillarda Avustralya, Yeni Zelanda, Fransa ve Irlanda gibi
iilkelerde koyun 1slah programlarinda genomik seleksiyonun rutin
genetik degerlendirmelere dahil edildigi, buna karsin keci
poplilasyonlarinda genomik veritabanlarinin ve referans stiriilerin
heniiz daha sinirl oldugu, bu nedenle dogruluk diizeylerinin tiirler
ve lilkelere gore degiskenlik gosterdigi bildirilmektedir (Zhang ve
ark., 2024; Seyedsharifi, 2024).

Bununla birlikte, Afrika ve Asya kosullarinda yiiriitiilen
caligmalarin, yerel kegi irklarinda biiylime performansi, et kalitesi ve
cevresel adaptasyonla iligkili genetik varyasyonun genomik araglarla
basarili bicimde karakterize edilebildigini ve bu yaklagimin kii¢iik
isletme Olcekli, diisiik girdi diizeyine sahip sistemler icin dahi
uygulanabilir oldugunu gosterdigi bildirilmektedir (Ncube ve ark.,
2025; Muthusamy ve ark., 2025).

Kiiciik ruminant siiriilerinde genomik seleksiyonun pratik
uygulamasinda iki temel sinirlayici alan oOne ¢ikarilmaktadir.
Birincisi, ¢ok sayida bireyi ve uzun yillara yayilan fenotip kayitlarini
iceren genis referans popiilasyonlarinin olusturulmasima yonelik
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altyapr ve maliyet gereksinimleridir. ikincisi ise, dzellikle fertilite,
laktasyon, parazite diren¢ ve iklim adaptasyonu gibi kompleks
ozelliklerin genomik modellerde yeterince temsil edilmesi i¢in uzun
donemli veri birikimine ihtiya¢ duyulmasidir (Zhang ve ark., 2024;
Rodrigues ve ark., 2025).

Buna karsin, genomik seleksiyonun embriyo
biyoteknolojileriyle birlikte kullanilmasi durumunda nesil araligini
belirgin bi¢imde kisaltabildigi, segkin genotiplerin daha erken
yaslarda damizlik olarak degerlendirilmesine ve genetik kazanim
hizinin katlanarak artmasina olanak sagladigi bildirilmektedir
(Pasquariello ve ark., 2024; Mikkola ve ark., 2024).

Genom diizenleme teknolojilerinin, 6zellikle CRISPR/Cas9
sisteminin, koyun ve ke¢i genom miihendisliginde hem temel
aragtirmalar hem de 1slah odakli uygulamalar i¢in potansiyel arag
haline gelebilecegi bildirilmektedir (Lin ve ark., 2022; Lu ve ark.,
2024).

Bu teknoloji ile kas gelisimini diizenleyen miyostatin, yapagi
kalitesi ve renklenme ile iligkili genler, siit bilesimini etkileyen aday
genler ve cesitli monogenik hastalik genleri iizerinde hedefli
mutasyonlarin basariyla olusturuldugu bildirilmektedir. Koyun ve
kecilerin ayn1 zamanda insan hastalik modelleri i¢in uygun biiytik
hayvan modelleri olarak kullamldigi bilinmektedir. Ozellikle
solunum ve metabolik hastalik modellerinde, CRISPR/Cas9 ile
olusturulan genetik modifikasyonlarin insan patofizyolojisiyle
yiiksek oranda benzerlik gosterdigi vurgulanmaktadir (Lin ve ark.,
2022).

Genom diizenlemenin yalnizca tretim ozelliklerinin
tyilestirilmesi i¢in degil, ayn1 zamanda hayvan refah1 ve gevresel
stirdiiriilebilirlik amacl kullanimi da tartisilmaktadir. Hastaliklara
direngli genotiplerin gelistirilmesi, antimikrobiyal kullaniminin
azaltilmasi, metan emisyonlarin1 azaltma potansiyeli olan genetik

—-192--



varyantlarin hedeflenmesi ve stres yanitinin iyilestirilmesi, lizerinde
yogunlagilan baslica alanlar arasinda yer almaktadir (Lu ve ark.,
2024; Lin, 2024).

Bununla birlikte CRISPR/Cas9 uygulamalarinin endiistriyel
Olcekte yayginlastirilmasinin etik tartismalar1 beraberinde getirdigi,
Avrupa Birligi ve bazi iilkelerde gida amagli transgenik hayvanlarin
ticarilesmesine yonelik ¢ekincelerin slirdiigii degerlendirilmektedir.

Ulkemiz baglaminda yapilan degerlendirmelerde, genom
diizenlemenin hayvansal iiretimde genetik kazan¢ hizini artirma
potansiyeli bilimsel gevrelerce kabul edilmekle birlikte, mevzuat,
toplumsal algt ve izleme altyapisinin henliz  yeterince
olgunlagmadigi, bu nedenle kisa vadede daha ¢ok hastalik modeli
olusturma, gen islevlerinin aydimnlatilmasi ve kiigiik dlgekli pilot
1islah uygulamalarinda kullanilmasinin gercekgi bir senaryo oldugu
bildirilmektedir (Okcuoglu, 2025; Bilici, 2024).

Koyun ve kegilerde genom diizenlemenin klasik embriyo
biyoteknolojileri (mikromanipiilasyon, niikleer transfer, IVP) ile
entegrasyonu sayesinde, laboratuvar 6lgeginden siirii 6lcegine gecis
icin teknik bariyerlerin biiyiik 6l¢iide asi1ldig1 bundan sonraki siirecin
esas olarak diizenleyici ¢ergeve, izlenebilirlik sistemleri ve tiiketici
kabulii tarafindan belirlenecegi degerlendirilmektedir.

Yapay zeka, makine 6grenmesi ve bilgisayarla gorme tabanli
teknolojilerin, kiiglik ruminantlarda reprodiiktif yonetimi yeniden
tanimlayan temel bilesenler haline gelmekte oldugu bildirilmektedir.
Laparoskopik suni tohumlama uygulamalarma iliskin giincel bir
derlemede, gebelik oranlarini 6ngdérmek icin gelistirilen yapay zeka
tabanli ¢ok degiskenli modellerle kizgmlik tespiti, ko¢ ve siirii
kaynakli degiskenlerin birlikte analiz edilmesiyle daha hassas
zamanlama yapilabildigi vurgulanmaktadir (Kang ve ark., 2025).

Bilgisayarla gorme temelli sistemlerin, davranis kaliplarini,

hareket aktivitesini ve siirii i¢i etkilesimleri gercek zamanli analiz
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ederek kizginlik tespitinde yiizde 95’in {izerinde dogruluk
seviyelerine ulastigi ve bu durumun O6zellikle mera kosullarinda
insan gozleminin yerini alabilecek O©nemli bir ara¢ olarak
degerlendirildigi  belirtilmektedir (Menezes ve ark., 2024;
Balasubramaniam ve ark., 2025).

Yapay zeka ¢oziimlerinin yalnizca kizginlik ve gebelik tespiti
ile sinirl kalmayip, sperm kalite analizi, embriyo derecelendirme, 1s1
stresi izlemi, siirii diizeyinde fertilite tahmini ve hastaliklarin erken
tespiti gibi cok sayida alanda kullanilmakta oldugu bildirilmektedir
(Hossein-Zadeh, 2025; Dilaver, 2025; Younus ve ark., 2025).

Davranig sensorleri, aktivite dlgerler, rumen boluslar1 ve
cevresel sensorlerin biitlinlesik dijital ¢iftlik yonetim platformlari
altinda  birlestirilmesiyle, siiri  yonetiminin  desteklenmesi
miimkiindiir. Béylece metabolik bozukluklar, 1s1 stresi ve besleme
hatalarina bagli infertilitenin erken dénemde Ongdriilebildigi ve
miidahale edilebildigi bildirilmektedir (Dilaver, 2025).

Kiiciik ruminantlara 6zgii sistemlerde, ozellikle meraya
dayal1 iiretim modellerinde, konum tabanli izleme ve siirii i¢i sosyal
davranis analizlerinin damizlik se¢iminde kullanilmaya baslandig,
maternal-yavru baglanma davramiglarinin ve siirii i¢1 liderlik
ozelliklerinin genetik degerlendirmeye dahil edilmesine yonelik
caligmalarin artmakta oldugu degerlendirilmektedir. Bununla
birlikte, nitelikli veri eksikligi, yliksek ilk yatirim maliyetleri ve saha
kosullarinda  sistem kalibrasyonunun zorlugu koyun kegci
isletmelerinde yaygin uygulamanin dniindeki baslica engeller olarak
karsimiza g¢ikmaktadir (Menezes ve ark., 2024; Hossein-Zadeh,
2025).

Kiic¢iik ruminantlarda reprodiiktif biyoteknolojilerin genomik
seleksiyon ve gerektiginde genom diizenleme yaklagimlart ile
birlikte kullanilmasi durumunda, hem genetik ilerleme hizinin
belirgin bicimde artabildigi hem de hayvan bagina {retim
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verimliliginin yiikseltilmesiyle c¢evresel ayak izinin azaltilabildigi
bildirilmektedir (Pasquariello ve ark., 2024; Mikkola ve ark., 2024).
Stirdiiriilebilirlik tartigmalarinda, 6zellikle koyun ve keci iiretim
sistemlerinin ¢ogunlukla mera ve dogal kaynaklara dayali yapisi
nedeniyle, biyoteknolojilerin yalnizca “maksimum verim” hedefiyle
degil, ayn1 zamanda iklim degisikligine uyum, kurakliga
dayaniklilik, parazit ve enfeksiyon baskisi altinda performansin
korunmasi ve yerel irklarin genetik c¢esitliliginin stirdiiriilmesi
amaciyla kurgulanmasi gerektigi vurgulanmaktadir (Nardone, 2004;
Muthusamy ve ark., 2025; Rodrigues ve ark., 2025). Bu baglamda,
yerel koyun ve keci irklarinda genomik ¢esitliligin ve seleksiyon
isaretlerinin tanimlanmasi, embriyo ve germ hiicresi bankaciligi ile
birlestirildiginde, hem tehdit altindaki popiilasyonlarin uzun
donemli korunmasi hem de adaptif oOzelliklerin ticari hatlara
kontrollii transferi i¢in stratejik bir ara¢ olarak degerlendirilmektedir.

Avrupa Birligi diizeyinde yiiriitiilen iSAGE ve Sm@RT gibi
projelerde, kiiciik ruminant {iretiminde siirdiiriilebilirlik hedeflerinin
hassas iiretim teknolojileri, reprodiiktif biyoteknolojiler ve dijital
karar destek sistemlerinin entegrasyonu ile ele alindig:
bildirilmektedir (Horizon 2020 iSAGE, 2020; Horizon 2020
Sm@RT, 2024).

Bu projelerde, kizginlik ve gebelik izleme sensorleri,
genomik seleksiyon indeksleri ve ekonomik optimizasyon
algoritmalarmin tek bir platform altinda birlestirilmesiyle farkli
iklim kusaklarinda, farkli mera tipleri ve isletme Olgeklerinde en
uygun iireme stratejilerinin belirlenmesine ¢alisitimaktadir. Ulkemiz
0zelinde yapilan degerlendirmelerde ise, reprodiiktif
biyoteknolojilerin ekonomik analizleri, {iretici egitimi, saha
personelinin teknik yeterliligi ve kamuoyunun bilgilendirilmesi gibi
boyutlarin, bu teknolojilerin siirdiiriilebilir ve kabul edilebilir bir
sekilde yayginlastirilmasinda kritik oldugu vurgulanmaktadir (Kaya,

2018).
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Gelecek perspektifinde, embriyo biyoteknolojilerinin kiigiik
ruminantlarda MOET e kiyasla daha esnek, tekrarlanabilir ve geng
yasta damizlik kullanimina izin veren yapisi nedeniyle merkezi bir
rol istlenecegi Ongoriilmektedir. Genomik seleksiyonun ise bu
embriyo akisimni yonlendiren stratejik bir filtre islevi gorecegi
degerlendirilmektedir. Buna karsilik, genom diizenleme ve ileri
diizey biyoteknolojik yaklasimlarinin, kisa vadede daha ¢ok hastalik
modellemesi ve deneysel 1slah stratejilerinin test edilmesi amagh
kullanilacagi, sahaya dogrudan entegre edilmelerinin ise uzun bir
zaman ¢izelgesine yayilacagi ongoriilmektedir (Menchaca ve ark.,
2018; Younus ve ark., 2025).

Kiiciik ruminantlarda reprodiiktif biyoteknolojilerin basit
hormon protokollerinden, genomik seleksiyon, genom diizenleme,
yapay zeka ve dijital ¢iftlik yonetim sistemlerini igeren ¢ok katmanl
bir inovasyon alanina doniistiiglii aciktir. Bu ortamda veteriner
hekimlerin roliinlin, yalnizca protokol uygulayan teknisyenler
olmaktan ¢ikarak, bilimsel kanita dayali karar siireglerini yoneten,
stirii bazli verileri okuyup yorumlayabilen, lireticiye hem biyolojik
hem ekonomik diizeyde danigsmanlik sunan uzmanlar seklinde
yeniden tanimlandig1 degerlendirilmektedir (Kaya, 2018; Menchaca
ve ark., 2018).

Bu nedenle veteriner hekimlerin, bir yandan klasik
reprodiiktif muayene, siirii saglig1 ve diger klinik becerilerini stirekli
giincellerken, diger yandan genomik veri okuryazarligi,
biyoinformatik ¢iktilar1 yorumlama, yapay zeka tabanli karar destek
sistemleriyle ¢alisma ve biyogiivenlik—etik mevzuat konularinda da
yetkinliklerini  artirmalar1  Onerilmektedir. Koyun ve keci
isletmelerinde teknolojinin siirdiiriilebilir bicimde uygulanabilmesi
icin, her yeni biyoteknolojik aracin iiretici ekonomisi, ¢evresel etki
ve yerel wrklarin korunmasi eksenlerinde birlikte degerlendirilmesi
gerektigi, veteriner hekimin de bu eksenlerin kesisim noktasinda
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rehberlik rolii iistlenmesinin giderek daha kritik hale geldigi
kuskusuzdur.
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MANDALARDA REPRODUKTIF
BiYOTEKNOLOJILER

MURAT SELCUK!
MUSTAFA YIGIT NiZAM?
Giris

Manda (Bubalus bubalis), basta Giiney Asya, Avrupa’nin
Akdeniz kusag1 ve Gliney Amerika olmak iizere diinyanin pek ¢ok
bolgesinde hayvancilik agisindan ¢ok yonlii bir tiir olarak
degerlendirilmektedir. Et ve deri liretiminin yani sira, Asya kitasinda
yillik manda siitii liretimi 45 milyon tonu agmakta; bu iiretimin
yaklagik 30 milyon tonu Hindistan kaynaklidir (Womack, 2005: 1).
Ozellikle yiiksek verimli Murrah gibi irklardan, 300 giinliik bir
laktasyon doneminde 4000 litreye kadar siit elde edilebilmektedir.
Siit verimi yliksek bireylerin popiilasyonunu artirmak amaciyla
secici 1slah uygulamalar1 ve etkili siirii yonetimi programlarinin

yiiriitiilmesi, tiretimde belirgin artislar saglayabilmektedir.

! Prof. Dr., Ondokuz Mayis Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Dolerme ve Suni
Tohumlama Anabilim Dali. Orcid: 0000-0003-1371-6297
2 Dr., Dokuz Eyliil Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Délerme ve Suni Tohumlama
Anabilim Dal1, Orcid: 0000-0003-0830-1644
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Her ne kadar mandalar ¢evresel kosullara uyum kabiliyetleri
ve yemden yararlanma diizeyleri bakimindan dikkat ¢ekici
avantajlara sahip olsalar da birgok iilkede popiilasyonlarin son
yillarda azaldigi bildirilmektedir. Bu gerilemenin temel nedenleri
arasinda mevsimsel etkiler, yetersiz beslenme ve ¢esitli saglhk
sorunlarina baglh olarak ortaya c¢ikan diisiik gebelik oranlar1 yer
almaktadir. Bu baglamda, arastirmacilar farkli reprodiiktif
biyoteknolojik yontemleri kullanarak manda iireme performansini
artirmaya yonelik modern ve yenilik¢i stratejiler gelistirmeye
caligmaktadir (Nanda & Nakao, 2003).

Endokrin, hiicresel ve molekiiler diizeyde ovaryum ve uterus
fonksiyonlarinin diizenlenmesine dayanan koordine tireme yonetimi
sistemleri bu amagla gelistirilmistir (Moore & Thatcher, 2006).
Cesitli endokrinolojik miidahaleler sonucunda, 6zellikle embriyo
iiretiminde artig saglanmis ve embriyo transferiyle dogan buzagilar
araciligtyla manda  reprodiiksiyonunda 6nemli ilerlemeler
kaydedilmistir. Ayrica, mandalarda ovaryum follikiiler dinamigi ve
buna bagli hormonal degisimleri inceleyen arastirmalar,
senkronizasyon, embriyo Uretimi ve transferi alanindaki
uygulamalarin gelistirilmesine 6nemli katkilar sunmustur (Nandi ve
ark., 2002; Madan & Prakash, 2007; Presicce, 2007).

Spermanin Alinmasi

Mandalarda  verimliligin  yiikseltilmesi ve  genetik
tyilestirmenin desteklenebilmesi i¢in, yliksek lireme performansina
sahip erkeklerden elde edilen spermanin kisa veya uzun siireli olarak
muhafaza edilmesi gereklidir. Boylece, depolanan spermalarin suni
tohumlamada kullanilmasiyla her bir hayvandan daha yiiksek
diizeyde verim saglanabilir. Bu siirecin temel asamasi ise kaliteli ve
dogru sekilde sperma toplanmasidir.  Giiniimiizde boga
istasyonlarinda mandalardan sperma elde etmede en sik tercih edilen
yontem suni vajen teknigidir (Samsone ve ark., 2020).
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Mandalardan sperma, 39-41°C’ye ayarlanmig suni vajen
aracilifiyla alinmaktadir. Mandalar, evcil tiirler arasinda suni vajen
kullanimina en kolay uyum saglayan hayvanlardan biri olarak kabul
edilmektedir. Genellikle sperma alimi sabah erken saatlerde ve
yemleme Oncesinde gercgeklestirilmektedir (Sansone ve ark., 2000).
Ancak manda bogalarinin zaman i¢inde herhangi bir belirgin neden
olmaksizin suni vajene karsi isteksizlik veya direng gelistirdigi
bildirilmisti. Bu  durum, mandalarda suni tohumlama
uygulamalariin yayginlastirilmasini sinirlandiran faktorlerden biri
olarak degerlendirilmektedir (Henry ve ark., 2018).

Elektroejakiilator kullanimi, mandalardan sperma elde
etmede bir alternatif olarak tanimlansa da Zorzetto ve arkadaglar
(2018) mandalarin elektriksel uyariya olduk¢a duyarli olmasi
nedeniyle bu ydntemin tercih edilmemesini Onermektedir. Geng
bogalarda elektroejakiilatorle basarili sekilde ejakulat alinabildigi
bildirilse de, yetiskin hayvanlarda uygulamaya bagli yaralanma ve
kaza riskinin belirgin bigimde arttig1 ifade edilmektedir (Ohashi ve
ark., 2001; Zorzetto ve ark., 2018).

Mandalarda uygulanan bir diger sperma toplama yontemi,
kauda epididimislerden in vitro kosullarda sperma elde edilmesidir
(Lambrechts ve ark., 1999; Barati ve ark., 2009; Yulnawati ve ark.,
2009; Yeni & Avdatek, 2017). Ancak epididimal kokenli manda
spermasinin fertilite kapasitesine iliskin daha fazla aragtirmaya
ihtiya¢ oldugu bildirilmektedir (Zorzetto ve ark., 2018). Bu
yontemle elde edilen spermalar, kisa veya uzun siireli saklamaya
uygun olup suni tohumlama, in vitro embriyo {iiretimi ve
intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) gibi ileri {ireme
biyoteknolojilerinde kullanilabilmektedir (Yulnawati ve ark., 2009).
Ayrica bu teknik, post mortem sperma elde edilmesine olanak
saglayarak, Ozellikle nesli tehlike altinda olan tiirlerin genetik
materyalinin ~ korunmasinda  6nemli  bir  ara¢  olarak

degerlendirilmektedir (Herold ve ark., 2004).
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Spermanin Saklanmasi

Reprodiiktif biyoteknolojiler, yiiksek verim potansiyeline
sahip hatlarin olusturulmasini ve hayvan 1slahinin hizlandirilmasini
saglayarak birim hayvandan elde edilen verimin artirilmasina énemli
katki sunmaktadir (Birler ve ark., 2002). Bu kapsamda spermanin
kisa ve uzun siireli olarak saklanmasi, iistiin genetik 6zelliklerin daha
genis disi popiilasyonlara hizli bigimde aktarilmasina imkan taniyan
temel biyoteknolojik  uygulamalardan  biridir. ~ Spermanin
depolanmasi siirecinde ise, uygun osmotik basing ve pH kosullarinin
saglanmasi; ayrica enerji kaynaklari, soguktan koruyucu ajanlar,
metabolik artik {riinlere karst antioksidanlar ve mikrobiyal
kontaminasyonu onleyici antibiyotiklerin kullanilmast
gerekmektedir (Inang ve ark., 2021).

Kisa Siireli Saklama

Manda spermasi, kisa siireli saklama acisindan diger tiirlerde
uygulanan  yontemlere benzer sekilde korunabilmektedir.
Literatiirde, uygun bir sulandiric1 i¢cinde muhafaza edilen manda
spermasinin motilitesinde belirgin bir kayip olugsmaksizin 5°C’de 72
saate kadar saklanabildigi bildirilmektedir (Dhami & Sahni, 1994).

Siklikla tercih edilen diger sulandirici formiilasyonlari
arasinda Tris (hydroxymethyl aminomethane), yumurta sarisi—sitrat
ve yumurta sarisi—laktoz bazli ¢ozeltiler yer alir (Dhami & Sahni,
1994). Bu sulandiricilar i¢inde, 6zellikle Tris esasl formiillerin 72
saate kadar daha iyi motilite korumas1 sagladig1 tespit edilmistir.
Ayrica bu medyumlara %0,1 oraninda L-sistein, EDTA veya
etilendiamintetraasetik asit eklenmesinin motiliteyi artirdigi rapor
edilmistir. Anadolu mandalarina ait epididimal spermalarin kisa
stireli saklandig1 bir calismada, Yeni & Avdatek (2017), Tris—
yumurta sarisi soliisyonunu; Tris 30,07 g, sitrik asit 16,4 g, fruktoz
12,6 g, %20 yumurta sarisi, 1000 IU penisilin ve 1000 pg/ml
streptomisin icerecek sekilde 1 L distile su ile hazirlamistir. Bu
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formiilasyona eklenen 12,5 ve 25 pg/ml karnosik asit, baslica
spermatolojik parametreler iizerinde olumlu etki gdstermistir.

Farkli gliserol oranlarini (%3, %6, %9) degerlendiren Kumar
ve ark. (2019), 5°C’de 24 saatlik muhafaza i¢in gliserol
eklenmesinin gerekli olmadigini, ancak 72 saat ve daha uzun siireli
depolamalarda %6 gliseroliin motilitenin korunmasia katki
sagladigini bildirmistir.

Uzun Siireli Saklama

Spermanin dondurulmasi, manda yetistiriciliginde genetik
ilerlemenin  ve modern ireme biyoteknolojilerinin  temel
bilesenlerinden biridir. Ancak, mandalarda spermanin kriyotoleransi
sigirlara kiyasla daha distiktiir. Bu fark, spermatozoon plazma
membraninin yiiksek doymamis yag asidi icerigi, diisiik kolesterol
orani ve farkli mitokondriyal enerji metabolizmasi ile
iligkilendirilmektedir (Mittal ve ark., 2019).

Giincel arastirmalarin odak noktalarindan biri, antioksidan
destekli sulandirici sistemleridir. Vitamin B2, melatonin, o-
tokoferol ve L-penisilamin gibi bilesiklerin sperma sulandiricisina
eklenmesi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) tretimini baskilayarak
lipid peroksidasyonunu azaltmakta ve ¢dzdiirme sonrasi motiliteyi
anlamli dl¢tide iyilestirmektedir (Chaudhary ve ark, 2020; Ahmed ve
ark., 2021). Bununla birlikte, nanoteknoloji temelli yaklagimlar da
biiyiik ilgi gérmektedir. Ozellikle 2025 yilinda bildirilen karvakrol
yukli fitozom sistemleri, oksidatif stres belirteglerini azaltarak
sperma motilitesini ve gebelik oranlarin1 artirmig, bdylece
nanofitozomal tastyicilarin kriyoprezervasyonda umut vadeden bir
ara¢ oldugunu gostermistir (Khalil ve ark., 2025).

Klasik  kriyoprotektan  formiilasyonlarimin  6tesinde,
biyopolimer kapsiilleme teknikleri de spermanin disi genital
kanalinda daha uzun siire canli kalmasin1 ve kontrollii salinim
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yoluyla  fertilizasyon sansmnin  artirilmasini  saglamaktadir
(Perteghella ve ark., 2017). Ayrica, laktaz ve gliserol
kombinasyonlari, optimal osmolarite ayarlari ve etilen glikol tabanli
kriyoprotektanlar ile yapilan deneyler, ¢ozdiirme sonrasi DNA
biitiinliigli ve akrozom saglamlhiginda anlamli iyilesmeler
gostermistir (Eriani ve ark., 2017; Mughal ve ark., 2018).

Son donemde yapilan proteomik ve genomik analizler,
manda spermasinin kriyoprezervasyon kapasitesini belirleyen
biyokimyasal gostergeleri ortaya koymustur. Ozellikle seminal
plazmadaki belirli protein bantlarinin sperma motilitesiyle negatif
korelasyon gdstermesi, kriyotoleransin molekiiler belirteglerle
tahmin edilebilecegini gostermektedir (Musa & Abdulkareem,
2023).

Sonu¢ olarak, geleneksel kriyoprotektanlara ek olarak
gelistirilen antioksidan takviyeli, nanoteknolojik ve biyopolimer
tabanli sistemler, manda spermasinin dondurulmasinda Onemli
ilerlemeler saglamistir. Bu yenilik¢i yaklagimlar, yalnizca spermanin
canliligin1 degil, ayn1 zamanda genetik materyalin biitiinliglinti de
koruyarak mandalarda yapay tohumlama ve embriyo iiretiminde
basar1 oranlarini artirma potansiyeli tasimaktadir.

Mandalarda Suni Tohumlama

Suni tohumlama, ¢iftlik hayvanlarimin yetistirilmesi ve
1slahinda, Ozellikle istiin genetik degere sahip damizliklarin
iretimde en verimli sekilde kullanilmasini saglayan, gilinlimiizde
yaygin  bicimde uygulanan temel biyoteknolojik iireme
yontemlerinden  biri  olarak  kabul edilmektedir. Hayvan
hareketlerinin azaltilmasina olanak tanimasi, bulasict hastaliklarin
kontrol ve eliminasyonunu desteklemesi ve genetik materyalin
kiiresel Olcekte yaygin kullanimma imkan saglamasi, ydntemin
baslica avantajlar1 arasinda yer almaktadir (Singh ve ark., 2009).
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Mandalarda suni tohumlama teknigi, serviksin daha uzun ve
belirgin kivrimli yapist nedeniyle sigirlara kiyasla daha fazla beceri
gerektirmektedir. Rektovajinal yontemde serviks rektal yolla
sabitlenmekte ve kateter dorsal vajina boyunca 35-45° aciyla
ilerletilmektedir. Servikal halkalar tek tek gegcilerek kateterin ucu
uterin govdeye ulastirilmakta ve sperma bu bolgeye yavasca
birakilmaktadir. Uterus duvarimin hassasiyeti nedeniyle kateterin
asirt ilerletilmemesi, subiiretral divertikuluma girisin Onlenmesi
teknigin temel noktalarin1 olusturmaktadir. Teknik basarinin 6nemli
bir bileseni de uygun zamanlamanin saglanmasidir. Mandalarda
Ostrus belirtileri ¢ogu kez belirti gostermeden seyretmektedir. Bu
sebeple sadece davranis gozlemi degil; vulvar akint1 takibi, rektal
palpasyon ve gerekirse idrarda LH diizeyine dayali yardimci
yontemler kullanilmaktadir. Ovulasyon genellikle kizginlik
baslangicindan 24-30 saat sonra gerceklesmekte oldugundan,
tohumlamanin ilk belirtilerden 12—18 saat sonra yapilmasi gebelik
oranlarin1 artirmaktadir. Bu nedenle dogru kizginlik tespiti, uygun
semen hazirhi§i ve serviksin dikkatli manipiilasyonu mandalarda
suni tohumlamanin basarisini belirleyen temel unsurlar arasinda yer
almaktadir (Praveen ve ark., 2024).

Sonug olarak, mandalarda suni tohumlama uygulamalar1 hala
temel reprodiiktif teknolojilerin merkezinde yer almaktadir. Giincel
caligmalar, oOzellikle sperma kalitesi optimizasyonu, gelismis
dondurma teknikleri ve hedefe yonelik semen yerlestirme
yontemlerinin ~ suni  tohumlama  basarisim1  artirabilecegini
gostermektedir. Bu ilerlemeler, manda iiretiminde genetik 1slah ve
verim artist i¢in siirdiiriilebilir bir temel sunmaktadir.

Cinsiyeti Belirlenmis Sperma

Spermatozoon cinsiyetinin belirlenmesi teknolojisi (sperm
sexing), 0zellikle flow cytometry yontemiyle, X ve Y kromozomu
tastyan sperm hiicrelerinin ayrilmasinda en verimli ve yaygin olarak
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kullanilan yontem olarak kabul edilmektedir. Bu teknoloji, siit
iiretimi amaciyla disi yavrularin, et {iretimi amaciyla ise erkek
yavrularin planli sekilde elde edilmesine olanak tanir (Johnson,
1992). Bununla birlikte, s6z konusu teknolojinin uygulamaya
gecirilmesi ve yaygin kullanimi diinya genelinde sinirli kalmustir;
cinsiyeti belirlenmis spermanin biiyiikbag tiretiminde kullanimi
heniiz kisith diizeydedir. Son yillarda bu teknolojiye olan ilgi artmis
olsa da uygulama kosullar1 ve teknik altyapr iilkeler arasinda
farklilik gostermektedir (Hufana-Duran ve ark., 2025).

Bazi arastirmalarda, albumin kolonu (albumin column
method) gibi daha basit yontemlerin de X ve Y spermatozoonlarini
kiitle ve yogunluk farkina gore ayrabildigi bildirilmistir. Bu
yontemle yapilan suni tohumlama uygulamalarinda basaril
gebelikler ve cinsiyeti belirlenmis manda buzagilarinin dogumu
rapor edilmistir (Praharani ve ark., 2024).

Ostrus Senkronizasyonu

Suni tohumlama, mandalarda genetik ilerlemede énemli rol
oynamis ve bu tiiriin is giici hayvani olmaktan siit verimi ytiksek bir
dretim tiirline dontisiimiinii saglamistir. Ancak Ostrus tespitindeki
giiclikler,  Ostrus  siiresinin  degiskenligi ve  ovulasyon
zamanlamasindaki belirsizlikler, suni tohumlama protokollerinin
gelistirilmesine neden olmustur. Bu protokoller, dstrus dongiisiinii
prostaglandinler (PG), progesteron (P4) ve gonadotropinler (GnRH,
hCG ve eCG) gibi hormonlar araciligiyla kontrol altina almayi
amaclamaktadir. Ozellikle GnRH ve PGF20 uygulamalari,
mandalarda zamanli tohumlama igin etkin sekilde kullanilmistir. Bu
stratejiler, diisiik suni tohumlama verimliligi ve uzun buzagilama
araliklart gibi liretim kisitlarini azaltarak reprodiiktif performansta
belirgin iyilesmeler saglamaktadir (Chaikhun ve ark., 2010; Atabay
ve ark., 2019). Ovulasyon senkronizasyonu ¢aligmalari, mandalarda
lireme yonetiminin daha etkin yiiriitiilmesine olanak tanimigtir
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(Chaikhun ve ark., 2010; Atabay ve ark., 2019). Bu amagla PG, P4,
GnRH ve hCG gibi hormonlarin kombinasyonlar1 kullanilarak
gelistirilen farkli senkronizasyon protokolleriyle basarili sonuglar
elde edilmistir. Arastirmalarda, tohumlama anindaki baskin folikiil
capinin gebelik oranlarmi etkiledigi bildirilmistir. Ozellikle 12 mm
capa sahip baskin folikiillerde %45-50 diizeyinde gebelik oranlari
gozlenmistir (Atabay ve ark., 2023).

Ayrica yapilan caligmalar, 6n secim kriterlerinin basari
oranlarin1  6nemli Olgiide etkiledigini gostermektedir. Viicut
agirliginin 300 kg’dan fazla olmasi, viicut kondisyon skorunun 2,5—
3,5/5 araliginda bulunmasi, serviks ¢apinin 2,5 cm’den ve ovaryum
capmin 1,5 cm’den biiylik olmasi gibi kriterleri saglayan
hayvanlarda %70’e varan gebelik oranlari elde edilmistir (Chaikhun-
Marcou ve ark., 2017).

Modern iireme programlarinda, suni tohumlama ve dogal
asim uygulamalarinin birlikte kullanilmasiyla popiilasyon artist ve
genetik ilerleme hedeflenmektedir. Uygun reprodiiktif yonetim
kosullarinda  Ostrus  senkronizasyonu ve  GnRH-PGF2a
kombinasyonlar1 ile yiliksek Ostrus oranlar1 ve tatmin edici gebelik
oranlari elde edilmistir. Nitekim, PGF2a (12,5 pg) uygulamasini
takiben GnRH (250 pg) verilen mandalarda %100 Ostrus goriilmesi
ve Murrah spermasiyla yapilan suni tohumlama sonras1 %66,67
gebelik orani bildirilmistir (Roza ve ark., 2019).

Superovulasyon ve Embriyo Transferi

Mandalarda  superovulasyon ve embriyo transferi
uygulamalari, reprodiiktif biyoteknolojilerin gelisimiyle birlikte
yiiriitiilmeye baslanmistir (Afriani ve ark., 2020). Ik ¢alismalar,
cerrahi olmayan embriyo toplama yontemleriyle diisiik embriyo geri
kazanim oranlarin1 ortaya koymustur; ortalama olarak bataklik
mandalarinda 1-2, nehir mandalarinda ise yaklagik 2 embriyo elde
edilmigtir (Parnpai ve ark., 1985; Cruz ve ark., 1991). Toplanan bu
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embriyolar, dstrusu senkronize edilmis alicilara transfer edilmis ve
bu uygulamalar sonucunda embriyo transferi ile dogan bataklik
manda buzagilar ile nehir tipi embriyolardan dogan yavrular elde
edilmistir (Cruz ve ark., 1991; Chantaraprateep ve ark., 1989).

Mandada siiperovulasyon ve embriyo transferi iizerine
yapilan arastirmalar uzun yillardir siirdiiriilmekte olup, bu ¢alismalar
kapsaminda  farkli  gonadotropin  protokollerinin  etkinligi
degerlendirilmistir. Baglangicta, sigirlarda kullanilan gonadotropin
dozlar1 ve protokollerinin mandalarda yeterli ovaryum yaniti
olusturmadigi  belirlenmistir.  Nitekim anostrus  donemdeki
mandalarda ortalama korpus luteum (CL) sayis1 0.66 ve ovulasyon
gostermeyen follikiil sayis1 0.0 iken, siklik hayvanlarda bu degerler
sirastyla 2.3 ve 1.0 olarak bildirilmistir (Nguyen, 2006).

Equine koryonik gonadotropin (eCG) ve 0Ostradiol-17f
kombinasyonu uygulandiginda, aynm1 giin i¢inde %90 oraninda
ovulasyon ve Ostrus senkronizasyonu saglanmistir. Estradiol ve hCG
ile optimize edilen sliperovulasyon protokolleri ise ovaryum yanitini
belirgin bicimde artirmistir. Bu protokollerde donér basina ortalama
8.7 korpus luteum olusmus; non-cervical embriyo toplama
yontemiyle %46 embriyo geri kazanimi, postmortem flushing
yontemiyle ise %90’ tlizerinde geri kazanim elde edilmistir. Elde
edilen embriyolarin  yaklasik  %70’1 iyi  kalite olarak
degerlendirilmistir (Hufana-Duran ve ark., 2025)

In Vivo Embriyo Uretimi

Mandalarda siliperovulasyonu sonrasi suni tohumlama
uygulanarak gerceklestirilen in vivo embriyo tiretimi, siirlarda her
dondrden daha fazla sayida embriyo elde edilmesini saglayan bir
tekniktir (Mapletoft ve ark., 2002). Bu teknikler, embriyo transferi
ile genetik 1slah programlarinda ilerlemenin hizlandirilmasinda
giiclii bir arag olarak kullanilmaktadir (Bo et ve ark., 2002; Baruselli
ve ark., 2011). Bununla birlikte, manda dondrlerde embriyo geri
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kazanim oranlar1 genellikle sigirlara kiyasla daha diistiktiir.
Stiperovulasyon uygulamasi sonrasinda mandalarda ortalama 15
adet (>8 mm) folikiil gelisimi gézlenmis, ancak yalnizca yaklasik
%60 ovulasyon orani ve flushing sirasinda yaklasik 9 korpus luteum
(CL) olusumu elde edilmistir. Buna bagli olarak, embriyo geri
kazanim oranit %34,8 civarinda kalmistir (Baruselli ve ark., 2000).

Genel olarak, siliperovulasyon uygulanan mandalarda
embriyo kazanim oram1 %20-40 arasinda degisirken, bu oran
sigirlarda %63-80 diizeyindedir (Boland ve ark., 1991; Adams,
1994; Vos ve ark., 1994; Shaw ve ark., 1995). Bu farkin, oositin
infundibulum tarafindan yakalanmasinda veya ovidukt boyunca
tasinmasinda  yasanan  aksakliklardan  kaynaklandigi  ileri
striilmiistiir (Baruselli ve ark., 2000).

Sonug olarak, dondr basina diisiik embriyo iiretim verimi, bu
biyoteknolojinin manda yetistiricileri tarafindan genis Olcekte
kullanilmasini gii¢lestirmektedir.

In Vitro Embriyo Uretimi

Mandada in vitro embriyo iiretim c¢aligmalari, ilk olarak
kesimhaneden elde edilen oositlerin kullanilmasiyla baslamistir.
Ardindan diger bolgelerde yiiriitiilen aragtirmalar, manda {iretimini
artirmak amactyla reprodiiktif biyoteknolojilerin gelistirilmesine
odaklanmigtir.  1990°l1  yillarda embriyo transferi ve 1ilgili
teknolojilerin uygulanmaya baslanmasiyla birlikte, yerli manda
popiilasyonlarinin verimliligi ve genetik kalitesinin artirilmasi
hedeflenmistir. Bu caligmalar, {iniversiteler, aragtirma enstitiileri ve
ulusal is birliklerinin destegiyle yiirtitiilmiistiir. Bu dénemde in vitro
fertilizasyon (IVF) teknikleri, manda reprodiiksiyon
arastirmalarinda 6nemli bir déniim noktas1 olmustur. Tlging bigcimde,
mandalarda ineklere kiyasla %20 oraninda daha az antral follikiil
bulundugu; ancak embriyolarin in vitro Kkiiltlir sirasinda
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preimplantasyon evresine 18-24 saat daha erken ulastig1
bildirilmistir (Nguyen, 2006; Hufana-Duran, 2008).

In vitro maturasyon (IVM), in vitro fertilizasyon (IVF) ve in
vitro kiiltiir (IVC) asamalarinin kombinasyonu sonucunda elde
edilen ilk melez (bataklik x nehir tipi) manda buzagilar1 1996 yilinda
dogmustur (Ocampo ve ark., 1997). Bunu, 2002 yilinda vitrifiye
edilmis nehir tipi IVM-IVF-IVC embriyolarindan dogan yavrular
izlemistir (Hufana-Duran ve ark., 2004). Bu basarilar, uluslararasi is
birliklerine dayali bir embriyo biyoteknolojisi laboratuvari
kurulmasina onciiliik etmistir. Bu kapsamda nehir tipi mandalardan
in vitro iretilen embriyolar, dondurularak transfer edilmek tizere
farkli alici siirtilere nakledilmis ve hem arastirma kurumlarinda hem
de iiretici mandalarda saglikli yavrularin dogumu gerceklesmistir.
Bu gelismeler, IVM-IVF-IVC-vitrifiye embriyolarin uluslararas:
taginabilirligini ve basarili embriyo transferiyle canli dogum elde
edilebilecegini gostermistir (Hufana-Duran ve ark., 2004; Hufana-
Duran ve ark., 2007; Hufana-Duran ve ark., 2008).

OPU (Ovum Pick-Up) uygulamalari, mandalarda in vitro
embriyo iiretimi i¢in 6nemli bir biyoteknolojik arac haline gelmistir.
Gebeligin {liciincli aymm1 gegmemis tiim yaslardaki disilerden oosit
toplanabilmekte, haftada iki kez yapilan toplamalarda daha yiiksek
kaliteli oositler elde edilmektedir. Ayrica oosit aspirasyonu sirasinda
gerekli negatif basincin kontrolli, embriyo gelisim basarisini
dogrudan etkilemektedir (Promdireg ve ark., 2000). Tekrarlayan
OPU islemlerinin, bataklik mandalarda in vitro embriyo iiretimi i¢in
stirdiiriilebilir bir oosit kaynagi olusturdugu belirlenmistir
(Pavasuthipaisit ve ark., 1995). 2013 yilinda, OPU-IVM-IVF-IVC
yontemleriyle liretilen nehir tipi embriyolardan dogan ilk buzag:
rapor edilmistir (Aquino ve ark., 2013). OPU isleminin teknik
detaylar1 Hufana-Duran ve Duran tarafindan 2015 yilinda ayrintili
bicimde tanimlanmistir (Hufana-Duran & Duran, 2015).
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Kesimhane kaynakli oositlerin gelisim yetenegi, depolama
stiresi ve sicakligina bagh olarak degismektedir. Oositlerin 6 saat
icinde kullanilacagi durumlarda 25-33 °C, 6 saati asan
depolamalarda ise 15 °C ideal bulunmustur (Hufana-Duran, 2008).
In vitro kiiltiir (IVC) asamasinda asepsi, uygun sicaklik (35-37 °C),
pH (7,1-7,4) ve ozmolarite (280-300 mOsmol) degerlerinin
korunmasi kritik 6neme sahiptir. Sigir kaynakli kiiltiir ortamlarinda
bataklik mandalarda %30’un altinda maturasyon oranlari
gozlendiginden, manda oositlerine 0zgii kiiltiir sistemlerinin
gelistirilmesi gerekmektedir (Nguyen, 2006; Yindee ve ark., 2011).
Kumulus hiicreleriyle birlikte ko-kiiltiir uygulamalar1 ve optimize
edilmis besi ortamlari, tam gelisim goOsteren embriyolarin elde
edilmesini saglamistir (Hufana-Duran, 2008). Ayrica, kumulus hiicre
tabakasinin durumuna gore oosit secimi ve ortama Ostradiol
eklenmesi, fertilizasyon basarisini artirmaktadir (Nguyen, 2006).

IVF basarisi, spermatozoanin silika partikiilleriyle santrifiij
edilmesi yoluyla artirilmis ve bu yontemle basarili dogumlar elde
edilmistir (Hufana-Duran ve ark.,, 2004). Uygun sperma
konsantrasyonu ve kapasitasyon medyumlarinin kullanimi1 embriyo
gelisimi acisindan kritik dnemdedir. Ayrica intrastoplazmik sperm
injeksiyonu (ICSI) yontemi, diisiik motiliteye sahip bogalardan elde
edilen spermada basarili sonuglar vermistir (Liang ve ark., 2012).

Embriyolarin Saklanmasi

Embriyolarin kisa ve uzun siireli muhafazasi, sigirlarda oldugu gibi
mandalarda da embriyo transferi uygulamalarinin ayrilmaz bir
parcast haline gelmistir. Manda embriyolari, +4-5 °C sicaklik
araliginda 24-48 saat boyunca canliliklarim1 koruyarak kisa stireli
olarak saklanabilmektedir. Bu amagla embriyolar, uygun medyumlar
icinde ve steril kosullar saglanarak tiiplerde ya da payetler icerisinde
depolanabilir. Ote yandan giincel biyoteknolojik yaklasimlar,
embriyolarin yavas dondurma, hizli sogutma, kontrollii veya hizl
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cozdiirme protokolleri ile vitrifikasyon teknikleri kullanilarak uzun
stire saklanmasina imkan tanimaktadir (Avdatek & Yeni, 2021).

Embriyolarin Kisa Siireli Saklanmasi

Embriyolarin 24-48 saat saklanmasi gereken durumlarda
Medium-199 (M-199), Ham’s F-10 gibi kompleks kiiltiir ortamlari
yada PBS + %10 fetal calf serum (FCS) igeren ¢ozeltiler tercih edilir
ve embriyolar 4°C’de steril falkon tiiplerinde muhafaza edilir.
Depolama islemi genellikle 0,25 ml’lik payetler kullanilarak yapilir.
Uzun siireli saklamada kullanilan kriyoprotektanlar ile ani sogutma
isleminin zona pellucida iizerinde hasara yol agabilmesi nedeniyle,
embriyonun zarar gormemesi i¢in ¢ogu zaman uzatilmis bir
bekletme yapilmaksizin kisa siireli saklama uygulanir. Ayrica
embriyolarin 12. saatten itibaren canlilik oranlarinda belirgin bir
diisiis basladig1 belirtilmistir (Mapletoft & Stookey, 1998).

Kisa siireli saklama doneminde 1§18a maruziyet, embriyo
canliligin1 etkileyen o©nemli faktorlerden biridir; bu nedenle
embriyolar mikroskop altinda en fazla 30 dakika tutulmalidir. Nakil
sirasinda olusabilecek sarsinti, mekanik titresim ve sicaklik
degisimleri canliliga zarar verebileceginden 6zenle onlenmelidir.
Embriyolar oda sicakliginda veya 4°C’de 24 saat saklanip transfer
edildiginde gebelik orani yaklasik %50 civarinda kalirken, saklama
stiresinin iki giine uzamasi bu oran1 belirgin sekilde azaltir.
Embriyolar toplandiktan sonra 25-38°C arasinda yaklasik 5 saat
stabil kalabilir; bu aralikta ilk iki saate kadar ciddi bir kayip
goriilmez ancak 2. saatten sonra canlilikta hafif bir azalma
gozlenebilir. Buna karsin, 25°C’nin iizerindeki sicakliklarda,
ozellikle 5. saate ulasildiginda embriyo kayiplar1 belirgin sekilde
artmaktadir (Kanagawa ve ark., 1995).
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Embriyolarin Kriyoprezervasyonu

Erken evrelerdeki manda embriyolari, ileri gelisim evrelerine
kiyasla vitrifikasyona karst daha hassastir. Yapilan calismalar,
morula, erken blastosist, blastosist ve genislemis blastosist
(expanded blastocyst) asamalarinda gergeklestirilen vitrifikasyon
uygulamalar arasinda ¢atlama (hatching) oranlar1 agisindan anlamli
bir fark bulunmadigini ve bu oranin genellikle %75-90 araliginda
oldugunu gostermektedir (Hufana-Duran ve ark., 2004).

Vitrifikasyonda kullanilan araglar arasinda payet, Cryotop,
Open-Pull Straw (OPS) ve Kat1 Yiizey Vitrifikasyonu yontemleri yer
almaktadir (Parnpai ve ark., 2016). Ozellikle payet yontemi, yiiksek
blastosist ¢atlama oran1 (%90) saglamis ve bu yontemle canli manda
buzagilarinin dogumu basariyla rapor edilmistir (Hufana-Duran ve
ark., 2004).

Kriyoprotektan ajanlar (CPA), hiicre i¢ine gegebilen ve hiicre
icine gegemeyen CPA’lar olmak lizere iki gruba ayrilir. Hiicre i¢ine
gecebilen CPA’lar arasinda propilen glikol, gliserol, etilen glikol ve
dimetil siilfoksit (DMSO) bulunur. Bu ajanlar, buz kristali
olusumunu 6nleyerek hiicre iskeletini korur.Hiicre i¢ine gegemeyen
CPA’lar ise silikroz, galaktoz ve trehaloz gibi sekerlerdir; bunlar
genellikle vitrifikasyon sirasinda hiicre igine gegebilen CPA’larla
birlikte kullanilir (Parnpai ve ark., 2016).

Manda  embriyolarimin  kriyoprezervasyonu,  ¢esitli
arastirmalarda canli dogumlarla sonuglanmis ve yontemin basariyla
uygulanabilecegi dogrulanmistir (Hufana-Duran ve ark., 2004;
Hufana-Duran ve ark., 2007; Hufana-Duran ve ark., 2008). Ayrica
hizl1 dondurma yontemleri hem si8ir hem de manda embriyolarinda
basarili  sekilde uyarlanmistir. Ozellikle klonlanmis — sigir
embriyolarinin vitrifiye edilmesi sonrasinda, ¢ozdiirme islemini
takiben %90’1n lizerinde yasama orani elde edilmistir (Bui, 2006).
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Somatik Hiicre Niikleer Transferi

1996 yilinda ilk klonlanmis koyun olan Dolly’nin dogumuyla
birlikte (Wilmut ve ark., 1997), somatik hiicre niikleer transferi
(SCNT) yontemi kullanilarak ¢ok sayida memeli tiirii basariyla
klonlanmistir. SCNT nin temel prensibi, ¢ekirdegi c¢ikarilmis bir
oosite (eniikle edilmis oosit), dondr hiicre ¢ekirdeginin aktarilmasi
esasina dayanir. Bu islemde, ¢ekirdegi alinmig oositin sitoplazmasi,
flizyon, aktivasyon ve embriyolarin in vitro kiiltiirii sonrasinda donor
hiicre ¢ekirdegini totipotent bir duruma yeniden programlar. 1999
yilinda, fetal fibroblast hiicrelerinin donor olarak kullanilmasiyla ilk
klonlanmig bataklik manda embriyolar1 basariyla iretilmistir
(Parnpai ve ark., 1999).

Uzun yillardir bilindigi tizere, klonlanmig embriyolarin
gelisiminde en biiyiik engel epigenetik yeniden programlama
stirecidir. Bu siirecin eksik veya yetersiz ger¢eklesmesi, mandalarda
klonlama veriminin diisiikliigline neden olmakta ve bu durum diger
tirlerdeki gozlemlerle de tutarlilik gostermektedir. Klonlanmis
embriyolarda, konseptuslarda ve yavrularda kromozomal
anomaliler, mitokondri-niikleer genom uyumsuzlugu, biiyiik yavru
sendromu ve plasental fonksiyon bozukluklarina bagli anomaliler
gibi ¢esitli diizensizlikler bildirilmektedir. Bu sorunlar, klonlanmis
yavrularin canlilik ve yasam siirelerini onemli 6l¢iide azaltmaktadir.
Klonlanmis embriyolarin ve dogan yavrularin yasama oranlarini
artirmak amaciyla, epigenetik yeniden programlamayi iyilestirmeye
yonelik ¢ok sayida strateji Onerilmistir (Srirattana ve ark., 2022).
Ancak, devam eden arastirmalara ragmen, transfer edilen embriyo
basina canli dogum oraninin diisiik kalmas1 hem bilimsel hem de
ticari uygulamalar agisindan halen en biiyiik kisitlayici faktorlerden
biridir (Hufana-Duran ve ark., 2025).
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Genomik Seleksiyon

Genomik seleksiyonun, reprodiiktif biyoteknolojilerle
entegrasyonu, manda yetistiriciligi ve liretim programlarinda devrim
yaratma potansiyeline sahiptir. Bu yaklasim, genetik agidan iistiin
bireylerin daha erken yasta ve daha yiiksek dogrulukla se¢ilmesine
olanak tanir. Manda 1slah ¢alismalarinda, genomik seleksiyon ve siit
verimi, yag orani, protein orani gibi verim ozelliklerine yonelik
genetik Ongorii kullanilarak, suni tohumlama amaciyla genetik
olarak iistiin bogalarin se¢imi yapilmaktadir. Genetik degerlendirme
caligmalarinda, GBLUP (Genomic Best Linear Unbiased Prediction)
ve ssGBLUP (single-step GBLUP) yontemlerinin, pedigree BLUP
yontemine gore daha yiikksek dogruluk sagladigir bildirilmistir
(Herrera ve ark., 2021). Son donemde, belirli genlerin
belirlenmesine dayali belirte¢ destekli seleksiyon uygulamalari,
klasik seleksiyon yontemleriyle birlikte yiiriitiilmekte; boylece
genetik acgidan {istlin  mandalarin  se¢cimi  daha etkin hale
getirilmektedir (Hufana-Duran ve ark., 2025).

Manda endiistrisinde tretim Ozellikleriyle iligkili olarak
kullanilan baglica genler sunlardir; Soy kontrolii i¢in belirte¢ genler,
Beta-kazein ve Kappa-kazein genleri, yiiksek siit verimiyle iligkili
olan PRLR (prolaktin reseptorii), yag depolanmasi ve et kalitesi ile
iliskili FABP4, et yumusakhig1 ile iliskili Calpain (CAPN1) ve
Calpastatin (CAST), et verimi ile iligkili Titin, siit verimi ve biiylime
orani ile iligkili Myogenin. Ayrica, hem bataklik hem de nehir tipi
mandalarda, sperm-spesifik bir protein ve fertilite faktorii olan
Fosfolipaz C zeta (PLC) icin DNA belirtecleri gelistirilmistir. Manda
PLCZ1 mRNA ekspresyon diizeyleri ile in vitro fertilizasyon (IVF)
basarisi arasinda giiclii bir pozitif iliski oldugu gosterilmistir (Atabay
ve ark., 2019).

Genomik seleksiyon, kisa buzagilama araligi ve yiiksek
gebelik oran1 gibi reprodiiktif Ozellikleri tasiyan bireylerin

224



secilmesiyle, manda popiilasyonlarmin verimliligini 6nemli 6lgiide
artirabilir. Bu yaklasim, IVF, ET ve Al gibi ileri diizey iireme
teknolojileriyle  birlikte kullanildiginda, genetik ilerlemeyi
hizlandiran, {retkenligi artiran ve manda yetistiriciliginin
stirdiiriilebilirligini saglayan giiclii bir ara¢ haline gelmektedir
(Hufana-Duran ve ark., 2025).

Mandalarda Biyoteknolojik Yeniliklerin Gelecegi

Manda 1slahinda iireme biyoteknolojilerinin gelecegi,
yalnizca geleneksel verim ve biiytime 6zelliklerinin iyilestirilmesine
degil; aym1 =zamanda kiiresel c¢evresel baskilarla uyumlu,
stirdiirtilebilir bir liretim modelinin olusturulmasina
odaklanmaktadir. Bu baglamda gelismis genomik seleksiyon
yaklagimlari, klasik seleksiyon parametrelerinin Gtesine gecerek
metan emisyonu, yemden yararlanma etkinligi, hastalik direnci, 1s1
stresine tolerans ve genel ¢evresel dayaniklilik gibi yeni fenotiplerin
hedeflenmesini miimkiin kilmaktadir. S6z konusu genisleme, iklim
degisikliginin giderek artan etkilerine karsi daha uyarlanabilir ve
verimli bir manda yetistiriciligi  altyapis1t  gelistirilmesini
desteklemektedir.

Son yillarda genomik belirteglerin yiiksek dogrulukla
tanimlanmasini saglayan teknolojik ilerlemeler, mandada se¢ilmis
ozellik yelpazesini genisletmekte ve 6zellikle Gilineydogu Asya gibi
niifus artisinin hizli oldugu bolgelerde gida giivenligiyle iliskili
zorluklarin yonetilmesine katki sunmaktadir. Bu ¢ergevede gen
diizenleme araglar1 (6rn. CRISPR-Cas sistemleri), 1s1 toleransi,
fertilite, biiylime performans: ve hastalik duyarliligi gibi spesifik
1slah sorunlarinin ¢éziimiinde stratejik bir potansiyel tasimaktadir.
Genom diizenleme ile genomik seleksiyonun biitlinlesmesi,
gelecekte daha hassas, hizli ve maliyet-etkin 1slah programlarinin
temelini olusturacaktir.
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Diger yandan, genis kapsamli genom dizileme girisimleri de
manda 1slahi i¢in giiclii bir referans veri taban1 saglamaktadir. 1000
Buffalo Genomes Project (1000BGP), tiiriin bugiine kadar
olusturulmus en kapsamli genomik kaynaklarindan biri olup, hedef
ozelliklerin molekiiler temelinin daha iyi anlasilmasina ve yliksek
dogruluklu genomik tahmin modellerinin gelistirilmesine olanak
tanimaktadir (Pineda ve ark., 2024). Bu veri altyapisi ayn1 zamanda
farkli manda popiilasyonlar1 arasinda melezleme stratejilerinin
optimize edilmesi ve bdlgesel liretim hedeflerine uygun hatlarin
gelistirilmesi acisindan kritik 6neme sahiptir.

Tim bu ileri teknolojilerin biitiinciil olarak 1slah
programlarina  entegre  edilmesi, manda yetistiriciliginde
iiretkenligin artirilmasi, genetik verimliligin yiikseltilmesi ve
sirdiiriilebilir—karl1 bir {iretim modelinin olusturulmas: i¢in
benzersiz firsatlar sunmaktadir. Ureme biyoteknolojilerindeki bu
yenilik¢i yonelimler, gelecegin manda sektoriinde hem ekonomik
hem de ¢evresel agidan daha dayanikli sistemlerin gelistirilmesine
katki saglayacaktir.
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KOPEKLERDE REPRODUKTIF
BiYOTEKNOLOJILER

BURCU ESIN'
CUMALI KAYA?
MESUT CEVIK?

Giris
Kopeklerde reprodiiktif biyoteknoloji hem klinik iireme
yonetimi hem de translasyonel biyomedikal arastirmalar a¢isindan
onemli bir alandir. Disi kdpeklerin uzun andstrus dénemi, oositlerin
metafaz [ evresinde oviile olmasi, oosit maturasyonunun
ovulasyondan sonraki 2-3 giin i¢inde tamamlanmasi gibi 6zgiin
fizyolojik farkliliklar, bu tiirde yardimci iireme tekniklerinin
uygulanmasini zorlastirmaktadir (Nagashima & Songsasen, 2021).

Bununla birlikte, son yirmi yilda hem sperma kriyoprezervasyonu
hem de in vitro fertilizasyon (IVF) alaninda saglanan gelismeler,
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kopeklerde dogrudan klinik uygulama ve irk koruma projeleri i¢in
umut vericidir (Nagashima et al., 2015).

Kopeklerde reprodiiktif biyoteknoloji, ilk kez 1930°1larda Rus
bilim insani Ivanov tarafindan tanimlanan suni tohumlama (ST)
denemeleriyle baglamistir. 1960’11 yillarda Tris-bazli sulandiricilarin
gelistirilmesi  ve  sperma  kriyoprezervasyonunun basariyla
uygulanmast (Hermansson et al., 2021), kopeklerde genetik
materyalin uzun siireli saklanmasim1 saglamistir. 1980’lerden
itibaren cerrahi inseminasyonun yerini endoskopik transservikal
inseminasyon (TCI) almis; 2000’lerin ortalarindan itibaren embriyo
transferi, oosit olgunlastirma (IVM) ve somatik hiicre ¢ekirdek
transferi (SCNT) teknikleri veteriner biyoteknoloji arastirma alani
olarak yerini almistir (Songsasen, 2021).

Giintimiizde kopeklerde reprodiiktif biyoteknoloji, yalnizca
ireme verimliligini artirmay1 degil, ayn1 zamanda irklarin genetik
cesitliligini korumayi, genetik hastaliklarin molekiiler modellerini
gelistirmeyi ve translasyonel arastirmalarda kopegi insan hastaliklari
icin bir model haline getirmeyi amac¢lamaktadir (Zou et al., 2015).

Erkek Ureme Fizyolojisi ve Uygulamali Reprodiiktif
Biyoteknolojiler

Kopeklerde erkek reprodiiktif biyoteknolojisi,
spermatogenezin fizyolojisinden baslayarak spermanin toplanmasi,
degerlendirilmesi, kriyoprezervasyonu ve reprodiiktif
biyoteknolojilerinde kullanimiyla devam eden ¢ok yonlii bir siirectir.
Bu alanin temel amaci yalnizca fertilite yetenegine sahip gametlerin
elde edilmesi degil; ayni zamanda bu gametlerin uzun siireli
saklanmasi, genetik materyalin korunmasi ve kontrollii iireme
programlarinda etkin bicimde kullanilabilirliinin artirilmasidir.
Giliniimiizde bu ¢aligmalar, kopek irklarmin genetik cesitliliginin
stirdiiriilebilirligi, nadir tiirlerin korunmasi ve translasyonel
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arastirmalarda model gelistirilmesi a¢isindan biiylik 6neme sahiptir
(McDonald, 1969; Songsasen, 2021).

Kopeklerde spermatogenez ortalama 60 giin siiren karmagik
bir hiicresel siirectir. Germ hiicreleri, spermatogonyumdan olgun
spermatozoona kadar farklilasirken Sertoli ve Leydig hiicreleriyle
sik1 bir etkilesim i¢indedir. Sertoli hiicreleri hem besleyici hem de
koruyucu bir mikrogevre olusturarak kan-testis bariyerini meydana
getirir ve germ hiicrelerinin immiin sistem tarafindan taninmasini
onler. Leydig hiicreleri ise luteinizan hormon (LH) etkisiyle
testosteron Uretimini saglar. Bu endokrin etkilesim, hipotalamus—
hipofiz—gonad ekseni tarafindan kontrol edilir. Gonadotropin
salgilatict hormonun (GnRH) hipotalamustan pulsatif salinimi, 6n
hipofizde LH ve folikiil stimiile edici hormon (FSH) sekresyonunu
uyarir. Luteinizan hormon, leydig hiicrelerinde steroidogenez
stirecini baslatirken; FSH, sertoli hiicrelerinde androjen baglayici
protein (ABP) sentezini uyararak intratestikiiler testosteron
diizeyinin stabil kalmasin1 saglar (McDonald, 1969). Bu koordineli
hormonal mekanizma, spermatogenezin siirekliligi ve kalitesi i¢in
gereklidir.

Spermatogenezin testis lobiilleri arasinda tam senkronize
olmamasi, ejakiilat kalitesinde donemsel farkliliklara neden olabilir.
Bunun yani sira ¢evresel sicaklik, fotoperiyot, beslenme ve toksik
ajanlara maruz kalma gibi dis faktorler spermatogenezin basarisini
dogrudan etkileyen parametrelerdir. Kopeklerde sperma toplama
islemi ¢ogunlukla elle masaj yontemiyle yapilir ve ii¢c ejakiilat
fraksiyonundan olusur: {iretral yikama sivisi, spermatozoon
acisindan zengin fraksiyon ve prostatik sivi. Laboratuvar
degerlendirmelerinde genellikle ikinci fraksiyon kullanilir. ikinci
fraksiyon fertilizasyon kapasitesine sahip spermatozoonlarin biiyiik
bir kismini igerir. Ornek alimindan &nce erkek kdpege 3—5 giinliik
cinsel istirahat Onerilir. Daha uzun dinlenme siiresi ise fertilite

yetenegi diislik spermatozoonlarin artmasina ve morfolojik
~-240--



bozukluklara neden olabilir. Elle masaj yontemi ile toplama
yapilamayan, norolojik hasarli veya davramigsal olarak uygun
olmayan erkeklerde ise anestezi altinda elektro-ejekiilator cihazlar
kullanilmaktadir (Belala et al., 2024).

Toplanan ejakiilatin degerlendirilmesi hem makroskopik
hem de mikroskopik parametreleri igeren c¢ok yonlii bir analiz
stirecidir. Spermatolojik analiz, ejakiilatin fertilite potansiyelini
belirlemede kritik ©Oneme sahiptir. Makroskopik incelemede
oncelikle ejakiilatin hacmi, renk, koku, koagiilasyon (kaynama)
hareketi ve viskozite gibi fiziksel ozellikleri belirlenir. Ortalama
ejakiilat hacmi tiirler arasinda degigmekle birlikte genellikle 1-30
mL arasinda olup, bu parametre eklenti bezlerinin fonksiyonel
durumunu yansitir. Normalde ejakiilatin rengi siit beyazi ya da opak
beyaz olmalidir; sarims1 tonlar genellikle idrar kontaminasyonu veya
enfeksiyonu, kirmizi renk ise hematospermi (spermadaki kan
varlig1) olasiligin1 gosterir. Koku, tiir spesifik olmakla birlikte keskin
ya da amonyak benzeri koku, genellikle bakteriyel kontaminasyon
belirtisidir. Kaynama hareketi, mikroskopik inceleme sirasinda
spermatozoonlarin yogun ve senkronize hareketleri sonucunda, sivi
ylizeyinde kaynama benzeri dalgalanmalar seklinde gozlenen toplu
motilite olgusudur. Bu goriiniim, yiiksek spermatozoa yogunlugu ve
canliliginin bir gostergesidir. Viskozite, spermanin akiskanlik
derecesini gosterir. Yiiksek viskozite, spermatozoon hareketini
olumsuz etkileyerek fertilizasyon sansini azaltabilir. Mikroskopik
incelemede ise ejakiilatin kitle hareketi, motilitesi, spermatozoon
yogunlugu (konsantrasyonu), morfolojik 6zellikleri ve 6lii-canli
orani degerlendirilir. Kitle hareketi, spermatozoonlarin toplu olarak
sergiledigi dalgalanma benzeri hareketin mikroskop altinda
gozlenmesiyle belirlenir ve 0’dan 5’e kadar puanlanir. Yiksek skor,
iyi sperma kalitesini ifade eder. Motilite, belirli bir alandaki
spermatozoonlarin ileri dogru hareket etme oranmi gosterir ve
genellikle % motilite olarak kaydedilir. Bu oran fertilite

241



potansiyelinin en belirleyici  gostergelerindendir.  Yogunluk
(konsantrasyon), mililitre basina diisen spermatozoon sayisini ifade
eder. Morfolojik muayene, spermatozoonun bas, orta parca ve
kuyruk yapilariin degerlendirilmesiyle gerceklestirilir. Morfolojik
anomalilerin artig1 spermatozoonun fertilizasyon yetenegini olumsuz
etkiler. Olii-canli orani, genellikle ¢esitli boyama yontemleriyle
belirlenir. Eosin-nigrosin ile boyanan bir 6rnekte boyay1 almayan
spermatozoonlar canli, boyay1 alanlar ise 6lii olarak kabul edilir.
Ayrica spermanin pH degeri de onemli bir kalite gostergesidir.
Normalde 6.2-7.0 araliginda olup, daha diisiik pH asidik kosullari
ve olas1 kontaminasyonu, yiiksek pH ise prostatik disfonksiyon veya
inflamasyonu diistindiirebilir (Belala et al., 2024). Bu parametrelerin
birlikte degerlendirilmesi, ejakiilatin genel fertilite kapasitesini
ortaya koyar ve ileri asamalarda uygulanacak kriyoprezervasyon
veya suni tohumlama islemleri i¢in uygunlugun belirlenmesine
olanak saglar.

Kopek  spermasinin  kriyoprezervasyonu, reprodiktif
biyoteknolojinin en kritik uygulama alanlarindan biridir. Bu islemde
amag, hiicre biitiinliiglinii ve fertilizasyon kapasitesini koruyarak
genetik materyalin uzun vadeli saklanabilmesidir.
Kriyoprezervasyon oncesi kullanilan sulandiricilar,
spermatozoonlari ozmotik stres ve buz kristali olusumuna kars
korur. Kopeklerde yaygin olarak Tris-sitrat-glikoz tamponu, %20
yumurta sarist ve %4—6 gliserolden olusan sulandiricilar
kullanilmaktadir. Gliserol hiicre i¢i kriyoprotektan olarak hiicre
disina su c¢ikisint diizenlerken; yumurta sarist fosfolipid ve
lipoprotein igerigiyle membran stabilitesini destekler. Yumurta
sarisina alternatif olarak mikrobiyal kontaminasyon riskini ortadan
kaldiran soya bazli lesitin sulandiricilar da kullanilabilmektedir
(Hermansson et al., 2021). Ayrica seker bazli kriyoprotektanlar (or.
trehaloz) ve antioksidan katkilar (vitamin E, C, melatonin,
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resveratrol, selenyum) dondurulmus spermanin motilite ve DNA
biitiinliiglinii anlamli bi¢gimde iyilestirmektedir (Esin et al., 2024).

Kriyoprezervasyon iglemi genellikle 37°C’den 5°C’ye yavas
sogutma (yaklasik 0,3°C/dakika) ile baglar. Hizli sogutma,
spermatozoa plazma membraninda “soguk sok” hasarina neden olur.
Kriyoprezervasyon, sivi azot buharinda 6n sogutma sonrasi
—196°C’de uzun siireli depolama seklinde gerceklestirilir. Cozme
islemi 37°C’de 30 saniye siirede yapilir ve ¢6zlim sonrasi motilite
genellikle %40-60 arasinda seyretmektedir. Kriyoprezervasyon
sonras1 kalite degerlendirmesinde motilite, morfoloji ve canlilik
testlerinin yaninda Hipoosmotik Sisme Testi (HOST) ile membran
biitiinliigli, akrozom reaksiyon testiyle kapasitasyon yetenegi,
mitokondri aktivitesiyle enerji iiretimi ve DNA fragmantasyon
indeksi (DFI) analizleri de yapilmaktadir (Esin et al., 2022). DNA
fragmantasyon indeksi fertilizasyon potansiyelinin en gilivenilir
gostergelerinden biri olarak kabul edilmektedir (Songsasen, 2021).

Kopeklerde spermanin klinik kullanimi ¢ogunlukla suni
tohumlama ve IVF tekniklerine dayanir. Taze spermanin vajinal
inseminasyonla gebelik oran1 %80-90 iken, 4-8°C’de 72 saate kadar
saklanabilen sogutulmus spermada bu oran %70 civarindadir.
Dondurulmus spermada ise dogrudan vajinal uygulamada basari
orant %40 civarindayken, transcervical inseminasyon (TCI)
yontemiyle %65—70 seviyesine ulagabilmektedir (Songsasen, 2021).
Ortalama sperma dozu 150-200 milyon motil spermatozoondur ve
uygulama zamani, disinin progesteron diizeyinin 4-6 ng/mL
araliginda oldugu periyotla uygun olmalidir.

Son yillarda erkek reprodiiktif biyoteknolojisinde
nanoteknoloji tabanl yenilikler dikkat cekmektedir. Giimiis, altin ve
selenyum nanopartikiillerinin ~ diisiik dozlarda ekstenderlere
eklenmesi, membran biitiinliigiiniin korunmasini ve oksidatif hasarin
azaltilmasini saglamaktadir (Esin et al., 2024). Ayrica biyopolimer

243



bazli mikroenkapsiilasyon teknikleriyle spermanin uterusta salinim
sliresinin uzatilmasi, gebelik oranlarini artiran umut verici bir strateji
olarak degerlendirilmektedir. Genetik diizeyde ise spermatozoon
RNA profilinin (6zellikle miRNA ve piRNA dizilerinin) embriyo
gelisimi ve gen regiilasyonu iizerindeki etkileri giderek daha fazla
arastirilmaktadir.

Sonug olarak, kopeklerde erkek reprodiiktif biyoteknolojisi
artik yalnizca sperma toplanmasi ve degerlendirilmesiyle sinirh
degildir. Molekiiler biyoloji, nanoteknoloji ve biyofiziksel
yaklagimlarin entegre edildigi ¢ok disiplinli bir alana doniismiistiir.
Gelisen bilgisayar destekli sperma analizi (CASA), antioksidan bazl
kriyoprezervasyon protokolleri ve endoskopik inseminasyon
teknikleri sayesinde genetik materyalin korunmasi, dondurulmus
spermanin etkin kullanomi1 ve kontrollii damizlik y&netimi
giiniimiizde bilimsel ve klinik acidan miimkiin hale gelmistir. Bu
ilerlemeler hem evcil kopek irklarinin korunmasi hem de
translasyonel biyomedikal arastirmalarda tiirlin model organizma
olarak kullanimini1 daha da giiclendirmektedir.

Disi Ureme Fizyolojisi ve Uygulamal Reprodiiktif
Biyoteknolojiler

Kopeklerde  disi  lireme  fizyolojisi,  reprodiiktif
biyoteknolojilerinin basar1 oranini belirleyen temel faktorlerden
biridir. Tirtin 6zgiin ovulasyon dinamikleri ve endokrin yapisi hem
fertilizasyon siireclerini hem de in vitro liretim yaklagimlarini diger
memelilerden ayirmaktadir. Diger evcil tiirlerle karsilastirildiginda,
disi kopeklerde uzun andstrus donemi, oositlerin metafaz I evresinde
oville olmasi, oosit olgunlasmasinin postovulatuvar donemde
oviduktta gerceklesmesi ve gebeligin tamamen luteal faza bagimh
olmasi, tiiriin lireme biyolojisine 6zgii bir nitelik kazandirmaktadir
(Nagashima & Songsasen, 2021). Bu fizyolojik 06zellikler,
kopeklerde IVM, IVF ve embriyo kiiltiirii ¢aligmalarinin tarihsel
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olarak sinirli basar1 gostermesine sebep olmaktadir. Ancak son on
yilda hiicre kiiltiirii teknolojilerinde, molekiiler reprodiiktif
biyolojide ve mikroakiskan sistemlerde elde edilen ilerlemeler bu
kisitlamalarin biiyiik 6l¢lide asilmasint saglamistir (Liu et al., 2025).

Kopeklerde Ostrus dongiisii, yaklasik 6-9 ay siiren dort
ardisik fazdan olusur. Bunlar: prodstrus, dstrus, didstrus (metostrus)
ve anostrustur. Prodstrus doneminde vulvada sislik ve kanli akinti
gozlenirken Ostrojen diizeyi hizla artar. Ancak LH heniliz pik
yapmamustir. LH piki genellikle dstrusun ortasinda meydana gelir ve
bunu izleyen 48-60 saat i¢inde ovulasyon ger¢eklesir. Bu sirada
progesteron diizeyi 2—6 ng/mL’ye yiikselir ve oositler metafaz |
evresinde oviile olur (McDonald, 1969). Oositler metafaz II'ye
gegcislerini ovulasyondan sonraki 2—3 giin i¢inde oviduktta tamamlar.
Diostrus donemi yaklasik 60 giin siirer ve yiiksek progesteron
sekresyonu ile karakterizedir. Andstrus ise 3 ila 9 ay siirebilen
iremenin inaktif oldugu doénemidir. Bu dongii uzunlugu ve oosit
olgunlagsmasinin postovulatuvar dogasi, kopeklerde in vitro gamet
manipiilasyonlarini sinirlayan ana fizyolojik etkenlerdir. Endokrin
diizeyde ostrojen, progesteron, LH, FSH ve prolaktin arasindaki
dinamik etkilesim, folikiilogenez ve ovulasyonun zamanlamasini
diizenlerken; prolaktin luteal fazin siirdiiriilmesinde ve yalanci
gebelik (psodogestasyon) olgularinda kritik rol oynamaktadir
(Nagashima & Songsasen, 2021).

In vitro maturasyon ¢aligmalar1 kdpeklerde uzun siire smnirlt
basar1 oranlariyla (%20-30) sonuclanmistir. Basarmin diisiik
kalmasimin baglica nedeni, oviduktal mikrogevrenin laboratuvar
ortaminda tam olarak taklit edilememesidir. Kullanilan kiiltiir
ortamlarinin bilesimi ve gaz kosullart maturasyon verimliligini
dogrudan etkiler. Kopek oositleri icin TCM-199, DMEM veya
Waymouth MB 752/1 gibi bazal ortamlar siklikla kullanilmaktadir.
Bunlara FSH, LH, estradiol-178, EGF ve fetal serum gibi katkilar

eklenmektedir. Fizyolojik hipoksi kosullarinda (%5 O2) maturasyon
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oranlarinin anlamli sekilde arttig1 bildirilmistir. Ayrica, kumulus-
ooforus komplekslerinin korunmasi, hiyaluronik asit iiretimi ve
antioksidan destek (Or. askorbik asit, melatonin, koenzim Q10)
mitokondri  fonksiyonunu koruyarak maturasyon oranlarim
artirmaktadir (Songsasen & Wildt, 2007; Rodrigues et al., 2013;
Rodrigues & Rodrigues 2018).

Ilk IVF denemeleri 1990’larda yapilmis, ancak oosit
olgunlagmasinin dogru zamanlanamamasi nedeniyle basarisizlikla
sonuclanmistir. Nagashima ve arkadaslarinin (2015) c¢alismasi,
kopeklerde ilk  bagarili  IVF  dogumlarini  raporlamistir.
Arastirmacilar, ovulasyondan 72 saat sonra toplanan oositleri
spermayla 4 saat inkiibe etmis, oviduktal epitel hiicreleriyle ko-
kiiltir ederek proniikleus olusumu ve embriyo gelisimini
saglamiglardir (Nagashima et al., 2015).

IVF sonras1 embriyo kiiltiirli genellikle Synthetic Oviductal
Fluid (SOF) veya Modified Tyrode s Medium (mTALP) ortamlarinda,
oviduktal epitel hiicreleriyle ko-kiiltiir edilerek yiiriitiiliir. 38,5°C
sicaklikta, %5 O: ve %5 CO: igeren, yiiksek nemli bir ortamda
yapilan kiiltiirlerde embriyolar genellikle 67 giin i¢inde blastosist
asamasina ulasir. Embriyo gelisimi sirasinda mitokondri aktivitesi,
GDF9 ve BMP15 gen ekspresyonlar1 embriyonik kalite gostergeleri
olarak degerlendirilmektedir. Son yillarda gelistirilen mikroakigkan
sistemler, oviduktal sivi akisini taklit ederek embriyo gelisim
oranlarini anlamli bigimde artirmistir (Songsasen et al., 2023).

Kopek oositlerinin yiiksek lipid igerigi, kriyotoleransi
diisiirmekte ve klasik yavas dondurma yontemleriyle yiiksek canlilik
orani elde edilmesini zorlagtirmaktadir. Bu nedenle vitrifikasyon,
yani ani camlagsma temelli dondurma ydntemi tercih edilmektedir.
Etilen glikol (%15), DMSO (%15) ve trehaloz (0.5 M) iceren
cozeltiler, “cryotop” yontemiyle hizli sogutularak sivi azotta
depolanmaktadir. Co6ziim sonrast oosit canliligi genellikle %70
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civarindadir ve zona pellucida biitiinliigii ile kromatin stabilitesi
korunmusgsa, bu oositler fertilizasyon i¢in kullanilabilir kabul
edilmektedir (Liu et al, 2025). Oosit kalitesi, sitoplazmik
homojenlik, kumulus hiicre tabaka yapisi, mitokondri aktivitesi ve
oksidatif stres diizeyi gibi morfolojik ve biyokimyasal
parametrelerle degerlendirilir. Yiksek kaliteli oositlerde GDF9,
BMPI15 ve PRDXS5 genlerinin ekspresyon diizeylerinin anlamli
olarak arttig1 gosterilmistir (Songsasen et al., 2023). Bu
parametreler, IVF Oncesinde oosit se¢imi ve embriyo gelisim
tahmininde giivenilir biyogostergeler olarak degerlendirilmektedir.

Kopeklerde disi gamet biyoteknolojisi giiniimiizde iki temel
uygulama alanina sahiptir. Birincisi, genetik acidan degerli disi
bireylerden oosit toplanarak genetik materyalin kriyoprezervasyonu
ve 1rk koruma programlarinda kullanilmasidir. ikincisi ise hormonal
dengesizlik veya oviduktal obstriiksiyon gibi nedenlerle infertil olan
disilerde fertilizasyon destegi saglanmasidir. Ayrica kdpek oositleri,
insan reprodiiktif fizyolojisine yakin Ozellikleri nedeniyle
translasyonel model olarak da kullanilmaktadir. Ozellikle oosit
yaslanmasi, mitokondriyal DNA mutasyonlart ve enerji
metabolizmas1 tlizerine yapilan karsilastirmali ¢alismalarda kdpek
modeli giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir (Suzuki et al., 2022;
Liu et al., 2025).

Gelecekte kopeklerde disi gamet biyoteknolojisinin
mikroakigkan in vitro maturasyon sistemleri, hiicre dis1 vezikiillerin
(eksozomlarin)  oosit-gcevre  etkilesimi  iizerindeki  etkileri,
vitrifikasyon sonrasi epigenetik stabilitenin korunmasi ve ii¢ boyutlu
biyomateryal tabanli yapay over sistemlerinin gelistirilmesi yoniinde
ilerlemesi beklenmektedir. Bu yenilikler, 6nlimiizdeki on y1l i¢cinde
kopeklerde oosit ve embriyo biyoteknolojisini insan reprodiiktif
biyoteknolojilerinin diizeyine yaklastirabilecek potansiyele sahiptir.
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Suni Tohumlama Teknikleri

Kopeklerde suni  tohumlama teknikleri, reprodiiktif
biyoteknolojinin en yaygin klinik uygulamalar1 arasinda yer
almaktadir. Hem dogal ¢iftlesmenin miimkiin olmadig1 durumlarda
fertilizasyonu saglamak hem de genetik materyalin giivenli
tasinmasina olanak tanimak amaciyla kullanilmaktadir. Bu
tekniklerin basarisi, spermanin fiziksel durumu (taze, sogutulmus
veya dondurulmus), ST uygulama zamani, ST yeri ve kullanilan
yontemin invazivlik diizeyi ile yakindan iligkilidir (McDonald,
1969). Kopeklerde ST, temel olarak vajinal, cerrahi ve endoskopik
transservikal (TCI) yontemler seklinde siniflandirilmaktadir. Her
yontemin avantajlari, sinirliliklar ve etik degerlendirmeleri farklidir.

Vajinal ST, en basit ve en az invaziv olan yodntemdir.
Ozellikle taze veya kisa siireli sogutulmus sperma kullamldiginda
oldukea yiiksek gebelik oranlar1 elde edilebilir. Prosediir, steril bir
kateter yardimiyla spermanin vajinaya, genellikle servikal kanala
yakin bolgeye birakilmasi esasina dayanir. Uygulama sirasinda
disinin Gstrus donglisiiniin dogru sekilde belirlenmesi, basar1 igin
krittk Oneme sahiptir. Ovulasyon zamani genellikle serum
progesteron diizeyleriyle izlenir. Progesteronun 4—6 ng/mL aralig1
optimal fertilizasyon penceresini gosterir (McDonald, 1969).
Bununla birlikte, vajinal sitoloji de Ostrus dOneminin
belirlenmesinde tamamlayic1 bir tanisal arag olarak kullanilmaktadir.
Vajinal epitel hiicrelerinin morfolojik degisimleri, hormonal
dongiiyle yakindan iliskilidir. Prodstrus doneminde, smearde
parabazal ve kii¢iik intermediol hiicrelerin yani sira artan miktarda
eritrositler goriiliir. Ostrus déneminde, hiicrelerin biiyiik boliimii
ylzeysel ve keratinize (aniikleer veya piknotik c¢ekirdekli)
hiicrelerden olusur. Bu, yiliksek Ostrojen diizeylerinin etkisini
yansitir. Metdstrus veya didstrus baslangicinda, yeniden parabazal
ve lokosit iceren hiicrelerin baskin hale gelmesi luteal fazin

basladigin1 gosterir. Bu nedenle, vajinal sitoloji sonuglarinin
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progesteron  Olgiimiiyle  birlikte degerlendirilmesi, optimal
tohumlama zamaninin belirlenmesinde yiliksek dogruluk saglar
(Whitler, 2023). Vajinal suni tohumlamada gebelik oranlar1 taze
sperma kullanildiginda %80-90 civarindayken, dondurulmus
sperma kullanildiginda ise bu oran diismektedir. Serviksin anatomik
yapist ve spermanin motilitesi, uterin gec¢isin etkinligini dogrudan
etkilemektedir.

Cerrahi suni tohumlama ise tarihsel olarak oOzellikle
dondurulmus sperma kullanimi i¢in tercih edilmistir. Bu yontemde
sperma, laparotomi yoluyla dogrudan kornu uteriye enjekte edilir.
Ancak cerrahi islem, genel anestezi gereksinimi, postoperatif agri,
iyilesme stireci ve potansiyel komplikasyonlar nedeniyle
giinimiizde etik agidan tartismali hale gelmistir. Avrupa ve
Tiirkiye’deki veteriner etik kurullari, hayvan refahi ilkeleri
dogrultusunda bu yontemin rutin kullanimini sinirlamis, yalnizca
arastirma veya 0Ozel klinik endikasyonlar disinda uygulanmamasini
onermistir (Comizzoli & Wildt, 2012). Ayrica cerrahi yaklagimlar,
yliksek gebelik oranlarina ragmen invazivligi nedeniyle giiniimiiz
minimal invaziv reprodiiktif biyoteknoloji anlayisiyla uyumsuz
kabul edilmektedir.

Bu gelismeler dogrultusunda, endoskopik TCI giiniimiizde
kopeklerde en ¢ok tercih edilen yontem haline gelmistir. TCI, rijit
veya fleksibl endoskop yardimiyla servikal kanalin gegilmesi ve
spermanin dogrudan uterin liimene birakilmasi esasina dayanir. Bu
yontemde cerrahi kesi gerekmemekte, yalnizca hafif sedasyon
altinda islem yapilabilmektedir. TCI’nin en biiyiik avantaji, uterin
depozisyonun dogrudan saglanmasi sayesinde sperma kaybinin en
aza indirilmesi ve dondurulmus sperma kullanildiginda bile yiiksek
gebelik oranlariin (%70-80) elde edilebilmesidir (Whitler, 2023).
Ayrica iglem sonrast hizli iyilesme, minimal stres ve
tekrarlanabilirlik, bu yontemi hem klinik hem de arastirma

uygulamalari i¢in ideal hale getirmistir.
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Son yillarda TCI teknolojisinde kullanilan goriintiileme
sistemleri ve kateter tasarimlarindaki ilerlemeler, islemin hem
dogrulugunu hem de giivenligini artrmustir. Ozellikle yiiksek
cozlinlrliikli  video-endoskoplar ve servikal kanali tanimlayan
dijital marker sistemleri, uterin liimene girisin objektif sekilde
dogrulanmasina olanak saglamaktadir (Whitler, 2023). Bununla
birlikte, endoskopik suni tohumlamanin etkinligi biiylik 6l¢iide
uygulayicinin  deneyimine, sperma kalitesine ve hormonal
senkronizasyona baghdir.

Genel olarak degerlendirildiginde, kopeklerde suni
tohumlama teknikleri son yirmi yilda 6nemli gelismeler gostermistir.
Cerrahi yaklagimlardan uzaklasarak, minimal invaziv ve etik agidan
kabul edilebilir yontemlerin 6n plana ¢ikmasi hem hayvan refahini
artirmis hem de uluslararas1 standartlara uygun bir lireme yonetimi
saglamistir. Bu baglamda, TCI’nin rutin klinik uygulamalarda “altin
standart” haline geldigi, vajinal suni tohumlamanin ise maliyet
etkinligi ve basitligi nedeniyle 6zellikle taze sperma kullaniminda
halen degerli bir secenek olarak yerini korudugu sdylenebilir.

Kopek Spermatozoasinin Kriyobiyolojisi

Suni tohumlama teknolojisinin ilk olarak uygulandig: tiir
kopek olmasina ragmen, erkek kopeklerin genetik potansiyelinden
yararlanmak amaciyla spermanin korunmasi, saklanmasi ve
dondurulmas1 konusunda diger evcil tiirlere kiyasla daha az ilerleme
kaydedilmistir.  Ancak, kopek spermasmin  dondurularak
saklanabilmesiyle farkli irklara ait genetik materyalin ulusal ve
uluslararas: diizeyde taginabilmesi, bu alana olan ilgiyi giderek
artirmistir (Srivastava et al., 2011). Kriyoprezervasyon uygulamalari
sayesinde Ozellikle damizlik degeri yiiksek bireylerden alinan
spermanin uzun siireli saklanmasi1 ve farkli {ilkelerdeki disi
kopeklerin tohumlanmasi miimkiin hale gelmis; bu dogrultuda
bircok iilkede kopek sperma bankalari olusturulmustur (Farstad,
1996).
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Kopeklerde  sperma  kriyoprezervasyonuna  yonelik
caligmalarin kokeni 18. yiizyila kadar uzanmaktadir. Abbe Lazaro
Spallanzani (1776), sicaklik diisiisiiniin spermatozoon metabolik
aktivitesini geri doniislimlii olarak azalttigini ilk gdzlemleyen
arastirmact olmustur. Ayn1 bilim insanm1 1780 yilinda kdpeklerde ilk
suni tohumlamay1 gerceklestirmistir. Polge (1949), tarafindan
gliseroliin kriyoprotektif etkisinin kesfi, kriyobiyoloji alaninda
devrim yaratmistir. Seager (1969), kopeklerde dondurulmus-
¢cozdiiriilmiis sperma ile ilk gebeligi elde etmis ve 1981°de American
Kennel Club, dondurulmus spermanin suni tohumlamada
kullanimin1 resmi olarak onaylamistir. Bu gelismelerin ardindan,
kriyoprezervasyonun optimizasyonu ve spermatozoon canliliginin
korunmasi ilizerine yogun calismalar yapilmistir.

Spermanin dondurularak saklanmasi temelde dort agamada
gerceklesmektedir:  sogutma  (sicaklik  diisiirme), hiicresel
dehidrasyon, dondurma ve ¢oziindiirme (Medeiros et al., 2002). Bu
asamalar sirasinda spermatozoonlar soguk soku, ozmotik stres,
oksidatif stres ve kristalizasyon gibi bircok olumsuz faktére maruz
kalir (Yoon et al., 2015). Ozellikle spermatozoonun plazma ve
akrozomal membranlari donma siirecinde hasar gorerek yapisal
biitiinliiglinii kaybeder. Bu nedenle, spermanin korunmasinda
kriyoprotektanlar biiyilk 6nem tasir. Kriyoprotektanlar, spermay1
donma sirasinda olusabilecek buz kristallerine ve ozmotik
degisimlere kars1 koruyarak hiicre zarinin biitlinliiglinii siirdiirmeyi
amacglar. Kopek spermasinin  dondurulmasinda  kullanilan
sulandiricilar, seminal plazmaya benzer ozmolarite ve pH degerine
sahip olacak sekilde formiile edilir.

Kopek spermatozoasinda kriyoprezervasyon sirasinda en
fazla etkilenen kisim c¢ekirdek ve akrozom bolgesidir. Cekirdek,
DNA biitiinliigiinii koruyan protaminlerle stabilize edilir; kdpek
spermleri yalnizca Protamin 1 igerdiginden, baz1 ¢alismalar bunun
soguk sokuna dayanikliligi artirdigini, bazilart ise DNA
fragmantasyonunu yiikselttigini bildirmistir (Urbano et al., 2013).
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Akrozomun yapisal bozulmasi ise oosit penetrasyon yetenegini
diisiirir (Chlopik & Wysokinska, 2020). Ayrica, flagellum
bolgesindeki mitokondrilerin zarar gérmesi ATP iiretimini azaltarak
motiliteyi diigiiriir (Lindemann & Lesich, 2016).

Giiniimiizde kopeklerde standart bir dondurma—¢6ziindiirme
protokolii tam olarak gelistirilememistir. Farkli bireylerden elde
edilen ejakiilatlarda goriilen ozmotik duyarlilik farkliliklari,
kriyoprezervasyon sonrasi sperma canliligmi  6ngoriilemez
kilmaktadir (Eilts, 2005). Bu nedenle son yillarda kriyoprezervasyon
mediumlarina antioksidanlar, antifriz proteinleri, seminal plazma
proteinleri, nanopartikiiller, lipozomlar ve eksozomlar gibi yeni nesil
koruyucular eklenerek spermatozoon biitlinliigiiniin korunmasi
hedeflenmektedir (Saadeldin et al., 2020).

Sonug olarak, kopek spermatozoasinin kriyobiyolojisi, hem
dondurma siirecinde olusan hiicresel degisikliklerin hem de bu
degisiklikleri minimize eden biyokimyasal mekanizmalarin
anlagilmasim1  kapsamaktadir. Bu alanda gelistirilecek etkin
protokoller, yalnizca kdpek lireme biyoteknolojisi agisindan degil,
ayni zamanda genetik ¢esitliligin korunmas1 ve nesli tehlike
altindaki tiirlerin stirdiiriilebilirligi agisindan da biiylik 6nem
tagimaktadir.

Embriyo Teknolojileri ve Kriyobiyoloji

Kopeklerde embriyo biyoteknolojisi, in vivo embriyo elde
edilmesinden baglayarak in vitro embriyo {retimi (IVP),
embriyolarin kiiltiir ve kalite degerlendirmesi, kriyoprezervasyon
stratejileri ile ¢ozme/1sil geri kazanim ve son olarak embriyo
transferi (ET) uygulamalarina kadar uzanan kompleks bir stiregtir.

In vivo embriyo iiretimi asamasinda, siiperovulasyon ile
uyarilmis disilerde dogal ¢iftlestirme ya da suni tohumlama sonrasi
uterustan embriyolarin toplanmasi amaclanir. Ancak bu yontemde,
kopekte yanit degiskenligi yiiksek olmakta, ovulasyon sonrasi 2-6
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giin arasinda yapilan flush iglemlerinden 2—8 hiicre, morula ya da
erken blastosist evreleri elde edilebilmektedir. Ote yandan in vitro
iiretim stratejileri, ovariektomi veya OPU (ovum pick-up) ile elde
edilen oositlerin dnce IVM’ye tabi tutulmasini gerektirir. Kopek
oositleri cogunlukla metafaz I evresinde oviile oldugundan ve in
vivo maturasyon siireci uzun oldugundan, IVM ortamlarmin
optimize edilmesi dnemlidir. Bu baglamda, diisiik oksijen kosullar1
(%5 0O2), EGF, FSH/LH ve estradiol katkili kiiltiir ortamlar
kullanilmigtir. Nagashima ve arkadaslari, uygun spermatozoon
kapasitasyon ortami ve olgun oositlerin kullanimiyla 9%78,8
oraninda embriyo gelisimi elde etmis ve daha sonra bu embriyolarin
kriyoprezervasyonu sonrasi nakliyle yedi saglikli yavru
dogurtmuslardir. Ozellikle kopek embriyolarinda oksijenin yiiksek
diizeyde olmas1 reaktif oksijen tiirleri iiretimini artirmakta, bu da
gelisimsel bagariy1 olumsuz etkilemektedir. Bu nedenle; %5 O2—%5
CO2—%90 N: kosullan1 tercih edilmektedir. Ko-kiltlir sistemleri
(6rnegin oviduktal epitel hiicreleri) erken boliinme ve genom
aktivasyonunu destekleyen mikrogevre olarak biiylik Onem
tasimaktadir (No et al., 2018).

Kopek embriyolart, yiiksek sitoplazmik lipid igerigi
nedeniyle kriyotoleransi diisiik biyolojik materyaller arasinda yer
alir. Bu durum, ozellikle buz kristali olusumunun ve membran
hasarinin artmasina neden olur. Abe ve arkadaslar, kopek
embriyolarinda kriyoprezervasyonun zorluklarini, ozellikle lipid
icerikli yapinin etkisini vurgulamislardir (Meneghel et al., 2017). Bu
nedenle gilinlimiizde kdpek embriyolarinda vitrifikasyon yontemi,
klasik  kontrollii-hiz dondurmaya kiyasla daha c¢ok tercih
edilmektedir.

Vitrifikasyon protokollerinde, yiiksek konsantrasyonlu
gecirgen kriyoprotektan (Orn. etilen glikol, DMSO) ve gecirgen
olmayan sekerlerin (6r. Trehaloz, sukroz) kombinasyonlari ile

minimal hacim tasiyicilarinin (cryotop, cryoloop) kullaniimasi
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onerilmektedir. Bu sayede buz kristali olusumu pratige
indirgenmekte, dondurma/¢6zme islemleri sirasinda hiicre i¢i hasar
azaltilmaktadir. Cozme asamasinda ise hizli 1sinma, adim-adim
kriyoprotektanlarin uzaklastirilmasi ve ardindan kisa siireli toplama
oncesi kiiltiir uygulamalar1 6nerilmektedir.

Transfer asamasinda, donor ve alic1 disi arasinda liiteal yas
uyumu oldukea kritik bir faktordiir. Alicinin korpus luteum yasi,
donor embriyo evresinden 0-2 giin ileride olmamalidir. Kopeklerde
minimal invaziv endoskopik transservikal embriyo transferi
teknikleri artan popiilerlige sahiptir ve refah yoniinden cerrahi
yontemlere kiyasla avantaj sunmaktadir. Klinik uygulamada
embriyo evresi, kalitesi ve alicinin uterin ortami basar1 oranlarini
dogrudan etkilemektedir.

Ozetle, kopeklerde embriyo teknolojileri ve kriyobiyolojisi
alaninda son yillarda kayda deger ilerlemeler yasanmis olmakla
birlikte, tiir-spesifik fizyolojik ozellikler ve laboratuvar kaynakl
sinirlamalar nedeniyle optimize edilme gereksinimleri mevcuttur.
Embriyo iiretimi, kiiltiir, dondurma ve transfer zincirinin her
halkasinda kalite kontrol stratejileri ve biyogiivenlik protokollerinin
uygulanmasi ileriye doniik uygulamalarin basarisi i¢in kritik 6neme
sahiptir.

Gonadal Doku Kriyoprezervasyonu ve Folikiil Kiiltiirii

Gonadal doku kriyoprezervasyonu, kopeklerde reprodiiktif
biyoteknolojinin en hizli gelisen ve translasyonel degeri en yiiksek
alanlarindan biridir. Bu yaklasim, 6zellikle prepubertal bireylerde,
genetik olarak degerli disilerde, kemoterapi veya gonadotoksik
tedavi oncesi fertilitenin korunmasi gereken olgularda ve nesli
tehdit altindaki kopekgillerde (Canidae spp.) lireme kapasitesinin
uzun vadede korunmasini amaglamaktadir Ovaryum ve testis
dokularmin dondurulup ¢oziilme sonrasinda fonksiyonel gamet
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liretme kapasitesinin korunmast hem klinik hem de koruma
biyolojisi agisindan biiyiik onem tagimaktadir (Lodde et al., 2025).

Kopeklerde gonadal doku kriyoprezervasyonu, {i¢ ana strateji
iizerine kuruludur: (i) yavas dondurma (slow freezing), (ii)
vitrifikasyon, ve (iii) doku mikroenkapsiilasyonu ile ii¢ boyutlu
kiiltiir sistemleri. Yavas dondurma, gegirgen kriyoprotektanlarin (6r.
etilen glikol, DMSO, propilen glikol) diisiik konsantrasyonlarda ve
kontrollii sogutma hiziyla uygulanmasini igerirken, vitrifikasyon
yiiksek konsantrasyonlu ¢ozeltilerde ultra hizli sogutma yoluyla buz
kristali olusumunu 6nlemeyi hedefler (Comizzoli & Wildt, 2012).
Kopek ovaryum dokusu, yliksek lipid igerigi ve kompleks damar
yapisi nedeniyle dondurma sonrasi hiicre hasarina yatkindir. Ancak,
son yillarda yapilan ¢aligmalar, uygun kriyoprotektan
kombinasyonlari ve dondurma hizlarinin optimize edilmesiyle bu
sorunun kismen asilabildigini gostermektedir (Songsasen et al.,
2023).

Songsasen ve arkadaslar1 (2023), yavas dondurma
yontemiyle dondurulan kopek ovaryum korteks dokularinda
ortalama %85 oraninda hiicresel canlilik saptamistir. Ayrica,
primordial folikiillerin morfolojik biitlinliigliniin biiyiikk oranda
korundugunu bildirmistir. Bu bulgular, képeklerde ovaryum dokusu
dondurmanin  biyolojik  olarak  uygulanabilir  oldugunu
kanitlamaktadir. Benzer sekilde, Comizzoli ve Wildt (2012)
tarafindan yapilan caligmalar, kopek ve tilki tiirlerinde folikiil
yapisinin kriyoprezervasyon sonrasi canliligini korudugunu, ancak
follikiiler biliylimenin in vitro kosullarda kisith oldugunu
gostermistir. Bu nedenle giincel arastirmalar, folikiil Kiiltiirii ve
biiyiime ortamlarinin optimizasyonuna odaklanmistir.

Folikiil kiiltiir sistemleri, dondurulmus dokudan izole edilen
preantral folikiillerin laboratuvar ortaminda olgunlagmasin
saglamay1 hedefler. Bu amagla kullanilan kiiltiir ortamlar1 (6r. a-
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MEM, TCM-199) genellikle FSH, insiilin-transferrin-selenium
(ITS) kompleksi ve serum katkilariyla zenginlestirilir (Lodde et al.,
2025). Kopeklerde folikiill ¢apmnin yavas biiyiimesi ve bazal
membranin kalin olmasi, in vitro ortamda difiizyon kisitlamasina
neden olur. Bu nedenle ii¢ boyutlu mikroenkapsiilasyon
sistemleri, folikiillerin daha fizyolojik bir mikrogevrede biiyiimesini
saglamak amaciyla gelistirilmistir (Desai, 2010).

In vitro folikiil biiylimesi siirecinde, graniiloza hiicrelerinden
salgilanan Ostrojen ve inhibin diizeyleri, kiiltiiriin fizyolojik
yeterliligini  degerlendirmek  i¢gin ~ Onemli  biyokimyasal
gostergelerdir. Kopeklerde yapilan ¢alismalar, 12—14 giinliik kiiltiir
periyodunda antral bosluk olusumu ve oositin ¢ekirdek
maturasyonunun sinirli da olsa mimkiin oldugunu gdstermistir
(Lodde et al., 2025). Bununla birlikte, oositin metafaz II evresine
ulagsmasi i¢in genellikle ilave hormonel uyar1 (FSH + LH) veya
oosit-cevre etkilesimini artiran 3D-biyomateryal destekli yapay
over modelleri gerekmektedir (Brito et al., 2014).

Gonadal doku kriyoprezervasyonunun translasyonel 6nemi,
yalnizca evcil kopeklerle sinirl degildir. Nesli tehlike altindaki vahsi
kopekgillerde (6rnegin Afrika yaban kopegi Lycaon pictus ve gri
kurt Canis lupus) ovaryum ve testis dokularinin biyobankalarda
saklanmasi, ex situ genetik koruma stratejilerinin temelini
olusturmaktadir. Hartzler ve arkadaslari (2023), Afrika yaban kopegi
over dokularinin vitrifikasyon sonrasi morfolojik olarak yiiksek
oranda  korunabildigini ve potansiyel olarak IVM-IVF
caligmalarinda kullanilabilecegini géstermistir. Bu bulgular, gonadal
doku kriyobiyolojisinin yalnizca bireysel fertiliteyi degil, ayni
zamanda tiirlerin genetik c¢esitliligini koruma agisindan da stratejik
bir ara¢ oldugunu gostermektedir.

Glinlimiizde yapilan molekiiler diizeydeki analizler,
kriyoprezervasyonun folikiil hiicrelerinde apoptozis, oksidatif stres
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ve mitokondriyal disfonksiyon gibi mekanizmalar yoluyla kaliteyi
etkiledigini ortaya koymustur. Ozellikle BAX/BCL-2 oranindaki
degisim, TUNEL pozitifligi ve ROS seviyelerindeki artig, ¢oziilme
sonrast dokunun canlilik skorlarin1 belirlemektedir (Comizzoli
&Wildt, 2012). Bu nedenle sulandiricilara antioksidan ajanlarin (or.
melatonin, N-asetilsistein, resveratrol) eklenmesiyle bu hasarin
azaltilmas1 yoniinde ¢alismalar artmaktadir (Brito et al., 2014).

Sonug olarak, kopeklerde gonadal doku kriyoprezervasyonu
ve folikiil kiltiiri, fertilite koruma ve genetik cesitliligin
stirdiiriilmesi acgisindan gelecege yonelik umut verici yaklagimlardan
biridir. Heniliz klinik rutine girmemis olsa da doku canliliginin
korunmasi, folikiil  gelisiminin  desteklenmesi ve  oosit
olgunlagmasinin laboratuvar kosullarinda saglanabilmesi yoniinde
kaydedilen ilerlemeler, hem veteriner reprodiiktif biyoteknoloji hem
de translasyonel biyoteknoloji acisindan 6nemlidir. Bu tekniklerin
kopek modelinde optimize edilmesi, benzer stratejilerin insan ve
diger yaban tiirlerinde de gilivenle uygulanabilmesinin Oniinii
acgacaktir.

Klonlama ve Genom Diizenleme

Kopeklerde klonlama ve genom diizenleme, modern
veteriner biyoteknolojisinin en ileri agamalarini temsil eden iki temel
yaklasimdir. Bu teknolojiler yalnizca iireme biyolojisinin sinirlarinm
genisletmekle kalmamis, ayni zamanda genetik hastaliklarin
modellenmesi, biyomedikal arastirmalar ve nadir 1rklarin korunmasi
acisindan da onemli uygulama alanlar1 yaratmigtir. Somatik hiicre
cekirdek transferi (SCNT) yontemiyle gergeklestirilen ilk basarili
kopek klonlamas1 hem bilimsel hem de etik agidan yeni bir donemin
baslangici olarak kabul edilir (Lee et al., 2005).

Kopeklerde klonlama c¢aligmalari, diger evcil tiirlere kiyasla
geg basariya ulagsmistir. Bunun en 6nemli nedeni, kdpek oositlerinin
metafaz Il evresine gecisinin ovulasyondan 48-72 saat sonra
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tamamlanmasi ve uygun alic1 oositlerin elde edilmesinin gii¢liigiidiir
(Jang et al., 2008). Ayrica, kdpek oositlerinin yiiksek lipid igerigi
mikromanipiilasyon  sirasinda  stabiliteyi  azaltmakta  ve
kriyoprezervasyon sonrasi yapisal bozulmalara yol ag¢maktadir
(Meneghel et al., 2017). Tiim bu zorluklara ragmen, 2005 yilinda
Seoul National University aragtirma ekibi tarafindan gergeklestirilen
deneysel calisma, kopek klonlama alaninda bir doniim noktasi
olmustur. Lee ve arkadaslar1 (2005), bir Afgan tazisindan alinan
somatik hiicre ¢ekirdegini eniikle edilmis metafaz I1 oositine transfer
ederek, 1ilk klon kopek olan “Snuppy”’nin dogumunu
saglamiglardir. Snuppy’nin genetik profili dondr bireyle %99,9
oraninda benzer bulunmus, bu bulgu SCNT’nin kopekte teknik
olarak uygulanabilir oldugunu kesin bi¢cimde ortaya koymustur.

Kopeklerde SCNT siireci, dondr fibroblast hiicresinin
cekirdeginin metafaz I evresindeki oosite aktarilmasi, c¢ekirdek—
sitoplazma fiizyonu ve elektriksel ya da kimyasal aktivasyon yoluyla
embriyonik gelisimin baslatilmast asamalarini igerir. Bununla
birlikte, SCNT sonrast embriyonik gelisim oranlarinin diistik
kalmasinin temel nedeni, epigenetik yeniden programlamanin
yetersizligidir (Wang et al., 2020). Somatik ¢ekirdeklerin totipotent
embriyonik profile doniisebilmesi icin DNA metilasyonunun ve
histon modifikasyonlarinin yeniden diizenlenmesi gerekir. Ancak
kopek embriyolarinda hipermetillenmis promotdr bolgeleri, gen
ekspresyonunun yeniden diizenlenmesini sinirlar. Bu problemi
asmak amaciyla, histon deasetilaz inhibitorleri (HDACi) ve DNA
metiltransferaz inhibitorleri (DNMT1) kullanimi 6nem kazanmustir.
Trichostatin A (TSA) ve sodyum butirat gibi ajanlar, kromatin
gevsemesini artirarak yeniden programlamayi kolaylastirmakta ve
blastosist gelisim oranlarimi yiikseltmektedir. Jeong ve arkadaslari
(2021), TSA ile muamele edilen SCNT embriyolarinda blastosist
oraninin %14’ten %34’e c¢iktigim1 bildirmistir. Ancak, epigenetik
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modifikasyonun dozu ve siiresi kritik parametrelerdir; asir1 uyarim
DNA biitiinltigilinii ve genetik stabiliteyi bozabilir.

Klonlama teknolojisinin uygulama alani yalnizca bilimsel
modelleme ile siirlt degildir. Giiniimiizde SCNT yo6ntemi, tistiin
genetik  Ozelliklere sahip kopeklerin - ¢ogaltilmasinda, nesli
tikenmekte olan tiirlerin korunmasinda ve biyomedikal
arastirmalarda genetik olarak modifiye edilmis hayvan modellerinin
iiretilmesinde de kullanilmaktadir (Kim et al., 2022). Ornegin,
Duchenne muskiiler distrofi (DMD) veya diyabet gibi hastaliklarin
kopek modelleri, insan hastaliklarinin fizyopatolojisini anlamak ve
yeni tedavi stratejileri gelistirmek i¢in biiylik translasyonel deger
tagimaktadir (Nghiem et al., 2019).

Klonlamayla paralel olarak gelisen genom diizenleme
teknolojileri, kdpek biyoteknolojisinde yeni bir donemi baglatmistir.
Ik olarak ZFN ve TALEN sistemleriyle denenen gen diizenleme,
CRISPR/Cas9 teknolojisinin kullanima girmesiyle onemli Olgiide
kolaylasmistir (Zhao et al., 2019). CRISPR/Cas9, rehber RNA’nin
Cas9 endoniikleazin1 hedef DNA bolgesine yonlendirmesi ve burada
cift zincir kirigr olusturmasi prensibine dayanir. Bu kesilmenin
ardindan hiicre, kendi DNA tamir mekanizmalarimi (NHEJ veya
HDR) kullanarak gen bolgesini yeniden diizenler. Kopeklerde bu
sistem, hem gen knockout (devre dig1 birakma) hem de gen ekleme
caligmalarinda basariyla uygulanmistir. Zou ve arkadaslar1 (2015),
MSTN (myostatin) genini CRISPR/Cas9 ile devre dis1 birakarak
kas gelisimini artiran genetik olarak modifiye edilmis kopekler
iretmislerdir. Bu bulgu, kopeklerde fonksiyonel gen diizenlemesinin
miimkiin oldugunu ilk kez gostermistir. Daha sonra DMD geninin
devre dis1 birakildig1 kopek modelleri olusturulmus ve bunlar, insan
DMD patofizyolojisinin incelenmesinde benzersiz translasyonel
araglar olarak kabul edilmistir (Nghiem et al., 2019).
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Bu teknolojik gelismeler beraberinde Onemli etik ve
biyogiivenlik tartismalarini da getirmistir. Klonlama
uygulamalarinda diisiik gebelik oranlari, yliksek embriyo kayiplari,
neonatal mortalite ve potansiyel epigenetik anomaliler, 3R
(Replacement, Reduction, Refinement) ilkeleri dogrultusunda
dikkatli degerlendirme gerektirmektedir (Comizzoli & Wildt, 2012).
Ayni sekilde, genom diizenleme calismalarinda da etik kurullarin
onay1 ve biyogiivenlik sertifikasyonlariin saglanmasi zorunludur.
Avrupa Birligi ve Tiirkiye’deki mevcut diizenlemeler, genetik olarak
modifiye edilmis kdpeklerin yalnizca bilimsel veya tibbi amaclarla
iiretilebilecegini agikca belirtmektedir (Beattie, 2021).

Gelecege bakildiginda, kopeklerde klonlama ve genom
diizenleme teknolojilerinin entegrasyonu hem klinik reprodiiktif
biyoteknoloji hem de translasyonel genetik arastirmalar acgisindan
yeni firsatlar sunacaktir. Ozellikle base editing ve prime editing
gibi gelismig CRISPR sistemlerinin kullanimi, hedef dis1 mutasyon
riskini azaltarak daha giivenli ve hassas gen diizenleme olanagi
saglamaktadir (Aliciaslan et al., 2025). Bu gelismeler, kopeklerde
kalitsal hastaliklara direngli hatlarin  gelistirilmesini, genetik
hastaliklarin embriyonik diizeyde tedavisini ve genetik cesitliligin
koruma altina alinmasimi miimkiin kilabilir. Bununla birlikte, etik
cercevenin titizlikle korunmasi, uzun donemli etkilerin izlenmesi ve
biyogiivenlik denetimlerinin siki  bicimde yiiriitiilmesi, bu
teknolojilerin sorumlu ve siirdiiriilebilir sekilde uygulanabilmesi igin
onemli kosullardir.
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BALIKLARDA REPRODUKTIF
BiYOTEKNOLOJILER

MERVE DENiZ TANRIKULU"
Giris
Reprodiiktif biyoteknolojiler, baliklarin iireme siireclerini
kontrol ederek iiretim verimliligini ve genetik potansiyelini
artirmay1 hedefleyen yontemler biitiiniinii ifade eder. Giiniimiizde
balik¢ilik ve akuakiiltiir sektorii, diinya gida arzinda giderek artan bir
oneme sahiptir. Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii niin
(FAO) 2024 yil1 verilerine gore, diinya su trilinleri iiretimi ilk kez
avcilik liretimini asarak toplam 223,2 milyon tona ulagmistir; bunun
185,4 milyon tonunu sucul hayvanlar, 37,8 milyon tonunu ise algler
olusturmaktadir. Diinya su iriinleri tiretiminde en c¢ok yetistirilen
tirler arasinda sazan (Cyprinus carpio), tilapia (Oreochromis
niloticus), somon (Salmo salar) ve karides (Penaeus tiirleri) yer
alirken, istiridye (Crassostrea tiirleri) ve midye (Mytilus tiirleri) de
onemli bir paya sahiptir. Kiiresel iiretimin yaklagik %75°1 Asya
tilkeleri tarafindan gerceklestirilmektedir (FAO, 2024).

Dr., Ondokuz May1s Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Délerme ve Suni
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Baliklarda  reprodiiktif — biyoteknoloji  uygulamalarinin
temelleri 20. yilizyilin ortalarinda atilmig, ozellikle 1970’lerden
itibaren hormon uygulamalar1 ve yapay dolleme tekniklerindeki
gelismelerle 6nemli ivme kazanmistir. Baslangigta ekonomik agidan
deger tasiyan tiirlere (6rnegin Salmo salar, Cyprinus carpio)
odaklanan bu uygulamalar, giinlimiizde ¢ok daha genis bir tiir
yelpazesinde embriyo manipiilasyonu, kromozom seti miidahaleleri,
germ hiicre nakli, kriyoprezervasyon ve cinsiyet kontrolii gibi ileri
teknolojileri kapsamaktadir (Zohar, 2020).

Reprodiiktif biyoteknolojiler, baliklarin hastaliklara direng,
bliylime performansi ve besin igerigi gibi ozelliklerinin genetik
olarak iyilestirilmesine olanak saglamis; disi ve erkek bireyler
arasindaki biiylime hizi ve viicut Olciilerindeki farklar (seksiiel
dimorfizm) ekonomik acidan ydonlendirilebilir hale gelmistir.
Hormon uygulamalari, kromozom manipiilasyonlar1 ve genetik
secilim gibi biyoteknolojik yontemler, liretim verimliligini artirirken
genetik ¢esitliligin  korunmasini ve siirdiiriilebilir yetistiriciligi
desteklemektedir (Lakra & ark., 2022; Ganesan & Maulali, 2025).

Bu béliimde, baliklarda reprodiiktif biyoteknolojinin temel
bilesenleri genis bir ¢ercevede ele almacaktir. Oncelikle erkek
baliklarda reprodiiktif biyoloji ve fertiliteyi belirleyen faktorler
aciklanacak; ardindan sperma toplama yoOntemleri, sperm
motilitesinin aktivasyonu, in vitro fertilizasyon, sperm ve germ
hiicresi  kriyoprezervasyonu, embriyo ve  oosit/blastomer
kriyoprezervasyonu gibi modern biyoteknolojik yaklagimlar
detaylandirilacaktir. Ayrica germ hiicre nakli, cinsiyet belirleme,
cinsiyet farklilasmasi, cinsiyet doniistiirme uygulamalar1 ve balik
yetistiriciliginde hormon kullanimi gibi {iretim odakli teknolojiler de
kapsamli sekilde degerlendirilecektir. Bu uygulamalar, yalnizca
tretim verimliliginin artirllmasma degil; ayn1 zamanda genetik
cesitliligin stirdiiriilebilir bi¢imde korunmasina ve yiiksek kalite
standartlarinin saglanmasina katki sunmaktadir.
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Erkek Baliklarda Reprodiiktif Biyoloji

Baliklarda erkek tireme sistemi genel hatlariyla cift testis,
testikiiler kanal ve sperm kanalindan olusur; ancak bu yap: tiirler
arasinda belirgin morfolojik farkliliklar gosterir (Dzyuba & ark.,
2019). Testisler, spermatogonyumlarin seminifer bolgede dagilim
sekline gore tiibiiler ve lobiiler olmak iizere iki temel tipe ayrilir.
Tiibiiler tipte spermatogonyumlar mitoz ve mayoz boliinmelerle
kistler olusturur ve olgunlastikca testis merkezine go¢ eder. Lobiiler
tipte ise olgunlasan spermatozoa dogrudan lobiil liimenine gecer
(Parenti & Grier, 2004). Baz1 denizel teleostlarda goriilen filiform
testisler, testisin viicut boslugu boyunca uzanmasina olanak
tantyarak sperm toplanmasini kolaylastirir (Uribe & ark., 2014;
Beirdo & ark., 2019). Ayrica bazi tiirlerde bu iki tip arasinda “ara tip”
testis yapilar1 da tanimlanmistir (Schulz &ark., 2010).

Testikiiler doku yalnizca germ hiicrelerini degil, Sertoli ve
Leydig hiicrelerini, bag dokusunu, damar ve sinir yapilarini da igerir.
Testislerden ¢ikan testikiiler kanallar sperm kanallariyla devamlilik
gosterir ve spermatozoanin beslenmesi, depolanmasi ile seminal
plazma bilesiminin olusumunda rol oynar (Uribe & ark., 2014).
Baliklarda spermatozoa tam anlamiyla fertilizasyon yetenegi
kazanmaz; motilite ve doéllenme kapasitesi, sperm kanalinda
gerceklesen maturasyon siireci sonucunda elde edilir (Miura & ark.,
1992).

Baliklarda spermatogenez, germ hiicrelerinin farklilagarak
olgun spermatozoaya doniismesini saglayan; hormonlar, biiylime
faktorleri ve genlerin koordineli etkilesimiyle diizenlenen karmasik
bir siirectir (Bhat & ark., 2021). Bu siire¢ memelilere kiyasla daha
kisa siirede tamamlanir ve ¢evresel faktorlerden dogrudan etkilenir
(Nobrega & ark., 2009). Spermatogenez, seminifer tiibiillerdeki
spermatokistlerde gerceklesir ve her bir spermatokist, es zamanh
olarak gelisen germ hiicrelerini igerir. Sertoli hiicreleri genellikle tek
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bir germ hiicre klonuyla temas halindedir, bu da gelisim siirecinin
senkronize ilerlemesini saglar. Teleost baliklarinda spermatozoalar
genellikle akrozom igermez ve yumurtaya mikropil adi verilen
acikliktan girer (Schulz & ark., 2010; Pecio, 2019).

Spermatogenez siireci hipotalamus-hipofiz-gonad (HPG)
ekseni tarafindan kontrol edilir. Hipotalamustan salgilanan
gonadotropin salgilatict hormon (GnRH), hipofizden FSH ve LH
salintmmi uyarir. FSH spermatogonial proliferasyonun erken
evrelerinde, LH ise spermiogenez ve sperm olgunlasmasinin son
asamalarinda etkilidir. Testiste iiretilen 11-ketotestosteron (11-KT)
ve progestin tlirevi 170,20B-dihidroksi-4-pregnen-3-on (DHP),
sperm maturasyonu ve motilitenin kazanilmasinda anahtar rol oynar
(Schulz & Miura, 2002; Schulz &ark., 2010).

Spermatogonial kok hiicrelerin (SSC) yenilenmesi, dstrojen
(estradiol-17f3; E2) tarafindan kontrol edilir. E2, Sertoli
hiicrelerinden salgilanan parakrin faktorler araciligiyla SSC’lerin
yenilenme boliinmelerini uyarir (Miura & Miura, 2003). Buna
karsilik, 11-KT mitotik aktiviteyi artirarak spermatogonial hiicreleri
mayotik farklilagmaya yonlendirir. Sertoli hiicrelerinden salgilanan
activin B, germ hiicre proliferasyonunu desteklerken, bazi inhibitor
faktorler asir1 ¢ogalmay1 oOnler. Spermatogenez ilerledikge, tip B
spermatogonyumlar mayotik profaza girer; bu asamada DHP’nin
etkisiyle DNA replikasyonu ve mayoz belirtegleri (Spoll, Dmcl)
aktive olur. Germ hiicreler bdylece spermatosit evresine gegerek
spermatidlerin olusumuna zemin hazirlar (Schulz & ark., 2010).
Spermiogenez siireci, ¢ekirdek yogunlasmasi, flagellum olusumu ve
motilite kazanimi gibi morfolojik ve fizyolojik degisikliklerle
karakterizedir. Teleostlarda spermatozoalar testiste hareketsizdir;
sperm kanallarindan gegerken DHP ve 11-KT etkisiyle olgunlasarak
motil hale gelirler (Ozaki & ark., 2006). Bu siirecte seminal plazma
pH’ min yiikselmesi ve hiicre i¢ci cAMP diizeyinin artis1 belirleyici

rol oynar. Baz tiirlerde membrana bagli progestin reseptorleri
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(mPRa), sperm hiper-motilitesini dogrudan uyarabilir (Miura &
Miura, 2003). Anti-Miillerian hormon (AMH) ise spermatogenez
baslamadan oOnce baskilayict etkiye sahiptir; bu nedenle
spermatogenezin aktif hale gecebilmesi icin AMH diizeylerinin
diismesi gerekir (Schulz & ark., 2010). Ayrica germ hiicre
gelisiminde vasa, dnd, dmrtl, ar ve er gibi genlerin koordineli
ekspresyonu kritik dneme sahiptir (Bhat & ark., 2021).

Spermatogenez siiregleri, su sicakligi, fotoperiyot, oksijen
seviyesi ve beslenme gibi cevresel faktorlerden biiylik olgiide
etkilenir. Bu faktorler hormon salinimini, gonad gelisimini ve gamet
kalitesini belirler. Ornegin, su sicakligi ve fotoperiyot, iireme
dongiisiiniin baglangicini tetiklerken; beslenme kalitesi germ hiicre
proliferasyonu ve sperm motilitesi iizerinde dogrudan etkilidir.
Cevresel stres faktorleri, yiiksek amonyak veya diisiik oksijen gibi
durumlar sperm ve yumurta kalitesini olumsuz etkiler (Alavi & ark.,
2021). Bu fizyolojik siireglerin anlasilmasi, sperma sagimi,
depolama ve yapay dolleme uygulamalarinin bagart oranini
dogrudan etkileyen temel bir altyapi saglar.

Erkek Baliklarda Fertiliteyi Etkileyen Faktorler

Erkek baliklarda fertilite, spermanin biyolojik kalitesi ve
ireme performansini belirleyen cesitli parametrelerle dogrudan
iligkilidir. Bunlar arasinda sperm iiretim kapasitesi, morfolojik
biitlinliik, genom biitiinliigl ve motilite kinetigi 6ne ¢ikar ve her biri
dollenme basarisi lizerinde belirleyici etkiye sahiptir. Sperm tliretimi,
testis fonksiyonlari, hormonal profil ve ¢evresel kosullar tarafindan
sekillenir. Semen hacmi, sperm yogunlugu ve sperma/ovosit orani
fertilizasyon verimliligi ile pozitif korelasyon gosterir; bu nedenle
sperm tliretim kapasitesi, erkek fertilitesinin temel gostergelerinden
biridir (Koumpiadis & ark., 2021; Dougherty & ark., 2022).

Sperm morfolojisi, 6zellikle bas boyutu ve kuyruk uzunlugu,
oosit mikropil yapist ile tiir-spesifik bir uyum sergiler. Kiiglik bas
-271--



genellikle daha yiiksek hareketlilikle iliskilidir; kuyruk uzunlugu ise
spermatozoa hizin1 ve hareket paternini etkileyerek fertilizasyon
potansiyelini  belirler. Morfolojik anormallikler, penetrasyon
kabiliyetini ve sperm verimliligini azaltabilir (Kvarnemo & ark.,
2023).

Genetik biitiinliik, saglikli embriyo olusumu ve gelisimi
acisindan kritik 6neme sahiptir. DNA hasari, kromozom eksikligi
veya poliploidi fertiliteyr olumsuz etkiler. Bu nedenle sperm
DNA’sinin biitiinliigli TUNEL, Comet veya kromatin yapi testleri ile
degerlendirilir; balik spermindeki par¢alanmis kromatin yiizdesini
olgmek i¢in Comet testi en yaygin yontemdir (Shaliutina & ark.,
2013; Cabrita & ark., 2014).

Sperm motilitesi fertilitenin en giivenilir gdstergelerindendir.
Hem motil sperm yiizdesi hem de hareket siiresi, spermatozoalarin
oosite ulasma kapasitesini belirler. Motilite performansi, hiicresel
ATP igerigi ve iyonik sinyal mekanizmalariyla iligkilidir ve ¢evresel
faktorlerden, ozellikle su sicakligindan giiglii bicimde etkilenir
(Alavi & ark., 2008). Sicaklik artis1, 6zellikle soguk su tiirlerinde
motilite ve dogrusal ilerlemeyi olumsuz etkilerken; iliman ve
tropikal tiirlerde sperm genis bir sicaklik araliginda motil kalabilir.
Motilite kinetigi, ATP iiretimi ve enerji metabolizmasini diizenleyen
adenilat kinaz, pirilivat kinaz ve malat dehidrogenaz gibi enzimlerle
dogrudan iliskilidir; sicaklik degisimleri bu enzimlerin islevini
etkileyerek spermatozoa enerji kaynaklarini sinirlayabilir.

Spermatozoa hiz parametreleri (VCL, VSL, VAP) ve
dogrusal hareket orani, spermanin oosite etkin ulasimi agisindan
onemlidir; cevresel degisiklikler bu parametreleri tiir-spesifik olarak
etkileyebilir. Ayrica yiliksek metabolik aktivite sirasinda olusan
reaktif oksijen tiirleri (ROS), spermatozoaya zarar verebilir; SOD,
CAT ve POX gibi antioksidan enzimler bu stresi azaltarak motilite
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ve DNA biitiinliiglinti korur (Gallego & Asturiano, 2019; Cheng &
ark., 2024).

Sonug olarak sperm iiretimi, morfolojisi, genom biitiinliigi
ve motilite kinetigi, erkek baliklarda fertilitenin temel
belirleyicileridir. Bu parametrelerin ayrintili analizi, dogal iireme
basarisinin anlasilmasina ve yapay dolleme ile kriyoprezervasyon
gibi  reprodiiktif  biyoteknolojik uygulamalarin  etkinliginin
artirilmasina kritik katki saglar.

Baliklarda Sperma Toplama Yontemleri

Baliklarda sperma toplama, yapay dolleme ile genetik ve
iireme biyoteknolojileri ¢aligmalarinda kritik bir adimdir. Bunedenle
spermanin giivenli, tekrarlanabilir ve yiiksek kalite ile elde edilmesi
icin uygun yontemlerin bilinmesi gerekir. Sperma toplama yontemi,
baligin tiiriine, testis morfolojisine, yasina, olgunluk durumuna,
iireme stratejisine ve ¢alisma amacina bagh olarak degisir. Ornegin
alabalik (Oncorhynchus mykiss) ve sazan (Cyprinus carpio) gibi tatl
su tiirlerinde stripping yayginken, levrek ve c¢ipura gibi deniz
baliklarinda hormon wuyarimi ve Kkateterizasyon daha sik
uygulanmaktadir (Beirdo & ark., 2019).

En yaygin yontemlerden biri, olgun erkek baligin karin
bolgesine uygulanan kontrollii baski ile sperm ve seminal plazmanin
disar1 alinmasii saglayan stripping yontemidir (Beirdo & ark.,
2019). Filiform testis yapisina sahip tiirlerde semen genellikle
irogenital acikligin hemen disina yerlestirilen bir enjektorle
dogrudan toplanabilir. Bu yontem gilthead seabream (Sparus aurata)
ve tambaqui (Colossoma macropomum) gibi tiirlerde basariyla
uygulanmistir (Zilli & ark., 2011). Kateter veya kaniil kullanima,
idrar, digk1 veya su ile kontaminasyon riskini azaltarak sperm
kalitesini artirabilir. Kateter iirogenital acikliktan yerlestirilir ve
bagli oldugu tiip ya da enjektorle sperm dogrudan sperm kanali veya
testisten alinir (Sarosiek & ark., 2016). Urogenital acikligin yapisi
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bu islemi zorlastirdiginda veya sperm kanalinda tikanma riski varsa
modifiye teknikler kullamilabilir. Ornegin benekli kurt balig
(Anarhichas minor) tiirlinde, abdominal masaj sonrasi erkek
papillaya baglanan bir Pasteur pipeti ile sperm toplanmistir (Beirdo
& Ottosen, 2018). Cok kiiciik miktarda sperm veren tiirlerde, 6rnegin
zebra baligi (Danio rerio), cam mikrokapiller, enjektér veya
mikropipet uglart kullanilabilir; bu durumda idrar kontaminasyonu
riski yiiksek oldugundan 6rneklerin dikkatle kontrol edilmesi gerekir
(Diogo & ark., 2018).

Baz1 tiirlerde, Ornegin Avrupa yilan baligi (Anguilla
anguilla), idrar kontaminasyonunu oOnlemek zordur. Bu gibi
durumlarda spermanin dogrudan immobilizasyon soliisyonu
icerisine aspire edilmesini saglayan o0zel toplama sistemleri
gelistirilmistir (Asturiano, 2008). Avrupa levregi (Dicentrarchus
labrax) tiirlinde sperma toplandiktan hemen sonra non-aktivasyon
ortam1 (NAM) kullanilarak kontaminasyon riski azaltilmakta ve
hiicre canlilig1 daha uzun siire korunabilmektedir (Fauvel & ark.,
2012). Toplama sirasinda spermatozoalarin su ile temas etmemesi
gerekir, clinkii su ile temas eden sperm hizla aktive olarak
fertilizasyon kapasitesini kaybeder. Stripping yontemi, baligin
canliligin1 koruyarak tekrarli sperm toplama imkani saglar ve
ozellikle kiiclik ve orta boy tatl su tiirlerinde yiiksek basar1 sunar.

Arastirma amagli olarak, karmm masajmin uygun olmadig:
veya kiiciik boyutlu tiirlerde, 6zellikle zebra balig1 (Danio rerio),
testis diseksiyonu siklikla uygulanir. Bu yontemde balik 6tanazi
edildikten sonra testisler ¢ikarilir ve steril ortamda sperm elde edilir.
Testis  diseksiyonu, yiliksek sperm yogunlugu ve diisiik
kontaminasyon saglar; ancak baligin tekrar kullanilamamasi ve etik
sinirlamalar nedeniyle uygulama alani sinirlidir (Viveiros & Komen,
2008; Sun & ark., 2010; Diogo & ark., 2019).
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Biiyiik ve degerli tiirlerde kateterizasyon yontemi tercih
edilir. Anestezi altinda iirogenital agikliga ince bir kaniil
yerlestirilerek sperm elde edilir. Bu yontem diisiik kontaminasyon ve
tekrarlanabilirlik agisindan avantajlidir, ancak deneyim ve teknik
bilgi gerektirir. Kateterizasyon Ozellikle levrek (Dicentrarchus
labrax) ve ¢ipura (Sparus aurata) gibi deniz baliklarinda yaygindir
(Malinovskyi & ark., 2021).

Bazi durumlarda hormon uyarimi ile spermatogenez ve
sperm salinimi hizlandirilabilir. Gonadotropin salgilatict hormon
(GnRH) analoglar1 veya insan koryonik gonadotropini (hCQ)
enjeksiyonlari, diisikk sperm iiretimi gosteren tiirlerde veya belirli
zamanlarda sperm elde edilmesi gereken durumlarda kullanilir.
Hormon uyarimi, stripping veya kateterizasyon ile kombinasyon
halinde uygulandiginda sperm kalitesini artirabilir (Mylonas & ark.,
2010; Beirao & ark., 2019).

Sperma toplandiktan sonra yapay dolleme ve genetik
materyal depolama caligmalarinda muhafaza 6nem kazanir. Kisa
stireli kullanim i¢in soguk zincir yeterliyken, uzun siireli depolama
icin kriyoprezervasyon en etkili yontemdir. Uygun koruyucu
cozeltiler ve kontrolli dondurma protokolleri kullanildiginda
spermatozoa canliligi, motilitesi ve fertilizasyon kapasitesi
korunabilir. Dogru toplama ve muhafaza protokolleri, yiiksek kaliteli
sperm elde edilmesini saglayarak yapay dolleme, kriyoprezervasyon
ve genetik caligmalarin basarisini artirir.

Sperm Motilitesinin Aktivasyonu ve Osmoregiilasyon

Hem tatli su hem de deniz baliklarinin spermatozoasi, testis
icinde, seminal sivida ve seminal siviya benzer ozmolaliteye sahip
cozeltilerde genellikle hareketsiz (quiescent) durumdadir (Dadras &
ark., 2017). Spermatozoalar, sperm kanallarindan gecerken
maturasyon siirecinden gecer ve bu siire¢ sonunda dis ortamla
temasa gectiginde motilite kazanabilecek fizyolojik kapasiteye ulagir
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(Miura & ark.,, 1992). Hareketliligin baglamasi, ortamin
ozmolalitesi, iyonik bilesimi ve pH gibi fiziksel ve kimyasal
ozelliklerine baghdir ve bu 6zellikler tiirlerin dogal yasam ortamina
uyumuna gore belirlenmistir (Alix & ark., 2020).

Motiliteyi baslatan mekanizmalar tlirler arasinda farklilik
gosterir. Tatli su baliklarinin spermatozoasi genellikle hipotonik
ortamda aktive olurken, deniz baliklarinda hipertonik kosullar
motiliteyi baslatir (Morisawa & Suzuki, 1980; Oda & Morisawa,
1993). Tatli su tiirlerinde dis ortamin diisiik ozmolalitesi, hiicre igine
su girisi ve potasyum (K*) iyon derisimindeki degisikliklerle
membran potansiyelinin bozulmasma yol agarak motilitenin
baslamasini saglar (Cosson, 2004). Deniz baliklarinda ise yiiksek
ozmolalite nedeniyle hiicre disina su ¢ikisi ve sodyum (Na®) ile
kalsiyum (Ca?") iyonlarmin hiicre i¢ine ge¢isi flagellar hareketin
baslatilmasinda kritik rol oynar (Alavi & Cosson, 2006).

Euryhalin tiirlerde, 6rnegin tilapia, spermatozoalar hem
izotonik hem de hipertonik kosullarda aktive olabilir; ancak tuz
konsantrasyonu ve Ca*" varlig1 aktivasyonu etkiler. Bu tiirlerde
spermatozoalar c¢evresel ozmotik degisimlere yiliksek adaptasyon
gosterir; membran iyon kanallar1 ve osmoregiilatuvar proteinlerin
esnek kontrolii sayesinde optimal motilite saglanir. Ozellikle
Na*/K*-ATPaz ve aquaporinlerin ekspresyon farkhiliklari, tatli ve
tuzlu ortamlarda motilite yamitinin siirdiiriilmesine katki saglar
(Morita & ark., 2003; Herrera & ark., 2021).

Aktivasyon ortaminin pH degeri motiliteyi dogrudan etkiler;
alkalilesme flagellar aktiviteyi artirirken, diisiik pH sperm hareketini
baskilar (Alavi & Cosson, 2006). Baz tiirlerde ovaryen sivi, sperm
motilitesinin siiresini ve yonelimini diizenleyen dogal bir aktivasyon
faktorii olarak gorev yapar. Dis dollenme gosteren tiirlerde, ovaryen
stvinin iyonik bilesimi ve viskozitesi spermatozoanin yumurtaya
yonelmesini kolaylastirir (Rosengrave & ark., 2008).
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Sperm motilitesi genellikle birka¢ saniye ila birka¢ dakika
arasinda siirer ve bu siire boyunca hiicresel enerji rezervi olan ATP
hizla tiiketilir (Alavi & Cosson, 2006). Bu nedenle sperm
aktivasyonundan once, laboratuvar veya saha kosullarinda motiliteyi
erken baslatacak ortamdan kag¢imilmalidir. Sperm kalitesinin
korunmasi i¢in, sperma toplandiktan sonra seminal plazmaya benzer
ozmolalite ve pH degerine sahip inaktif ¢ozeltiler (6rnegin non-
activating medium, NAM) icinde saklanmalidir (Beirdo & ark.,
2019).

Sonug olarak, balik spermatozoalarinin motilite aktivasyonu,
ozmolalite, iyon kompozisyonu, pH ve ovaryen sivi gibi ¢evresel
faktorlerin - karmagik etkilesimiyle diizenlenir. Tiirler arasi
farkliliklar gosterse de bu mekanizma, spermanin dogal dollenme
ortamina biyokimyasal adaptasyonunu yansitir. Bu bilgilerin
anlasilmasi, sperm saklama ve kriyoprezervasyon protokollerinin
gelistirilmesinde kritik 6nem tasir; cilinkii aktivasyon kosullarinin
yanlis ayarlanmast sperm fonksiyonlarinin geri  doniigsiiz
bozulmasina neden olabilir.

Baliklarda in Vitro Fertilizasyon (IVF)

In vitro fertilizasyon (IVF), baliklarda yapay iireme siirecinin
temel agamalarindan birini olusturur ve sperm ile oositlerin kontrolli
sekilde birlestirilmesini igerir. Bu yontem, gametlerin karsilasmasini
kolaylastirarak dollenme verimini artirmayir amaglar. Balik
tiirlerinde uygulanan ii¢ temel IVF yontemi bulunmaktadir: kuru,
yari-kuru ve 1slak yontem. Kuru yontemde sperm dogrudan oositlere
eklenir ve ardindan aktivasyon c¢ozeltisi ilave edilir. Yari-kuru
yontemde sperm, Onceden seyreltilmis aktivasyon ortami ile
karistirtlir  (50-200 kat) ve hemen oositlere uygulanir. Islak
yontemde ise Once oositler aktivasyon cozeltisi ile karigtirilir,
ardindan sperm eklenir; Cyprinidae familyasina ait baz tiirlerde (6r.
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Cyprinus carpio) bu yontem sonuglarin tutarsiz olmasi nedeniyle
nadiren tercih edilir (Beirdo & ark., 2019).

IVF basarisint belirleyen en kritik faktdrlerden biri
spermatozoa:oosit oranidir. Bu oran, tlirlin lireme fizyolojisi,
ciftlesme stratejileri ve gamet Ozelliklerine bagli olarak degisir.
Ornegin, turna balig: (Silurus glanis) ve Afrika yaym balig1 (Clarias
gariepinus) gibi tiirlerde basarili dollenme (> %80) i¢in 10>-10?
spermatozoa/oosit orani yeterliyken, ringa baligi (Clupea harengus)
gibi tiirlerde >10* spermatozoa/oosit gereklidir (Rurangwa & ark.,
1998; Linhart & ark., 2004; Rosenthal &ark., 1998). Gametler
arasindaki temas siiresi de sperm omrii ve oositin doéllenmeye
uygunlugu agisindan Onemlidir; tlirler arasinda farklilik gosterir.
Omegin Atlantik morina bahginda (Gadus morhua) yiiksek
sperm:oosit oraninda (~10°), 5 dakika yeterliyken diisiik oranlarda
30 dakika gerekebilir (Butts & ark., 2009).

IVF basarisinda kullanilan ortam ve aktivasyon ¢ozeltilerinin
kimyasal 6zellikleri de 6nemlidir. Tatli su ve deniz baliklarinda pH,
ozmolalite ve iyon kompozisyonu sperm motilitesini ve dollenme
kapasitesini dogrudan etkiler (Alavi & Cosson, 2006; Beirao & ark.,
2019). Spermatozoa, laboratuvar kosullarinda veya sperm
toplandiktan sonra non-activating medium (NAM) gibi inaktif
cozeltilerde saklanarak motilitenin 6nceden baslamasi engellenir ve
kalitesi korunur. Oositlerin olgunluk derecesi de dollenme basarisi
icin kritik olup, olgunlagsmamis oositlerin kullanimi fertilizasyon
oranlarin diisiiriir (Montague & ark., 2023).

Son olarak, IVF sonrast embriyolarin uygun ortamda
kiiltiirlenmesi veya transfer edilmesi, dollenme verimliligini
etkileyen bir diger faktordiir. Embriyolarin erken donem gelisimi
sirasinda cevresel kosullarin optimize edilmesi, yiiksek fertilizasyon
orani ve saglikli larvalarin elde edilmesini destekler.
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Baliklarda Sperma Kriyoprezervasyonu

Balik spermasmin kriyoprezervasyonuna yonelik ilk
girisimler, biiyik Olciide hayvancilikta kullanilan dondurma
tekniklerinden uyarlanarak gelistirilmistir. Bu alandaki ilk basari,
1953 yilinda Blaxter’in Clupea harengus (ringa balig1) yumurtalarini
dondurulmus-¢6ziilmiis sperma ile déllendirmesiyle elde edilmistir
(Blaxter, 1953). Giiniimiizde, yetistiriciligi yapilan hemen tiim balik
tiirlerinin spermasinin kriyoprezervasyonu
gerceklestirilebilmektedir. Bu teknoloji, erkek bireylerin disilerden
daha erken olgunlagsmasiyla ortaya ¢ikan zamanlama problemlerini
ortadan kaldirmakta, sec¢ici 1slah programlarinin yiiriitiilmesine
olanak tanimakta ve genetik kaynaklarin uzun siireli korunmasini
saglamaktadir  (Lakra &  Ayyappan, 2003). Baliklarda
germplazmanin ~ korunmasina  yonelik  kriyoprezervasyon
caligmalari, ilk uygulamalardan bu yana hem tatli su hem de deniz
tirlerinde ilgi gérmiis ve farkl tiirlere 6zgli dondurma protokolleri
gelistirilmistir; ¢alismalarin 6nemli bir kismi mevsimsel {ireme
gosteren ve ekonomik degeri yiiksek tiirlere, 6zellikle salmonidler
ve siprinidler {lizerine yogunlagsmistir. Germplazma bankaciligi
kapsaminda yalnizca sperm degil, somatik hiicreler, spermatogonia,
primordial germ hiicreleri, oosit ve embriyolar da arastirilmistir
(Martinez-Paramo & ark., 2017).

Balik spermasinin korunmasi genel olarak kisa siireli
saklama ve uzun siireli kriyoprezervasyon olmak iizere iki ana gruba
ayrilir (Beirdo & ark., 2019; Herranz-Jusdado & ark., 2019). Kisa
streli saklama yontemlerinde sperm, genellikle oda sicakliginda
veya 0 °C’ye yakin diisiik sicakliklarda muhafaza edilir ve
hareketliligi birkac giin ile birka¢ hafta arasinda korunabilir; bu
yontem, kisa siireli yapay dolleme uygulamalart i¢in uygundur
(Herranz-Jusdado & ark., 2019). Uzun siireli canlilik i¢in ise -80 °C
veya sivi azot sicakliklart (-196 °C) gibi ultra diisiik sicakliklarda

dondurma gereklidir (Cabrita & ark., 2010).
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Baliklarda yapay dolleme, disilerden elde edilen olgun
oositlerin erkek gametleriyle viicut disinda kontrollii bir sekilde
dollenmesine dayanir ve basar1 biliylik Olciide gamet kalitesi,
aktivasyon kosullar1 ve spermanin fizyolojik biitlinliigiine baglidur.
Oositler genellikle stripping yontemiyle hasarsiz  sekilde
toplanirken, sperm kuru yontemle alinir ve aktivasyon soliisyonu ile
temas edene kadar inaktif olarak korunur. Taze sperm ile yapilan
dollenmede, aktivasyon ¢ozeltisi eklenmesiyle motilite baslatilir ve
uygun sperm:oosit orani saglanarak nazik karistirma ile fertilizasyon
gerceklestirilir (Shaza & ark., 2024).

Dondurulmus  spermanin  ¢ozdiiriilmesi, bagarili  bir
fertilizasyon i¢in kritik bir asamadir ve iglem genellikle hizli ¢6zme
prensibine dayanir. Kriyotiipler sivi azottan ¢ikarildiktan sonra 40—
50 °C su banyosuna alinarak birkac saniye i¢inde ¢ozdiiriiliir; bu
yaklagim, yeniden kristallenme kaynakli hiicresel hasari en aza
indirir. Cozdiirme sonrasinda sperm Ornegi, tiiriin fizyolojisine
uygun hedef sicakliga—o0rnegin soguk su baliklarinda yaklasik 10
°C—agir1 1sitnmadan hizla getirilir. Ardindan uygun ¢ézdiirme veya
seyreltme soliisyonu ile osmotik dengeleme saglanir. Aktivasyon
solisyonuyla temas eden ¢ozdiiriilmiis sperm motilite kazanir ve
taze oositlere uygulanarak dollenme tamamlanir (Tiersch, 2006;
Streit & ark., 2024).

Glincel arastirmalar, aktivasyon soliisyonunun bilesimi,
sperm yogunlugu, gametlerin kisa siireli depolanmasi ve
kriyoprezervasyonun motilite ile membran ve DNA biitlinliigii
iizerindeki tlir-6zgii etkilerinin dollenme oranlarini belirledigini
gostermektedir (Merino & ark., 2023; Krasilnikova & ark., 2025).
Bu bulgular, yapay dolleme protokollerinin yil boyunca kaliteli
gamet kullanimii miimkiin kilacak sekilde optimize edildigini ve
akuakiiltiirde siirdiiriilebilir yavru iiretiminin temel bir bileseni
héline geldigini ortaya koymaktadir.
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Baliklarda Sperma Kriyoprezervasyonunda Kullanilan
Seyreltici ve Kriyoprotektanlar

Balik spermasinin kriyoprezervasyonu, spermanin uygun bir
seyreltici igerisinde sulandirilarak hiicreleri donma kaynakl
hasarlardan koruyacak bir kriyoprotektan ile birlikte uygulanmasini
gerektirir. Bu kombinasyon, dondurma ve ¢6zme asamalarinda
ozmotik stres, buz kristali olusumu ve zar biitiinliigliniin bozulmasi
gibi olumsuzluklar1 en aza indirir ve spermatozoalarin ultra diistik
sicakliklarda uzun siire stabil sekilde korunmasina olanak tanir
(Cabrita & ark., 2010; Herranz-Jusdado & ark., 2019).

Tatl1 su baliklarinda sperm, hipotonik ortama temas ettiginde
hizla aktive oldugundan, kullanilacak seyrelticinin izotonik
Ozellikte, iyi tamponlanmis, toksik etkisi diisik ve miimkiin
oldugunca basit bir bilesime sahip olmas1 énemlidir (Beirdo & ark.,
2019). Baliklarda ejakiilat hacminin sinirli olmast ve spermanin
yiiksek  viskozitesinin ~ korunmasi  gerektigi gbz Oniinde
bulunduruldugunda, seyrelticiler yalnizca dondurma islemi i¢in
degil, ayn1 zamanda dondurma 6ncesi hareketliligin ve dollenme
giicinlin  korunmas1 agisindan da kritik rol oynar. Uygun
seyrelticilerle spermatozoalarin canliligi birka¢ giinden birkag yila
kadar siirdiirtilebilir (Muchlisin, 2005).

Klasik Ringer tipi ¢ozeltiler, i¢erdigi Na*, K*, Ca*" ve HCOs~
iyonlar1 sayesinde spermanin fizyolojik dengesini korur ve erken
aktivasyonunu Onler; halen farkli balik tiirlerinde en yaygin
kullanilan seyrelticidir (Muchlisin, 2005; Muchlisin & ark., 2024).
Seyreltici bilesiminin iyon konsantrasyonu, ozmolarite ve tampon
kapasitesi sperm fonksiyonlar1 iizerinde belirleyici etkiler yaratir.
Ornegin sterlet (Acipenser ruthenus) spermasiyla yapilan bir
caligmada, 46—62 mOsm/kg ozmolarite aralifindaki ¢ozeltiler kisa
stireli depolamada en yiiksek hareketlilik oranlarini saglamistir
(Shazada & ark., 2025). Ringer ¢ozeltisine alternatif olarak HBSS
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veya Tris-tamponlu ¢ozeltiler, bazi tiirlerde kriyoprezervasyon
sonrast sperm fonksiyonlarni daha iyi koruyabilmektedir (Zhu &
ark., 2025). Ayrica melatonin gibi antioksidan katkilar, dondurma ve
¢ozme sonrast mitokondriyal zar biitiinliigiiniin korunmasina katki
saglayarak hareketlilik ve dollenme kapasitesini artirmaktadir (Ruan
& ark., 2024). Tiirler arasinda farkliliklar bulundugundan, seyreltici
formiilasyonlarin tiirlere 0zgii optimize edilmesi gereklidir
(Muchlisin & ark., 2024).

Seyrelticiler spermanin fizyolojik stabilitesini korusa da,
kriyoprezervasyonun basarist i¢in tek bagina yeterli degildir.
Dondurma sirasinda hiicre i¢i ve dis1 ortamlarda meydana
gelebilecek buz kristali olusumu, ozmotik dengesizlikler ve
membran hasari, sperm motilitesi ve dollenme kapasitesini ciddi
sekilde diisiiriir. Bu nedenle seyrelticilere kriyoprotektan adi verilen
koruyucu maddeler eklenir. Balik spermasinin
kriyoprezervasyonunda hem penetran (hiicre zarindan gegebilen)
hem de non-penetran (zar dis1 etkili) kriyoprotektanlar
kullanilmaktadir (Aramli & ark., 2024).

Penetran kriyoprotektanlardan dimetil siilfoksit (DMSO),
tath su baliklarinda yiiksek membran gegirgenligi sayesinde sperm
zarma hizla niifuz ederek buz kristali olusumunu engeller. %5-10
DMSO konsantrasyonlari, sazan (Cyprinus carpio) ve kirmizi barb
(Barbodes gonionotus) spermasinin dondurma sonrasi yliksek
motilite gdstermesini  saglamistir (Irawan & ark.,, 2010;
Vuthiphandchai & ark., 2015). Bazi salmonid ve yayin baligi
tiirlerinde dimetil asetamid (DMA) DMSO’ya kiyasla daha etkili
bulunmustur (Aramli & ark., 2024). Metanol ise DMSO ve
gliserolden daha yiiksek diflizyon kapasitesine sahip olmasi ve
diisiik toksisitesi nedeniyle mersin baliklarinda (Acipenser baerii)
daha ytiksek d6llenme oranlar1 saglamaktadir (Kodzik & ark., 2024).
Ayrica etilen glikol gibi bazi penetran ajanlar, mersin baliklarinda
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ortalama motilite ve hiz degerlerini artirmaktadir (Shaliutina-
Loginova & Loginov, 2023).

Non-penetran kriyoprotektanlar, hiicre dis1 ortamda zar
lipidlerini stabilize ederek kriyohasar1 azaltir. Yumurta saris1 ve soya
lesitini iceren c¢ozeltiler uzun siiredir kullanilan etkili ajanlardir ve
spermanin  dondurma-¢6zme sonrasi biitiinliigiinii korumada
basarilidir (Muchlisin & ark., 2015; Fatriani & ark., 2020).
Hayvansal icerik tasimayan %10 soya lesitini bazli seyrelticiler de
yumurta sarist iceren c¢ozeltilerle benzer diizeyde koruyuculuk
saglamaktadir (Yildiz & ark., 2013). Bovine serum albiimin (BSA)
ilavesi ozellikle Sibirya mersini (Acipenser baerii), Beluga mersini
(Huso huso) ve sazan (Cyprinus carpio) tlirlerinde membran
biitiinliigiinii ve motiliteyi artirmaktadir (Sadeghi & Imanpoor,
2013). Amino asitlerin ozmoregiilatér ve antioksidan ozellikleri,
kriyohasar1 azaltirken, antifriz proteinleri (6zellikle tip III
izoformlar1) buz kristali olusumunu engelleyerek zar lipid
biitiinltiglinii korur (Abualreesh & ark., 2021). Sekerler (glukoz,
trehaloz, maltose) ve siklodekstrinler de non-penetran katkilar olarak
zar stabilitesini artirir ve kriyoprotektan etkinligini destekler
(Golshahi & ark., 2018; Yildiz & ark., 2015).

Sonug olarak, balik spermasinin kriyoprezervasyonunda tek
bir evrensel formiilasyon bulunmamaktadir. Tiirler arasindaki
fizyolojik ve biyokimyasal farkliliklar nedeniyle seyreltici ve
kriyoprotektan bilesimleri her tiir i¢in ayr1 ayr1 optimize edilmelidir.
Giincel egilimler, penetran ve non-penetran maddelerin uygun
kombinasyonlari ile antioksidan takviyelerin birlikte
degerlendirildigi tiir spesifik yaklagimlarin kriyoprezervasyon
basarisini artirmada daha etkili oldugunu gostermektedir.

Baliklarda Germ Hiicre Kriyoprezervasyonu

Baliklarda uzun yillardir yalnizca sperm kriyoprezervasyonu
yaygin bi¢cimde uygulanmakta ve her tlire 0zgii protokoller
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gelistirilmistir (Cabrita & ark., 2010). Ancak spermatogonyum ve
oogonyum gibi farklilagsmamig germ hiicrelerinin
kriyoprezervasyonu, sperm kriyoprezervasyonunun tek bagsina
neslin devamini garanti edememesi nedeniyle heyecan verici bir
alternatif sunmaktadir (Yoshizaki & Lee, 2018). Ozellikle gokkusagi
alabaligi (Oncorhynchus mykiss) iizerinde yapilan ¢alismalar,
olgunlasmamis testis ve yumurtalik dokularinin
kriyoprezervasyonunda basari saglandigini1 ve farklilasmamis germ
hiicrelerinin yar1 kalic1 olarak saklanabilecegini gostermistir (Lee &
ark., 2016).

Germ hiicresi kriyoprezervasyonunun temel amaci, bu
hiicrelerin transplantasyon ile kullanilmasina olanak saglamaktir. Bu
amacla germ hiicreleri yavas dondurma veya vitrifikasyon
yontemleri ile saklanmaktadir. Her iki yontemle dondurulan germ
hiicrelerinin larvalara transplantasyonundan sonra genital ¢ikintiya
gb¢ orant ve lireme yetenekleri bakimindan kontrol gruplar ile
anlamli bir fark gozlenmemistir (Octavera & ark., 2020). Germ
hiicreleri, diseksiyonla elde edilen olgunlagsmamis gonadlardan izole
edilebildigi gibi tiim testis dokusunun kriyoprezervasyonunu takiben
de elde edilebilmektedir (Lee & ark., 2021).

Kriyoprezervasyon sonrasi testis dokusundan izole edilen
spermatogonyumlarin disi alict baliklara transferi, bu hiicrelerin
ovaryum dokusuna farklilagmasini saglayarak tiiriin devamliliginda
onemli bir avantaj sunmaktadir. Oogonyum kriyoprezervasyonunda
ise DMSO (dimetil siilfoksit), metanol, gliserol, etilen glikol ve
yumurta sarist gibi ¢esitli kriyokoruyucular kullanilmaktadir. Bu
kriyokoruyucular arasinda hiicre i¢ine penetrasyon yetenegi olan
DMSO, hem sperm motilitesi hem de déllenme oranlar1 agisindan en
yiksek basariyr saglamaktadir. Yumurta sarist penetran Ozellik
gostermese de laktoz ile birlikte kullanildiginda etkili sonuglar elde
edilmistir (Abualreesh & ark., 2021).
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DMSO, gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss)
spermatogonyal kok hiicreleri, ilisa balig: (Ilisha furcatus) tip A
spermatogonyumlari, sazan (Cyprinus carpio) ovaryumu ve cesitli
oogonya tiplerinin  kriyoprezervasyonunda en  basarili
kriyokoruyucu olarak rapor edilmistir (Franek & ark., 2019;
Abualreesh & ark., 2020; Abualreesh & ark., 2021). Bu durum,
ozellikle ulasilamayan veya nesli tehlike altinda olan tiirler igin
onemlidir; ¢iinkii yalnizca erkek veya disi donor birey mevcut olsa
bile, germ hiicreleri her iki cinsiyetten alicilara transfer edilebilir ve
boylece hem oosit hem de spermatozoa tiretimi saglanabilir (Lee &
ark., 2016).

Bununla birlikte, bu teknolojilerin uygulanmasi bazi
zorluklar1 da beraberinde getirmektedir. Nesli tehlike altinda olan
tiirlerde, dondr germ hiicresi saglayacak birey sayisi sinirli olabilir
veya tlir kiiciik boyutlu olabilir; bu durum yeterli sayida germ
hiicresi toplamanin 6niinde engel olusturur. Bu sorunu agmak i¢in,
farklilagsmamis germ hiicrelerinin in vitro ¢ogaltilmasi giiglii bir
strateji olarak Onerilmektedir (Iwasaki-Takahashi & ark., 2020).
Ayrica, parental baliklardan gamet liretimi yetistirme kosullarinin
kontrolii veya hormon uygulamalari ile miimkiin olsa da, donor balik
gonadlarindaki farklilasmamis germ hiicrelerinin in vivo ¢ogalmasi
hélen sinirh diizeyde kalmistir (Mylonas & ark., 2010).

Sonu¢ olarak, germ hiicresi kriyoprezervasyonunda
stireclerin ~ basitlestirilmesi, kimyasal kullanimmin en aza
indirilmesi, bazi asamalarin dogrudan yetistiricilik tesislerinde
uygulanabilmesi ve Orneklerin kolay transfer edilebilir hale
getirilmesi, kiiresel Olcekte aciliyet tasiyan tiir koruma
caligmalarinin hizlandirilmasina 6nemli katki saglayacaktir.

Baliklarda Oosit ve Blastomer Kriyoprezervasyonu

Oositlerin embriyolara kiyasla daha kii¢iik boyutlari, diistik
su igerigi ve tam gelismis koryon zarinin bulunmamasi, su ve
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¢oziinmils maddelerin oositlerden gegisini kolaylastirmakta ve bu
durum  kriyoprezervasyon acisindan Onemli bir avantaj
saglamaktadir (Tsai & Lin, 2012). Tipki embriyolarda oldugu gibi,
oositlerin sogutmaya karsi duyarlilig1 gelisim evresine bagli olarak
degismektedir. Ornegin, evre V oositler, evre III oositlere kiyasla
sogutmaya kars1 daha az direnglidir (Isayeva & ark., 2004). Ayrica,
farkli evrelerdeki oositlerin su ve kriyoprotektan (CPA) gecirgenlik
ozellikleri de farklilik gostermektedir.

Zebra baligi (Danio rerio), en ¢ok calisilan tiirlerden biri
olarak one ¢ikmaktadir. 25°C’de olgunlasmamis oositlerin su ve
CPA gegirgenligi, olgun oositlerden daha yiiksek bulunmustur (Seki
& ark., 2007). Benzer sekilde, Japon piring balig1 (Oryzias latipes)
oositlerinde de olgunlasmamis oositlerin kriyoprezervasyona daha
uygun olabilecegi gozlemlenmistir (Valdez & ark., 2005). Ote
yandan, zebra balig1 I1I. evre oosit membran gegirgenliginin sicaklik
arttikga azaldigi rapor edilmis; ancak bu mekanizmanin tam olarak
anlasilmadig belirtilmistir (Zhang & ark., 2005).

Embriyolarin kriyoprezervasyonu teknik agidan zorluklar
icerdiginden, baz1 arastirmacilar tam embriyo yerine izole
blastomerleri korumayi tercih etmistir (Tsai & Lin, 2012). Erken
embriyonik hiicreler olarak da bilinen blastomerler, balik
genomlarmin korunmasinda etkili bir alternatif sunmaktadir.
Blastomerler, tam embriyolara gore daha kiiciik boyutlu olup,
laboratuvar ortaminda islenmeleri daha kolaydir (Striissmann & ark.,
1999).

Glinlimiizde blastomer kriyoprezervasyonu, gokkusagi
alabalig1 (Oncorhynchus mykiss), Japon beyaz baligi (Carassius
cuvieri), chum somonu (Oncorhynchus keta) ve sazan (Cyprinus
carpio) gibi birgok balik tiirtinde basariyla uygulanmistir (Nilsson &
Cloud, 1993; Striissmann & ark., 1999; Kusuda & ark., 2004). Bu
yontem, Ozellikle embriyolarin zorlu kosullarda hayatta kalma
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sansinin  diigik oldugu durumlarda, genomun wuzun siireli
korunmasina 6nemli katk1 saglamaktadir.

Baliklarda Embriyo Kriyoprezervasyonu

Balik embriyolarmin kriyoprezervasyonu halen standart bir
protokol olarak gerceklestirilememektedir. Basariy1 sinirlayan temel
faktorler arasinda diisiik ylizey/hacim orani, genis vitellus hacmi,
diisiik membran gecirgenligi ve soguklara yiliksek duyarlilik yer
almakta; bu durum dondurma ve ¢oziindiirme sirasinda kristallesme
ve biyolojik hasar riskini artirmaktadir (Cabrita & ark., 2010; Diwan
& ark., 2020). Bugiine kadar 20°den fazla teleost tiirlinde embriyo
kriyoprezervasyonu denemeleri yapilmis ve ilk basarili uygulama
1989 yilinda sazan (Cyprinus carpio) embriyolarinda yavas
dondurma yontemiyle gerceklestirilmistir (Zhang & ark., 1989).

Embriyo kriyoprezervasyonunda dikkate alinmasi gereken
faktorler, kriyokoruyucunun toksisitesi, embriyonun gelisim evresi
ve kriyoprezervasyon sirasinda uygulanan kosullardir (de Carvalho
& ark., 2014). Cesitli balik tiirlerinde yapilan g¢alismalar halen
zorluklarla karsilagsa da bazi umut verici sonuglar elde edilmistir.
Ornegin, tiirbot (Scophthalmus maximus) embriyolarinda farkl
kriyoprotektan ve vitrifikasyon ¢ozeltilerinin denenmesi sonucunda
siirlt da olsa ¢ikis basarilar bildirilmistir (Cabrita & ark., 2003).
Benzer sekilde, Japon dil balig1 (Paralichthys olivaceus)
embriyolarinda metanol, propilen glikol ve DMSO gibi
kriyoprotektanlarin kullamildig1 vitrifikasyon calismalarinda kismi
canlilik korunabilmis; ancak toksisite ve gecirgenlik sorunlari
basariy1 6nemli 6lciide sinirlamistir (Chen & Tian, 2005; Edashige
& ark., 20006).

Bagar1 oranlarin1 artirmak amaciyla cesitli kriyoprotektan
kombinasyonlari da test edilmistir. Iran mersini (Acipenser persicus)
embriyolarinda DMSO-bazli vitrifikasyon ¢ozeltileri ile yaklagik
%45 civarinda cikis orani elde edilebilmistir (Keivanloo & ark..,
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2016). Zebra balig1 (Danio rerio) ¢aligmalarinda ise permeabiliteyi
artirmak icin propilen glikol ve benzeri kriyoprotektanlarin hizli
sogutma protokolleriyle uygulanmasina ragmen embriyolarin biiytik
boliimiiniin gelisimi durmakta veya erken donemlerde kayiplar
meydana gelmektedir (Higaki ve ark., 2010).

Embriyonun gelisim evresi, kriyoprezervasyon basarisi igin
kritik 6neme sahiptir. Erken evre embriyolar soguk hasara kars1 daha
hassas iken, gastrulasyon sonrasi evrelerde bu duyarlilik azalir
(Ahammad & ark., 2003; Silakes & Bart, 2010). Geg evrelerde
embriyonun hiicresel ve doku yapisi, tamir mekanizmalari ve
enzimatik aktiviteleri gelismis oldugundan soguk stresine karst daha
direncli hale gelir. Ancak ge¢ evrelerde zar gegirgenligi azalir ve
kriyoprotektanlarin vitellus i¢ine penetrasyonu sinirlanir. Bu nedenle
embriyo kriyoprezervasyonu i¢in genellikle somite evresi ve kuyruk
tomurcugu evresi tercih edilmektedir. Ayrica embriyonun su
dagilimi ve su gecirgenligi, kriyoprotektanlarin etkinligi acisindan
dikkatle degerlendirilmelidir (Qin & ark., 2025).

Bu zorluklarn tistesinden gelmek amaciyla cesitli yontemler
gelistirilmistir. Bunlar arasinda kriyoprotektanlarin  dogrudan
sitoplazmaya mikroenjeksiyonu, yumurta veya embriyolara
uygulanan negatif basingla gecirgenligin artirilmasi, antifriz
proteinlerinin mikroenjeksiyonu ve hidrostatik basing uygulanmasi
yer almaktadir. Yumurtalarin ve embriyolarin gegirgenligi hakkinda
kesin bilgi, basaril bir kriyoprezervasyon i¢in kritik 6neme sahiptir
(Siva, 2021). Mevcut calismalar, ¢cogunlukla somite ve kuyruk
tomurcugu evresindeki embriyolarin daha uygun oldugunu
gostermektedir; ancak tiirler arasi1 farkliliklar olabilecegi i¢cin daha
kapsamli arastirmalara ihtiyag¢ vardir.

Buna karsin, sperm ve germ hiicrelerinin kriyoprezervasyonu
lizerine yapilan giincel ¢alismalar hem disi hem de erkek genomunu
saklama a¢isindan umut verici sonuglar sunmaktadir.
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Baliklarda Germ Hiicre Nakli

Baliklarda reprodiiktif biyoteknoloji kapsaminda, germ
hiicre nakli (Germ Cell Transplantation, GCT) giinlimiizde 6nemli
bir yontem olarak one ¢ikmaktadir. GCT, genetik materyalin nesiller
boyunca korunmasini ve yeniden iiretilmesini saglayan ileri diizey
bir yaklagim sunar. Bu yontemde, alic1 embriyolara veya larvalara
spermatogonyum veya oogonyum gibi germ hiicreleri transfer edilir.
Nakledilen hiicreler alic1 gonadlarda kolonize olarak olgun gamet
iiretme kapasitesine ulasir ve dogal fertilizasyon veya yapay dolleme
yoluyla yavru iiretimini miimkiin kilar. Bu yaklagim, iireme siiresi
uzun tlirlerde genetik kaynaklarin korunmasi, iistiin genotiplerin
yayginlastirilmasi ve soy hatlarinin siirdiiriilebilirliginin saglanmasi
acisindan biiyiik potansiyel tasimaktadir (Yoshizaki & Yazawa,
2019). Ancak ticari 6l¢ekte yaygin uygulanabilirlik hala bazi teknik
ve ekonomik engeller nedeniyle sinirlidir; bu nedenle protokollerin
optimizasyonu, alici-hiicre uyumu, verimlilik ve tiir-6zgi
adaptasyon arastirmalar1 giincel odak noktalaridir (Ryu & ark.,
2022).

Olgunlasmamis gonadlardan izole edilen germline kok
hiicreleri, immiinolojik olarak olgunlasmamis yeni ¢ikmis larvalarin
intraperitoneal bolgesine nakledilebilir (Yoshizaki & ark., 2010).
Larvalarin yan1 sira, germ hiicrelerinin damizlik baliklara transferi
de miimkiindiir (Lacerda & ark., 2013). Larvalara aktarilan germline
kok hiicreleri, genital ¢ikintiya go¢ ederek ¢ogalir ve spermatogenez
veya oogenez siireclerini baslatir. Donér germ hiicreleri, alicinin
cinsiyetine bagli olarak farklilasir; disi alicida oosit, erkek alicida
spermatozoa Uretir (Yoshizaki & ark., 2010). Bu 6zellik, 6zellikle
nesli tehdit altinda olan tiirlerde 6nem tasir; yalnizca bir cinsiyetten
donor birey mevcut olsa bile, bu hiicreler hem erkek hem de disi
alicilara aktarilabilir ve hem oosit hem de spermatozoa iiretimi
saglanabilir (Lee & ark., 2016).
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GCT, ozellikle steril veya gonadlar1 baskilanmis alicilar
kullanildiginda, genetik materyalin dogrudan aktarilmasina olanak
tanir.  Ornegin, diploid veya triploid alicilara nakledilen
spermatogonyumlar, alicinin gonadinda kolonize olarak olgun
spermatozoa tliretir ve genetik olarak donor bireylerin spermasi ile
fertilizasyon gergeklestirilebilir. Benzer sekilde, oogonyum nakli
alic1 gonadlarda olgun oosit gelisimini saglar (Ryu & ark., 2022).

Sonu¢ olarak, balik {iretim programlarinda GCT hem
strdiiriilebilir liretim hem de genetik kalite agisindan kritik bir
strateji sunmaktadir. Bu yontem, nadir tiirlerin korunmasi,
damizliklarin optimizasyonu ve genetik 1slah programlarinin etkin
ylriitiilmesi i¢in 6nemli bir aragtir.

Baliklarda Cinsiyet Belirleme ve Cinsiyet Farklilasmasi

Baliklar, omurgalilar i¢inde en genis cinsiyet gesitliligine
sahip gruplardan biri olup, cinsiyet belirleme (sex determination) ve
cinsiyet farklilasmasi (sex differentiation) siireclerinde oldukca
cesitli biyolojik mekanizmalar gosterir (Nagahama & ark., 2021).
Tiirlerin ¢ogu yasamlar1 boyunca yalnizca bir cinsiyete sahip olan
gonokorist bir lireme sistemi sergilerken, bazi tiirlerde bireyler hem
erkek hem de disi gamet {iretebilen hermafrodit 6zellik tasir. Ayrica,
bazi tiirlerde yasam dongiisii sirasinda cinsiyet degisimi gozlenir ve
bu durum sekansiyel hermafroditizm olarak adlandirilir. Daha nadir
goriilen uniseksiiel iireme big¢imlerinde ise yavrular yalnizca
maternal veya paternal genetik materyal iizerinden geligir (Wang &
Shen, 2019).

Baliklarda cinsiyeti belirleyen temel siiregler genetik
faktorlere (GSD), cevresel sinyallere (ESD) veya her ikisinin
etkilesimine (GSD+TE) bagli olabilir. Sicaklik temelli sistemler
(Thermal Sex Determination, TSD) o6zellikle erken gelisim
doneminde etkili olup, sicaklik cinsiyet oranlarini 6nemli 6l¢iide
degistirebilir. Poligenik cinsiyet belirleme (PSD) sistemlerinde ise
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birden fazla genin birlesik etkisi cinsiyeti sekillendirir. Cinsiyet
belirlemeyi takip eden cinsiyet farklilagmasi siirecinde gonadlar
fenotipik olarak testis veya ovaryuma doniigiir (Wang & Shen, 2019;
Bhattacharya & Modi, 2021). Bu cesitlilik, baliklar1 cinsiyet
belirleme mekanizmalarinin evrimsel dinamiklerini incelemek icin
degerli model organizmalar haline getirmistir.

Genetik cinsiyet belirleme genellikle tek bir “master-key
regulator” (MKR) gen tarafindan baglatilir. Bu genler, cinsiyet
farklilagma siirecinin yoniinii belirleyerek bireyin disi veya erkek
olarak geligsmesini saglar. Farkli tiirlerde MKR genlerin degisiklik
gostermesi, mekanizmanin evrimsel olarak esnek oldugunu ortaya
koymaktadir (Matsuda & ark., 2016; Curzon & ark., 2021). Bugiine
kadar bir¢ok tiirde amh, dmrtl, hsd17b ve banf2 genlerinin MKR
olarak gorev yaptig1 belirlenmistir. Ozellikle amh geninin XY/XX
sisteminde, dmrtl geninin ise hem WZ/ZZ hem de XY/XX
sistemlerinde rol aldig1 rapor edilmistir (Marshall & ark., 2013;
Capel, 2017; Wang & Shen, 2019).

Cevresel ve sosyal kosullar da cinsiyetin belirlenmesinde
etkili olabilir. Erken gelisim doneminde sicaklik degisimleri, genetik
olarak belirlenmis cinsiyet oranlarini énemli 6lgiide degistirebilir.
Ornegin, Nil tilapiyas1 (Oreochromis niloticus) ve Mavi tilapiya (O.
aureus) tiirlerinde 34-37 °C sicakliklarda disiden erkege cinsiyet
doniistimii gézlenmistir; bu etki popiilasyonlar ve aileler arasinda
degiskenlik gosterebilir (Baroiller & ark., 2009; Taslima & ark.,
2021). Son yillarda iklim degisikligi ve epigenetik yeniden
programlama siirecleri, baliklarda cinsiyet belirleme
arastirmalarinda &n plana ¢ikmustir. Ozellikle TSD sistemine sahip
tirlerde artan su sicakliklarinin erkek birey oranini artirdigi; levrek
(Dicentrarchus labrax) ve Japon piring balig1 (Oryzias latipes) gibi
tirlerde yiliksek sicaklik kosullarinin gonadal farklilagsmay1
erkeksilesme yonilinde kaydirdigi bildirilmistir (Hayashi & ark.,

2010; Geffroy & ark., 2021). Bu durum, dogal popiilasyonlarda disi
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birey sayisinin azalmasina ve uzun vadede lireme basarisinin
diismesine yol agarak popiilasyonlarin siirdiiriilebilirligini tehdit
etmektedir.

Epigenetik yeniden programlama da gonadal kaderin
belirlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. DNA metilasyonu,
non-kodlayict RNA’lar ve histon modifikasyonlari, cyp19ala, dmrtl
gibi anahtar genlerin ekspresyonunu kalic1 bicimde etkileyerek
cinsiyet farklilagmasini yonlendirir (Valdivieso & ark., 2022). Bu
stirecler, gevresel faktorlerin genetik yapiyla etkilesimi sonucu kalici
epigenetik izler birakir ve bireyin cinsiyet yonelimini sekillendirir.

Reprodiiktif biyoteknoloji agisindan, bu bulgular tek
cinsiyetli iiretim stratejilerinin gelistirilmesi, gen diizenleme
teknolojileriyle (6r. CRISPR/Cas9) cinsiyet belirleyici genlerin
hedeflenmesi ve hormon uygulamalariyla yonlendirilmis cinsiyet
doniisiimlerinin optimize edilmesi agisindan biliylik potansiyel
tasimaktadir (Zhu & ark., 2024). Ayrica, iklim degisikligine baglh
cinsiyet oran1 dengesizliklerini azaltmak i¢in genetik materyalin
kriyoprezervasyonu, kontrollii sicaklik kuluckalar1 ve genetik
bankalama gibi yaklagimlar koruma biyoteknolojisi kapsaminda
onem kazanmaktadir (Geffroy & Wedekind, 2020). Ekonomik
degeri yiiksek tiirlerde tek cinsiyetli popiilasyonlarin elde edilmesi,
biiytime performansini ve tiretim verimliligini artirir; drnegin tilapia
iretiminde erkek bireylerin tercih edilmesi daha hizli biiylime ve
yemden daha iyi yararlanma avantaji saglar (Adolfi & ark., 2019;
Baroiller & ark., 2009; Curzon & ark., 2020).

Baliklarda Cinsiyet Doniisiimii

Baliklarda cinsiyet doniisiimii (sex reversal), bireyin yasam
dongiisii boyunca fonksiyonel bir cinsiyetten digerine doniisiim
gostermesidir. Bu siire¢ genellikle ¢evresel, fizyolojik veya sosyal
faktorlerle tetiklenir ve oOzellikle hermafrodit tiirlerde goriiliir
(Gemmell & ark., 2019). Bireyin iireme basarisini maksimize
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etmeye yonelik bir adaptasyon olup, cogunlukla popiilasyonun
sosyal yapis1 ve lireme stratejisiyle iligkilidir (Thomas & ark., 2018).
Bu durum, ardigik hermafroditlik olgusu olarak tanimlanan fenotipik
plastisitenin dikkat ¢ekici bir 6rnegini olusturur. Ardisik hermafrodit
tiirlerde bireyler yasamlarina bir cinsiyetle baglar ve ¢evresel veya
sosyal uyarilar sonucunda karsi cinse doniisiir. Bu degisim disiden
erkege (protogini), erkekten disiye (protandri) veya ¢ift yonli
(bidirectional) olarak gerceklesebilir (Avise & Mank, 2009; Godwin,
2009).

Cinsiyet donisimii genellikle biiyiiklilk avantaji modeli
(Size-Advantage Model, SAM) ile aciklanir. Bu modele gore birey,
yasam boyu iireme basarisini en {ist diizeye ¢ikarmak amaciyla, karsi
cinsin daha yiliksek iireme basarisi gosterecegi bir viicut
biiyiikliigiine ulagtiginda cinsiyet doniistimii gerceklesir (Erisman &
ark., 2009; Thomas & ark., 2018). Yani birey biiyiidiik¢ce, lireme
verimliligi daha yiiksek olan cinsiyete ge¢is dogal se¢ilim acisindan
avantaj saglar.

Cinsiyet doniisiimii li¢ asamada ilerler: davranigsal, gonadal
ve morfolojik. Davranigsal deg§isim, baskin bireyin ortadan
kalkmasindan birkag saat sonra baslar; disiden erkege geciste
saldirganlik ve kur davranis1 gibi erkege 6zgii davranislar gozlenir.
Gonadal degisimde, ovaryum dokusu gerilerken testikiiler yap1
olusur; protandrik tiirlerde testis dokusu geriler ve ovaryum gelisir.
Bu siire¢ genellikle 7-10 giin siirer. Morfolojik degisim, renk ve
viicut sekli degisimleriyle tamamlanir ve tiire bagl olarak birkag
hafta stirebilir (Thomas & ark., 2018).

Cinsiyet doniisimii hormonel diizenlemelerle yakindan
iliskilidir. Ozellikle ardisik hermafrodit tiirlerde Sstrojen/androjen
oranindaki degisimler gonadal yeniden yapilanmay1 tetikleyerek
bireyin fonksiyonel cinsiyetini degistirir. Hipotalamus-hipofiz-
gonad (HPG) ekseni, yalnizca iireme dongiisiinii degil, cinsiyet
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belirleme ve degistirme mekanizmalarini da diizenler (Lamn & ark.,
2015; Thomas & ark., 2018). Ayrica hipotalamus-hipofiz-interrenal
(HPT) aks1 yoluyla kortizol, aromataz enzimini baskilayarak ostrojen
iiretimini azaltir ve testosteronun 11-ketotestosterona doniigiimiinii
hizlandirir; dolayisiyla stres hormonlar1 da gonadal yonelimi
etkileyebilir (Casas & Rey, 2021).

Cinsiyet doniisiimii genetik ve epigenetik mekanizmalarla da
kontrol edilir. Iki karsit gen ag1 cinsiyet farklilasmasii diizenler:
disilestirici genler (foxI2, cyp19ala, wnt4) ve erkeksilestirici genler
(dmrtl, amh, sox9). Bu gen aglar1 birbirini baskilayarak gonadal
kaderi belirler. Ozellikle cypl9ala geni, testosteronu Ostrojene
doniistiiren aromataz enzimi kodlar; protogyn tiirlerde erken evrede
baskilanmasi cinsiyet degisimini tetikler (Fang & ark., 2025).
Epigenetik  mekanizmalar, DNA metilasyonu ve histon
modifikasyonlar1 yoluyla bu genlerin ekspresyonunu degistirir (Best
& ark., 2018). Ornegin, cypl19ala promotdr bolgesinde metilasyon
artis1 genin baskilanmasina ve erkek yonelimine yol agar (Casas &
Rey, 2021). Bu mekanizma hem sicakliga bagli hem de sosyal
uyartya bagl cinsiyet degisiminde gorev alir.

Tim bu bulgular, baliklarda cinsiyet doniistimiiniin tek bir
modelle agiklanamayacak kadar esnek ve c¢ok faktorlii bir
mekanizma oldugunu gostermektedir. Gilincel c¢alismalar, sperm
rekabeti, sosyal etkilesim ve ¢evresel degiskenlerin SAM modeline
entegre edilmesi gerektigini One slirmektedir. Cinsiyet doniisiimii
yalnizca bireysel iireme basarisini artirmakla kalmaz, ayn1 zamanda
popiilasyon dinamiklerinin dilizenlenmesi ve tiirlerin ¢evresel
degisimlere adaptasyonu agisindan da kritik 6neme sahiptir.

Balik Yetistiriciliginde Hormon Kullanim

Hormonlar, farkli hiicre tipleri arasinda iletisimi saglayan
kimyasal haberci molekiillerdir ve etkilerini 6zgiil yapisal 6zelliklere
sahip reseptorler tiizerinden gerceklestirirler. Hormon—reseptor
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etkilesimi sonrasinda hiicre ig¢inde bir dizi biyokimyasal reaksiyon
zinciri baglar ve bu siire¢ ilgili dokularda belirli biyolojik yanitlarin
olugmasina yol acar (Guyton & Hall, 2011). Kolesterolden tiiretilen
steroid hormonlar; Ostrojenler, androjenler, progestojenler,
glukokortikoidler ve mineralokortikoidler olmak iizere bes temel
grupta smiflandirilir. Bu gruplardan Gstrojenler, androjenler ve
progestojenler iireme fizyolojisinin diizenlenmesinde kritik rol
oynayan cinsiyet steroidlerini olusturur. Su {iriinleri yetistiriciliginde
ise Ozellikle dstrojen ve androjen tiirevi hormonlar hem dogal hem
sentetik formlariyla yaygin sekilde kullanilmaktadir (Guedes-
Alonso & ark., 2014).

Akuakiiltirde hormon uygulamalarinin baslica kullanim
alanlar1 yapay ilireme ve cinsiyet donisiimiidiir. Yapay {ireme
teknikleri diizenli ve 6ngoriilebilir yavru liretimine olanak tantyarak
iiretim zincirinin siirdiiriilebilirliginde stratejik Onem tasirken,
cinsiyet doniisiimii ise erkek ve disi bireyler arasinda biiyiime
performansi farkinin belirgin oldugu tiirlerde ekonomik verimliligi
artirmak amaciyla uygulanmaktadir (Tarenger & ark., 2010).
Teleostlarda puberte doneminde ortaya cikan bu farkliliklar,
hormonal miidahalelerle yonetilebilmektedir.

Baliklarda cinsiyet, genetik (gonad gelisiminin molekiiler
kontrolii) ve fenotipik (testis veya ovaryum olusumu) diizeyde
belirlenir (Sekido & Lovell-Badge, 2012). Gonadal farklilagmanin
yonlendirilmesi androjen veya Ostrojen igeren hormonlarin kontrollii
uygulanmasiyla miimkiindii. Bu amagla tamoksifen (6strojen
reseptor blokeri), fadrozol ve letrozol (aromataz inhibitorleri), 17a-
methyl testosterone, 17a-ethynyl testosterone, 17a-ethynyl estradiol
ve 17B-estradiol gibi bilesikler siklikla kullanilmaktadir (Wang &
Shen, 2018). Bu uygulamalar sonucunda viicut agirhigi, kas
kompozisyonu, yem doniisim orani ve yag asidi profili gibi
performans parametrelerinde iyilesme rapor edilmistir. 17B-

estradiol, estradiol valerate, 17a-methyl testosterone ve 17a-methyl
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dihydrotestosterone ise hem erkek hem disi yoniinde cinsiyet
doniistimil i¢in en yaygin tercih edilen preparatlardir (Hammes &
Levin, 2019).

Cinsiyet dontistimii iki temel stratejiyle
gerceklestirilmektedir: indirekt yontem ve direkt yéntem. Indirekt
yontemde damizlik baliklara hormon uygulanarak XX (neomale)
veya XY (neofemale) bireyler elde edilir; bu bireylerin
caprazlanmasiyla genetik olarak istenen cinsiyette yavrular
iiretilebilir. Direkt yontemde ise hormonlar dogrudan larva veya
yavru agamasindaki bireylere verilerek gonadal gelisim yonlendirilir
(Wang & Shen, 2018). Uygulamalar genellikle yeme katma,
enjeksiyon veya daldirma (immersion) yoluyla gerceklestirilir.
Daldirma ve yem katkisi, ¢ok sayida bireye kisa siirede
uygulanabilmeleri ve doz kontroliiniin kolay olmasi nedeniyle en
etkili yontemler olarak one ¢ikmaktadir (Budd & ark., 2015;
Quarterman & ark., 2021).

Yapay iireme uygulamalarinda hormon kullanimi, gonad
gelisimi, final olgunlasma ve ovulasyonun uyarilmasinda
vazgecilmezdir. Testosteron, 17B-estradiol, 17,20-dihidroksi-4-
pregnen-3-one (DHP) ve kortizol gibi hormonlar iireme
fizyolojisinin temel diizenleyicileri arasinda yer alir (Soranganba &
Singh, 2018). Egzogen hormon uygulamalariyla olgunlagsma siireci
hizlandirilabilmekte,  geciktirilebilmekte  veya  yumurtlama
doneminin mevsimsel olarak kaydirilmast miimkiin olabilmektedir
(Nelson & Habibi, 2013). Bdylece iireticiler larva {iretimini
ekonomik olarak daha avantajli donemlere tasiyabilmektedir. Bu
amacla kullanilan en eski ve yaygin preparat, olgun baliklardan elde
edilen hipofiz bezi ekstrakti (PE)’dir. Bunun yaninda memeli
(mGnRH) veya somon (sGnRH) kdkenli gonadotropin salgilatici
hormonlar (GnRH) ve analoglar ile insan gonadotropinleri (GtHs)
de siklikla tercih edilmektedir (Fontaine & ark., 2020). Giiniimiizde

GnRH analoglarinin dopamin antagonistleriyle (6r. domperidon,
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metoklopramid, pimozid) birlikte uygulanmasi, dopaminin
gonadotropin salinimi iizerindeki baskilayic1 etkisini ortadan
kaldirarak olgunlagma oranlarini 6nemli o6lgiide artirmaktadir.
Baliklarda hormonla olgunlastirma ve yumurtlama indiiksiyonu
genellikle intramiiskiiler veya intraperitoneal enjeksiyon yoluyla
gergeklestirilmektedir (Tapper & ark., 2020).

Bununla  birlikte hormon  kullaniminin  kontrolsiiz
uygulanmasi ¢evresel ve halk sagligi bakimindan ciddi riskler
dogurabilmektedir. Son yillarda yiiriitiilen c¢alismalar, farkli
habitatlardan elde edilen balik dokularinda steroid hormon
kalintilarinin yaygin sekilde bulundugunu gostermektedir. Yabani
populasyonlarda dahi hormon kalintilarinin tespit edilmesi, bu
bilesiklerin sucul ekosistemlerde kaliciligint ve biyolojik
aktivitesinin uzun siire devam edebildigini ortaya koymaktadir
(Islam & ark., 2024). Hormon kalintilarina uzun siireli maruziyetin
endokrin sistem bozukluklarina, gelisimsel anomalilere ve kanser
riskinde artisa yol agabildigi bilinmektedir. Bu nedenle FAO/WHO
Ortak Uzman Komitesi (JECFA), cesitli steroidler igin kabul
edilebilir giinliik alim diizeyleri belirlemistir (WHO, 1999). Mevcut
cevresel, yasal ve tiiketici odakli kaygilar dogrultusunda, daha
giivenli alternatif bilesiklerin gelistirilmesine yonelik aragtirmalar da
hiz kazanmustir.

Sonu¢

Baliklarda reprodiiktif biyoteknoloji alaninda kaydedilen
gelismeler hem akuakdiltiir tiretim verimliligini artirmakta hem de
tirlerin uzun vadeli korunmasina yonelik stratejik ¢oziimler
sunmaktadir. Erkek baliklara yonelik reprodiiktif biyoloji
caligmalarindan sperma toplama ve degerlendirme yontemlerine,
osmotik  aktivasyon siireclerinden in vitro fertilizasyon
protokollerine kadar uzanan genis bir yelpaze, modern yetistiricilik
uygulamalarmin temelini  olusturmaktadir. Ozellikle sperma
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kriyoprezervasyonu, embriyo, oosit ve blastomerlerin dondurulmasi
ile germ hiicre kriyoprezervasyonu gibi teknikler, genetik materyalin
uzun siireli saklanmasina imkan taniyarak hem ekonomik agidan
degerli tiirlerin hem de nesli tehlike altinda olan balik
popiilasyonlarinin siirdiirtilebilirligini desteklemektedir.

Germ hiicre nakli teknolojileri, spermatogonyum ve
oogonyum gibi olgunlasmamis hiicrelerin farkl tiirlere aktarilmasi
yoluyla, alici gonadlarda fonksiyonel gamet iiretimini miimkiin
kilmaktadir. Bu yontem, yalnizca tiir koruma programlari icin degil,
ayni zamanda tek cinsiyetli lretim, genetik 1slah ve yiiksek
performansli hatlarin devamlili§i icin de kritik bir ara¢ haline
gelmistir.

Embriyo, oosit ve blastomer kriyoprezervasyonu hélen
membran gecirgenligi ve soguk sok duyarliligi gibi biyolojik
sinirlamalar  nedeniyle  zorluklar  barindirsa da  uygun
kriyoprotektanlarin se¢imi, dondurma hizinin optimizasyonu ve tiir-
spesifik protokollerin gelistirilmesiyle basar1 oranlar1 giderek
artmaktadir. Bu ilerlemeler, gelecekte balik tiirlerinin genetik
kaynaklarimin ¢ok daha gilivenli ve wuzun siireli bi¢cimde
saklanabilmesine olanak saglayacaktir.

Cinsiyet belirleme, cinsiyet farklilagmast ve hormon
kullanim1 tizerine yapilan caligmalar hem {retim verimliligini
artirma hem de popiilasyon yonetimine katkida bulunma acisindan
bliyiik ©6nem tasimaktadir. Genetik, c¢evresel ve epigenetik
mekanizmalarin etkilesimiyle sekillenen cinsiyet sistemi, 6zellikle
ardisik hermafroditlerde iiretim stratejilerinin optimize edilmesine
olanak vermektedir. Bununla birlikte, hormon kullaniminin ekolojik
ve gida glivenligi acisindan risk olusturabilecegi bilinmekte olup,
kontrollii uygulamalar ile alternatif yontemlerin gelistirilmesi 6nem
kazanmaktadir.
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Genel olarak degerlendirildiginde, baliklarda reprodiiktif
biyoteknolojilerin gelecegi; tiirler arasi protokol uyarlamalari,
kriyoprotektan toksisitesinin azaltilmasi, germ hiicre biyolojisinin
daha detayli anlasilmasi, gelismis molekiiler tekniklerin (CRISPR,
epigenetik analizler, transkriptomik yaklasimlar) entegrasyonu ve
cevresel etkilerin g6z Onilinde bulunduruldugu siirdiiriilebilir
yetistiricilik modellerine baghdir. Bu ¢alismalarin ilerlemesiyle
birlikte hem tiiretim kapasitesi hem de genetik cesitlilik korunarak
balik popiilasyonlarinin siirdiiriilebilir yonetimi miimkiin olacaktir.

299



Kaynak¢a

Abualreesh, M. J. N., Myers, J., Gurbatow, A., Johnson, D.,
Xing, J., Wang, S., & Butts, 1. A. (2020). Development of a
spermatogonial stem cell cryopreservation protocol for blue catfish.
Cryobiology, 97, 46-52.
https://doi.org/10.1016/j.cryobiol.2020.10.010

Abualreesh, M., Myers, J. N., Gurbatow, J., Johnson, A.,
Xing, D., Wang, J., ... Butts, 1. A. (2021). Effects of antioxidants and
antifreeze proteins on cryopreservation of blue catfish (Ictalurus
furcatus) spermatogonia. Aquaculture, 531, 735966.
https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2020.735966

Adolfi, M. C., Fischer, P., Herpin, A., Regensburger, M.,
Kikuchi, M., Tanaka, M., & Schartl, M. (2019). Increase of cortisol
levels after temperature stress activates dmrtla causing female-to-
male sex reversal and reduced germ cell number in medaka.
Molecular Reproduction and Development, 86(11), 1405-1417.
https://doi.org/10.1002/mrd.23177

Ahammad, M. M., Bhattacharyya, D., & Jana, B. B. (2003).
Stage-dependent hatching responses of rohu (Labeo rohita) embryos
to different concentrations of cryoprotectants and temperatures.
Cryobiology,  46(1),  2-16.  https://doi.org/10.1016/s0011-
2240(02)00138-4

Alavi, S. M. H., & Cosson, J. (2006). Sperm motility in
fishes. (II) Effects of ions and osmolality: A review. Cell Biology
International, 30(1), 1-14.
https://doi.org/10.1016/j.cellbi.2005.06.004

Alavi, S. M. H., Barzegar-Fallah, S., Rahdar, P., Ahmadi, M.
M., Yavari, M., Hatef, A., Golshan, M., & Linhart, O. (2021). A
review on environmental contaminants-related fertility threat in
male fishes: Effects and possible mechanisms of action learned from

--300--



wildlife and laboratory studies. Animals, 11(10), 2817.
https://doi.org/10.3390/anil11102817

Alavi, S. M. H., Linhart, O., Coward, K., & Rodina, M.
(2008). Fish spermatology: Implication for aquaculture
management. In S. M. H. Alavi, J. Cosson, K. Coward, & G. Rafiee
(Eds.), Fish spermatology (pp. 397-460). Oxford, UK: Alpha
Science Ltd.

Alix, M., Kjesbu, O. S., & Anderson, K. C. (2020). From
gametogenesis to spawning: How climate-driven warming affects
teleost reproductive biology. Journal of Fish Biology, 97(3), 607—
632. https://doi.org/10.1111/jb.14804

Aramli, M. S., Sarvi Moghanlou, K., & Pourahad Anzabi, M.
(2024). A brief review of the methodology and cryoprotectants in
selected fish and mammalian species. Reproduction in Domestic
Animals, 59(5), e14575. https://doi.org/10.1111/rda.14575

Asturiano, J. F. (2008). Different protocols for the
cryopreservation of European eel (Anguilla anguilla) sperm. In E.
M. Cabrita, V. Robles, & P. Herraez (Eds.), Methods in reproductive
aquaculture: Marine and freshwater species (pp. 437-442). Boca
Raton, FL: CRC Press.

Avise, J. C., & Mank, J. E. (2009). Evolutionary perspectives
on hermaphroditism in fishes. Sexual Development, 3(2-3), 152—
163. https://doi.org/10.1159/000223079

Baroiller, J. F., D’Cotta, H., Bezault, E., Wessels, S., &
Hoerstgen-Schwark, G. (2009). Tilapia sex determination: Where
temperature and genetics meet. Comparative Biochemistry and
Physiology Part A: Molecular & Integrative Physiology, 153, 30—
38. https://doi.org/10.1016/j.cbpa.2008.11.018

Beirdo, J., & Ottesen, O. H. (2018). Optimization of a
fertilization protocol for spotted wolffish (Anarhichas minor).
~301--



Aquaculture, 484, 133-138.
https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2017.11.016

Best, C., Ikert, H., Kostyniuk, D. J., Craig, P. M., Navarro-
Martin, L., Marandel, L., & Mennigen, J. A. (2018). Epigenetics in
teleost fish: From molecular mechanisms to physiological
phenotypes. Comparative Biochemistry and Physiology Part B:
Biochemistry  and  Molecular  Biology, 224, 210-244.
https://doi.org/10.1016/j.cbpb.2018.01.006

Bhat, I. A., Dar, J. Y., Ahmad, 1., Mir, I. N., Bhat, H., Bhat,
R. A., Sharma, R. (2021). Testicular development and
spermatogenesis in fish: Insights into molecular aspects and
regulation of gene expression by different exogenous factors.
Reviews in Aquaculture, 13(4), 2142-2168.
https://doi.org/10.1111/raq.12563

Bhattacharya, 1., & Modi, D. (2021). Sex determination in
teleost fish. In N. Senthilkumaran (Ed.), Recent updates in molecular
endocrinology and reproductive physiology of fish: An imperative
step in aquaculture (pp. 121-138). Singapore: Springer.

Blaxter, J. H. S. (1953). Sperm storage and cross-fertilization
of spring and autumn spawning herring. Nature, 172(4391), 1189—
1190. https://doi.org/10.1038/1721189b0

Bondarenko, O., Dzyuba, B., Cosson, J., Yamaner, G.,
Prokopchuk, G., Psenicka, M., & Linhart, O. (2013). Volume
changes during the motility period of fish spermatozoa: Interspecies
differences. Theriogenology, 79(5), 872-881.
https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2013.01.005

Budd, A. M., Banh, Q. Q., Domingos, J. A., & Jerry, D. R.
(2015). Sex control in fish: Approaches, challenges and
opportunities for aquaculture. Journal of Marine Science and
Engineering, 3(2), 329-355. https://doi.org/10.3390/jmse3020329

302~



Butts, I. A., Trippel, E. A., & Litvak, M. K. (2009). The effect
of sperm to egg ratio and gamete contact time on fertilization success
in Atlantic cod (Gadus morhua L.). Aquaculture, 286(1-2), 89—94.
https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2008.09.005

Cabrita, E., Martinez-Paramo, S., Gavaia, P. J., Riesco, M. F.,
Valcarce, D. G., Sarasquete, C., ... Robles, V. (2014). Factors
enhancing fish sperm quality and emerging tools for sperm analysis.
Aquaculture, 432, 389-401.
https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2014.04.034

Cabrita, E., Robles, V., & Herraez, P. (Eds.). (2008). Methods
in reproductive aquaculture: Marine and freshwater species. CRC
Press.

Cabrita, E., Robles, V., Chereguini, O., Wallace, J. C., &
Herrdez, M. P. (2003). Effect of different cryoprotectants and
vitrificant solutions on the hatching rate of turbot (Scophthalmus
maximus) embryos. Cryobiology, 47(3), 204-213.
https://doi.org/10.1016/j.cryobiol.2003.10.001

Cabrita, E., Sarasquete, C., Martinez-Paramo, S., Robles, V.,
Beirao, J., Pérez-Cerezales, S., & Herraez, M. P. (2010).
Cryopreservation of fish sperm: Applications and perspectives.
Journal of  Applied  Ichthyology, 26(5), 623-635.
https://doi.org/10.1111/1.1439-0426.2010.01556.x

Capel, B. (2017). Vertebrate sex determination: Evolutionary
plasticity of a fundamental switch. Nature Reviews Genetics, 18,
675-689. https://doi.org/10.1038/nrg.2017.60

Casas, L., & Saborido-Rey, F. (2021). Environmental cues
and mechanisms underpinning sex change in fish. Sexual
Development, 15(1-3), 108—121. https://doi.org/10.1159/000515274

Chen, S. L., & Tian, Y. S. (2005). Cryopreservation of
flounder (Paralichthys olivaceus) embryos by vitrification.
303~



Theriogenology, 63(4), 1207-1219.
https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2004.06.007

Cosson, J. (2004). The ionic and osmotic factors controlling
motility of fish spermatozoa. Aquaculture International, 12(1), 69—
85. https://doi.org/10.1023/b:aqui.0000017189.44263.bc

Curzon, A. Y., Dor, L., Shirak, A., Meiri-Ashkenazi, 1.,
Rosenfeld, H., Ron, M., & Seroussi, E. (2021). A novel ¢c.1759T>G
variant in follicle-stimulating hormone-receptor gene is concordant
with male determination in the flathead grey mullet (Mugil
cephalus). G3: Genes, Genomes, Genetics, 11, jkaa044.
https://doi.org/10.1093/g3journal/jkaa044

Curzon, A. Y., Shirak, A., Dor, L., Zak, T., Perelberg, A.,
Seroussi, E., & Ron, M. (2020). A duplication of the Anti-Miillerian
hormone gene is associated with genetic sex determination of
different Oreochromis niloticus strains. Heredity, 125, 317-327.
https://doi.org/10.1038/s41437-020-0340-x

Dadras, H., Dzyuba, B., Cosson, J., Golpour, A., Siddique,
M. A. M., & Linhart, O. (2017). Effect of water temperature on the
physiology of fish spermatozoon function: A brief review.
Aquaculture Research, 48(3), 729-740.
https://doi.org/10.1111/are.13049

de Carvalho, A. F. S., Ramos, S. E., de Carvalho, T. S. G., de
Souza, Y. C. P., Zangeronimo, M. G., Pereira, L. J., ... et al. (2014).
Efficacy of fish embryo vitrification protocols in terms of embryo
morphology — A systematic review. CryoLetters, 35, 361-370.

Diogo, P., Martins, G., Eufrasio, A., Silva, T., Cabrita, E., &
Gavaia, P. (2019). Selection criteria of zebrafish male donors for
sperm cryopreservation. Zebrafish, 16(2), 189-196.
https://doi.org/10.1089/zeb.2018.1660

~-304--



Diogo, P., Martins, G., Quinzico, 1., Nogueira, R., Gavaia, P.
J., & Cabrita, E. (2018). Electric ultrafreezer (=150 °C) as an
alternative for zebrafish sperm cryopreservation and storage. Fish
Physiology and Biochemistry, 44(6), 1443-1455.
https://doi.org/10.1007/s10695-018-0500-6

Diwan, A. D., Harke, S. N., Gopalkrishna, & Panche, A. N.
(2020). Cryobanking of fish and shellfish egg, embryos and larvae:
An overview. Frontiers in Marine Science, 7, 251.
https://doi.org/10.3389/fmars.2020.00251

Dougherty, L. R., Skirrow, M. J., Jennions, M. D., &
Simmons, L. W. (2022). Male alternative reproductive tactics and
sperm competition: A meta-analysis. Biological Reviews, 97(4),
1365—1388. https://doi.org/10.1111/brv.12846

Dzyuba, V., Shelton, W. L., Kholodnyy, V., Boryshpolets, S.,
Cosson, J., & Dzyuba, B. (2019). Fish sperm biology in relation to
urogenital system structure. Theriogenology, 132, 153-163.
https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2019.04.020

Edashige, K., Yamaji, Y., Kleinhans, F. W., Kasai, M., Tada,
N., & Kuwabara, S. (2006). Japanese flounder (Paralichthys
olivaceus) embryos are difficult to cryopreserve by vitrification.
Cryobiology, 53(1), 96-106.
https://doi.org/10.1016/j.cryobiol.2006.04.002

Erisman, B. E., Craig, M. T., & Hastings, P. A. (2009). A
phylogenetic test of the size-advantage model: Evolutionary changes
in mating behavior influence the loss of sex change in a fish lineage.
The American Naturalist, 174(3), E83-E99.
https://doi.org/10.1086/603611

Fang, J., Li, G., Luo, W., & Hu, Q. (2025). Understanding
genetic regulation of sex differentiation in hermaphroditic fish.
Animals, 15(2), 119. https://doi.org/10.3390/ani15020119

~-305--



FAO. (2024). FAO report: Global fisheries and aquaculture
production reaches a new record high. FAORAP. Retrieved October
22, 2025, from https://www.fao.org/asiapacific/news/news-
detail/FAO-Report-Global-fisheries-and-aquaculture-production-
reaches-a-new-record-high-/en

Fatriani, R., Arifin, O. Z., & Kristanto, A. H. (2020,
February). Sperm motility of kancra fish (Tor soro, Valenciennes
1842) after frozen: The effect of soybean milk as a natural
cryoprotectant. In IOP Conference Series: Earth and Environmental
Science (Vol. 441, No. 1, p. 012066). IOP Publishing.
https://doi.org/10.1088/1755-1315/441/1/012066

Fauvel, C., Boryshpolets, S., Cosson, J., Wilson Leedy, J. G.,
Labbé¢, C., Haffray, P., & Suquet, M. (2012). Improvement of chilled
seabass sperm conservation using a cell culture medium. Journal of
Applied Ichthyology, 28(6), 961-966.
https://doi.org/10.1111/jai.12071

Fontaine, R., Royan, M. R., Von Krogh, K., Weltzien, F. A.,
& Baker, D. M. (2020). Direct and indirect effects of sex steroids on
gonadotrope cell plasticity in the teleost fish pituitary. Frontiers in
Endocrinology, 11, 605068.
https://doi.org/10.3389/fendo0.2020.605068

Fran€k, R., Tichopad, T., Steinbach, C., Xie, X., Luji¢, J.,

Marinovi¢, Z., ... et al. (2019). Preservation of female genetic
resources of common carp through oogonial stem cell manipulation.
Cryobiology, 87, 78-85.

https://doi.org/10.1016/j.cryobiol.2019.01.016

Gallego, V., & Asturiano, J. F. (2019). Fish sperm motility
assessment as a tool for aquaculture research: A historical approach.
Reviews in Aquaculture, 11(3), 697-724.
https://doi.org/10.1111/raq.12253

~-306--



Ganesan, N., & Moulali, S. (2025). Recent advances in fish
genetics and biotechnology. In Innovations in Biomedical
Engineering (pp. 387—410). Springer. https://doi.org/10.1016/b978-
0-443-30146-9.00012-5

Geftroy, B., & Wedekind, C. (2020). Effects of global
warming on sex ratios in fishes. Journal of Fish Biology, 97(3), 596—
606. https://doi.org/10.1111/jfb.14429

Geffroy, B., Gesto, M., Clota, F., Aerts, J., Darias, M. J,,
Blanc, M. O., ... & Vandeputte, M. (2021). Parental selection for
growth and early-life low stocking density increase the female-to-

male ratio in European sea bass. Scientific Reports, 11(1), 13620.
https://doi.org/10.1038/s41598-021-93116-9

Gemmell, N. J., Todd, E. V., Goikoetxea, A., Ortega-Recalde,
0., & Hore, T. A. (2019). Natural sex change in fish. Current Topics
in Developmental Biology, 134, 71-117.

https://doi.org/10.1016/bs.ctdb.2018.12.014

Godwin, J. (2009, May). Social determination of sex in reef
fishes. In Seminars in Cell & Developmental Biology (Vol. 20, No.
3, pp- 264-270). Academic Press.
https://doi.org/10.1016/j.semcdb.2008.12.003

Golshahi, K., Aramli, M. S., Nazari, R. M., & Habibi, E
(2018). Disaccharide supplementation of extenders is an effective
means of improving the cryopreservation of semen in sturgeon.
Aquaculture, 486, 261-265.
https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2017.12.045

Guedes-Alonso, R., Montesdeoca-Esponda, S., Sosa-Ferrera,
Z., & Santana-Rodriguez, J. J. (2014). Liquid chromatography
methodologies for the determination of steroid hormones in aquatic
environmental systems. Trends in Environmental Analytical
Chemistry, 3, 14-27. https://doi.org/10.1016/j.teac.2014.10.001

-307--



Guyton, A. C., & Hall, J. E. (2011). Guyton and Hall textbook
of medical physiology (12th ed.). Elsevier.
https://doi.org/10.1016/b978-1-4160-5451-1.00089-x

Hagedorn, M., & Carter, V. L. (2011). Zebrafish
reproduction: Revisiting in vitro fertilization to increase sperm
cryopreservation  success. PLoS ONE, 6(6), e21059.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0021059

Hammes, S. R., & Levin, E. R. (2019). Impact of estrogens
in males and androgens in females. The Journal of Clinical
Investigation, 129(5), 1818—1826. https://doi.org/10.1172/jci125755

Hayashi, Y., Kobira, H., Yamaguchi, T., Shiraishi, E.,
Yazawa, T., Hirai, T., Kamei, Y., & Kitano, T. (2010). High
temperature causes masculinization of genetically female medaka by

elevation of cortisol. Molecular Reproduction and Development,
77(8), 679—686. https://doi.org/10.1002/mrd.21203

Herranz-Jusdado, J. G., Gallego, V., Rozenfeld, C., Morini,
M. A., Pérez, L., & Asturiano, J. F. (2019). European eel sperm
storage: Optimization of short-term protocols and cryopreservation
of large volumes. Aquaculture, 506, 42-50.
https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2019.03.019

Herrera, F., Bondarenko, O., & Boryshpolets, S. (2021).
Osmoregulation in fish sperm. Fish Physiology and Biochemistry,
47(3), 785-795. https://doi.org/10.1007/s10695-021-00958-1

Higaki, S., Eto, Y., Kawakami, Y., Yamaha, E., & Yoshizaki,
G. (2010). Cryopreservation of primordial germ cells by rapid
cooling of whole zebrafish (Danio rerio) embryos. Journal of
Reproduction and Development, 56(2), 212-218.
https://doi.org/10.1262/jrd.09-136E

Irawan, H., Vuthiphandchai, V., & Nimrat, S. (2010). The
effect of extenders, cryoprotectants and cryopreservation methods
~-308--



on common carp (Cyprinus carpio) sperm. Animal Reproduction
Science, 122(3-4), 236-243.
https://doi.org/10.1016/j.anireprosci.2010.08.017

Isayeva, A., Zhang, T., & Rawson, D. M. (2004). Studies on
chilling sensitivity of zebrafish (Danio rerio) oocytes. Cryobiology,
49(2), 114-122. https://doi.org/10.1016/j.cryobiol.2004.05.005

Islam, P., Hossain, M. 1., Khatun, P., Masud, R. I., Tasnim,
S., Anjum, M., ... & Islam, M. A. (2024). Steroid hormones in fish,
caution for present and future: 4 review. Toxicology Reports, 13,

101733. https://doi.org/10.1016/j.toxrep.2024.101733

Iwasaki-Takahashi, Y., Shikina, S., Watanabe, M., Banba, A.,
Yagisawa, M., Takahashi, K., ... & Yoshizaki, G. (2020). Production
of functional eggs and sperm from in vitro-expanded type A

spermatogonia in rainbow trout. Communications Biology, 3(1),
308. https://doi.org/10.1038/s42003-020-1025-y

Kanyilmaz, M., & Inanan, B. E. (2020). DNA damage,
oxidative stress, decreased viability and motility in common carp
(Cyprinus carpio L.) spermatozoa induced by tryptophan,
phenylalanine and cysteine amino acids during short-term storage.
Turkish Journal of Zoology, 44(3), 281-290.
https://doi.org/10.3906/z00-1910-34

Keivanloo, S., Akhoundzadeh, M. A., Nazari, R. M.,
Naghavi, M. R., Shabani, S., & Mohseni, M. (2016).
Cryopreservation of Persian sturgeon (Acipenser persicus) embryos
using  dimethyl  sulfoxide-based  vitrification  solutions.
Theriogenology, 85(5), 907-914.
https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2015.11.012

Kodzik, N., Ciereszko, A., Judycka, S., Stowinska, M.,
Szczepkowska, B., Swiderska, B., & Dietrich, M. A. (2024).
Cryoprotectant-specific alterations in the proteome of Siberian

~-309--



sturgeon spermatozoa induced by cryopreservation. Scientific
Reports, 14(1), 17707. https://doi.org/10.1038/s41598-024-68395-7

Koumpiadis, P., Sganga, D. E., Politis, S. N., Gallego, V.,
Butts, 1. A., Asturiano, J. F., ... & Tomkiewicz, J. (2021). Sperm
production and quality in European eel (Anguilla anguilla) in
relation to hormonal treatment. Reproduction in Domestic Animals,

56(12), 1497-1505. https://doi.org/10.1111/rda.14011

Krasilnikova, A., Rodina, M., Gela, D., Sotnikov, A., &
PSenicka, M. (2025). Exploring cryomedium with hypotonic
extender for sturgeon sperm cryopreservation. Aquaculture, 605,
742497. https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2025.742497

Kusuda, S., Teranishi, T., & Koide, N. (2002).
Cryopreservation of chum salmon blastomeres by the straw method.
Cryobiology,  45(1), 60-67.  https://doi.org/10.1016/s0011-
2240(02)00106-2

Kusuda, S., Teranishi, T., Koide, N., Nagai, T., Arai, K., &
Yamaha, E. (2004). Pluripotency of cryopreserved blastomeres of
the goldfish. Journal of Experimental Zoology Part A: Comparative
Experimental Biology, 301(2), 131-138.
https://doi.org/10.1002/jez.a.20017

Kvarnemo, C., Green, L., Svensson, O., Lindstrom, K.,
Schold, S., Griful-Dones, M., ... & Leder, E. H. (2023). Molecular,
behavioural and morphological comparisons of sperm adaptations in
a fish with alternative reproductive tactics. Evolutionary
Applications, 16(2), 338-353. https://doi.org/10.1111/eva.13438

Lacerda, S. M. S. N., Costa, G. M. J., Campos-Junior, P. H.
A., et al. (2013). Germ cell transplantation as a potential
biotechnological approach to fish reproduction. Fish Physiology and
Biochemistry, 39, 3—11. https://doi.org/10.1007/s10695-012-9606-4

-310--



Lakra, W. S., & Ayyappan, S. (2003). Recent advances in
biotechnology applications to aquaculture. Asian-Australasian
Journal of Animal Sciences, 16(3), 455-462.
https://doi.org/10.5713/ajas.2003.455

Lakra, W. S., Goswami, M., & Trudeau, V. L. (Eds.). (2022).
Frontiers in aquaculture biotechnology. Academic Press.
https://doi.org/10.1016/c2020-0-04477-4

Lamm, M. S., Liu, H., Gemmell, N. J., & Godwin, J. R.
(2015). The need for speed: Neuroendocrine regulation of socially-

controlled sex change. Integrative and Comparative Biology, 55(2),
307-322. https://doi.org/10.1093/icb/icv041

Lee, S., Bang, W. Y., Yang, H. S., Lee, D. S., & Song, H. Y.
(2021). Production of juvenile masu salmon (Oncorhynchus masou)
from spermatogonia-derived sperm and oogonia-derived eggs via
intraperitoneal transplantation of immature germ cells. Biochemical
and  Biophysical —Research ~ Communications, 535, 6-11.

https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2020.12.021

Lee, S., Iwasaki, Y., & Yoshizaki, G. (2016). Long-term (5
years) cryopreserved spermatogonia have high capacity to generate
functional gametes via interspecies transplantation in salmonids.
Cryobiology, 73(2), 286-290.
https://doi.org/10.1016/j.cryobiol.2016.08.001

Lee, S., Katayama, N., & Yoshizaki, G. (2016). Generation
of juvenile rainbow trout derived from cryopreserved whole ovaries
by intraperitoneal transplantation of ovarian germ cells. Biochemical
and Biophysical Research Communications, 478(3), 1478-1483.
https://doi.org/10.1016/;.bbrc.2016.08.156

Linhart, O., Gela, D., Rodina, M., & Kocour, M. (2004).
Optimization of artificial propagation in European catfish, Silurus

~311--



glanis L. Aquaculture, 235(1-4), 619-632.
https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2003.11.031

Malinovskyi, O., Policar, T., Rahimnejad, S., Kfistan, J.,
Dzyuba, B., Blecha, M., & Boryshpolets, S. (2021). Multiple sperm
collection as an effective solution for gamete management in
pikeperch (Sander lucioperca). Aquaculture, 530, 735870.
https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2020.735870

Marshall Graves, J. A. (2013). How to evolve new vertebrate
sex determining genes. Developmental Dynamics, 242, 354-359.

https://doi.org/10.1002/dvdy.23887

Martinez-Paramo, S., Horvath, A., Labbé, C., Zhang, T.,
Robles, V., Herraez, P., ... & Cabrita, E. (2017). Cryobanking of
aquatic species. Aquaculture, 472, 156-177.
https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2016.05.042

Matsuda, M., & Sakaizumi, M. (2016). Evolution of the sex-
determining gene in the teleostean genus Oryzias. General and

Comparative Endocrinology, 239, 80-88.
https://doi.org/10.1016/j.ygcen.2015.10.004

Merino, O., Risopatron, J., Valdebenito, 1., Figueroa, E., &
Farias, J. G. (2023). Effect of the temperature of activation medium
on fish sperm quality: Impact on fertilization in vitro in aquaculture
practice.  Reviews  in  Aquaculture, 15(2), 434-451.
https://doi.org/10.1111/raq.12729

Miura, T., & Miura, C. I. (2003). Molecular control
mechanisms of fish spermatogenesis. Fish Physiology and
Biochemistry, 28(1), 181-186.
https://doi.org/10.1023/b:fish.0000030522.71779.47

Miura, T., Yamauchi, K., Takahashi, H., & Nagahama, Y.
(1992). The role of hormones in the acquisition of sperm motility in

312~



salmonid fish. Journal of Experimental Zoology, 261(3), 359-363.
https://doi.org/10.1002/jez.1402610316

Montague, H. R., Hess, H. N., Tackett, V. M., Britt, S. L.,
Lawson, L. L., Aguilar, G. L., ... & Butts, . A. (2023). In vitro
fertilization with frozen-thawed blue catfish (Ictalurus furcatus)
sperm and implications for gene banking. Aquaculture, 574, 739611.
https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2023.739611

Morisawa, M., & Suzuki, K. (1980). Osmolality and
potassium ion: Their roles in initiation of sperm motility in teleosts.
Science, 210(4474), 1145-1147.
https://doi.org/10.1126/science.7444445

Morita, M., Takemura, A., & Okuno, M. (2003).
Requirement of Ca?" on activation of sperm motility in euryhaline
tilapia Oreochromis mossambicus. Journal of Experimental Biology,
206(5), 913-921. https://doi.org/10.1242/jeb.00153

Muchlisin, Z. A. (2005). Current status of extenders and
cryoprotectants on fish spermatozoa cryopreservation. Biodiversitas,
6(1), 66—69. https://doi.org/10.13057/biodiv/d060114

Muchlisin, Z. A., Aldila, D. F., Sarah, P. I., Eriani, K., Hasri,
L., Fadli, N., ... & Kocabas, M. (2024). Effect of sperm extender and
dilution ratio on the sperm motility, fertility, and hatching rates of
depik fish Rasbora tawarensis (Pisces: Cyprinidae) eggs.
Macedonian Veterinary Review, 47(2), 101-110.
https://doi.org/10.2478/macvetrev-2024-0022

Muchlisin, Z. A., Nadiah, W. N., Nadiya, N., Fadli, N.,
Hendri, A., Khalil, M., & Siti-Azizah, M. N. (2015). Exploration of
natural cryoprotectants for cryopreservation of African catfish,
Clarias gariepinus Burchell 1822 (Pisces: Clariidae) spermatozoa.
Aquaculture Research, 46(5), 1013-1021.
https://doi.org/10.17221/7906-cjas

~313--



Mylonas, C. C., Fostier, A., & Zanuy, S. (2010). Broodstock
management and hormonal manipulations of fish reproduction.
General and Comparative Endocrinology, 165(3), 516-534.
https://doi.org/10.1016/j.ygcen.2009.03.007

Nagahama, Y., Chakraborty, T., Paul-Prasanth, B., Ohta, K.,
& Nakamura, M. (2021). Sex determination, gonadal sex
differentiation, and plasticity in vertebrate species. Physiological
Reviews, 101(1), 1-46. https://doi.org/10.1152/physrev.00044.2019

Nelson, E. R., & Habibi, H. R. (2013). Estrogen receptor
function and regulation in fish and other vertebrates. General and
Comparative Endocrinology, 192, 15-24.
https://doi.org/10.1016/j.ygcen.2013.03.032

Nilsson, E., & Cloud, J. G. (1993). Cryopreservation of
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) blastomeres. Aquatic Living
Resources, 6(1), 77-80. https://doi.org/10.1051/alr:1993009

Nobrega, R. H., Batlouni, S. R., & Franga, L. R. (2009). An
overview of functional and stereological evaluation of
spermatogenesis and germ cell transplantation in fish. Fish
Physiology and Biochemistry, 35(1), 197-206.
https://doi.org/10.1007/s10695-008-9252-z

Octavera, A., & Yoshizaki, G. (2020). Production of Chinese
rosy bitterling offspring derived from frozen and vitrified whole
testis by spermatogonial transplantation. Fish Physiology and
Biochemistry, 46(4), 1431-1442. https://doi.org/10.1007/s10695-
020-00802-y

Oda, S., & Morisawa, M. (1993). Rises of intracellular Ca?*
and pH mediate the initiation of sperm motility by hyperosmolality
in marine teleosts. Cell Motility and the Cytoskeleton, 25(2), 171—
178. https://doi.org/10.1002/cm.970250206

~314--



Ozaki, Y., Higuchi, M., Miura, C., Yamaguchi, S., Tozawa,
Y., & Miura, T. (2006). Roles of 11B-hydroxysteroid dehydrogenase
in fish spermatogenesis. Endocrinology, 147(11), 5139-5146.
https://doi.org/10.1210/en.2006-0391

Parenti, L. R., & Grier, H. J. (2004). Evolution and
phylogeny of gonad morphology in bony fishes. Integrative and
Comparative Biology, 44(5), 333-348.
https://doi.org/10.1093/icb/44.5.333

Pecio, A. (2019). Testis structure, spermatogenesis, and
spermatozoa in teleost fishes. In The histology of fishes (pp. 177—
206). CRC Press. https://doi.org/10.1201/9780429113581-12

Qin, W., Pan, J., Xiao, J., & Feng, H. (2025). Current
progress of the long-term preservation for fish embryos, female
reproductive cells, and tissues. Reviews in Aquaculture, 17(4),
€70057. https://doi.org/10.1111/raq.70057

Quarterman, J. C., Geary, S. M., & Salem, A. K. (2021).
Evolution of drug-eluting biomedical implants for sustained drug
delivery.  European  Journal  of  Pharmaceutics  and

Biopharmaceutics, 159, 21-35.
https://doi.org/10.1016/j.ejpb.2020.12.005

Rosengrave, P., Gemmell, N. J., Metcalf, V., McBride, K., &
Montgomerie, R. (2008). A mechanism for cryptic female choice in
chinook salmon. Behavioral Ecology, 19(6), 1179-1185.
https://doi.org/10.1093/beheco/arn089

Rosenthal, H., Klumpp, D., & Willfiihr, J. (1988). Influence
of sperm density and contact time on herring egg fertilization.
Journal of Applied Ichthyology, 4(2), 79-86.
https://doi.org/10.1111/.1439-0426.1988.tb00470.x

Ruan, Q., Yang, S., Hua, S., Zhang, W., Li, D., Yang, Y., ...
& Meng, Z. (2024). Supplementation of extender with melatonin
--315--



improves the motility, mitochondrial membrane potential, and
fertilization ability of cryopreserved brown-marbled grouper sperm.
Animals, 14(7), 995. https://doi.org/10.3390/ani14070995

Rurangwa, E., Roelants, I., Huyskens, G., Ebrahimi, M.,
Kime, D. E., & Ollevier, F. (1998). The minimum effective
spermatozoa: egg ratio for artificial insemination and the effects of
mercury on sperm motility and fertilization ability in Clarias
gariepinus. Journal of Fish Biology, 53(2), 402-413.
https://doi.org/10.1111/1.1095-8649.1998.tb00989.x

Ryu, J. H., Xu, L., & Wong, T. T. (2022). Advantages, factors,
obstacles, potential solutions, and recent advances of fish germ cell
transplantation for aquaculture—A practical review. Animals, 12(4),
423. https://doi.org/10.3390/ani12040423

Sadeghi, A., & Imanpoor, M. R. (2013). Effects of use of
combinations of permeating cryoprotectant (MeOH, DMSO) and
non-permeating cryoprotectant (BSA) on viability of Beluga (Huso
huso) post-thawed sperm. Cryobiology, 67(2), 101-107.
https://doi.org/10.1016/j.cryobiol.2015.02.001

Sarosiek, B., Dryl, K., Krejszeff, S., & Zarski, D. (2016).
Characterization of pikeperch (Sander lucioperca) milt collected
with a syringe and a catheter. Aquaculture, 450, 14-16.
https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2015.06.040

Schulz, R. W., & Miura, T. (2002). Spermatogenesis and its
endocrine regulation. Fish Physiology and Biochemistry, 26(1), 43—
56. https://doi.org/10.1023/a:1023303427191

Schulz, R. W., de Fran¢a, L. R., Lareyre, J. J., LeGac, F.,
Chiarini-Garcia, H., Nobrega, R. H., & Miura, T. (2010).
Spermatogenesis in fish. General and Comparative Endocrinology,
165(3), 390—411. https://doi.org/10.1016/j.ygcen.2009.02.013

~316--



Sekido, R., & Lovell-Badge, R. (2012). Genetic control of
testis development. Sexual Development, 7(1-3), 21-32.
https://doi.org/10.1159/000342221

Shaliutina-Loginova, A., & Loginov, D. S. (2023). Oxidative
stress and DNA fragmentation in frozen/thawed common carp
(Cyprinus carpio) sperm with and without supplemental proteins.
Animal Reproduction Science, 251, 107213.
https://doi.org/10.1016/j.anireprosci.2023.107213

Shaliutina, A., Hulak, M., Gazo, 1., Linhartova, P., & Linhart,
0. (2013). Effect of short-term storage on quality parameters, DNA
integrity, and oxidative stress in Russian (Acipenser gueldenstaedtii)
and Siberian (Acipenser baerii) sturgeon sperm. Animal
Reproduction Science, 139(1-4), 127-135.
https://doi.org/10.1016/j.anireprosci.2013.03.006

Shazada, N. E., Alavi, S. M. H., Siddique, M. A. M., Cheng,
Y., Zhang, S., Rodina, M., ... & Linhart, O. (2024). Short-term
storage of sperm in common carp from laboratory research to

commercial production—A review. Reviews in Aquaculture, 16(1),
174-189. https://doi.org/10.1111/raq.12827

Shazada, N. E., Siddique, M. A. M., Zhang, S., Ma, Z.,
Rodina, M., & Linhart, O. (2025). Effect of appropriate extenders to
maintain sperm functionality during short-term storage of sterlet
(Acipenser ruthenus) sperm with fertilization assay under hatchery
conditions. Fish Physiology and Biochemistry, 51(1), 14.
https://doi.org/10.1007/s10695-024-01413-7

Silakes, S., & Bart, A. N. (2010). Ultrasound enhanced
permeation of methanol into zebrafish, Danio rerio, embryos.
Aquaculture, 303(1-4), 71-76.
https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2010.02.018

-317--



Siva, C. (2021). Cryopreservation and its application in
aquaculture. In Animal Reproduction. IntechOpen.
https://doi.org/10.5772/intechopen.99629

Soranganba, N., & Singh, I. J. (2018). Simultaneous
determination of fish steroidal hormones using RP-HPLC with UV
detection by multi-step gradient elution technique. International
Journal of Current Microbiology and Applied Sciences, 7(2), 1397—
1404. https://doi.org/10.20546/ijcmas.2018.702.168

Streit, D. P., Zhang, T., & Rosendo, E. P. (Eds.). (2024).
Cryobiology for South American Neotropical Fish Species. CRC
Press. https://doi.org/10.1201/9781003269441

Striissmann, C. A., Nakatsugawa, H., Takashima, F., Hasobe,
M., Suzuki, T., & Takai, R. (1999). Cryopreservation of isolated fish
blastomeres: effects of cell stage, cryoprotectant concentration, and
cooling rate on postthawing survival. Cryobiology, 39(3), 252-262.
https://doi.org/10.1006/cry0.1999.2208

Sun, C., Huang, C., Su, X., Zhao, X., & Dong, Q. (2010).
Optimization of handling and refrigerated storage of guppy Poecilia
reticulata sperm. Journal of Fish Biology, 77(1), 54-66.
https://doi.org/10.1111/1.1095-8649.2010.02658.x

Tapper, M. A., Kolanczyk, R. C., LaLone, C. A., Denny, J.
S., & Ankley, G. T. (2020). Conversion of estrone to 17f3-estradiol:
A potential confounding factor in assessing risks of environmental
estrogens to fish. Environmental Toxicology and Chemistry, 39(10),
2028-2040. https://doi.org/10.1002/etc.4828

Taranger, G. L., Carrillo, M., Schulz, R. W., Fontaine, P.,
Zanuy, S., Felip, A., ... & Hansen, T. (2010). Control of puberty in
farmed fish. General and Comparative Endocrinology, 165(3), 483—
515. https://doi.org/10.1016/j.ygcen.2009.05.004

~318--



Taslima, K., Khan, M. G. Q., McAndrew, B. J., & Penman,
D. J. (2021). Evidence of two XX/XY sex-determining loci in the
Stirling stock of Nile tilapia (Oreochromis niloticus). Aquaculture,
532, 735995. https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2020.735995

Thomas, J. T., Liu, H., Todd, E. V., & Gemmell, N. J. (2018).
Sex change in fish. Journal of Fish Biology, 93(2), 187-205.
https://doi.org/10.1016/b978-0-12-809633-8.20555-4

Thomas, P. C. (2003). Breeding and seed production of fin
fish and shell fish. Daya Books.

Tiersch, T. R. (2006). Fish sperm cryopreservation for
genetic improvement and conservation in Southeast Asia.
Secretariat, Southeast Asian Fisheries Development Center.

Tsai, S., & Lin, C. (2012). Advantages and applications of
cryopreservation in fisheries science. Brazilian Archives of Biology
and Technology, 55, 425-434.  https://doi.org/10.1590/s1516-
89132012000300014

Uribe, M. C., Grier, H. J., & Megjia-Roa, V. (2014).
Comparative testicular structure and spermatogenesis in bony fishes.
Spermatogenesis, 4(3), €983400.
https://doi.org/10.4161/21565562.2014.983400

Valdivieso, A., Anastasiadi, D., Ribas, L., & Piferrer, F.
(2023). Development of epigenetic biomarkers for the identification
of sex and thermal stress in fish using DNA methylation analysis and

machine learning procedures. Molecular Ecology Resources, 23(2),
453-470. https://doi.org/10.1111/1755-0998.13725

Viveiros, A. T. M., & Komen, J. (2008). Semen
cryopreservation of the African catfish, Clarias gariepinus. In
Methods in Reproductive Aquaculture (pp. 425-430). CRC Press.
https://doi.org/10.1201/9780849380549-33

~319--



Vuthiphandchai, V., Wilairattanadilok, K.,
Chomphuthawach, S., Sooksawat, T., & Nimrat, S. (2015). Sperm
cryopreservation of silver barb (Barbodes gonionotus):
cryoprotectants, cooling rate and storage time on sperm quality.
Aquaculture Research, 46(10), 2443-2451.
https://doi.org/10.1111/are.12396

Wang, H. P., & Shen, Z. G. (2018). Theoretical and practical
bases of sex control in aquaculture. /n Sex Control in Aquaculture:
Concept to Practice (pp. 1-34).
https://doi.org/10.1002/9781119127291.ch1

World Health Organization. (1999). Evaluation of certain
veterinary drug residues in food. In Evaluation of certain veterinary
drug residues in food.

Yildiz, C., Bozkurt, Y., & Yavas, 1. (2013). An evaluation of
soybean lecithin as an alternative to avian egg yolk in the
cryopreservation of fish sperm. Cryobiology, 67(1), 91-94.
https://doi.org/10.1016/j.cryobiol.2013.05.008

Yoshizaki, G., & Lee, S. (2018). Production of live fish
derived from frozen germ cells via germ cell transplantation. Stem
Cell Research, 29, 103-110.
https://doi.org/10.1016/j.scr.2018.03.015

Yoshizaki, G., & Yazawa, R. (2019). Application of surrogate
broodstock technology in aquaculture. Fisheries Science, 85(3),
429-437. https://doi.org/10.1007/s12562-019-01299-y

Yoshizaki, G., Ichikawa, M., Hayashi, M., Iwasaki, Y., Miwa,
M., Shikina, S., & Okutsu, T. (2010). Sexual plasticity of ovarian
germ cells in rainbow trout. Development, 137(8), 1227-1230.
https://doi.org/10.1242/dev.044982

-320--



Zhang, X. S., Zhao, L., Hua, T. C., Chen, X. H., & Zhu, H. Y.
(1989). A study on the cryopreservation of common carp, Cyprinus
carpio, embryos. Cryo-Letters, 10, 271-278.

Zhu, M., Sumana, S. L., Abdullateef, M. M., Falayi, O. C.,
Shui, Y., Zhang, C., ... & Su, S. (2024). CRISPR/Cas9 technology
for enhancing desirable traits of fish species in aquaculture.
International Journal of Molecular Sciences, 25(17), 9299.
https://doi.org/10.3390/ijms25179299

Zhu, Z., Yao, J., Zeng, L., Feng, K., Zhou, C., Liu, H.,, ... &
Xu, H. (2025). Developing efficient methods of sperm
cryopreservation for three fish species (Cyprinus carpio L.,
Schizothorax prenanti, Glyptosternum maculatum). International
Journal of Molecular Sciences, 26(10), 4648.
https://doi.org/10.3390/ijms26104648

Zilli, L., Beirdo, J., Schiavone, R., Herraez, M. P., Cabrita,
E., Storelli, C., & Vilella, S. (2011). Aquaporin inhibition changes
protein phosphorylation pattern following sperm motility activation
in fish. Theriogenology, 76(4), 737-744.
https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2011.04.006

Zohar, Y. (2021). Fish reproductive biology—Reflecting on
five decades of fundamental and translational research. General and
Comparative Endocrinology, 300, 113544.
https://doi.org/10.1016/j.ygcen.2020.113544

~321--



VETERINER
HEKIMLIGINDE
REPRODUKTIF
BIYOTEKNOLOJILER
( v

\\ N

\
=

®
/3 s -
— A e
%’E‘—A // - ‘
St B g~ ol /ﬁ \
. : T ” ‘Il

N



