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Yazarlık Beyanı 
 

Ben, Mustafa Doğan, başlığı Fonksiyonel Erkekleştirilmiş Gökkuşağı Alabalığı 

(Oncorhynchus mykiss) Spermasının Dondurulması, Spermasının Dondurulması, 

Çözdürme Sonrası Motilite ve DNA Hasarının İncelenmesi olan bu tezimin ve tezin 

içinde sunulan bilgilerin şahsıma ait olduğunu beyan ederim. Ayrıca: 
 

 Bu çalışmanın bütünü veya esası bu üniversitede Doktora derecesi elde etmek 

üzere çalıştığım süre içinde gerçekleştirilmiştir. 

 

 Daha önce bu tezin herhangi bir kısmı başka bir derece veya yeterlik almak 

üzere bu üniversiteye veya başka bir kuruma sunulduysa bu açık biçimde ifade 

edilmiştir. 

 

 Başkalarının yayımlanmış çalışmalarına başvurduğum durumlarda bu 

çalışmalara açık biçimde atıfta bulundum. 

 

 Başkalarının çalışmalarından alıntıladığımda kaynağı her zaman belirttim. 

Tezin bu alıntılar dışında kalan kısmı tümüyle benim kendi çalışmamdır. 

 

 Kayda değer yardım aldığım bütün kaynaklara teşekkür ettim. 

 
 Tezde başkalarıyla birlikte gerçekleştirilen çalışmalar varsa onların katkısını 

ve kendi yaptıklarımı tam olarak açıkladım. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Tarih: 19.01.2023 
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Fonksiyonel Erkekleştirilmiş Gökkuşağı Alabalığı 

(Oncorhynchus mykiss) Spermasının Dondurulması, 

Çözdürme Sonrası Motilite ve DNA Hasarının 

İncelenmesi 

 

 

Öz 
 

Su ürünleri yetiştiriciliğinde, büyüme performansı açısından tümü dişi Salmonid 

popülasyonları önemli bir yere sahiptir. Bu çalışmada, cinsiyeti tersine dönüştürülmüş 

(XX) gökkuşağı alabalığının (Oncorhynchus mykiss) spermasının dondurulması, 

saklanması ve çözdürme sonrası sperm kalitesine olumlu katkısı olması açısından da 

farklı sulandırma oranlarında (1:9, 1:15, 1:25) ve farklı dozlarda [0 Mm (Kontrol), 1 

mM, 2 mM ve 4 mM) antioksidan (N-(2-Merkaptopropionil)-Glisin) madde ana 

sulandırıcıya [Glukoz (0,3 M), DMSO (%10), yumurta sarısı (%11), 

Penicilin/Streptomicyn (%0,3)] eklenmiştir. Payetler (0,5 ml) 37 °C'de su banyosunda 

40 saniye boyunca çözdürülmüştür. Kullanılan antioksidan maddenin 

kriyoprezervasyon işleminden sonra çözdürülen spermaların motilite, döllenme ve 

yumurta açılma oranına etkisi belirlenmiş ve DNA hasarı araştırılmıştır. Denemeler 

sonucunda, N-(2-Merkaptopropionil)-Glisin'in en uygun değerleri; çözüm sonrası 

hareketlilik (%76,3±3,21), döllenme oranı (%63,33±2,10) ve yumurtadan açılma oranı 

(%53,33±2,90) için 2 mM konsantrasyon ve 1:25 seyreltme oranı olduğu belirlenirken 

DNA hasar tespiti sonucunda ise en iyi sonuçların 1:15 seyreltme oranında olduğu ve 

tüm konsantrasyonların (1 mM, 2 mM ve 4 mM) bir birine yakın olduğu tespit 

edilmiştir. Sonuç olarak, N-(2-Merkaptopropionil)-Glisin, kriyoprezervasyon işlemi 

sırasında verimlilik göstermiştir ve koruyucu ajan olarak kullanılabilir. 

 

 

 
Anahtar Sözcükler: N-(2-Merkaptopropionil)-Glisin, kriyoprezervasyon, 

antioksidan, DNA hasarı, sperm, gökkuşağı alabalığı. 
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Cryopreservation of Functional Sex-reversed Male 

Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss) Sperm Freezing, 

Motility and DNA Damage After Thawing 

 

 

Abstract 
 

In aquaculture, all female Salmonid populations have an important place in terms of 

growth performance. In this study, in terms of freezing, storage and positive 

contribution to sperm quality after thawing, semen of rainbow trout (Oncorhynchus 

mykiss) of sex-reversed (XX) were determined at different dilution ratios (1:9, 1:15, 

1:25) and at different doses [0], Mm (Control), 1 mM, 2 mM and 4 mM) antioxidant 

(N-(2-Mercaptopropionyl)-Glycine) substance to main extender [Glucose (0.3 M), 

DMSO (10%), egg yolk (11%), Penicillin/Streptomicyn (0.3%)] was added. Straws 

(0.5 ml) were melted in a 37 °C water bath for 40 seconds. The effect of the antioxidant 

substance used on the motility, fertilization and egg hatching rate of thawed sperm 

after cryopreservation was determined and DNA damage was investigated. As a result 

of the trials, the most suitable values of N-(2-Mercaptopropionyl)-Glycine; 2 mM 

concentration and 1:25 dilution ratio were determined for post-solution motility 

(76,3%±3,21), fertilization rate (63,33±2,10), and hatching rate (53,33±2,90). As a 

result of DNA damage detection, it was determined that the best results were at 1:15 

dilution ratio and all concentrations (1 mM, 2 mM and 4 mM) were close to each other. 

As a result, N-(2-Mercaptopropionyl)-Glycine has shown efficiency during the 

cryopreservation process and can be used as a preservative agent. 

 

 

Keywords: N-(2-Mercaptopropionyl)-Glycine, cryopreservation, antioxidant, DNA 

damage, sperm, rainbow trout. 
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Bölüm 1 

Giriş 

1.1 Dünya’da ve Türkiye’de Su Ürünleri Yetiştiriciliği 

 
Dünya’da dengeli beslenmeye önem vermiş milletler hayvansal protein kaynaklarını 

arttırmak ve çeşitlendirmek için besin kaynaklarının arasına su ürünlerini de eklemek 

adına kaynak sularından ve denizlerden nasıl yararlanacakları konusunda 

çalışmaktadırlar [1]. Aynı zamanda su ürünleri yetiştiricilik sektörü en hızlı büyüyen 

gıda sektörü arasındadır. İnsan tüketiminde protein kaynağı olarak su ürünlerine yer 

verilmesinin yanında, yaş, cinsiyet, eğitim, din, medeni hal gibi sosyodemografik 

özelliklerin de su ürünleri tüketimi üzerindeki etkileri araştırmalara konu olmuştur [2- 

3]. 

 

Dünya’da ve ülkemizde balık ihtiyacı, deniz ve iç sularda avcılık ve kültür balıkçılığı 

yolu ile karşılanmaktadır [4]. Sürekli artış gösteren su ürünleri yetiştiriciliğinin 2000 

yılında küresel üretime katkısı %25,7 iken, 2016 yılında %46,8’e yükselmiştir. Su 

ürünleri yetiştiriciliği 1980’ler ve 1990’larda gösterdiği yıllık yüksek büyüme 

oranlarını artık yakalayamamakla birlikte, 2001-2016 döneminde yıllık %5,8’lik 

büyüme oranı ile diğer önde gelen gıda üretim sektörlerinden daha hızlı bir büyüme 

göstermiştir [5]. 

 

Su ürünleri üretimi 2018 yılında yaklaşık 178.550.941 ton olarak gerçekleştiği rapor 

edilmiştir (Tablo 1.1). Bu üretimin yaklaşık 156 milyon tonu doğrudan insan tüketimi 

olarak değerlendirilirken, geri kalan 22 milyon tonu ise insan tüketimi dışı balık yemi 

sanayiinde balık yağı ve balık unu olarak değerlendirildiği bildirilmiştir. Toplam 

üretimin 62.207.599 tonluk bölümü ile yani %35’lik pay ile Çin’in dünyada 1. sırada 

yer aldığı bildirilmiştir. Diğer bir Asya ülkesi olan Endonezya 2. sırada, Hindistan ise 

3. sırada yer almıştır. Su ürünleri avcılık üretiminde dünyada 9. sırada olan Norveç,  

Avrupa kıtası ülkeleri içinde 3.843.920 ton üretim ile 1. sırada yer almıştır. Bununla 

birlikte ülkemizde her geçen gün üretim artmasına rağmen istenilen düzeylere 
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ulaşılamamıştır. Bunun yanında ülkemizde olduğu gibi dünyada da çeşitli nedenlere 

bağlı olarak kişi başına balık veya diğer su ürünleri tüketimi, gıda açığı bulunan 

ülkelerde 2019'da kişi başına tüketim 5,4 kg olarak tespit edilirken, orta gelirli 

ülkelerde 15,2 kg, yüksek gelirli ülkelerde ise 26,5 kg olarak bildirilmiştir [6-7]. 

 

Tablo 1.1 Dünya’da ülkelerine göre su ürünleri üretimi (ton) 
 
 

Ülkeler 2016 2017 2018 2019 2020 

Çin 61.605.135 62.198.086 62.207.599 62.242.310 62.846.808 

Endonezya 11.495.213 12.307.666 12.668.063 13.455.205 14.140.699 

Hindistan 10.876.369 11.711.313 12.386.253 13.253.701 12.151.946 

Vietnam 6.648.243 7.136.167 7.481.039 7.871.286 8.022.708 

Peru 3.796.978 4.157.414 7.169.817 4.968.902 5.770.371 

Rusya 4.759.392 4.864.504 5.108.858 5.211.894 5.342.456 

ABD 5.348.349 5.473.700 5.212.754 5.290.541 4.694.411 

Bangladeş 3.878.324 4.134.436 4.276.641 4.384.219 4.503.371 

Norveç 3.359.975 3.686.996 3.843.920 3.762.245 3.940.977 

Japonya 3.876.920 3.821.112 3.773.800 3.762.008 3.751.228 

Türkiye 585.657 627.797 625.776 834.662 785.822 

Diğer 49.956.110 52.608.231 53.796.421 52.820.072 51.817.746 

Dünya 166.186.665 172.727.422 178.550.941 177.857.045 177.768.543 

 

 
 

Güncel verilere göre dünyada toplam balıkçılık ve su ürünleri üretimi 214 milyon ton 

ile geçmiş yılların en yüksek rakamına ulaşmıştır. 2020 yılında 178 milyon ton su 

ürünleri üretilirken 36 milyon ton ise su bitkileri üretilmiştir. Her ne kadar sektörel 

büyüme oranı düşük olsa da büyüme devam etmiştir. Burada büyümeyi olumsuz 

etkileyen başlıca neden tüm dünyada ektili olan coronavirus (COVID-19) etkili 

olmuştur. Dünyada 2020 yılında kişi başı tüketim ise 20,2 kg/kişi olarak 

gerçekleşmiştir. 2030 yılında ise tüketimin 21,4 kg/kişi olması beklenmektedir. Aynı 

zamanda su ürünleri ve balıçılık üretimi dünyada iyi bir istihdam potansiyeline de 

sahip olup toplam 58 milyon kişiye iş olanağı sağlamıştır. Çalışanların üretimde 

dağılımı ise, %35 kültür üretimi tarafında %65’i de avcılık tarafında istihdam 

edilmektedir. Aynı zamanda toplam çalışanların %21’ini kadınlar oluşturmaktadır [6- 

8]. 

 

Türkiye’de ise son yıllarda her ne kadar kültür balıkçılığı üretimi hızla artsa da balık 

tüketimi istenilen düzeylerde değildir. Kişi başına balık tüketimi 2016 yılında 5,35 
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kg/kişi iken 2021 yılında 6,5 kg/kişi olarak bildirilmiştir [9]. Her geçen gün dünya 

nüfusu hızla arttarken bu artışa paralel olarak nüfusun gerek gıda gerekse gıda dışı 

ihtiyaçları da hızla artmaktadır. Bu nedenle daha kaliteli ve verimli ürün üretimi için 

araştırmalar hızla devam etmektedir. Üretim yaparken birim alan, zaman, maliyet göz 

önünde bulundurularak en uygun üretimi yapmaya çalışılmaktadır. Bu çalışmalar 

kapsamında balık yetiştiriciliğinde üretimi artırmak için bir çok alanda biyoteknolojik 

çalışmalar da yapılmaktadır. 

 

Ülkemizde, Tarım ve Orman Bakanlığı’na ait verilerin, Türkiye İstatistik Kurumu 

tarafından tutulan Su Ürünleri İstatistikleri; 2000 yılından 2017 yılına kadar olan 

veriler incelendiğinde; 2000’li yıllardan sonra düzenli olarak artış gösterdiği 

görülmektedir. Bu verilere göre; yakın geçmiş tarih bilgisi olarak 2017 yılında avcılık 

yolu ile 345.318 ton (322.173 tonu denizel avcılık yolu ile üretim, 32.145 tonu ise iç 

su avcılık yolu ile üretim) iken yetiştiricilik yolu ile 276.502 ton (172.492 tonu 

denizel üretim, 104.010 tonu ise iç sulardaki üretimi ifade etmektedir) olup yıllık 

olarak toplamda avcılık ve yetiştiricilik dâhil 630.820 ton olarak gerçekleşmiştir [10]. 

Dünya su ürünleri yetiştiriciliğinde, yemlenerek üretimi yapılan (entansif ve yarı 

entansif) sucul türlerinin üretimi, yemleme yapılmayan (extansif) sucul türleri geride 

bırakıldığı bildirilmiştir. 

 

Geçen son bir kaç yılda Türkiye’de gerek iç sularda gerek denizel ortamlardaki üretim 

2020 yılında önceki yıla göre bir miktar azalış göstermiş olsa da 2021 ve 2022 

yıllarında üretimde yeniden artış gözlenmiştir. Son TÜİK verilerine Türkiye’de su 

ürünleri üretimi 2021 yılında bir önceki yıla göre %2 oranında artarak 799.851 ton 

olarak gerçekleşmiştir. Dünyada olduğu gibi Türkiye’de de toplam üretimi içerisinde 

avcılıkla yoluyla elde edilen üretim azalırken, yetiştiricilikle yapılan üretimde artış 

gözlenmiştir. Avcılıkla elde edilen üretim 2021 yılında bir önceki yıla göre %10 

düşüşle, 328.165 ton olmuştur. Yetiştiricilik üretimi ise bir önceki yıla göre %12 

oranında artarak 471.686 ton olarak gerçekleşmiştir. Toplam yetiştiricilik miktarı 

içerisinde alabalık (Oncorhynchus mykiss), %35’lik pay ile ilk sırada yer alırken 

bunu levrek (Dicentrarchus labrax) %33 ile ikinci sırada çipura (Sparus aurata) ise 

%28 ile üçüncü sırada yerini almıştır. Su ürünleri üretiminde avcılıktan elde edilen 

ürün miktarının azalıp, yetiştiricilikten elde edilen ürün miktarının artış göstermesi, 

küresel anlamda da üretimin doğru yönelimde olduğu belirtilmiştir [11,9]. 
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Yapılan bir çalışma sonuçlarına göre, Türkiye su ürünleri sektörü genel durumu hakkında 

öngörüde bulunmak ve bir değerlendirme yapabilmek adına, su ürünleri üretim ve dış 

ticaretinin 2000-2018 yıllarına ait zaman serisi verileri kullanılarak, gelecek 5 yıla (2019- 

2023) ilişkin öngörüler sunulmuştur. Buna göre su ürünleri avcılık üretiminde azalmaların 

yaşanmasına karşın yetiştiricilik üretim miktarında artış yaşanacağı muhtemel 

görülmektedir. Üretilen ürünlerin ise ihracat miktarının artış oranının ithalat miktarına 

oranla daha yüksek gerçekleşmesi mümkün olabileceği bildirilmiştir. Bunun 2018 yılında 

%112,9 olan kendine yeterlilik düzeyinin 2023 yılında %119,4’e ulaşması, ithalata 

bağımlılık düzeyinde ise önemli değişimlerin yaşanmayacağı bildirmişlerdir [10]. 

Türkiye’de yetiştiriciliği en fazla yapılan balıkların başında salmonidler gelmektedir. 

Salmonidleri diğer balık gruplarından ayıran en önemli özelliklerinden biri, uzun 

yıllardır yetiştiriliyor olması ve yetiştiricilikle ilgili birçok araştırma yapılmış 

olmasıdır [12]. Ülkemizde kültür balıkçılığı 1970'li yıllarda pasifik kökenli gökkuşağı 

alabalığı ile başlamış olup halen iç sularda üretimi yapılan balık yetiştiriciliği içinde 

ön sırada yer almaktadır [13]. Bugün ülkemizim hemen her bölgesinde gökkuşağı 

alabalığı yetiştiriciliği görülmektedir. Ülkemizde gökkuşağı alabalığı dışında ise yerli 

alabalıklar olarak da bilinen alabalık türleri; karadeniz alabalığı (Salmo trutta labrax), 

dağ alabalığı (Salmo trutta magrostigma), dere alabalığı (Salmo trutta caspius), abant 

alabalığı (Salmo trutta abanticus)’dur [14]. Hastalıklara karşı direncinin yüksek 

olması, elden beslenmeye alışkın olması ve adaptasyon yeteneğinin fazla olması 

gökkuşağı alabalığını yetiştiricilik açısından cazip kılmaktadır. 

 

Küresel anlamda düşünülürse su ürünleri dış ticaretinde Türkiye, önde gelen 

ülkelerden biri olma potansiyeline sahiptir. Bu potansiyele ulaşılabilmesi için 

uluslararası ticarette haksız rekabete yol açmayacak politika araçları ile sektörü 

desteklemesi ve markalaşma çalışmalarını yapması gerekmektedir. Ayrıca, Türkiye’de 

düşük olan su ürünleri tüketiminin artırılması için çalışmaların yapılmasının, sektörün 

büyümesine katkı sağlayacağı düşünülmektedir [15,10]. 

 

1.2 Gökkuşağı Alabalığı Taksonomisi 

 
Toplamda üç alt familyaya ayrılan Salmonidae familyası, Salmoniformes takımının 

tek familyasıdır. Bu familyalardan Thymallinae 11 tür, Coregoninae 82 tür, 

Salmanidae ise 109 türden oluşmaktadır [16-17]. Gökkuşağı alabalığı (Oncorhynchus 
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mykiss) ise (Şekil 1.1), bu familyalar içerisinde Salmonidae familyasının üyesi olup,  

dünyada ve Türkiye’de yaygın olarak yetiştirilen türlerden biridir [17,19]. 

 

İlk defa 1836 yılında Colombia ırmağında Richardson tarafından saptanan gökkuşağı 

alabalığı’na, Salmo gairdneri adı verilmiştir [20-22]. 1988 yılında Pasifik alabalığı ve 

salmonu, Atlantik alabalığı ve salmonundan ayırt edilebilmesi amacıyla 

Oncorhynchus cins adı verilmiş, aynı zamanda Kamchatka alabalığı (Salmo mykiss) 

ile aynı biyolojik tür olduğu kanıtlandığından, tür adı olarak gairdneri yerine mykiss 

adının kullanılması Amerika Balıkçılık Derneği Balık İsimleri Komitesi tarafından 

kabul edilmiştir [22]. 

 

Alem : Vertebrata 

 
Altalem : Pisces 

 
Sınıf  : Osteichtyes 

Takım : Salmoniformes 

Aile : Salmonidae 

Cins : Oncorhynchus 

 
Tür : Oncorhynchus mykiss (Walbaum,1972) 

 

 
Şekil 1.1: Fonksiyonel erkek XX gökkuşağı alabalığı (Oncorhynchus mykiss)’nın 

morfolojik görünümü 
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1.3 Gökkuşağı Alabalığı Morfolojisi 

 
Gökkuşağı alabalığı lateral olarak yassılaşan vücut, kısa ve kalın yapıdadır. Ağız yarı 

elips at nalı görünümündedir. Dil üzerinde, damakta ve çenelerde; sivri, dikene 

benzeyen ince ve aynı zamanda kuvvetli dişler bulunmaktadır. Deriye gömülmüş 

vaziyette bulunan ve deriyi örten sikloit şekilli küçük pullara sahiptir. Yanal çizgi 

balığın yan tarafında boyuna uzanan vücudunun ortasında yer alır. Alabalıkları diğer 

balıklardan ayıran en önemli yapılardan biri balığın dorsal yüzgeci ile kaudal 

yüzgecin arasından bulunan adipöz (yağ yüzgeci) bulunmaktadır. Ayrıca sırt ve 

kuyruk yüzgeçlerinde olmakla beraber başta, vücudun dorsal ve lateral bölgesinde, 

solungaç kapağı üzerinde fazla sayıda küçük, yuvarlak kahverengi-siyah ve yeşilimsi 

beneklerde ayırt edici morfolojik özelliklerdendir [23]. 

 

Baş kısmının üst tarafı ve arka kısmı mavi-yeşil, çelik mavisine yakındır. Vücudun 

kenar bölümleri gümüşi, soluk sarı-yeşilden griye dönen bir renktedir. Karın kısmı 

gümüşü andıran beyaz veya sarıdır. Yine vücut kenarları mavimsi ya da açık pembe 

bir şerit ile çok sayıda küçük lekeler bulundurmaktadır. Yumurtlama zamanı 

geldiğinde anaçlarda renk koyulaşır ve yanal çizgi ise belirgin kırmızı renk alır. 

Renklenme yaşam alanı, boyut ve cinsiyete bağlı olarak farklılıklar göstermektedir.  

Akarsuda yaşayan ve üreyen gökkuşağı alabalığında daha koyu ve yoğun renklenmeler 

görülmekle beraber, gölde yaşayanlarında ise daha açık, parlak renkler mevcuttur. 

Çiftleşme dönemi bazı balıklarda görülen ağız çevresinde tübüller görülmez, fakat  

üreme döneminde erkeklerde alt çene öne doğru uzaması çok belirgin olmakla beraber 

baş kısımlarında ufak renk değişiklikleri oluşabilir [24]. 

 

Vücudun tam ortasında yer alan yanal çizgi boyunca parlak, gökkuşağı renginde 

şeritler yer alır ve üreme döneminde bu şeritler erkeklerde daha dikkat çekici olur. 

Balığın isminin gökkuşağı alabalığı olmasının nedeni, sahip olduğu bu özelliğinden 

kaynaklanmaktadır [23]. 

 

1.4 Gökkuşağı Alabalık Yetiştiriciliği 

 
Gökkuşağı alabalığı Pasifik kökenli olup, yaşadığı bölgeden başka bir bölgeye ilk nakli 

1874 yılında Mr. S. Green tarafından Kuzey Kaliforniya’daki McCloud nehrinden 

Kaledonya (New York)’taki özel kuluçkahanesine olmuştur. Yine ilk olarak Kuzey 
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Amerika dışına transferi ise Mr. J. B. Campbell tarafından 1877 yılında Tokyo'ya 

götürülmesi ile gerçekleşmiştir. 1885 yılında Buckinghamshire (İngiltere)’de Iver 

yakınındaki Delaford kuluçkahanesi ve Stirling (İskoçya) yakınındaki Howietown 

kuluçkahanesine yapılan nakiller Tokyo'ya yapılan nakli takip etmiştir. Kültür 

ortamında yetiştirmeye alınması, 1912 yılında Norveç'te gerçekleşmiştir. Ülkemizde 

Gökkuşağı Alabalığı kültürüne başlanması ise 1969 yılında iç sulardaki havuzlarda, 

1980’li yılların başında kafeslerde 1990’lı yıllarda da deniz kafeslerinde yapılan 

faaliyetlerle hayata geçirilmiştir [22]. 

 

Gökkuşağı alabalığı üretimi ilk olarak doğadan yakalanan balıklardan yumurta 

alınması ve daha sonra suni döllenmesi ile başlamıştır. Orijini Amerika olan bu balık 

1800’lü yıllarda Avrupa'ya getirilmiş ve dünyanın birçok bölgesine üretim amaçlı 

taşınmıştır [25]. Türkiye’de alabalık yetiştiriciliği 1970’li yıllarda başlamış bugüne 

kadar hızla artmıştır. 1990’lı yıllara kadar karada beton ve toprak havuzlarda 

geleneksel alabalık yetiştiriciliği uygulanmıştır. Aynı zamanda bu yıllardan itibaren 

yetiştiricilik alanında istihdam edilecek kalifiye personelin de yetiştirilmesi ile üretim 

hız kazanmıştır [22]. Şu anda ülkemizin hemen her bölgesinde farklı su kaynaklarında 

(kaynak suları, akarsu, baraj, deniz) yetiştiriciliği yaygınlaşmıştır [26]. 

 

Ülkemizde alabalık yetiştiriciliği 1990’lı yıllarda 3000-4000 ton/yıl iken bugün hem 

iç sularda hem denizlerde üretim yapılabilmekte ve 2021 verilerine göre 136.000 

ton/yıl olarak gerçekleşmiştir. 30 yılda 30 kat artmış durumdadır. Yakın gelecekte 

Tarım ve Orman Bakanlığı’nın desteği ve teşviki ile 250.000 ton/yıl 

hedeflenmektedir  [9]. 

 

1.5 Gökkuşağı Alabalığı Üreme Fizyolojisi 

 
Bütün canlılarda olduğu gibi balıklar da yaşamlarını devam ettirebilmek ve 

gelişebilmek için yaşadıkları sucul ortamına adapte etmek zorundadırlar. Doğada 

varlığını sürdürebilmek adına verilen bu mücadelede neslinin devamı için üreme 

hayati önem taşımaktadır. Canlılar bulundukları ortamda üreme faaliyetlerini 

gerçekleştirebiliyorlarsa adapte olduklarının en büyük kanıtıdır [20]. 

 

Alabalıklar üreme mevsime bağlı olarak etkinlik gösterirler. Bu balıklarda normal 

üreme yalnızca yılın belirli bir mevsiminde gerçekleşirken günümüzde fotoperiyot 
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uygulamaları ile yılın hemen her mevsiminde üreme sağlanabilmektedir. Erkek ve 

dişi balıklarda üreme etkinliğin, yumurtadan çıktıktan sonra yeterli vücut gelişimine 

ulaşması, çevresel ve hormonal mekanizmalar ile doğrudan bağlantılıdır. Genellikle 

erkekler (1,5-2 yaş), dişiler (2-3 yaş)’den daha erken cinsel olgunluğa (puberta) 

ulaşırlar [27-28]. 

 

1.5.1 Erkeklerde üreme Fizyolojisi 

 
Spermatozoa, testislerde spermatogenez olarak adlandırılan bir dizi sitolojik 

aşamaların sonucunda sperm ana hücreleri olan spermatogonialardan oluşmaktadır. 

Üreme mevsiminde endokrin sistemin harekete geçmesiyle spermatogoniumlar, mitoz 

yoluyla çoğalıp diferensiye olarak spermatogonia gonositlerini meydana 

getirmektedirler [27]. Spermatozoa, testisler ve kanal sisteminde hareketsiz 

durumdadırlar. Ancak su veya ovaryum sıvısı ile temasa geçince hareket kabiliyeti 

kazanırlar [27-28]. 

 

1.5.2 Dişilerde Üreme Fizyolojisi 

 
Balıklar yumurtlama dönemine kadar yumurtaların gelişimi hipofiz bezinden 

salgılanan gonadotropin hormonu ile düzenlenir. Uygun çevresel ve hormonal şartların 

etkisiyle oluşan impulslar hipotalamusu uyarır. Bu uyarılar sonucunda hipofizden 

salgılanan gonadotropin hormonları kan yoluyla ovaryumlara ulaşır ve yumurtlama 

öncesi ovumların olgunlaşmasını sağlar. Gonadotropinlerin ovum üzerindeki etkisi 

yumurta çekirdeğini mikrofil deliğine yaklaştırır. Bunu ovumun su alarak şişmesi 

ardından çekirdek zarının kaybolması izler. Kromozomlar görünür ve ilk hücre 

bölünmesiyle mayoz başlamış olur. Yumurtanın gelişmesine bağlı olarak yumurtayı 

saran ve yumurtalık duvarına bağlayan folikülün enzimlerle erimesinin ardından 

ovulasyon şekillenir ve olgunlaşmış yumurta balığın karın boşluğuna düşer. İkinci 

mayoz spermanın mikrofilden yumurta içerisine girmesiyle başlar [29-30]. 

 

1.5.3 Yumurta Morfolojisi 

Gerek erkek gerekse dişi balıkların gamet kalitesi yumurta ve yavru balık üretiminde 

çok önemli bir rol oynamaktadır. Üretimde kaliteli gametlerin kullanılması üretimin 



9  

başarı oranını ve verimliliği arttırmaktadır. Balıklarda gamet (yumurta ve sperma) 

kalitesini belirlemede kullanılan birçok kıstas mevcuttur. Biyolojik olarak gamet 

kalitesi, spermin motil olması ve dölleyebilme kapasitesi veya yumurtanın 

döllenebilme ve normal bir embriyoya dönüşebilme yeteneğidir [31]. 

 

Döllenmiş yumurta, ikinci mayoz bölünme sonunda oluşan oosittir. Bu oosit, 

oogenetik sürecin son ürünüdür ve sonuçta ovaryumu meydana getirir. Yumurtanın 

eşgüdümlü birleşimi bazı türler için uzun sürebilmektedir. Bu bağlamda, oogenetik 

süreçte yumurtanın döllenmesine kadar olan ve döllenme sonrası normal bir embriyo  

oluşumuna kadar devam eden süreç çok önemlidir. Bunun yanı sıra yumurta hacminin 

artmasıyla birlikte oluşan yumurta sarısı proteinlerinin oluşumu üzerinde çalışılmış, 

[32-33]. Yumurta sarısı proteinlerinin aynı zamanda, mRNA, protein, vitamin, 

hormonlar gibi birçok bileşen içerdiği tespit edilmiştir. 

 

Döllenmemiş yumurtaların hormonal içerikleri hakkındaki bilgiler yeterli düzeyde 

değildir. Tiroit hormonları [34], cinsiyet steroitleri [35], [36] gibi konularda birden 

fazla çalışma yapılmıştır. Yumurtanın bileşimindeki hormonal durum ile alakalı çok 

sayıda çalışma yapılmış fakat yumurtadaki hormonal fonksiyonların işlevleriyle ilgili 

yapılan çalışmalar yetersiz kalmıştır [37,38]. 

 

 

Şekil 1.2: Gökkuşağı alabalığı yumurtası 
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1.5.4 Sperm Morfolojisi 

 
İlk defa 1677 yılında Johann Ham tarafından görülen ve spermium adı verilen erkek 

germ hücresinin baş, orta parça ve kuyruk olmak üzere üç kısımdan oluştuğu 

saptanmıştır. Baş bölgesi genetik materyalin taşındığı bölüm olup, yumurta ile penetre 

olduktan sonra akromozom yardımıyla yumurtanın mikrofil deliğinden içeri girmesi 

ile döllenme sağlanmış olur. Boyun denilen bölüm ise spermin enerji kaynağıdır. 

Hareket başladıktan sonra yaklaşık 30 sn ile 2 dk kadar hareketli olabilmektedir. 

Kuyruk bölümü ise spermin yol almasına yardımcı olmaktadır [39,38]. 

 

 

 

b 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Şekil 1.3: Gökkuşağı alabalığı sperminin genel görünümü ve yapısı (a), (b); [40,38] 

 

 

 
Kültüre alınan balık üretimi ve yetiştiriciliğinde en önemli faktörlerin başında yumurta 

ve sperm gelmektedir. Bu durum göz önünde bulundurulduğunda, yetiştiricilikte ve 

üretimde kullanılacak damızlık balıkların sperm ve yumurtalarının kalite kriterlerinin 

bilinmesi ve belirlenmesi büyük önem taşımaktadır [41]. Alabalık üretiminde mevsim 

dışı yumurta alımı yapılırken dönüştürülmüş erkeklerden çoğu zaman sperm elde 

edilememektedir. Tamamı dişi veya kısır balık üretimi için cinsiyeti dönüştürülmüş 

erkek spermi kullanılması gerekliliğinden spermin dondurulması gerekmektedir. 

Günümüzde sperm dondurma çalışmaları yapılmakta ve çalışmalar devam etmektedir. 

a b 
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1.6 Alabalık Yetiştiriciliğinde Biyoteknolojik Yöntemler 

 
Su ürünleri yetiştiriciliği, hayvansal gıda üretimi içinde en hızlı büyüyen sektörlerin 

başında gelmektedir. Dünyanın hemen her yerinde güvenilir gıda üretimi ve aynı 

zamanda üretimin de sürdürülebilirliği açısından büyük potansiyele sahiptir. Bu 

bakımdan üretimi verimli hale getirmek için bireylerin cinsiyetinin üreme, büyüme ve 

ürün kalitesi üzerindeki olumsuz etkileri azaltmak veya ortadan kaldırmak ve verimli 

bir şekilde çoğaltılması için çalışılması gerekmektedir. Günümüzde balık cinsiyetini 

ve üreme periyotlarını programlayarak kontrol ederek, ticari olarak önemli türlerde 

araştırmalar yoğunlaşmıştır. 

 

Gökkuşağı alabalıklarında dişi bireylerin erkek bireylere göre daha hızlı büyüdüğü, 

hastalıklara karşı daha dirençli olduğu ve et kalitesinin daha iyi olduğu bilinmektedir. 

Cinsel olgunlukla beraber erkek ve dişi balıkların gelişimlerinde önemli oranda 

farklılıkların olması yetiştiricilikte tamamının dişi bireylerden oluşması zorunlu hale 

geldiğini vurgulamışlardır [42]. 

 

Geçmişte yapılan bilimsel çalışmalarda erkek alabalıkların 2 yaşında cinsi olgunluğa 

ulaştığı, dişi alabalıkların ise nadiren 2 yaşında ama genellikle 3 yaşında cinsi 

olgunluğa ulaştığını bildirmişlerdir. Ancak günümüzde mevsimsel değişimlerinde 

etkisi ile bu süreç her iki cinsiyette de neredeyse 1 yıl öne çekilmiştir. Yani erkek 

alabalıklar yaklaşık 1-1,5 yaşında cinsi olgunluğa ulaşırken, dişi alabalıklar 2-2,5 

yaşlarından cinsi olgunluğa ulaşmaktadır. Alabalıkların doğal üreme dönemi 

sonbahar mevsiminin sonu (Kasım ayı) ile ilkbahar mevsiminin başlangıcı (Mart ayı) 

arasında gerçekleşmektedir. Ancak günümüzde fotoperiyot uygulamaları ile yıl boyu 

yumurta ve sperm alımı yapılabilmektedir. Yumurtadan çıktıktan sonra belirli bir 

vücut gelişimine ulaşması sıcaklık, ışık ve hormonal mekanizma ile doğrudan 

ilişkilidir. Bunun yanında çevresel faktörler balıkların cinsiyet oluşumuna ve cinsel 

gelişimine de etkili olduğunu bildirmişlerdir [43,44]. 

 

Yapılan başka bir çalışmada balıklarda cinsiyeti kontrol etmek amacıyla kullanılan 

temel prensiplere değinmişlerdir. Cinsiyet kontrolü çalışmalarında spesifik olarak 

kullanılan, eksojen steroid hormonları, kromozom manipülasyonu, çevresel 

manipülasyonlar ve cinsiyete bağlı genetik materyaller ile cinsiyeti kontrol 

edilebildiğini bildirmişlerdir [45]. 
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Balıklarda uygulanabilen biyoteknoloik yöntemleri 3 ana başlıkta özetlemişlerdir.  

Bunlar sırasıyla cinsiyet kontrolü, kromozom manipülasyonu ve gen 

manipülasyonudur. Cinsiyet kontrolü yetiştiriciliği yapılacak türün verimi yüksek olan 

erkek, dişi veya kısır olarak dönüştürülmesidir. Kromozom modülasyonunda üstün 

özelliklere sahip bireylerin genetik materyalinin sonraki nesilde devam ettirilmesi için 

ginogenetik, androgentik gibi biyoteknolojik yöntemler kullanılmaktadır. Gen 

manipülasyonunda ise bir bireyden diğer bireye gen transferi ile mümkün olabildiğini 

bildirmişlerdir. Alabalıkların üretiminde genel olarak dişi bireylerin tercih edilmesi ile 

tamamı dişi bireylerin üretilmesi üzerine çalışmalar yapılmış ve günümüzde başarılı 

bir şekilde uygulanmaktadır [46]. 

 

Monoseks üretim, cinsel olgunlukla ilgili birçok önemli sorunu önlediği halde, eğer  

elde edilen bütün dişi ve erkek stoklar olgun hale gelmeden önce elden çıkarılmamış 

ise ilerleyen dönemde cinsi olgunlaşma gelişerek ciddi bir pazarlama sorununu ortaya 

çıkarır. Bu durumu bertaraf etmek için balıklar ya tamamının kısırlaştırılması 

gerekmektedir. Monosex üretimi için ya doğrudan ya da dolaylı yoldan cinsiyet 

dönüşüm uygulamaları gerekmektedir. Eğer cinsiyet değişimi sürecinde 

erkekleştirmeyi sağlamak için ihtiyaç duyulan miktardaki dozdan daha fazla 17α– 

metiltestosteron kullanılırsa balıklarda bir tür kısırlaşma oluşturulur. Örneğin; 

gökkuşağı alabalıklarında 1 kg yeme 30 mg 17α–metiltestosteron absorbe edilerek 110 

gün boyunca beslenildiğinde yüksek oranda kısırlaşma sağlandığı görülmüştür (Emre 

ve ark., 1998). Hormon verilerek kısırlaştırılan balıklarda cinsiyet hormonlarının 

gelişmediği gözlenmiştir. Böylece gonad gelişiminde kullanılacak enerjinin önemli bir 

bölümünün büyümeye sarf edilmesi hedeflendiği bildirilmektedir [47-48]. 

 

Balıklarda monoseks üretimi için yapılan çalışmalar ile doğal yaşam alanlarındaki 

çevresel şartların da balık cinsiyetlerini etkilediği bilinmektedir. Günümüzde sağlıklı 

ve birim alandan daha fazla bireylerin eldesi için biyoteknoloji ve genetik mühendislik 

uygulamalarından yararlanılmaktadır. Biyoteknoloji, su ürünlerinde de birçok farklı 

amaç için uygulanmaktadır. Bunlar; tamamı monosex balıklar, hızlı büyüyen, yem 

değerlendirme oranı, yumurta ve et verimi yüksek bireylerin elde edilmesi şeklinde 

sıralanabilir. Balık yetiştiricileri tarafından bu tekniğin uygulanmasındaki ana amaç,  

üstün özelliklerin ön plana çıkarıldığı bireylerin üretilmesi olduğu bildirilmiştir 

[44,49-50]. 
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Erkeklerin heterogametik olduğunu varsayarak, dişileri dönüştürmek için bir sürecin 

geliştirilmesi üzerine, homogametik bireyleri koşullu olarak çiftleştirerek, tüm dişi 

somon balığı stokları üretmenin alternatif bir yöntem olarak değerlendirmişler. Bunun 

için ilk beslemeden 0-90 gün sonra gökkuşağı alabalığına ve somon balığına 3 mg/kg 

diyet konsantrasyonunda 17α-metiltestosteronun oral yoldan verilmesi, genetik 

dişilerde cinsiyet inversiyonunu indüklediğini ve büyük ölçüde tamamen erkek 

popülasyonlar elde edilmektedir. Somon balığının 30 mg/kg diyet doz oranında 

uygulanması sonucunda ise, erkeklerin gonadları karakteristik filiform görünümüne 

sahip olan ancak spermatogonial gelişimin baskılandığı gözlemlemişlerdir [51]. 

 

Gökkuşağı alabalık yetiştiriciliğine Türkiye'de son dönemlerde biyoteknolojik 

yöntemlerin geliştirilmesi ve kullanılmasına rağmen diğer taraftan geleneksel 

yöntemlerle üretime devam edildiği görülmektedir. Bu nedenle alabalık 

kuluçkahanesinin verimi düşük olduğu ve zamanın gerisinde kaldığı görülmektedir. 

Üretimden verim alınabilmesi için güncel bilimsel çalışmalardan da yararlanılarak 

üretim yapılması kaçınılmazdır. Balıklar üzerine yapılan bilimsel çalışmalar 

göstermiştir ki son yıllarda geliştirilen biyoteknolojik yöntemlerle tamamı dişi, 

tamamı erkek veya steril (kısır) bireylerin eldesi mümkün hale gelmiştir. Bu tür 

çalışmalar ile dönemsel olarak görülen ve üretimi olumsuz etkileyen bazı gelişimlerin 

(üreme aktivitesinin, büyüme, yaşama ve et kalitesi vs) önüne geçerek üretim verimini 

ve kalitesini artırılabileceğini bildirmişlerdir [52]. 

 

Tamamı dişi alabalık popülasyonlarının oluşturulması, ticari su ürünleri yetiştiriciliği 

acısından önemlidir [53]. Dönüştürülmüş dişiler (fonksiyonel XX erkekleştirilmiş 

dişiler, neomaller) bir erkek fenotipi görünümüne sahiptir ancak dişi genotipini (XX)  

devam ettirir. Böylece fonksiyonel erkeklerden üretilen spermler yalnızca X 

kromozomu taşır ve elde edilen çaprazlamalar sonucunda oluşacak bireylerin tamamı 

dişilerden oluşmaktadır [54]. Bu şekilde dönüşümü sağlanan bireyler elde edildiğinde 

dişi somon balıkları bir erkek fenotipi ifade eder ve spermatozoa üretir. Bunun yanında 

fonksiyonel (XX) erkek balıklarda genellikle spermatid kanalları yoktur, sperm 

doğrudan testisten alınır ve bu işlemi gerçekleştirmek için balık disekte edilmesi 

gereklidir [51]. Testiküler meni, ejakülat spermden farklıdır. Normal erkekler sperm 

miktarı az motilitesi yüksek iken dönüştürülmüş erkeklerden alınan sperm miktarı ve 

sperm konsantrasyonu daha yüksek, ancak sperm motilitesi daha düşüktür [55-56]. 
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Son yıllarda balıkların steroid hormonlarla beslenmesi, birçok araştırıcının ilgi odağı 

olmuştur. Bu hormonların androjen erkek cinsiyet hormonunu (testosteron), 

östrojenler ise dişi cinsiyet hormonlarını (oestrodial, oestriol, oestrone) içermekte ve 

hayvanların cinsiyet oluşumunu etkilemektedir. Gonadal farklılaşmadan önce 

verilmesi durumunda cinsiyeti tamamen değiştirilebilmektedir [57]. Birçok balık 

türünde uygulanan biyoteknelojik yöntemler ile cinsiyet kontrolü yapılabilmektedir.  

Özellikle alabalık yetiştiriciliğinde tamam dişi bireyler tercih edilmektedir. Çünkü 

erkek bireylerin yaklaşık bir yaşlarında cinsel olgunluğa ulaşmaktadır. Bu durum 

balıkların büyümelerinin yavaşlaması, et kalitesindeki lezzet kaybı, yem 

değerlendirme düşüş gibi nedenlerden dolayı üreticiler tamamı dişi bireylerin 

üretimine yönelmişlerdir [58]. 

 

Su ürünleri üretimine gelecek yıllarda besin ihtiyacının karşılanmasında üretim 

sistemleri içinde en büyük potansiyele sahip olacağı ön görülmektedir [59]. Bu 

potansiyelin zaman içerisinde ortaya çıkmasında biyoteknolojik yöntemlerin önemli 

bir yeri olduğunu bildirmiştir [60]. 

 

Hızla artan dünya nüfusu, bilim adamlarını yaşam için gerekli kaynaklardan daha 

verimli yararlanma olanaklarını araştırmaya yöneltmiştir. Hayvancılık sektöründe 

vazgeçilmez öneme sahip olan reprodüksiyon biyoteknolojisi; suni tohumlama, in- 

vitro fertilizasyon, gen transferi ve klonlama gibi birtakım yenilikleri kapsamaktadır. 

Bu teknikler arasında en etkin ve yaygın olanı, değerli erkek gamet hücrelerinin 

dondurulması ve dişi hayvanların sun’i yolla tohumlanması esasına dayanan suni 

tohumlama biyoteknolojisidir [61]. 

 

Su ürünleri üretiminde erkek ve dişi gametlerin kalitesi birinci derecede rol 

oynamaktadır. Doğal ortamda veya kültür şartlarında bulunan balıkların gamet 

kalitesi birçok çevresel faktör tarafından etkilenmektedir. Biyolojik olarak gametin 

kalitesi; spermanın dölleyebilme, yumurtanın da döllenebilme ve ardından döllenmiş 

yumurtanın normal bir embriyoya dönüşebilme yeteneği olarak tanımlanmaktadır 

[31]. 

 

Balık spermatozitleri; spermium adı verilen germ hücrelerinden oluşur. Sperma baş 

bölümü, orta bölüm ve kuyruk bölümü olmak üzere üç bölüme ayrılmıştır. Baş 

bölümü; karşıdan bakıldığında oval, yandan bakıldığında ise armut şeklinde 
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görünmektedir. Alabalık spermatozoon’unun boyu 2 mikrondur. Baş kısmı ovoid 

yapıda olup, akrozom bulunmaktadır. Orta bölüm; baş ve kuyruk arasında kalan 

bölümdür, spermanın hareketini sağlayan enerji bu bölümden karşılanır. Kuyruk 

bölümü ise; spermanın ince uzun ve son kısmını oluşturur, bu bölümün yılankavi 

hareketleri sayesinde spermanın yol almasını sağlar [38]. 

 

Sperma ve spermatozoanın plazmasını oluşturan maddeler, balığın türüne, yaşına,  

ırkına ve çevre koşullarına bağlı olarak değişim göstermektedir. Genellikle hücreden 

sperma plazmasına magnezyum ve potasyum, sperma plazmasından da hücreye 

sodyum ve kalsiyum minerallerinin geçtiğini bildirmişlerdir. Seminal plazmanın 

bileşimi ise türlere göre küçük farklılıklar göstermekle beraber Na, K, Cl, şeker ve 

protein başlıca komponentleridir. Balık spermasının pH’sı 7.0- 8,3 arasında değişim 

gösterebilmektedir [27,62]. Spematozoada ise deoksiribonükleikasit 

mukopolisakkarid, aldehidrogenik lipid, keratin-protein, enzim ve koenzimler önemli 

bir yer tutar [38]. 

 

Alabalık spermatozoitlerinin en önemli özelliği erkeğin genital kanalında motil 

olmamasıdır. Bunun başlıca nedeni seminal plazmada bulunan K+ iyonudur [43]. 

Spermatozoanın suda aktif olduğu peryot oldukça kısadır ve su sıcaklığına bağlı olup 

30 saniye ile 2 dakika arasında değişim göstermektedir. Spermanın motilite süresinin 

tayininde aktivasyon çözeltisinin ilavesinden sonra ışık mikroskobunda aynı 

koşullarda ve aynı kişi tarafından bakılarak ölçülmüştür [63]. 

 

Biyoteknolojik çalışmalara her gün yenisi eklenmektedir. Balıkçılık açısından gerekli 

ve önemli konulardan biri de sperm dondurmadır. Bu çalışmaların sonucunda 

verimli, sağlıklı, et kalitesi yüksek, yem değerlendirme oranı iyi, hastalıklara karşı 

dirençli ve üstün niteliklere sahip hatların geliştirilmesi ve üretilmesi sağlanacaktır. 

Bu nedenle biyoteknolojik uygulamalar yapılırken uygulanacak yönteminde 

zamanlaması önemlidir. Örneğin balık sağlığı açısından aşılamanın, mevsim dışı 

üretim (yumurta ve sperm alımı) için fotoperiyot döneminin planmalarına dikkat 

edilmelidir. 

 

Anaç balıklardan yumurta ve sperm alınmadan önce balıkların stres yaşaması ve sağım 

sırasında zarar görmemesi için anestezi ile sakinleştirilmesi gerekmektedir. Balıkların 

sakinleştirilmesinde kimyasal ve bitkisel anesteziler kullanılmaktadır. Kimyasal 

anestezilerin başında yaygın olarak fenoksiethanol tercih edilmektedir. Ancak 
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kimyasal anestezilerin kalıntıya neden olması sebebiyle bitkisel kökenli anestezilerin 

(lavanta, karanfil yağı) kullanımı tavsiye edilmektedir [64-65]. 

 

1.6.1 Spermin Dondurulması 

 
Normal şartlarda bir hücrede donma anında gerçekleşen en önemli olay, hücre içi 

sıvılarda oluşan kristalleşmedir. Bu olay neticesinde hücrelerde önemli pH 

değişiklikleri, hücre dehidrasyonu ve geniş buz kristallerinin şekillenmesi gerçekleşir. 

Bu olumsuz durumlar ise hücrede enzimatik reaksiyonların bozulmasına ve hücrenin 

membransal yapılarında yapısal ve fonksiyonel değişikliklere yol açabildiğine 

değinmişlerdir [66]. 

 

Spermatozoonun plazma membranları, akıcı mozaik tarzında düzenlenmiş protein,  

glikoprotein ve glikolipitler içeren iki sıralı fosfolipit katmanından oluşmuştur. Bu 

yapılar termodinamik özellikte ve yaklaşık %65-70 oranında doymamış 

fosfolipitlerden (yağ asitlerinden) oluşmaktadır. Fosfolipitler tipik olarak alışılagelmiş 

ester bağlantıları yerine eter bağlantılı yağ asitleri içeren plazmalojenler ile birlikte 

farklı bir yapılandırma oluştururlar. Fosfolipitlerin büyük bir kısmı, çoklu doymamış 

bir esansiyel yağ asidi olan dokosaheksaenoik asit (DHA) yan zinciri içerir. Bu da 

membran akışkanlığını ve yapısal değişkenliğini etkileyebilir [67]. 

 

Spermatozoonun membransal yapıları (plazma membranı, dış akrozomal membran ve 

mitokondriyal membran) dondurma ve çözdürme işlemlerine karşı son derece 

duyarlıdır. Sperm plazma membranındaki lipitlerin fiziksel faz durumu sıcaklık 

değişimlerine karşı tepki verir. Önemli sıcaklık düşüşleri, membransal yapıların 

içeriğinin dönüşümsüz olarak faz değişimine uğramasına, diğer bir ifadeyle sıvı fazdan 

jel fazına geçmesine neden olmaktadır. Şekillenen faz değişimi ise membran içi 

enzimlerin kinetiğinin değişmesine sebep olarak hücre membran dengesinin 

bozulmasına yol açar. Dondurma ve çözdürme işlemleri sırasında ortaya çıkan bu 

durum, spermatozoon hücresinin membransal yapılarının hasar görmesine ve 

fonksiyonel yapılarının bozulmasına neden olarak hücrenin ölümüne yol açabilen 

çeşitli stres unsurları oluşturduğunu bildirmişlerdir [68-69]. 

 

Dondurma ve çözdürme işlemleri sırasında ortaya çıkan ani sıcaklık değişikliklerine 

bağlı olarak spermatozoonlar üzerinde meydana gelen bu zararlı etkileri önlemek 
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amacıyla sperma sulandırıcılarına bazı kimyasal maddeler ilave edilmektedir. Bu 

maddelere “Kriyoprotektan Maddeler” adı verilir. Bu alanda yaygın olarak kullanılan 

ve hücre içerisine girerek etkisini gösteren en önemli madde gliseroldur [70]. 

Sulandırıcılara katılan gliserol, spermatozoonlar içerisine girmek suretiyle hücre 

içerisindeki suyun kısmen dışarı çıkmasını sağlar. Bu sayede bulunduğu ortamın 

donma noktasını düşürerek (antifriz etki oluşturarak) dondurma işlemi sırasında geniş 

buz kristallerinin şekillenmesini en az düzeye indirgediğini bildirmişlerdir [71]. Bir  

kriyoprotektan olarak gliserolün keşfedilmesi, spermanın dondurulması alanında bir  

devrim niteliğinde önem taşımaktadır. Bu keşif sayesinde yapılan başarılı dondurma 

çalışmaları, suni tohumlamanın saha şartlarında yaygınlaşması alanında oldukça hızlı 

bir ilerleme kaydedilmesini sağlamıştır [72]. 

 

Başka bir çalışmada yine gliserolün hücre içerisine girişi esnasında hücre 

membranında oluşturduğu yapısal değişiklikler, katılan gliserol oranına bağlı olarak 

değişen derecelerde hücre membranında hasar oluşabilmekte, ayrıca hücre içi ve hücre 

dışında oluşan ozmotik stres nedeniyle belli oranlarda membran geçirgenliği 

bozulabildiği bildirmektedir. Buna ilaveten, spermaya gliserol ilave edilmesinin, 

birçok hayvan türünde farklı düzeylerde akrozomal bozukluklara neden olduğu ve 

akrozom reaksiyonunun başlamasını hızlandırması nedeniyle spermatozoonların 

fertilizasyon kapasitesinin azalmasına yol açtığı bildirilmiştir [73]. 

 

Ancak oluşan bu etkinin şiddeti ve zarar derecesi türler arasında önemli farklılıklar 

göstermektedir. Bu durum, özellikle türler arasında kriyoprezervasyon sonrası 

gözlenen başarı oranlarını önemli derecede etkilediğini bildirmiştir [66]. 

 

Dondurma ve çözdürme işlemleri yapılırken spermatozoon membranlarının hem 

soğuma hem de ısınma sırasında faz geçişlerine uğraması olası bir durum olup sonuçta 

hücrede değişen oranlarda soğuk şoku gelişmektedir. Bu durum, çözdürme sonrası 

elde edilen motilite oranlarını negative yönde etkilediği bildirilmiştir [74]. Sperm 

kriyoprezervasyon yalnız su ürünleri yetiştiriciliği için değil, aynı zamanda doğal 

kaynakların korunması ve canlıların genetik olarak da geliştirilmesi için çalışılması 

gereken alanlardan biri olduğunu vurgulamışlardır. Bu bakımdan, öncelikle ticari 

değeri yüksek türlerden olan alabalık (Oncorhynchus mykiss), sazan (Cyprinus 

carpio), zebra (Danio rerio) gibi balıklarının sperm dondurma çalışmaları yapılırken, 

son zamanlarda deniz balıklarında mersin balığı (Acipenser baerii), çipura (Sparus 
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aurata) gibi balıkların da sperm dondurma çalışmaların yapıldığını bildirmişlerdir 

[75]. 

 

1.6.2 Sperm muhafazası 

 
Sperm muhafaza çalışmaları 1945’de bildirildikten sonra birçok memeli türünde 

başarılı bir şekilde uygulanmaktadır. Spermatozoitlerin sıfırın altındaki sıcaklıklarda 

dondurulması ve yine sıfırın altında sıvı azot içerisinde saklanması şeklinde 

yapılmaktadır. Dondurulma ve çözdürme sonrası fertilitesinin en yüksek olması için 

uygulama koşullarının en iyi şekilde olması gerekmektedir. Dondurma sırasında 

uygun prosesin uygulanması hücre içi kristalleşme önlenerek çözdürme sırasında 

hücrenin parçalanmasının da önüne geçilmiş olacaktır [76]. 

 

Sperm hareketliliği, spermin hücresinin aktif olarak yumurta hücresine ulaşmasını ve 

nüfuz etmesini sağlayan önemli bir işlevidir. Balıklarda iç ve dış döllenme 

görülmektedir. Bazı balıkların cinsel aktivitesi genellikle mevsimseldir ve döllenme 

vücut dışında gerçekleşir. Sperm, gonadlarda bir kez farklılaştıktan sonra, serbest 

bırakılıncaya kadar orada tamamen hareketsiz kalır. Seminal plazma içerisinde 

bulunan iyon konsantrasyonları gibi çeşitli parametreler; potasyum (K), sodyum 

(Na), kalsiyum (Ca), ozmotik basınç, pH ve sıcaklık motiliteyi etkilemektedir. Bu 

faktörlerin sperm üzerindeki etkilerini incelemek ve yapay döllenmeyi sağlamak 

adına dondurarak saklamayı sağlayacak çalışmaların yararlı olacağını bildirmişlerdir 

[77]. 

 

Gelişen teknoloji sayesinde uzun süreli ve kısa süreli dondurma işlemi yapılarak, elde 

edilen materyaller istenilen zamanda ve yerde kullanılabilmektedir. Her iki yöntemde 

de spermanın yaşamsal fonksiyonlarını saklama ısısı, soğutma hızı, sulandırıcının 

kimyasal bileşenleri ve kullanılan kriyoprotektif maddeler belirler. Kısa süreli 

saklama yöntemi, spermayı sulandırdıktan sonra 5 ºC gibi düşük ısılarda birkaç 

saatten birkaç güne kadar saklama esasına dayanan bir metottur. Bu yöntem ile 

sperma yaşamsal aktivitesini ancak 7-8 gün koruyabilmektedir. Sperm dondurma 

yöntemi ise spermanın daha düşük ısılarda saklanması temeline dayanır. Hücreyi 

soğuk şokunun etkilerinden koruyan kriyoprotektif maddelerle sulandırılan sperma, 

uygun saklama koşullarında muhafaza edilirse motilite ve fertilitesi yeteneğini 

yıllarca korunabildiğini bildirmişlerdir [78-79]. 
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1.7 Sperm Dondurmada Kullanılan Kryoprotektanlar 

 
Üreme hücrelerinin dondurulmasında kullanılan hücre koruyucu maddeler 

(kryoprotektanlar) düşük sıcaklık şoku ve donma sırasında oluşabilecek istenmeyen 

hasarlara karşı dondurulan hücreyi koruma sağlayacağını bildirmişlerdir. Aynı 

zamanda kryoprotektanların hücrede oluşturabilecek zararlı etkiye sahip olmaları, 

kryoprotektan maddeler üzerinde yapılan çalışmaları yoğunlaştırmış, dondurma 

işlemlerinde kullanılan eksternal kryoprotektanlarla, toksik etkiler azaltılmaya 

çalışılmıştır. Kryoprotektanların optimum kullanım doz oranları türe özgü olmakta ve 

bazı hücre membran parametrelerinin bilinmesi gerektiğini bildirmişlerdir. 

Dondurulan ve sonrasında çözdürülen hücrelerin fizyolojik ve fonksiyonel 

özelliklerinin anlaşılması ile kryobiyolojik çalışmalarda gelişme sağlanmıştır [80]. 

 

Kısa süreli muhafaza tekniği ile farklı sulandırıcılar (Glukoz, Ringer solusyonu) ile 

kullanılarak 4ºC’de 48 saat süreyle saklanabilmektedir [81]. Uzun süreli saklama 

işleminde ise önemli katkı maddeleri; albumin, lesitin, yumurta sarısı ve 

kryopropektanlar kullanılmaktadır. Bunlardan en fazla tercih edilen DMSO 

(Dimetilsülfoksit), DMA (Dimetil asetamid), gliserol, glikoz, propilen glikol ve etlien 

glikol’dür [82-84]. 

 

Dimetilsülfoksit, kimyasal olarak bir polar kök etrafında iki apolar baştan oluşan 

amfipatik bir bileşiktir. Bu özellik DMSO’ya hem sıvı hem de organik medyumlarda 

çözünme imkânı sağlamaktadır. Yapılan bir çalışmada alabalık spermasında çözüm 

sonu en yüksek motilite oranı, sulandırıcıya %10-15 oranında ilave edilen DMSO ile 

tespit edilmiştir [85]. Yumurta sarısında bulunan düşük yoğunluğa sahip fosfolipitler 

spermatozoa yüzeyine bağlanmakta ve hücresel adenilat siklazı aktive ederek 

kriyoprotektif etki göstermektedir. Birçok araştırmada lipozomlardan elde edilen 

fosfolipitlerin koruyucu etkileri araştırılmış olup, türe göre koruyucu etkili fosfolipit 

kaynakları olduğu bildirilmiştir [86-87]. 

 

Dondurulduktan sonra çözdürme işlemi, sperm hücrelerinin bulunduğu payet veya 

pelletlerin 5-30 ºC sıcaklık aralığındaki su banyosuna farklı sürelerde daldırılması 

suretiyle uygulanan bir işlemdir [85]. Çözdürme işleminin hızlı yapılması ve kısa süre 

içerisinde kullanılması önemlidir [88]. Dondurulmuş spermanın aktive edilmesinden 

10 sn sonra taze sperma ile dondurulmuş spermanın motilitelerinin bir birine yakın 
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olduğu ancak motilite süresinin taze spermada 50 sn iken dondurulmuş spermada 40 

saniye kadar olduğu bildirilmektedir [89]. 0,5 ml (8-9x109 sperma/ml) spermanın 

dondurulup çözdürülmesi ile yaklaşık 2400-3200 adet yumurtanın döllenmesi 

(1:0,25x106 yumurta: sperma) beklenmektedir. 

Uzun süreli muhafazası düşünülen sperm örneklerinin kış mevsiminde (sonbahar sonu 

ve ilkbahar başlangıcı) alınmasına dikkat edilmelidir. Bu görüş aynı zamanda cinsiyeti 

dönüştürülmüş fonksiyonel erkekler (XX) için de geçerlidir. Farklı zamanlarda 

balıklardan alınan ve kriyoprezerve edilmiş spermanın kalitesini karşılaştırmışlar. 

Cinsiyeti dönüştürülmüş dişilerden kış ve ilkbaharda alınmış spermaların kalite 

parametreleri arasında ciddi farklar gözlemlemişlerdir. Çözülme sonrası sperm 

motilitesi ilkbaharda toplanan sperma miktarı son derece düşük (%1-6) kış dönemi ise 

(%18-29) olarak bildirilmiştir. Ayrıca, kışın dondurulan spermlerin, ilkbahardan 

gelenlere kıyasla önemli ölçüde daha yüksek dölleme kabiliyeti vardı. Bu sonuçlar,  

mevsimselliğin kriyoprezervasyon başarısını etkilediğini açıkça göstermiştir. Bu 

nedenle kriyoprezervasyon işleminin her zaman kış mevsiminde elde edilen sperma 

ile yapılması gerektiğini bildirmişlerdir [90-91]. Sperm dondurma yaygın olan ve 

sıklıkla kullanılan kryoprotektanlar; yumurta sarısı, dimetil sülfoksit, glikoz ve gliserol 

başlıcalarındandır. 

 

1.7.1 Yumurta Sarısı 

 
Spermanın sıfırın altında sıcaklıklarda soğutulması sırasında oluşabilecek soğuk 

şoku, spermin hareketlilik süresini geri dönülmez bir şekilde kayıplara ve azalmasına, 

hücre içi enzimlerin hücre dışına sızmasına yol açacağını bildirmişlerdir. Bu nedenle 

olası soğuk şokunun zararlı etkilerine karşı sperma hücrelerinin korumasın için ve 

ucuz bir koruyucu olmasından dolayı yumurta sarısı yaygın olarak sperma 

sulandırıcılarına ilave edilmektedir [92]. 

 

1.7.2 Dimetil Sülfoksit (DMSO) 

 
Dimetil sülfoksit (DMSO), kimyasal madde olarak amfipatik bir bileşiktir. 

DMSO’nun bu özelliği hem sıvı hem de organik ajanlarda çözünme imkânı 

sağladığını bildirmişlerdir. Daha önce yapılan çalışmalardan insan, hayvan ve balık 

sperm dondurma işlemlerinde başarılı bir şekilde kullanılmış ve olumlu sonuçlar elde 
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edildiği tespit edilmiştir. Sperm dondurmada kullanılan sulandırıcılara farklı 

oranlarda ilave edilerek DMSO’nun etkileri araştırılmıştır. Yapılan bir çalışmada ise 

alabalık spermasında dondurulduktan sonra çözdürülmüş ve en yüksek motilite oranı, 

seyrelticiye %10-15 oranında katılan DMSO’da gözlendiğini bildirmişlerdir [85,93]. 

 

1.7.3 Glikoz 

 
Diğer bir kryoprotektan olan glikoz, sakkaritlerden olup sükroz, trehaloz ve raffinoz 

bu gruba girmektedir. Sakkaritler, hücre sıvısının kristalleşmesini engellemek için 

hücrede dehidrasyon oluştururlar. Şekerler spermin donma ve çözüm esnasında 

oluşan hücre membran zararına karşı, membrandaki fosfolipitlerle etkileşime girip 

subsuratum artışı sağlayarak koruma sağlamakta ve çözüm işlemi sırasında sperm 

hücrelerinin ozmotik şoka girmesini önlediğini bildirmiştir [85]. 

 

1.7.4 Gliserol 

 
Hücrenin dondurulması sırasında kristalleşmeyi önlemektedir. Gliserol yüksek 

oranda hidrofilik yapıya sahip bir poliol bileşiğidir. Hücrenin donma sıcaklığını 

düşürmesi ve donma esnasında pH değişlikleri nedeni ile kimyasal yapısındaki C/OH 

oranının eşit olması gliserolun sperm hürcesi kristalleşmelerini en aza indirerek 

kırılmaların önüne geçilmesine olanak sağladığını bildirmiştir [85]. 

 

Ülkemizde ve dünyada yakın gelecekte su sıkıntılarının olabileceği öngörülerek 

kaynak sularının daha dikkatli ve verimli kullanılması açısından su ürünleri üretiminin 

yanında diğer hayvansal ve bitkisel üretim alanlarında da biyoteknolojik çalışmalarla 

birlikte farklı üretim teknikleri geliştirilmesi gerekmektedir. 

1.8 Sperm Dondurmada Antioksidanların Önemi 

 
Seminal plazma, içerdiği potasyum (K), kalsiyum (Ca), magnezyum (Mg), klorür (Cl) 

gibi antioksidan etkili maddeler ile sperm hücrelerini oksidatif strese karşı korur. 

Sperm hücrelerinin DNA’sı ise oksidatif strese karşı kendisinin güçlü yapısı ve 

seminal plazmada bulunan antioksidan maddeler tarafından korunmaktadır [94]. 

 

Sıfırın altındaki düşük sıcaklıklarda sperm hücresini koruyan antioksidatif savunma 

mekanizmaları, β-karoten, indirgenmiş glutatyon [(GSH) glisin, sistein ve glutamik 
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asit] gibi bazı vitamin ve kimyasal maddeler ile enzimlerden oluştuğunu 

bildirmişlerdir. Bunların yanında E vitamini, yapısındaki fenolik hidroksil grubundan 

dolayı güçlü bir antioksidan özellik gösterdiğini ve zincir kırıcı antioksidatif etkinliği 

ile membran fosfolipitlerinde bulunan PUFA’yı da serbest radikal hasarından koruyan 

mekanizma olduğunu bildirmişlerdir [95-96]. 

 

Balık spermi kriyoprezervasyonu günümüzde başarılı bir şekilde yapılabilmektedir. 

Uygulama sırasında spermin hücre yapısında oluşabilecek hasarların çözüm 

sonrasında sperm motilitesini, motilite süresini ve buna dayalı olarak larvaların 

yumurtadan çıkma oranlarını olumsuz yönde etkiler. Bu çalışmada, propolisin, 

Cyprinus carpio sperminin dondurularak muhafaza edilmesi ve çözdürme sonrası 

dölleme yeteneği üzerine etkisinin olup olmadığını araştırmışlardır. Bugüne kadar 

balık sperm dondurulması konusunda birçok çalışma yapıldığını ancak daha önce 

sulandırıcılara propolis ilave edilmediğini bildirmişlerdir. Sulandırıcılar, farklı 

oranlarda propolis (0,2, 0,4, 0,6, 0,8 ve 1 mg/ml) ve %10 yumurta sarısı (propolissiz 

kontrol olarak) ile %10 Me2SO ilave edilmiş ve yeniden düzenlenmiş Kurokura 

solüsyonu kullanılarak hazırlamışlardır. Spermler sulandırıcılarla 1:9 oranında 

seyreltilerek dondurulma işlemi yapılmıştır. Dondurularak muhafaza edilen sperm 

örneklerinin hareketlilik yüzdesi ve süresi ile dölleme testleri çözündürüldükten sonra 

yapılarak elde edilen verileri taze sperm sonuçları ile karşılaştırmışlar. Propolis içeren 

sulandırıcılar, kontrol grubuna göre daha yüksek yüzde hareketlilik ve hareketlilik 

süresi sergiledi (P < 0.05). Özellikle dördüncü grup olan 0,8 mg/ml ve beşinci grup 1 

mg/ml çözdürüldükten sonra hem motilite hem de döllenme oranını olumlu yönde 

etkilediğini ve propolisin balık spermasında uygun bir kriyoprotektif ajan olarak 

kullanılabileceğini bildirmişlerdir [97]. 

 

Antioksidanlar etki mekanizmasına göre iki türlüdür. Birinci grupta, otooksidasyon 

zincirini kırarak oksidasyonu geciktiren antioksidanlar bulunur ki bunlara primer  

antioksidanlar denir. İkinci gruptakiler ise sekonder antioksidanlar olup oksidasyonun 

başlamasını engelleyen antioksidanlardır. Kimi antioksidanlar ise birden fazla etki 

mekanizmasına sahip olduklarından çok fonksiyonlu antioksidanlar olarak 

adlandırıldığını bildirmiştir [96]. 

 

Tüm canlıların temel besinleri içerisinde esansiyel mineraller ve vitaminler vardır. Bor 

minerali de organizmalar için temel bir besin maddesi olarak gerekliğini 
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vurgulamışlardır. Ancak belirli dozların üstünde alınması da toksik olabilir. Yapılan 

bu çalışmada ilk kez bor’un balık sperm hareketliliği üzerindeki etkileri araştırılmış ve 

balıklardan alınan sperm örnekleri sıvı azotta dondurularak saklanmıştır. Bor’un 

sperm yapısını ve kalitesini kriyoprezervasyondan nasıl etkilendiğini tespit etmeye 

çalışmışlardır. Çalışmada 12 olgun erkek Japon balığı (Carassius auratus) 

kullanılmıştır. Balıklar 45 gün boyunca 1 mg, 5 mg ve 10 mg bor içeren yemlerle 

beslenilmiştir. Diğer taraftan başka bir grubta ise, balıklar 1 mg/L, 10 mg/L ve 20 mg/L 

bor içeren akvaryumlarda tutulmuştur. Daha sonra taze ve dondurularak saklanan 

örneklerde, sperm motilite sürelerini belirlemişlerdir. Kriyoprezervasyondan sonra, 

elde edilen sonuçlara göe 5 mg/kg yem uygulanan gruptan alınan sperm örnekleri 

bor’un sperm soğuk şoklara karşı korunabileceğini bildirmişlerdir [98]. 

 

Yaptıkları bu çalışmada, bütillenmiş hidroksitoluenin (BHT) Cyprinus carpio 

spermlerinin dondurularak muhafaza edilmesi üzerine etkilerini araştırmışlardır. BHT, 

farklı hayvan türlerinin spermlerinin dondurularak saklanmasında yaygın olarak 

kullanıldığını bildirmişlerdir. BHT kullanılan spermlerin dondurulurken ve 

çözülürken spermi koruduğunu belirlemişlerdir. Bu katkı maddesi daha önce balık 

spermi dondurulmasında kullanılmamıştır. Bu çalışmada sazan (Cyprinus carpio) 

spermleri modifiye edilmiş Kurokura sulandırıcı, %10 DMSO ve 0,0001, 0,001, 0,01, 

0,1, 1,0, 2,5, 5,0 ve 10 mM BHT içeren %10 yumurta sarısından oluşan bir sulandırıcı 

ile karıştırılmış ve sıvı azot buharı içerisinde dondurulmuştur. Çözdürüldükten sonra 

motilte oranı, motilite süresi döllenme oranı kontrol grubu ile karşılaştırılmış ve en iyi 

sonucun 0,1 ve 0,001 mM BHT dozlarında olduğunu gözlemlemişlerdir. BHT'nin 

sperm balık spermi dondurulmasında ve muhafaza edilmesinde kullanılabileceğini 

bildirmişlerdir [99]. 

 

Reaktif oksijen türleri (ROS), normal hücresel metabolizmanın ve hava kirleticileri 

veya sigara dumanı gibi çevresel faktörlerin bir sonucu olarak canlı organizmalar 

tarafından üretildiğini bildirmişlerdir. ROS oldukça reaktif moleküllerdir ve 

karbonhidratlar, nükleik asitler, lipidler ve proteinler gibi hücre yapılarına zarar 

verebilir ve işlevlerini değiştirebileceğini bildirmişlerdir. Oksidanlar ve antioksidanlar 

arasındaki dengenin oksidanlar lehine değişmesine "oksidatif stres" denir. İndirgeme 

ve oksitleme (redoks) durumunun düzenlenmesi, hücre canlılığı, aktivasyonu, 

çoğalması ve organ işlevi için kritik öneme sahip olduğuna değinmişlerdir [100]. 
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Yapılan bu çalışmada amino asitlerin, sperm dondurulması sırasında hücrenin zarar 

görmemesi açısından önemli bir biyolojik işleve sahip olduğunu bildirmişlerdir. Sazan 

(Cyprinus carpio) sperminin dondurulduktan sonra, sisteinin maddesinin çözülme 

sonrası sperm hareketliliği, DNA hasarı ve yumurtayı dölleme oranları üzerindeki 

etkilerini belirlemeye çalışılmışlardır. 10 balıktan alınan spermler, farklı sistein dozları 

(2,5, 5, 10 ve 20 mM) içeren sulandırıcılarda dondurularak saklanmıştır. Sperm: 

sulandırıcı 1:9 oranında seyreltildikten sonra dondurulmuştur. Sulandırıcı sperm 

karışımı 0,25 ml'lik payetlere doldurulmuş ve sıvı nitrojen buharında bekletilerek 

dondurulmuş ve sıvı nitrojende daldırılarak muhafaza etmişlerdir. DNA hasarı, 

kriyoprezervasyondan sonra kuyruklu yıldız tahlili ile değerlendirildi. Elde edilen 

sonuçlar, sisteinin adi sazanda (Cyprinus carpio) sperm motilite hızı ve süresinde 

önemli bir artış sağladığını bildirmişlerdir P < 0.05). Tüm çalışılan doz grupları 

içerisinde ise en iyi sonucu 20 mM’da olup çözülme sonrası motilite (%76,00± 1,00) 

ve döllenme (%97.00 ±1.73) oranları tespit etmişlerdir. Aynı zamanda sistein 

döllenme ve yaşam oranlarını da artırdığını, DNA hasarını da azaltıcı etkisi olduğunu 

bildirmişlerdir [99]. 

 

1.9 N-(2-Merkaptopropionil)-Glisin (MPG) 

 
N-(2-Merkaptopropionil)-Glisin (MPG) indirgeyici ve karmaşık bir tiyoldür. MPG 

serbest bir merkapto grubu ile birlikte yaygın olarak kullanılan bir antioksidandır. Bazı 

raporlar, serbest radikallerden hücre zarı hasarını önleyen serbest radikal önleyici 

olduğunu göstermiştir. MPG, çeşitli hastalıkların tedavisinde yaygın olarak 

kullanılmaktadır [101-102]. MPG, olası bir antidot olarak diğer sülfidril bileşiklerine 

göre birçok avantaja sahiptir ve çeşitli karaciğer hastalıkları, nefrotoksisite ve sistin 

ürolitiyazisi tedavisinde klinik olarak kullanılmaktadır [103,101-102]. Şimdiye kadar, 

MPG klinik kullanımda çok az yan etkiye neden olmuştur. Hayvanlarda ve insanda 

gerçekleştirilen önceki çalışmaların aksine, balıklarda MPG ilavesinin sperm 

kryoprezervasyonundan sonra hücreleri nasıl etkilediği ile ilgili herhangi bir çalışma 

yapılmamıştır. Şimdiye kadar sadece [104]. Aktivasyon solüsyonuna MPG ilave 

etmişler, artan MPG konsantrasyonlarının [0 mM (Kontrol), 0,25 mM, 0,5 mM ve 1 

mM] gökkuşağı alabalığı (O. mykiss) sperm motilitesi ve süresi üzerindeki etkilerini 

değerlendirmişler ve 0,25 mM’de motilite yüzdesi (%91,80±6,42) ve süresindeki 
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(29,40±5,86 sn) artışların istatistiksel olarak anlamlı olduğunu bildirmişlerdir 

(p<0,05). 1 mM konsanrasyonda sperm hücrelerinde hareketlilik belirlenemediğini 

bildirmişlerdir. Bu çalışmada, fonksiyonel erkekleştirilmiş gökkuşağı alabalığı (O. 

mykiss) spermasının kriyoprezervasyonunda MPG’nin kullanılmasının ve farklı 

sulandırma oranlarının sperm kalitesi, döllenme ve açılma oranları üzerindeki 

etkilerinin belirlenmesi amaçlanmıştır. 

 

1.10 Dondurulmuş Spermin Çözdürülmesi 

 
Sperm dondurma; spermlerin sıvı azot buharında dondurulduktan sonra -196 °C’deki 

sıvı azot içerisinde plastik payetlerde kullanılacağı zamana kadar muhafaza edilen 

donmuş spermatozoonların belirli bir süre boyunca 30-50 sn belirli bir sıcaklıkta 30- 

40 oC’de bekletilerek tekrar canlandırılıp fizyolojik olarak aktif hale gelmesinin 

sağlanması olarak tanımlanabilir. Buradaki amaç payetlerin iç sıcaklığının mümkün 

olan en kısa sürede 20 °C’nin üzerine çıkmasını sağlayarak, işlem sonrasında payet  

içerisinde yeterli miktarda motil spermatozoon bulunmasını temin etmek olduğunu 

bildirmişlerdir [105-106]. 

Spermatozoonların çözdürme sonrası canlılığı ve hareketliği, suni tohumlamanın 

başarısını etkileyen önemli faktörlerden birisi; yumurta döllemeleri sonrası elde edilen 

gözlenme ve açılma oranları ile arasında pozitif bir ilişki mevcuttur [107]. Payetler 

içerisinde dondurulmuş spermaların çözülme hızı, spermatozoonların hücre yapısı 

içerisinde yeniden buz kristallerinin şekillenme olasılığı ve bunun genel anlamda 

motilite, akrozomal yapı ve membran bütünlüğü yönünden olumsuz etkilere sebep 

olabilmesi nedeniyle önemli olduğunu belirtmişlerdir [78]. Yapılan bazı çalışmalarda 

[105]. düşük sıcaklıklarda yavaş çözülmenin hücrelerdeki buz kristalleri oluşumunu 

artırdığı ifade edilmiştir. Bu nedenle, hücre membranlarına zarar verebilecek su 

moleküllerinin yeniden kristalleşme olasılığının önlenmesi açısından dondurulmuş 

sperma içeren payetlerin yüksek sıcaklıklarda hızlı bir şekilde çözdürmesinin gerektiği 

vurgulanmıştır [108]. 

 

Spermatozoonların gerek dondurulması gerekse çözdürülmesi sırasında bazı kritik 

sıcaklık dereceleri vardır. Bu aralıklar hem dondurma hem de çözdürme işlemi 

sırasında mümkün olduğunca hızlı geçilmesi gerekmektedir. Bu nedenle çözdürme 
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işlemi de dondurma işlemi kadar önemli bir aşama olarak kabul edilmektedir. 

Çözdürülen payetlerde spermatozoonların canlılığı, hareketliliği ve yapısal bütünlüğü 

üzerindeki olumsuz etkileri azaltmak için çözdürme sırasında özellikle -50 °C ile -5 

°C arasındaki sıcaklık aralığının mümkün olduğunca hızlı bir şekilde geçilmesi 

gereklidir. Bu da ancak yüksek çözülme sıcaklığının sağlanması ile mümkün olduğu 

bildirmişlerdir [106]. Günümüzde payet üretim merkezleri, dondurulmuş sperma 

payetlerini sıcak su içerisinde çözdürme yöntemini önermektedirler [109]. 

 

Bu konuda yapılan çalışmalarda en iyi çözdürme yönteminin dondurulmuş sperma 

payetlerinin 75 °C’deki su banyosunda 7 saniye tutulması ile sağlanabileceği 

belirtilmektedir. Çünkü bu sıcaklık derecesinde kritik sıcaklık aralığı oldukça hızlı bir 

şekilde geçilmektedir. Ancak bu yöntemin saha şartlarında uygulaması çok da kolay 

olmayıp dikkatli bir şekilde zamanlanması gerekmektedir. Yüksek su sıcaklığının 

değişkenlik göstermesi veya çözdürülen payetin suyun içerisinde daha uzun bir süre 

kalması, payetin dış yüzeyi geniş, iç yüzeyi ise az hacimli olmasına bağlı olarak 

sıcaklık değişikliğine karşı oldukça duyarlı olması nedeniyle payet iç sıcaklığının 41 

°C’nin üzerine çıkma ihtimalini oluşturur. Bu durum ise spermatozoonların ölümüne 

yol açabileceğini bildirmiştir [105]. 

 

Dondurulmuş sperma payetlerinin çözdürülmesi amacıyla pratik olarak kullanılan en 

iyi sıcaklık derecesi 38 °C olarak belirlenmiştir. Su banyosunun sıcaklığının 38 °C 

olmasının önemli avantajları kolay ayarlanabilir olması ve payetin bu sıcaklıkta uzun 

süre tutulması halinde bile spermanın sıcaklığının hayvanın vücut sıcaklığını 

derecesinin üzerine çıkamamasıdır. Çünkü payet iç sıcaklığının çözülme sonrasında 

vücut sıcaklığının üzerine çıkması, özellikle fekondasyon oranının azalmasına ve 

erken embriyonik ölüm riskinin artırmasına yol açabilir. Diğer taraftan, payetin su 

banyosunda tutulma süresi de oldukça önemlidir. Su banyosunda payetin 38 °C’de 9 

saniye süreyle tutulması halinde payetin iç sıcaklığı yaklaşık 5 °C’ye yükselmekte olup 

bu sıcaklık derecesi motiliteyi olumsuz yönde etkilemektedir. Buna karşılık 25 saniye 

süreyle tutulması halinde ise payetin iç sıcaklığı 20-22 °C’ye yükselmektedir. Bu 

yüzden günümüzde 0,25 ml hacmindeki mini payetlerin saha şartlarında çözdürülmesi 

amacıyla pratik olarak uygulanan en iyi yöntemin 38 °C’deki sıcak su banyosu 

içerisinde 25 saniye süreyle tutularak çözdürülmesi olarak kabul edildiğini 

bildirmişlerdir [110-111]. 
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1.11 DNA Hasarı 

 
Sperm hücrelerinin kriyoprezervasyonu sırasında düşük ısılara maruz bırakılarak 

dondurulup çözdürüldükten sonra, çeşitli iç ve dış nedenlerden dolayı deoksiribo  

nükleik asit (DNA)’in yapısında farklı oranlarda hasarlar meydana geldiği 

görülmektedir. Bu uygulamanın spermlerde geri dönüşümsüz hasarlara neden olduğu 

ve spermlerin hücre bütünlüğü, morfolojisi ve motilitesini olumsuz yönde etkilediğini 

bildirmişlerdir [112]. Sperm DNA’sında tespit edilen bu hasarlardan bir kaçı; kromatin 

yapısının bozulması, DNA bazlarının oksidasyonu, yanlış eşleşmesi, bazların kimyasal 

olarak değişmesi, kromatin yapısındaki anomaliler, DNA zincirinin kırılması, DNA’da 

mutasyonlar gibi bir takım yapısal bozulmalar örnek olarak gösterilebilir [113]. Bu 

durum, spermin canlılık ve fertilizasyon kapasitesinin azalmasına ve hareketlilik 

oranında düşüşe neden olmaktadır [114]. Spermanın DNA yapısında görülen bu 

hasarların belirlenmesi amacıyla tek hücre jel elektroforezi (Comet Analizi), tunel,  

spermatozoon kromatin yapısı analizi gibi birçok metot kullanılmaktadır [115-116]. 

Sperm kriyoprezervasyonu (dondurma) diğer canlı çalışılan tüm alanlar için önemli 

olduğu gibi hayvansal üretimde de sağlıklı ve üstün özelliklere sahip ırkların sonraki 

nesillere aktarımı için oldukça önemlidir. Bu çalışma ise mevsim dışı gökkuşağı 

alabalığı üretiminde tamamen dişi veya steril (kısır) balıkların üretimini sağlamak için 

amacı ile yapılmıştır. 
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Bölüm 2 

 
Literatür Özetleri 

 
Günümüzde yapılan çoğu çalışmanın ve üretimin amacı; belirli maliyetle birim 

alandan en yüksek faydaya ulaşmaktır. Bilim insanları yıllar boyu evcilleştirilmiş veya 

yabanıl bitki ya da hayvan türleri üzerinde farklı biyoteknolojik yöntemler 

geliştirilerek ve uygulanarak daha fazla bilgi ve kazanım elde etmişlerdir. Yapılan bu 

çalışmalar içerisinde özellikle balıklarda cinsiyet değiştirme; genetik açıdan cinsiyetin 

değiştirilmeden fenotipik cinsiyetin değiştirilmesi, kısırlaştırma (steril), sağlıklı ve 

nitelikli bireylerin sonraki nesillere aktarımı için sperm dondurma gibi bir çok bilimsel 

ve biyoteknolojik çalışmalar yapılmış ve yeni çalışmalar yapılmaya devam etmektedir. 

 

Balıklara hormonal uygulamalar yoluyla cinsiyet oranlarının kontrolü, triploidi ve 

tetraploidi gibi poliploidi uyarımı, ginogenez ve androgenez gibi uniparental 

kromozom kalıtımı için kromozom takımı manipulasyonları ve gen transferi 

manipulasyonları, balık kültüründe çoğunlukla tatlı su balıkları üzerinde olmak üzere 

birçok balık türü üzerinde bütün dünyada uygulandığını bildirmiştir. Bu teknikler, 

cinsiyet kontrolü, gonadal sterilizasyon, klonlama ve kromozom parça transferi için 

hızlı bir yaklaşım sağlayan, ürün verimliliğini arttırıcı önemli yöntemler olduğunu 

tespit etmişlerdir [46]. 

 

Cinsiyet kontrolü, tek cinsiyetli gökkuşağı alabalığı (Oncorhynchus mykiss) elde 

edilmesine su ürünleri endüstrisine oldukça fayda sağladığını belirtmişlerdir. Tamamı 

dişi alabalık üretiminde, balıklar henüz cinsel olgunluğa ulaşmadan önce 

pazarlanabilir [90]. 

 

Balık yetiştiriciliğinde tek cins veya steril popülasyonlar üretmek için çeşitli teknikler 

kullanılabilineceğini bildirmiştir. Tek cinsiyetlilik, sterilizasyon, hibridizasyon, 

gynogenesis, androgenesis, poliploidi, cinsiyet dönüşümü bunlara örnek olarak 

sıralamıştır [117]. 
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Son 20 yılda genetik alanında yaşanan hızlı ilerlemeler sayesinde, balık kültüründe 

uygulanan biyoteknolojik yöntemler gelişmiş ve bunlardan bir kısmı pratikte 

uygulanabilir olmasına karşın, bir kısmı da ancak laboratuvar koşullarında 

yapılabilecek düzeyde olduğunu bildirmiştir [118]. 

 

İnsan tüketimi dışındaki (Cichlidae, Anabantidae, Poecilidae) balıklarda da benzer 

birçok çalışmanın yapıldığını bildirmişlerdir. Balıkların doğal yaşam alanı, testis 

yapısı, spermatogenez, sperm morfolojisi ve sperm fizyolojisi ile ilgili temel biyolojik 

özellikleri özetlemişlerdir. İkinci olarak, sperm kriyoprezervasyonunun protokol 

gelişimini karşılaştırıp, üçüncü olarak da çözülmüş spermin canlılığını değerlendirmek 

için sperm kriyoprezervasyonunda suni döllenmenin önemine değinmişlerdir [119]. 

 

Hücre ve dokuların dondurularak saklama yöntemi sperma ve embriyo gibi farklı 

dokuların saklanmasında sıklıkla kullanılmaktadır. Su ürünleri yetiştiriciliği 

konusunda yapılan araştırmalarda, özellikle spermanın dondurulması noktasında 

yoğun çalışmalar yürütülmektedir. Bugüne kadar 200'den fazla tatlı su ve deniz balığı 

türünün sperması dondurulduğunu bildirmişlerdir [120-122]. 

 

Gökkuşağı alabalığının (Oncorhynchus mykiss) spermatozoanın permeable ve non- 

permeable kriyoprotektanların etkisini motilite, eozin geçirgenliği (spermatozoa) ve 

laktatdehidrojenaz aktivitesi üzerindeki etkisini inceledikleri çalışmalarında; %7 ve 

%20 oranında yumurta sarısı ve %0,5 oranında sükroz ilavesinin bu katkı maddeleri 

içermeyenlere kıyasla gökkuşağı alabalığı (Oncorhynchus mykiss) spermasının 

kalitesini önemli ölçüde artırdığını rapor etmişlerdir [123]. 

 

Farklı bir balık türü olan Kuzey turna balığı (Esox lucius L.) spermasının dondurulması 

için yumurta sarısı ve sükrozun uygunluklarını belirlemek adına yedi sulandırıcı, üç 

çözündürme ortamı ve iki çözünme sıcaklığını test etmişlerdir. Çözdürülen spermanın 

motilite ile fertilizasyon oranı arasındaki ilişkiyi önemli olduğunu bildirmişlerdir 

[124]. 

 

Dondurma işlemi sırasındaki hücresel hasar; ozmotik şok, hücre içi buz oluşumu, artan 

hücre içi çözünen konsantrasyon ve çözelti etkilerinden kaynaklandığını tespit 

etmişlerdir. Dondurma solüsyonlarına kriyoprotektanların eklenmesi, hücre 

membranını daha esnek hale getirerek çözelti etkilerinden kaynaklanan hasarı 

azalttığını bildirmişlerdir [125,80,126]. Kriyoprotektanların sperma muhafazasındaki 



30  

özellikleri, bulundukları ortamdaki iyon sayısının azaltılmaları ve donmamış 

molekülleri artırmaları olarak tanımlamışlardır [127]. 

 

Apoptozis veya programlanmış hücre ölümü, hücresel stresin yanı sıra normal 

gelişimin bir sonucu olarak ortaya çıkan genle aktive olan bir olaydır. Canlı 

spermalarında ise apoptozun normal spermatogenez sırasında meydana geldiği ve 

sperm popülasyonunun kontrolünde önemli bir rol oynadığını göstermişlerdir [128]. 

Öte yandan, apoptoz; ultraviyole (UV) ışınlar, kimyasal maddeler ve sıcaklık 

değişiklikleri gibi çeşitli çevresel, kimyasal ve fiziksel faktörler tarafından 

indüklenebileceğini bildirilmiştir [129]. 

 

Blaxter'in 1953'teki ilk çalışmasından bu yana, yaklaşık 30 deniz türü üzerinde balık 

sperminin kriyoprezervasyonu denendiği bildirmişlerdir. Yaptıkları çalışmada da, 

kullanılan teknikleri ve bunlardan elde edilen sonuçları gözden geçirmişlerdir. 

Dondurma öncesi sperm işleme prosedürüne, sperm yaşlanması sorunlarına ve 

ovaryum sıvısı ile spermaya kontaminasyonuna özellikle dikkat edilmesi gerektiğini 

bildirmişlerdir. Dondurulmuş-çözülmüş semenin kalitesi, farklı türler için uyarlanmış 

iki adımlı hareketlilik aktivasyon tekniği ve ayırt edici bir tohumlama tekniği 

kullanılarak döllenme deneyleri gibi önceden standartlaştırılmış biyotestler 

kullanılarak değerlendirilmiştir. Deniz balıklarında kullanılan sulandırıcıların çoğu 

tuzlu su veya şeker çözeltileridir. İncelenen kriyoprotektanlardan dimetilsülfoksit  

(DMSO) genellikle en iyi sonuç verdiğini gözlemlemişlerdir. Tatlı su türleri ile 

karşılaştırıldığında, yüksek oranda spermatozoa kriyoprezervasyonda canlı kaldığını,  

bu nedenle deniz balığı spermlerinin de kriyoprezervasyonu su ürünleri 

yetiştiriciliğindeki uygulamalar için uygun olduğunu bildirmişlerdir [130]. 

 

Cinsiyeti tersine dönüştürülmüş dişi gökkuşağı alabalığı (Oncorhynchus mykiss) (XX) 

ile normal gökkuşağı erkek (Oncorhynchus mykiss) (XY) bireylerde sperm motilitesi, 

yoğunluğu, adenozin trifosfat ATP konsantrasyonu ve döllenme oranları 

karşılaştırmışlardır. Sperm özellikleri, döllenme oranları ve özellikleri arasındaki 

ilişkiler, bireysel balık ağırlığının istatistikleri, gonadosomatik indekslerini 

değerlendirmişlerdir. Döllenme oranını dönüşmüş erkekler ile normal erkeklerden 

alınan spermlerde sırasıyla ortalama %81 ve %16 olarak tespit etmişlerdir. 

Dönüştürülmüş dişilerin spermleri, normal erkeklerden alınan testis spermleri daha 

kısa süreli motiliteye sahip olduğunu ve dönüştürülmüş balıklardan elde edilen testis 
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spermlerinden daha düşük döllenme oranlarına sahip olduğunu tespit etmişlerdir. 

Döllenme oranlarının yüksek sperm motilitesi ile pozitif korelasyon gösterdiğini 

bildirmişlerdir [131]. 

 

Diğer bir önemli faktör de, sulandırıcıda geçirgen (P-CPA) (Gliserol, DMSO 

(Dimetilsülfoksit), etilen glikol ve propilen glikol (ProH) ve methanol) ve geçirgen 

olmayan (NP-CPA) (monosakkaritler (glukoz, hekzoz), disakkaritler (sükroz) ve 

trisakkaritler (raffinoz)) kriyoprotektanlar kullanarak en iyi sulandırıcı solüsyonu elde 

edebilmektir. Bunun nedeni, hücre içi ve hücre dışı buz oluşumunun neden olduğu 

sperm hasarlarının azaltılması ve yumurta döllenme oranının iyileştirdiğini 

bildirmişlerdir [132-133]. Bu amaçla yapılan çalışmalarda, çeşitli şekerlerin donma- 

çözülme kaynaklı hasara karşı kriyoprotektif özellikleri çeşitli hücre tiplerinde rapor 

edilmiştir [134-135]. 

 

Dondurma işlemi, soğutmanın bir sonucu olup suyun sıvı halinden katı hale geçmesi 

olayıdır. Bu durumda tüm moleküllerin hareketi inhibe edildiğinden tüm biyolojik ve 

biyokimyasal olayların durduğu bildirilmiştir. Sperm dondurma işleminde de yavaşça 

soğutulan sperma donmuş duruma girmeden önce yeterince dehidre edilebilirse, 

çözünme sırasında hücre içi donma hasarı en aza indirilmiş olur. Çözünmenin ardından 

spermatozoon yeniden su alır ve ozmotik stres ile ilişkili spermatozoon plazma 

membranında hasar meydana gelebilir. Yeniden kristalleşme olaylarıyla ilişkili hücre 

içi stresin, donma hasarının ana nedeni olduğu düşünülmektedir. Bu hasar donmuş 

haldeki hızlı çözünme ile en aza indirilebilir [125]. 

 

Sazan balığı (Cyprinus carpio) spermasının farklı sulandırıcılarla dondurulması 

üzerine yaptıkları çalışmalarında, beş sulandırıcıdan üçü şekerlerden (300 Mm 

sükroz, 350 mM glikoz, 350 mM fruktoz) ve ikisi hücre içi kriyoprotektandan 

(dimetil-sülfoksit (DMSO) ve metanol) oluşmuştur. Bu sulandırıcıların sazan 

spermasının dondurulmasındaki etkilerini incelemişlerdir. Çalışma sonucunda; 

DMSO- sükrozmotilite oranını %29; fertilizasyon oranını %21 belirlerken yumurta 

açılım oranını %9 olarak tespit etmişlerdir. Metanol ile kombinasyon halinde 

sakkaroz, fruktoz ve glikoz sulandırıcılar ile dondurulmuş sperma ile döllenmiş 

yumurtaların kuluçka oranları, DMSO varlığında dondurulmuş eşdeğerlerinden 

anlamlı derecede farklı bulmuşlardır (tüm sulandırıcılar için P <0.001). Elde ettikleri 

sonuçlar ışığında; 
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metanol ile birleştirilmiş şeker esaslı sulandırıcılarda yüksek hareketlilik, döllenme ve 

yumurta açılma oranları gözlemlemişlerdir [136]. 

 

Balık sperması gonadlarda hareketsizdir. Tatlısu balıklarındaki spermatozoa 

hareketini hiperozmotik ortam başlatmaktadır. Ozmotik basınç, pH, sıcaklık ve iyon 

konsantrasyonu spermatozoa hareketini etkilemektedir. Sulandırıcı, spermatozoonun 

aktivasyonunu inhibe eder ve hücresel enerjiyi koruyarak canlılığın korunmasını 

sağlar. İdeal bir sulandırıcı izotoniktir ve iyi bir tamponlama kapasitesine sahiptir.  

Besin maddeleri, stabilize edici kolloidler ve antioksidanlar içerir. Aynı zamanda 

antibakteriyeldir ve genellikle iyi kalitede bir korumaya sahip olduğunu bildirmişlerdir 

[137]. 

 

Sperm kriyoprezervasyon işlemi sırasında düşük sıcaklıkların sperm şiddetli ozmotik 

değişim stresi nedeni ile hücre bütünlüğünü bozabileceğini bildirmiştir. Hücre plazma 

zarına verilen hasar, bir dizi hücresel yapıda ve ilgili işlevlerde hücre hasarı ile 

sonuçlanacaktır. Yazarın laboratuvarındaki çalışmalar, plazma zarı lipid yapısı, 

mitokondriyal zar potansiyeli ve hücre içi sinyalleşme dahil olmak üzere ozmotik ve 

termal hasarın çeşitli mekanizmaları üzerinde durulmuştur. Somatik hücrelerde olduğu 

gibi spermde kriyo yaralanmasının çok faktörlü bir olay olduğunu ve bu olayların 

bazılarının geri dönüşümlü olduğunu, bazılarının ise geri dönülemez hasarlar aldığını 

tespit etmişlerdir [138]. 

 

Spermanın dondurulması sırasında hasar, spermatozoonun plazma zarı üzerindeki,  

dondurma işleminin zararlı etkileri nedeniyle, motil spermatozoa sayısındaki azalma 

ile karakterize edildiğinden, çözüm sonu spermatozoa canlılığının artırılması, oksidatif 

ve osmotik hasarın azaltılması en temel gaye olarak karşımıza çıkmaktadır ([139-140]. 

Donma ve çözülmenin spermatozoonun plazma zarı üzerindeki zarar verici etkileri, 

spermatozoonun fertilizasyon yeteneğini düşürebilmektedir. Spermanın dondurma 

hasarı; spermatozoon motilitesindeki bozulma, spermatozoon morfolojisindeki 

değişiklikler ve akrozomun hasarı ile de ilişkilendirilmiştir [141-143]. 

 

Gökkuşağı alabalığı (Oncorhynchus mykiss) spermasını altı şeker (sükroz, maltoz, 

trehaloz, galaktoz, fruktoz ve glikoz) ve üç farklı konsantrasyonda (125, 250 ve 500 

mM) test ettiğinde ve 125 mM'dekisükrozun en çok faydalı olduğunu rapor etmiştir 

[144]. Benzer şekilde, sükrozun trehaloz ile beraber sulandırıcı solüsyonunda 
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kullanılmasının, adi sazan spermatozoasında daha yüksek çözülme sonrası motilite 

oranları verdiği gösterdiğini bildirmişlerdir [145]. Yapılan başka bir çalışmada ise 

sükrozun sulandırıcının bir bileşeni olarak kullanılmasının, sazan (Cyprinus carpio) 

spermasında çözünme sonrası motilite oranlarını ve motilite sürelerini iyileştirdiğini 

bildirilmişlerdir [146]. 

 

Yaptıkları çalışmada kemikli balık türlerinden teleost tatlısu gelinciği (Lota lota), 

tatlısu levreği (Perca fluviatilis), inci balığı (Alburnus alburnus), kahverengi 

alabalığı (Salmo trutta) gibi balıkların sperm dondurma ve muhafazasında 

antioksidanların ve oksidan savunma enzimlerinin, in vitro deneylerde sperm 

koruyucu etkileri üzerinde çalışmışlardır. Spermatozoa, antioksidanlar veya enzimler 

içeren sperm motilitesini inhibe eden tuz solüsyonlarında inkübe edimiş ve ardından 

spermatozoalar aktive edilerek öçlümlerini yapmışlardır. Bunun sonucunda membran 

bütünlüğü ve sperm lipid peroksidasyonu belirlenmiştir. Yapılan deneylerde, ürik 

asidin, sperm motilitesini ve membran bütünlüğünü iyileştirdiği ve sperm lipid 

peroksidasyonunu azalttığı için araştırılan türlerin sperminin ana antioksidanı 

olduğunu göstermiştir. Bu nedenle, sperm kalitesini artırmak için sperm 

seyrelticilerinin ürik asit ile desteklenmesi önerilebilir, bu sayede incelenen tüm türler 

için etkin konsantrasyon 0,5 mmol/L'dir. Ayrıca metionin, teleost balık sperminde 

antioksidan olarak önemlidir, bu sayede oksitlenmiş formun (metiyonin sülfoksit)  

sperm hareketliliğini ve zar bütünlüğünü arttırmada en etkili olduğunu bildirmişlerdir 

[147]. 

 

Balık spermasının dondurularak saklanmasının iyi bilinmesi; ani hastalık salgını,  

doğal afet, aşırı tüketim vb. nedeniyle oluşabilecek kayıplara karşı stokların korunması 

gibi birçok alanda fayda sunacağı rapor edilmiştir. Tür farklılıkları nedeniyle mevcut  

teknolojiye, kriyoprotektana ve donmaya karşı verilen tepki hücreye göre 

değiştiğinden, balık spermatozoa dondurulması için tek bir evrensel protokol 

önerilememektedir. Bu nedenle, her bir balık türü için bazı genel kurallar 

uygulanmasına rağmen, her bir tür için dondurma protokolünün optimizasyonun da 

gerektiğini vurgulanmaktadır [148,126]. 

 

Hızlı çözünmede donmuş sperma tamamen çözülmeden önce yeniden kristalleşmenin 

gerçekleşmesi için kısa bir zaman vardır [72,126]. Çözülme sıcaklığının donma 

sonrası spermatozoon canlılığı üzerinde derin etkileri vardır. Bazı tatlı su balık 



34  

türlerinin donmuş spermalarının çözülmesi 30-80 °C'de su banyosunda yapılır. Ancak, 

her bir balık grubu için sperm fizyolojisindeki büyük değişkenlik nedeniyle 

standardize edilmesi gerekir [149]. Uygulamada, sazan (Cyprinus carpio) donmuş 

spermaları genellikle 30-35 °C su banyosunda çözündürülür. Bazı soğuk su balıkları 

için, doğal üreme ortamı sıcaklığında (20-25 °C) donmuş spermanın çözülmesi 

avantajlı olduğunu bildirilmiştir [126]. 

 

Balık spermalarının da dondurularak muhafaza edilmesi, özellikle gökkuşaığı alabalığı 

(O. mykiss) yetiştiriciliğinde büyük bir potansiyele sahip olduğunu dondurulan ve 

çözdürülen sperm hücrelerinin fizyolojik ve fonsksiyonel özelliklerinin anlaşılması,  

kriyoprezervasyonun işleminin sperm hücreleri üzerine olan etkileri olduğunu ve 

kryoprezervasyon işleminin genetik kaynakların gelecek nesillere aktarılması önemli 

bir konu olduğunu bildirmiştir [150]. 

 

Yapmış olduğu bu çalışmada, dondurularak saklama ve katkı maddelerinin büyük sarı 

şarlatan balığı (Pseudosciaena croce)'nın sperminin plazma zarı stabilitesi, 

hareketliliği, enzim aktivitesi, zar lipid bileşimi ve ultrastrüktürel hasarı üzerindeki 

etkisi incelenmiştir. Sonuçlar, trehaloz (TH) ve bovin serum albumin (BSA) ilavesinin 

sükroza kıyasla motilite testinde önemli ölçüde daha iyi sonuçlar verdiğini göstermiştir 

[151]. 

 

Hayvan türlerinde erkeklerde spermatozoon nükleer DNA'sının donma-çözülme 

işlemi ile önemli derecede hasar görüldüğünü tespit etmişlerdir [152-153]. Balık 

spermatozoonundaki dondurma sonucunda kaçınılmaz bir şekilde ortaya çıkabilen 

hasarları azaltmak ve dolayısıyla sperma dondurulmasının sonuçlarını iyileştirmek 

için stratejilere ihtiyaç duyulduğunu bildirmişlerdir [116]. 

 

Benzer şekilde, farklı bir tür olan dev gruami (Osphronemus goram)’de farklı 

oranlarda sükroz konsantrasyonlarını (%0, %0,1, %0,3, %0,5, %0,7 ve %0,9) ilave 

ettikleri sulandırıcıları kullanarak dondurdukları spermalarda çözüm sonrası etkileri 

incelemişlerdir. İnceleme sonucunda; spermatozoa motilite oranı, canlılığı ve anormal 

spermatozoa üzerinde kontrole (sükroz %0,0) kıyasla %0,5'lik sükroz 

konsantrasyonun önemli etkisi (P <0,05) belirlenirken, sırasıyla çözdürülmüş 

spermatozoa motilite, canlılığı ve anormal spermatozoa üzerinde önemli bir fark 

göstermiştir (P <0.01). Yüzde 0,5 oranında katılan sükrozun çözüm sonrası en yüksek 
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spermatozoa motilite oranı (%81,62±4,19) ve çözüm sonrası spermatozoa canlılığını 

(%82,17 ± 2,56) ve en düşük çözüm sonrası anormal spermatozoa (%12,50±1,52) 

tespit edilerek, bu orandaki sükrozun, çalışmadaki optimum sükroz konsantrasyonunu 

olarak ortaya çıktığı rapor edildiğini bildirmişlerdir [154]. 

 

Cinsiyeti dönüştürülmüş dişi gökkuşağı alabalığının (Oncorhynchus mykiss) 

sperminin biyokimyasal (protein konsantrasyonu, ozmolalite, antitripsin aktivitesi, 

laktat dehidrojenaz aktivitesi) ve fizyolojik özellikleri ile sperm motilite özelliklerini 

incelemişlerdir. Cinsiyeti tersine (dişiden erkeğe) dönüştürmek için 11- 

hidroksyandrostendion uygulaması yapmışlardır. Çalışma sonunda elde edilen 

spermlerin konsantrasyonunun yanı sıra protein konsantrasyonu, ozmolalite, 

antitripsin aktivitesi ve laktat dehidrojenaz cinsiyeti dönüştürülmüş dişilerin seminal 

plazmasındaki aktivite normal erkek gökkuşağı alabalığı (Oncorhynchus mykiss) için 

elde edilen değerler aktivitesine göre daha yüksek olduğunu gözlemlemişlerdir. Bu 

parametrelerin değerleri, dönüşmüş dişilerin (XX) döllenme oranlarının daha yüksek 

(% 90'ın üzerinde) olduğunu bildirmişlerdir. Gözlü embriyoların ve yumurtadan çıkan 

larvaların yüzdesi ve sperm motilitesi ile doğrudan ilişkili olduğunu bildirmişlerdir. 

Kalite arasındaki korelasyonlar dönüştürülmüş dişi bireylerin sperm parametreleri,  

normal erkek gökkuşağının spermi kadar başarılı olduğunu bildirmişlerdir [55]. 

 

Cinsiyeti tersine dönüştürülmüş gökkuşağı alabalığının (Oncorhynchus mykiss) 

spermatozoası üzerinde vitrifikasyon yöntemini uygulamışlar ve sakaroz, dimetil 

sülfoksit (DMSO), sığır serum albümini (SSA) ve seminal plazma kullanmışlardır. 

Hücreleri soğuk şoku hasarından korumak için seminal plazma (SP) hazırlamışlardır. 

Vitrifikasyon ortamını balıklar için standart bir tampondan (Cortland) +%10 DMSO 

+% 2 BSA + 0.13 M sukroz + SP konsantrasyonlarda %30 (grup 1), % 40 (grup 2) ve 

%50 (grup 3) gruplar oluşturmuşlardır. Kontrol olarak taze sperm kullanmışlardır. 

Kriyoprezervasyon işleminden sonra sıvı nitrojen içerisinde muhafaza etmişlerdir.  

Çözüm için, vitrifiye spermatozoa ile kriyotüpleri 37 °C'de 60 saniye boyunca su 

banyosunda tutmuşlardır. Spermatozoa kalite parametreleri, en yüksek konsantrasyon 

(%50) kullanıldığında en iyi sonuçların elde edildiğini belirlemişler, canlılık oranını 

ise %97,3 olarak tespit etmişlerdir [155]. 

 

Sperm kriyoprezervasyonu için bir seyreltici olarak %9 metanol ve 0,18 M glikozun 

etkisini araştırmışlardır. Cinsiyet dönüşümü için gökkuşağı alabalığı dişileri 
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kullanmışlardır. Kriyoprezervasyon işlemi sonrası, motilite oranı ve canlılık 

parametrelerinin yanı sıra gözlenme, kuluçkadaki döllenme oranı, çözülme sonrası 

sperm için değerlendirmişlerdir. Kriyoprezervasyon işleminden sonra döllenme 

başarısını yaklaşık %80 olarak tespit etmişlerdir [156]. 

 

Yapmış oldukları bir çalışmada farklı antioksidanların [katalaz (250 U / l), süperoksit 

dismutaz (250 U / l), peroksidaz (250 U / l), oksitlenmiş glutatyon (1.5 mmol / l), 

indirgenmiş glutatyon (1.5 mmol / l), l-metiyonin (1.5 mmol / l), ürik asit (0.25 mmol / 

l), l-askorbik asit (0.5 mmol / l), α-tokoferol (2.0 mmol / l), β-karoten (0.5 mmol / 1) ve 

karnitin (0.5 mmol / 1)] sulandırıcılara eklenmesinin gökkuşağı alabalığında (O. 

mykiss) sperm kriyoprezervasyonu ve çözüm sonrası döllenme oranı ve motilite 

üzerine etkisi olup olmadığını araştırmışlardır. Yaptıkları çalışmada, ürik asit, l-

metiyonin, SOD, L- karnitin, α-tokoferol ve L-indirgenmiş glutatyon (p<0.05) ile 

desteklenen sulandırıcılarda çözüm sonrası motilite oranının arttığını belirlemişler ve 

gökkuşağı alabalığının sperm hücrelerinin uzun süreli muhafazasında 

antioksidanların kullanımını önermişlerdir [157]. 

 

Cinsiyeti dönüştürülmüş gökkuşağı alabalığının gonadlarından elde edilen sperm 

kryoprezervasyonu üzerinde çalışmışlar ve döllenme oranını belirlemişlerdir. Çözüm 

sonrası sperm motilite yüzdesi %56 olarak belirlemişlerdir. Yumurtaların açılma 

oranlarını ise %83-93 oranında bildirmişlerdir. Çalışmanın amacına uygun olumlu 

sonuçlar alındığını ve çalışmaların devam etmesi gerektiğini belirtmişlerdir [89]. 

 

Sulandırıcıların sperm hareketliliği üzerindeki potansiyelini değerlendirmek ve 

gökkuşağı alabalığı (O. mykiss) sperminde sitoiluent bileşiminin çözülme sonrası 

motilite, döllenme ve kuluçka yüzdesi üzerindeki etkisini belirlemiştir. Çalışmalarında 

ortalama ağırlığı 340±15 gr ve ortalama boyu 28,8±0,6 cm olan gökkuşağı alabalığının 

olgun erkekleri kullanmışlardır. Kriyoprotektanların uygunluğunu test etmek için 

yapılan denemelerde, DMSO, Zhang ve Liu ve 0,6 M Sükroz sulandırıcılar ile daha 

yüksek motilite yüzdesi elde etmişlerdir. Genel olarak, sonuçlar (%8 DMSO + Zhang 

ve Liu) kombinasyonunun çözülme sonrası hareketlilik, döllenme ve çıkış yüzdesi 

açısından en iyi sonuçları verdiğini bildirmişlerdir [158]. 

 

Yapmış oldukları bu çalışmada, kriyoprotektanların ve sulandırıcıların çözülme 

sonrası sperm kalitesi üzerindeki etkilerini araştırmışlardır. Üç farklı kryoprotektan 
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(DMSO, metanol ve metil glikol) ve iki genişleticinin (BTS ve glukoz) 

kombinasyonunu içeren altı dondurma ortamı oluşturmuşlar. Sperm seyreltildikten 

sonra 0.5 mL'lik payetlere çekilerek sıvı nitrojen buhar kabında dondurulmuş ve -196 

°C'de sıvı nitrojen içinde muhafaza edilmiştir. Çözülme sonrası sperm motilite oranı 

ve hızları (eğrisel = VCL; düz çizgi = VSL; ortalama yol = VAP) bilgisayar destekli 

bir sperm analizörü kullanılarak değerlendirilmiştir. Çözülme sonrası elde edilen 

veriler; motilite %60 hareketli sperm, dikey katedilen yol; 140 µm/sn VCL, %50 

sağlam sperm zarı ve %50 mitokondriyal fonksiyon bütünlüğü olduğunu tespit 

etmişlerdir. BTS-metil glikolde dondurulan B. orbignyanus sperminde ve BTS-metil 

glikol, glikoz-metil glikol ve glikoz-metanolde dondurulan P. lineatus sperminde 

yüksek çözülme sonrası kalite gözlenirken, DMSO içinde dondurulan tüm numuneler 

düşük kalite olduğunu bildirmişlerdir [159]. 

 

Tatlı su balıklarından adi sazan balığının (Cyprinus carpio) spermasının 

dondurulmasında farklı şeker türlerini kullanmışlar ve spermatozoa motilite, canlılığı 

ve fertilizasyon kabiliyeti üzerine etkilerini incelemişlerdir. Çalışma sonucunda farklı 

şeker türlerinin; spermatozoada hareketlilik, hareketlilik süresi ve canlılık oranlarını 

önemli ölçüde etkiledğini ifade etmişlerdir (P <0,05). Glikoz, maltoz, sakaroz ve 

trehaloz, dondurulan spermatozoalarda çözüm sonrası şekersiz kontrole oranla daha 

yüksek hareketlilik sağlamıştır. Trehaloz, en yüksek progresifmotilite süresini 

sağlarken, ksiloz dışındaki tüm şeker türleri ile daha yüksek canlı sperm oranları elde 

edildiğini bildirmiştir [160]. 

 

Farklı şeker türleri ile dondurularak saklanan sazan spermatozoalarının ortalama en 

yüksek döllenme (%78,20±1,40) ve gözlü yumurta oranları (%94,30±1,50) 

sulandırıcıda trehaloz kullanıldığında elde edilmiştir (P <0,05). 8-OHdG ve COMET 

testi, oksidatif DNA hasarının güvenilir belirteci olarak kabul edilen yaygın 

yöntemlerden biri olduğunu bildirmişlerdir (Shigenaga ve ark., 1994; Sandoval‐ 

Vargas ve ark., 2021). Levrek (Dicentrarchus labrax) sperması kuyruklu yıldız tahlili, 

taze spermle karşılaştırıldığında donmuş çözülmüş sperma örneklerinde önemli bir 

DNA parçalanmasının gerçekleştiğini açıkça görüldüğünü tespit etmişlerdir [161]. 

Ayrıca, önceki çalışma sonuçları, akrilamid iyileştirmesinin, melatonin ilave 

edildiğinde yüksek bir plazma 8-OHdG düzeyi ile sonuçlandığını bildirmişlerdir 

[162]. 
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Sperm sulandırıcısına katkı maddesi olarak metanol kullanan bir kriyoprezervasyon 

prosedürünün olup olmadığını belirlemeye çalışmışlar ve gökkuşağı alabalığı 

spermine (O. mykiss) eksternal bir kriyoprotektan olarak trehaloz uygulanabilecğini 

bildirmişlerdir. Başlangıçta, potasyum iyonlarının ve Tris-HCl'nin çözülme sonrası 

sperm motilitesi, canlılığı ve dölleme kapasitesi üzerindeki etkileri analiz etmişlerdir. 

Bu çalışmada ilk kez trehaloz ve metanol bazlı bir seryeltici kullanılmışlardır. 

Trehalozun, % 10 metanol (v/v) ile ilave edildiğinde 175 ila 200 mM arasında değişen 

konsantrasyonlarda gökkuşağı alabalığı sperm muhafazasında etkili olduğu 

göstermişlerdir. En etkili seyreltme oranını 1:11.5 olarak belirlemişler ve bu da 0,8 ila 

0,10 arasında değişen nihai bir sperm konsantrasyonuyla sonuçlandığını 

bildirmişlerdir. Threhaloz bazlı bir extender uygulaması ile başarılı bir şekilde 

kriyoprezervasyona tabi tutulabileceğini belirtmişlerdir. Benzer çalışmaların artan 

balıkçılık uygulamaları için spermin zaman içinde uzun süre kullanılmasına olanak 

sağlayacağı bildirmişlerdir [163]. 

 

Kriyoprezervasyon işleminin dönüştürülmüş dişilerin sperm kalitesinde çözüm sonrası 

farklı muhafaza sürelerinin (0, 15, 60 ve 120 dk) sperm kalitesi üzerindeki etkilerini 

çalışmışlardır. Kriyoprezervasyon işleminden sonra sperm motilitesini yaklaşık %57 

olarak tespit etmişlerdir ve sonuçların taze spermden farklı olmadığını bildirmişlerdir. 

Beklenmedik bir şekilde, seyreltmeden hemen sonra sperm aktivasyon kapasitesinin 

azalttığını ancak sperm hareketliliği zaman içinde arttığını gözlemlemişlerdir. 

Donmuş-çözülmüş spermin döllenme oranlarının (%71-87) yüksek olduğunu ve 

denemesi yapılan örneklerin depolama sürelerinden herhangi birinde deneysel 

varyantlar arasında anlamlı farklılık gösterdiğini belirlemişlerdir. Olgunlaşma 

ortamının donmuş-çözülmüş sperm üzerindeki etkisinin, taze spermadan farklı 

olduğunu bildirmişlerdir [164]. 

 

Yapılan bu çalışmada, son yıllarda nesli tükenmekte olan canlılar arasında olan 

Anadolu alabalığı (Salmo rizeensis) spermi için borik asidin yararlılığını 

araştırmışlardır. Aktivasyon ortamı borik asit (0,5, 1, 2, 3, 4 ve 5 mM) ile 

desteklenmiştir. Sperm örneklerinde sperm motilitesi ve süresi belirlemişlerdir. Ayrıca 

balıkların doğurganlık ve kuluçka oranları incelenmiştir. Veriler, aktivasyon ortamına 

borik asit (3 mM) ilavesinin nesli tükenmekte olan Anadolu alabalığında hareketli 

sperm yüzdesini ve süresini, doğurganlığı ve kuluçka oranını arttırdığını göstermiştir. 
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Öte yandan, borik asit konsantrasyonunun artmasıyla motilite hızı azalmıştır (p<0.05). 

Özellikle, 3 mM konsantrasyondan sonra dikkate değer bir artış gözlendiğini 

bildirmişlerdir. Sonuç olarak çalışmada, sperm kalitesi, farklı borik asit 

konsantrasyonlarındaki kantitatif değişikliklerden etkilenmiş ve en iyi sonuçlar 3 mM 

konsantrasyonda tespit etmişlerdir [165]. 

 

Sperm kriyoprezervasyonunda uygulanan dondurma ve çözdürme işleminin spermlere 

çeşitli zararlar vermesi muhtemel bir işlem olarak kabul edildiğini bildirmiş ve bu 

işlemin spermlerde geri dönüşümsüz hasarlara yol açtığı ve spermlerin membran 

bütünlüğü, morfolojisi ve hareketliliğini de etkilediğini bildirmişlerdir [112]. 

 

Molise nehirlerinde yaşayan yerli Akdeniz kahverengi alabalığının (Salmo trutta) 

sperminin dondurma protokolünü iki deney optimizasyonu ile ilgili yaptıkları 

çalışmada spermanın çözüm sonrası kalitesi, motilitesi, motilite süresi, DNA 

bütünlüğü dikkate alınarak değerlendirme yapmışlardır. Bazik sulandırıcı ve 

kriyoprotektanın bu değişkenler üzerinde önemli etkilere sahip olduğu bildirmişlerdir. 

Çalışma sonuçlarına göre en iyi sonuçları, dimetilsülfoksit (DMSO) ile kombine 

edilmiş sulandırıcı kullanılarak elde edilmiştir (P<0.05). Taze spermanın dölleme ve 

yumurtadan çıkım oranları, dondurulup çözülen spermaya göre önemli ölçüde daha 

yüksek olduğunu bildirmiştir. Çalışma sonucunda DMSO ile kombine edilmiş 

sulandırıcı alabalık sperması için etkili bir saklama solusyonu kombinasyonu 

olduğunu göstermişlerdir [166]. 

 

Cinsiyet dönüşümü (XX) yapılmış dişi gökkuşağı alabalığının (Oncorhynchus mykiss) 

ve dere alabalığının (Salmo trutta fario), taze ve dondurulmuş sperm kalitesini 

karşılaştırmışlardır. Taze spermalarda dişi dere alabalıklarının spermlerinin 

hareketliliği ile dönüştürülmüş gökkuşağı alabalığının sperm hareketliliği ile benzerlik 

gösterdiğini bildirmişlerdir. Ancak dondurulduktan sonra çözdürülen dönüştürülmüş 

dişi gökkuşağı alabalığı ve dişi dere alabalığı spermleri arasındaki dondurulabilirlik 

açısından farklılıklar gösterdiğini bildirmişlerdir. Buna göre, sperm kriyoprezervasyon 

prosedürünü standartlaştırmak ve tekrarlanabilir prosedürlerin geliştirilmesi, gelecekte 

dondurulmuş spermin kuluçkahanelerde uygulamasına katkı sağlayacağını 

bildirmişlerdir [167]. 
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Reaktif oksijen türleri (ROS) tarafından spermatozoaya verilen hasarın spermlerin 

dölleme yeteneklerini olumsuz etkilediği birçok bilimsel çalışmada bildirilmektedir. 

Seminal plazma içeriğinde, spermleri oksidatif strese karşı koruyan birçok enzimatik 

ve enzimatik olmayan antioksidan barındırmaktadır. Bu çalışma, sazan (Cyprinus 

carpio) seminal plazmanın ayrılmış protein fraksiyonlarında süperoksit dismutaz 

(SOD), glutatyon redüktaz (GR) ve glutatyon peroksidaz (GPx) seviyelerini 

karşılaştırmak için yapılmıştır. Altı erkek sazan balığından alınan seminal plazma, dört 

fraksiyona ayırmışlardır. Fraksiyonlar, toplam seminal plazma protein içeriği ve 

antioksidan durumu bakımından birbirinden farklı olduğunu bildirmişlerdir. Farklı 

seminal plazma fraksiyonlarının antioksidan kapasitede farklılık gösterdiği sonucuna 

vardıklarını, yüksek SOD, GR ve GPx seviyelerine sahip fraksiyonların ise sperm 

dondurma ve muhafazaya dahil edilmesi, oksidatif strese karşı korumayı 

artırabileceğini ve in vitro muhafaza sırasında spermin hayatta kalmasını 

sağlayabileceğini bildirmişlerdir [168]. 

 

Farklı zamanlarda dondurularak saklanan, dönüştürülmüş dişi ve normal erkek 

gökkuşağı alabalığının (Oncorhynchus mykiss) sperm kalitesini karşılaştırmışlardır. 

Bu tür bir yaklaşım, normal erkeklerin spermatozoalarının ve dönüştürülmüş dişilerin, 

oksidatif stres mekanizmasının daha iyi anlaşılması için ön koşul olan oksidatif strese 

tepkisinin özelliklerini tanımlamaya çalışmışlardır. Glikoz konsantrasyonu, çözüm 

sonrası sperm hareketliliğini, eğrisel hızı ve canlılığı önemli ölçüde etkilediğini 

bildirmişlerdir. Sulandırıcının osmolalitesinin artırılmasının, dönüştürülmüş dişi ve 

normal erkek gökkuşağı alabalığının spermatozoasında oksidatif strese neden 

olduğunu göstermiştir. Değişikliklerin çoğu donma ve çözülme ile ilgili olduğunu, 

ancak dengeleme sırasında bazı değişiklikler meydana gelebileceğini bildirmişlerdir. 

Dönüştürülmüş dişi ve normal erkek gökkuşağı alabalığından spermalarında oksidatif 

stres düzeylerinde farklılıklara yol açan mekanizmaları aydınlatmak için daha ileri 

çalışmalar gerekli olduğunu bildirmişlerdir [169]. 

 

Gökkuşağı alabalığının (Oncorhynchus mykiss) dönüştürülmüş dişilerinde spermatik 

bir kanalın olmaması nedeniyle, sperm doğrudan testislerden diseksiyon yöntemi ile 

elde etmişlerdir. Hem dönüştürülmüş hem de normal gökkuşağı alabalığı erkekleri 

için sperm kalitesi parametreleri belirlemişlerdir. Sperm kalitesindeki önemli 

değişikliklerin flagella ve hücre hareketi ile ilgili olduğunu ve metabolik proteinler 
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yapay in vitro olgunlaşmanın kısa döneminde sperm motilitesi, proteine benzerlikler 

gösterdiğini doğal sperm olgunlaşmasının daha uzun sürecinde meydana gelen 

değişiklikler olduğunu bildirmişlerdir. Sperm kalitesindeki farklılıkların olmaması ve 

inkübasyondan sonra dönüştürülmüş ve normal erkekler arasında benzer sperm 

motilite kazanım modları göstermişlerdir. Bu in vitro olgunlaşmadan sonra 

proteinlerdeki değişiklikler, alabalık sperminden sonra fark edilen değişikliklerle 

kısmen örtüştüğünü bildirmişlerdir [170]. 

 

Yapılan çalışmalara bakıldığında, kriyoprezervasyonun sperm hücrelerinde apoptotik 

belirtiler üzerindeki etkilerini inceleyen çalışmalar oldukça sınırlıdır. 

Kriyoprezervasyonun insan [128,171], yaban domuzu [172], boğa [173-175] ve balık 

[176] spermatozoa hücrelerinde membran indüklenmesi ile ilişkili olduğunu 

göstermişlerdir. 

 

Bu çalışmada reaktif oksijen türleri (ROS)’nin, kriyoprezervasyon sırasında balık 

sperm yapısının bütünlüğünün ve işlevselliğinin bozulmasının ana nedenlerinden biri 

olduğu öne sürülmüştür. Sperm hücrelerindeki yüksek doymamış yağ asitleri içeriği 

ve seyreltilmiş spermanın düşük antioksidan kapasitesi, sperm hücrelerini ROS 

saldırılarına duyarlı hale getirmede anahtar rol oynamaktadır. Bu nedenle, son 

zamanlarda yapılan bazı araştırmalar, balık türlerinin seminal plazma ve 

spermatozoalarının antioksidan durumunu belirlemişlerdir. Buna ek olarak, bazı 

çalışmalar antioksidanların çözülme sonrası sperm kalitesi üzerindeki etkilerini 

değerlendirmiştir. ROS kesinlikle sperm hasarına dahil olsa da, buz kristali oluşumu 

gibi diğer faktörlerin kriyo hasarda çok önemli bir rol oynadığı gözlemlemişlerdir  

[177]. Dondurma sırasında oluşabilecek hasarın henüz çözülmediğini çünkü hem 

spermin endojen antioksidan kapasitesi hem de farklı takviye uygulamalarına verdiği 

yanıt, türler arası ve türler arası spesifik özellikler ve etkiler olduğu düşünülmektedir. 

Bu derleme, gelecekteki çalışmalar için bakış açıları oluşturmak için balık sperminde 

antioksidan savunma ve oksidatif stresin yanı sıra kriyoprezervasyon ortamında 

antioksidan takviyesi hakkındaki bilgileri özetlemektedir [178]. 

 

Sperm aktivasyon solüsyonuna sistein ilavesinin Çoruh alabalığının (Salmo 

coruhensis) sperm hareketliliği üzerindeki etkisini değerlendirmek için farklı 

konsantrasyonları [0 mM (Kontrol), 1 mM, 2 mM ve 4 mM] test etmişlerdir. Çalışma 

ile; sperm motilite özellikleri ve motilite süresini belirlemişler, sistein varlığının sperm 
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hareketliliğinde bir artışa neden olduğunu tespit etmişlerdir. 2 mM'de süre (39,00±6,98 

sn) ve motilite oranındaki (%96,67±5,77) artışlar istatistiksel olarak anlamlı (p <0.05) 

olduğunu bildirmişlerdir. Genel olarak, aktivasyon solüsyonuna sistein eklenmesinin,  

Çoruh alabalığının sperm hareketliliğini artırabileceğini ve yüksek dozda sisteinin, 

sperm hareketliliğinde azalmaya neden olabileceğini bildirmiştir [179]. 
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Bölüm 3 
 

Materyal ve Metod 
 

3.1 Denemenin Yapıldığı Yer 

 
Deneme, ülkemizde alabalığın kara tabanlı balık çiftliklerinde yetiştiriciliğinin en 

yoğun olarak yapıldığı Muğla ili Seydikemer ilçesi Ören mahallesinde faaliyet 

gösteren ve Türkiye’nin proje kapasitesi en büyük (2500 ton/yıl) kara tabanlı balık 

çiftliğinin kuluçkahanesinde yürütülmüştür (Şekil 3.1). 

 

 
Şekil 3. 1: Denemenin yapıldığı Abalıoğlu Balık ve Gıda Ürünleri A.Ş. Alabalık 

üretim tesisi görünümü / Fethiye 

 

 
 

3.2 Hormonlu Yemin Hazırlanması 

 
Bu çalışmaya 2019 yılı kasım ayında başlanmıştır. Denemede kullanılmak üzere 

fonksiyonel erkek (XX) elde edilmesi için 17α-metiltestosteron (MT) CPA0225D 
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Sartorius marka d=0,001 mg hassas terazide tartımı yapılmıştır. Hem işletmenin 

ihtiyacının karşılanması hem de denemede kullanılacağı planlanarak 5000 adet lavra 

ayrı bir besleme tankına alınmıştır. Bu programa göre yeterli miktarda ve farklı 

boyutlardaki (0,3 µm, 0,5 µm ve 0,7 µm) Nutra Sprint-Skretting marka yemler 

kullanılarak hazırlanmıştır. Larvalara 600 gün/derece olacak şekilde uygulama 

yapılacağından (2 mg/kg MT/yem) 5 kg yem için toplamda 10 mg tartım yapılarak 

50 ml %96’lık saflıkta ethanol (C2H5OH) içerisinde çözdürülerek stok solüsyon 

oluşturulmuştur. Daha sonra bu stok solüsyondan 1 kg yem için 10 ml çekilip tekrar 

200 ml alkolde seyereltilerek yeme püskürtme işlemi ile homojen bir şekilde absorbe 

edilmesi sağlanmıştır (Şekil 3.2). Çözeltileri abrsorbe edilen yemler, doğrudan güneş 

ışığı almayan bir yerde yaklaşık 24 saat boyunca kurumaya bırakılmıştır. Daha sonra 

bu yemlerin balıklara uygulama süresince serin yerde muhafaza edilmiştir. 

 
 

Şekil 3. 2: Hormonun yeme absorbe edilmesi (a) ve kurutulması (b) 

a b 
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Tablo 3. 1: Denemede kullanılan ticari yemin besin içeriği 
 

 

Temel Besin Değerleri Mikro Elementler 

Protein 55% Demir 60 mg/kg 
 

Ham Yağ 
 

15% 
 

İyot 
 

3 mg/kg 

Ham Selüloz 0,5% Bakır 7 mg/kg 

Ham Kül 12% Manganez 22 mg/kg 

Vitaminler Çinko 150 mg/kg 

Vit A 4500 IU/kg Selenyum 0,15 mg/kg 

 

Vit D3 
 

1125 IU/kg 
 

M. Elementler 

 

Vit E 
 

225 mg/kg 
 

Kalsiyum 
 

2,26% 

Aminoasitler Toplam Fosfor 1,76% 

 

Lizin 
 

4,09% 
 

Sodyum 
 

0,65% 

Metiyonin 1,35% 
 

 

 

 

3.3 Fonksiyonel Erkek (XX) Balığın Elde Edilmesi 

 
Bu çalışmada hormon uygulaması sırasında kullanılan ticari bir firmadan temin edilen 

yemin içeriği Tablo 3. 1’de gösterilmiştir. İçeriği verilen yemlerin balığın 

büyümesine müteakip yemlerin granül boyutunun da (300 mikron, 500 mikron ve 800 

mikron) değişimine dikkat edilmiştir. Hazırlanmış olan hormonlu yemleri, yavru 

balıkların besin keseleri çekilip dışardan yem almaya başladığı günden itibaren 600 

gün/derece olarak uygulanmıştır. Daha sonra işletmede kullanılan yemlerle 

beslenmeye devam edilmiştir. 

 

Fonksiyonel olarak dönüştürülmüş dişi erkeklerden yaklaşık 1,5-2 yaşlarında olgun 

sperm alınabilmektedir. Dondurmak için kullanacağımız spermalar, 2019 yılında 

cinsiyetini tersine dönüştürülmüş (XX) fonksiyenel erkeklerden 2+ yaş, 6 adet erkek 

balıkların spermaları kullanılmıştır. Balıkların gonadları çıkarılmadan önce 
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fenoksiethanol (30 ml/L) ile su karışımı solüsyonda sakinleştirilmiş, boy ve ağırlık 

ölçümleri Sivas Cumhuriyet Üniversitesi Veteriner Fakültesi Suni Tohumlama 

Laboratuvarında yapılmıştır. Ölçümler sonucunda balık boyları 52-62±5 cm 

(ortalama 56 cm) ve ağırlıkları 1510-2175±220 gr olup ortalama ağırlık 1780 gr 

olarak kaydedilmiştir (Şekil 3. 3). 

Şekil 3. 3: Fonksiyonel erkek (XX) damızlık gökkuşağı alabalığı (Oncorhynchus 

mykiss) 

 

 

 

3.4 Gonadların Çıkarılması 

 
Cinsiyeti tersine dönüştürülmüş (XX) fonksiyonel erkek balıklar 60 ml/L 

fenoksiethanol/su karışımı solüsyonunda 15 sn bekletilerek ötenazi uygulanmıştır 

(Şekil 3. 4). Öldürülen balıkların yaşam ortamındaki su, idrar ve kimyasal gibi 

parametrelerin spermaya karışması önlenmelidir. Bu belirtilen parametreler spermin 

motilitesini, motilite süresini, dölleme kabiliyetine olumsuz etkilemektedir [28]. 

 

Balıklar çalışma (disekte veya sağım) öncesinde mutlaka en az 2 gün önceden aç 

bırakılması gereklidir. Açlık süresi sıcaklığına bağlı olarak 3-4 gün kadar uzatılabilir. 

Aç bırakılmasındaki amaç balıkların sürütme ağına alındığında sıkışmasını önlemek 

ve ayrıca sağım sırasında metabolik atıklarının yumurtaya karışmasını önlemektir. 
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Balıklar havuzdan sürütme ağı ile yakalandıktan sonra yumurta kontrolü ve sağımı 

için önce anzetezik bir madde olan fenoksietanol ile 0,6 ppm solüsyonda 10-15 saniye 

bekletilerek sakinleştirilmiş ve daha sonra balık vücudunda kalan solüsyon kalıntıları 

temiz bir bezle kurulanarak kontrol edilir (Şekil 3.4). Bu uygulama dişi balıklarda 

olduğu gibi erkek balıklardan sperm alınma öncesinde de aynı işlem uygulanmıştır. 
 

  

Şekil 3.4: Anaç balıkların fenoksietanolde sakinleştirilmesi (a, b, c), 

 

 

 
Anestezi ile sakinleştirildikten sonra temiz bir bezle balık kurulanarak sperm alınmak 

üzere abdominal bölgeden distekte edilmiştir (Şekil 3.5). Gonadlar balıktan alındıktan 

sonra kan, doku ve diğer parametrelerden arındırılarak temzilenmiştir. Bu balıklarda 

sperm kanalı gelişmediğinden gonadlar balıklar distekte edilerek çıkarılmıştır. Şekil 

3.5’de görülüren gonad olgunluğu ve büyüklüğü mevsime ve su sıcaklığına bağlı 

c b 

a 
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olarak değişebilir. Örneğin su sıcaklığı 10-13 0C olan sulardaki balıkların gonad 

ağırlığı 40-50 gr ve 30-40±5 ml sperm alınırken, su sıcaklığı 7-8 0C olan hatta kar 

suları ile birlikte zaman zaman 5-6 0C’ye kadar düşen sularda bu değerler 10-15 gr 

gonad ağırlığı ve 8-12±1 ml sperm olarak tespit edildiği gözlenmiştir. 

 

 

Şekil 3. 5: Gonadların çıkarılması (a, b, c) 

a 

b c 
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Gonadlar temizlendikten sonra bisturi ile bir kaç yerinden dikey olarak kesilerek 

olgunlaşmış spermlerin temiz bir kaba alınması sağlanmıştır. Toplam 5 adet balıktan 

alınan spermalar homojenize olması açısından karıştırılmıştır (Şekil 3. 6). 

 
 

 

 

 
Şekil 3. 6: Gonad kesimi ve spermanın çıkarılması (a, b, c) 

c 

a b 
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Cinsiyeti dönüştürülmüş erkek balıklarda testis kanalı bulunmamaktadır. 

Spermatozoa testisler ve sperm kanal sisteminde motil değillerdir. Bunun nedeni 

seminal plazma bileşiminde bulunan potasyum (K) iyonlarıdır. Ancak spermatozoa 

suda aktif olduğu için dondurma işlemine kadar su ile temasından kaçınılmıştır 

[27,28]. 

Şekil 3.7: Spermin hacmi ve pH’ın ölçülmesi (a, b) 

 

 

 

 
Dondurma için kullanılacak olan spermaların homojenize edilmiş sperma kabından 

alınarak gruplarda kullanılacak miktarları dereceli mezürlerle ölçümü yapılarak 

ayrılmıştır. Spermlerin Testo-206 marka pH metre ile pH ölçümü yapılmıştır. Sperm 

pH’sı 8,7 olarak Şekil 3. 7’de görülmektedir. 

 

3.5 Sulandıcırıların Hazırlanması 

 
Bu çalışmada fonkisyonel (cinsiyeti dönüştürülmüş) erkekleştirilmiş dişi (XX) 

balıkların spermasının dondurulması, saklanması ve çözdürme sonrası sperm kalitesini 

olumlu katkısı olması açısından da farklı sulandırma oranlarıyla (1:9, 1:15, 1:25 

sperm:sulandırıcı) birlikte farklı dozlarda [0 Mm (Kontrol), 1 mM, 2 mM ve 4 mM) 

a b 
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antioksidan (N-(2-Merkaptopropionil)-Glisin) ana sulanadırıcıya [Glukoz (0,3 M), 

DMSO (%10), yumurta sarısı (%11), Penicilin/Streptomicyn (%0,3)] ilave edilmiş ve 

etkileri araştırılmıştır. 

 

Şekil 3.8: Antioksidan tartımı ve sulandırıcın santrifüj edilmesi (a, b) 

 

 

 

 
 

Sulandırıcılar, her gruptan (1:9, 1:15, 1:25) bir kontrol grubu ve 3 tekerrürlü olarak 

sınıflandırılmştır. Antioksidan (MPG) tartımları (1 mM, 2mM, 3mM) olacak şekilde 

RADWAG AS 200.R2 marka 0,1 mg hassaiyette analitik terazi de yapıldıktan sonra 

sulandırıcılara katılmıştır. Sulandırıcıya DMSO, yumurta sarısı, glikoz ve antoksidan 

ilave edildikten sonra IKA® C-MAG HS 7 marka 100-1500 devir/dak karıştırıcı ile 

homojen bir şekilde karışımı sağlanmıştır (Şekil 3.8). Şekil 3.9’da görüldüğü gibi 

sulandırıcıların tartımı ve karışımı tamamlandıktan sonra payetlere çekilmeye hazır  

hale getirilmiştir [28]. 

a b 
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Şekil 3.9: Sperm, antoksidan ve sulandırıcının karışımı (a, b, c) 

 

 
Çalışmanın yapıldığı laboratuvar ortamının serin ve hijyenik olması nedeni ile 

ekilibrasyon yapılmadan dondurulmaya hazırlanmış spermlerin kısa sürede payetlere 

çekilerek ve dondurulması sağlanmıştır. 

c b 

a 
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3.6 Spermin Payetlere Çekilmesi ve Dondurulması 

 
Hazırlanmış olan her bir sperma çözelti grupları kısa bir ekilibirasyondan sonra 0,5 

ml’lik payetlere çelişme işlemine başlanılmıştır. Payetlerin doldurulması işleminde 

Pipet4u® PRO markalı ve 100-1000 µl hacimli otomatik pipet kullanılarak Şekil 

3.10’da görüldüğü gibi payetlere çekilmesi sağlanmıştır. 

 

Şekil 3. 10: Sperm ve sulandırıcı karışımının payetlere çekilmesi 

 

 

 
Spermalar dondurulmak üzere her gruptan en az 15 payet olacak şekilde 

doldurulmuştur. Farklı grupların payetlere (0,5 ml) çekilme işlemi tamamlandıktan 

sonra payetlerin açık uçları polivinil alkol (payet ucu kapama tozu) ile kapatılmıştır 

(Şekil 3.10). Dolumu tamamlanan payetler Şekil 3.11’de görüldüğü gibi sıvı azotun 

10 cm üzerinde taraklara yerleştirilerek azot buharında 10 dk bekletilerek spermaların 

dondurulması sağlanmıştır. Spermaların azot buharında bekletilme (dondurulması) 

işlemi tamamlanıca dondurulmuş sperma payetleri -196 oC azot tankına alınmış ve 

ileriki tarihlerde kullanılmak üzere muhafaza edilmiştir [180]. 
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Şekil 3. 11: Sperm dondurma (a) ve muhafaza tankına azot ilave edilmesi (b, c) 

 

 

 
Tüm işlemler tamamlandıktan sonra dondurulmuş spermlerin canlılık ve canlılık 

sürelerinin ilk kontrolleri yapılmak üzere laboratuvada çözdürme işlemi yapılmıştır.  

Bu işlem sırasında dondurulmuş payetler azot tankından çıkarılarak daha önceden 

c b 

a 
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hazırlanmış termostatlı su ısıtıcısında bulunan 37 ºC sıcaklıkta suya daldırılıp 40 sn 

bekletilerek çözdürülmesi sağlanmıştır. Çözdürülmüş spermatozoaların motilitesinin 

belirlenmesinde 0,09 M NaCl içeren aktivasyon solusyonu kullanılmış ve spermanın 

canlılık süresi 10x40 ışık mikroskobunda bakılarak üç tekrarlı olarak 

gerçekleştirilmiştir (Şekil 3.12). 

 

 

Şekil 3. 12: Çözdürme sonrası sperm harektliliğinin incelenmesi (a, b) 

 

 

 
3.7 Anaç Sağımı ve Yumurta Alımı 

Çalışmada kullanılacak olan yumurtalar, işletmede bulunan yaklaşık 2150-3620±150 

gr arasında değişen ve ortalama 2790 gr ağırlık, 46-65±5 cm ve 3+ yaşındaki 6 adet 

anaç balıktan alınmıştır. Anaç başı yumurta verimliliği ortalama 4865±203 adet 

olarak belirlenmiştir. Yumurta alımı yapılmak için ayrılan anaçların zarar görmemesi 

açısından önce anestezik bir madde olan phenoxyethanol ile işletme suyu (30 ml/L 

oranında) ile çözelti hazırlanmış ve anaç balıklar bu suya 10-15±2 sn daldırılarak 

sakinleştirilmiştir. Sperm alımı sırasında olduğu gibi yumurta alımı sırasında da 

a b 
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balıklar sakinleştirildikten sonra balıklardan gelebilecek idrar, yem ve işletme 

suyunun yumurtaya karışmaması sağlanmışır. Daha sonra Şekil 3.13’te de görüldüğü 

gibi masaj yolu ile yumurta alımı gerçekleştirilmiştir. Kuru bir kaba sağımı yapılan 

yumurtalar ovaryum suyundan arındırılarak tekrar kuru ve temiz bir kaba alınmıştır. 

 

 
 

  

Şekil 3. 13: Gökkuşağı alabalığı (Oncorhynchus mykiss)yumurtası sağımı (a, b, c) 

ve yumurta çapı (d) 

 

Döllenmeye hazır olan bu yumurtalar kontrol grubu ve her bir sulandırıcı 

gruplarından dölleme işlemi yapılmak üzere yumurtalar eşit bir şekilde ayrılmıştır. 

Şekil 3.14’te olduğu gibi önce ölçeklenmiştir, ardından dondurulmuş olan payetler + 

37 oC su sıcaklığında 40 sn bekletilerek spermaların çözülmesi sağlanmıştır. 

d c 

a b 
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Çözdürüldükten hemen sonra spermler yumurtaların üzerlerine sperm dökülerek 

yavaşça karıştırılarak tüm yumurtaya spermaların ulaşması sağlanmıştır (Şekil 3,14). 

Dölleme yapıldıktan 10 dk sonra yumurtalar temiz su ile yıkanarak sertleşmeye 

bırakılmıştır [46]. 

 

 
 

 

Şekil 3.14: Spermin çözdürülmesi (a, b), yumurtaların döllenmesi (c, d) 

 
Döllendikten yaklaşık 15-20 dk sonra setleşen yumurtalar inkübasyon dolablarına 

gruplara ayrılarak 3 tekrarlı olacak yerleştirilmiştir (Şekil 3.15). Yumurtalar su 

sıcaklığna bağlı olarak göz lekeleri oluşum süreleri değişmekle beraber, denemenin 

yapıldığı su sıcaklığı ortalama 9,5-10 0C olup yumurtalarda 16-17 gün sonunda göz 

a b 

c d 
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lekeleri gözülmeye başlamıştır. Yumurtalar gözlenene kadar işletmede normal 

zamanlarda rutin olarak kullanılan dezenfektan maddeleri bu gruplar için de 

kullanılarak takibi sağlanmıştır. 

 

 

 
 

 

 

Şekil 3.15: Dikey inkübasyon dolabı ve gözlenmiş yumurta (a, b, c, d) 

 
Göz lekeleri oluştuktan sonra açılmaya yakın yumurtaların turuncu renkten biraz daha 

koyu bir renk almış ve 295-300 gün/derece sonunda yumurtalar açılmaya başlamıştır 

Şekil 3.16. 

a b 

c d 
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Şekil 3. 16: Yumurtadan yeni çıkmış alabalık yavrusu (a), ve besin keseli alabalık 

yavrusu (b), 

 

 
 

Yumurtalar açıldıktan yaklaşık 10-15 gün içinde besin keseleri çelikmeye başlamıştır. 

Açılan tüm larvaların %15-20 kadarı yüzemeye başlayınca dışardan yem verilmiştir. 

Şekil 3.17’de görüldüğü gibi stoklandığı ön büyütme alanlarında (polyester tank veya 

beton havuzlarda) balık yüzmeye başladığı andan itibaren dışardan beslenmeye 

başlanılmıştır. Balıklar karma yeme alıştırıldıktan sonra yaklaşık 0,3- 0,5 gr oluncaya 

kadar yaklaşık 30 günlük bir süre bu havuzlarda beslenmeye devam edilmiştir. 

b a 



60  

  
 

  

Şekil 3.17: Dikey kuluçka dolapları ve ön büyütme tankları (a, b), besin kesesi 

çekilmiş yavru balıklar (c), yüzmeye başlamış balıklar (d) 

d c 

b a 
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3.8 DNA Hasarı Tespit Yöntemi 

Bu çalışmada DNA hasarının tespiti için, Selçuk Üniversitesi Veteriner Fakültesi Suni 

Tohumlama Anabilim Dalı laboratuvarında Comet Assay yöntemi kullanılmıştır. Bu 

yöntem, tek hücre Jel elektroforezi (Comet assay) sucul organizmalardaki DNA 

hasarını tespit etmek için yaygın olarak kullanıldığını bildirmişlerdir. Balıklarda 

birçok doku analizinin Comet Assay yöntemi ile analize uygun olduğu ancak mitotik 

olarak dokuların canlı olmaması gerektiği belirtilmiştir. Çözdürülen sperm hücrelerin 

izolasyonu, slaytların hazırlanması, lizis, DNA sarmalının çözülmesi, elektroforez, 

nötralizasyon, boyama ve değerlendirme aşamaları olmak üzere 8 basamakta 

yapıldığını bildirmişlerdir [181-182]. 

 

 

3.9 İstatiksel Analizler 

Deneme sonucu elde edilen veriler SPSS 16 paket programı kullanılarak 

değerlendirilmiştir. Tüm verilere Kruskal Wallis varyans analizi uygulanmıştır ve 

gruplar arasında zamana bağlı farklılıkların belirlenmesinde Duncan çoklu 

karşılaştırma testi yapılmıştır. Önem seviyesi p<0.05 olarak gösterilmiştir. 
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Bölüm 4 

 
Sperm, Antioksidan ve DNA Hasarı 

 
4.1 Spermatolojik Muayene Bulguları 

 
Yapılan çalışmada fonksiyonel gökkuşağı alabalıklarından elde edilen 

ejakulatlarda başlıca spermatolojik özelliklerden sperma miktarı, spermatozoa 

motilitesi, sperma pH’sı ve sperma rengi tespit edilmiştir. Bu çalışmada kullanılan 

fonksiyonel erkek balıklardan alınan tüm sperma örneklerinde, doğal erkeklerde 

olduğu gibi renk beyaz-krem olarak gözlenmiştir. Fonksiyonel erkek balık sperm 

pH’sı ortalama 8,4±0,13 (XX) iken normal erkek balık spermasında 7,9±0,2 olarak 

ölçülmüştür. Spermatokrit oranı %40 (XX) doğal erkekte (XY) %43, sperm hacmi 

35±5 ml (XX erkek), 7-12±3 ml (XY erkek), sperm yoğunluğu Thoma Lamı’nda 

hemositometrik pencereleme yöntemi ile 12,5x109/ml (XX) olarak belirlenmiştir 

ve doğal gökkuşağı alablıklarında ise ortalama 9x109/ml (XY) olduğu tespit 

edilmiştir. Taze sperm örneklerindeki sperm motilite oranı %97,67±0,58, motilite 

süresi 159,67±21,73 sn olarak belirlenmiştir (Tablo 4.1). 

 

Tablo 4.1 Normal ve fonksiyonel erkek gökkuşağı alabalığı (Oncorhynchus 

mykiss)’nın taze sperm parametreleri 

 

Parametre Fonkisyonel erkek XX 
(♂) 

Normal erkek XY 
(♂) 

Sperm Rengi Beyaz-Krem Beyaz-Krem 

Sperm Miktarı 35±5 ml 7-12±2 ml 

Motilitesi Oranı 97% 98% 

Motilite Süresi 159±16 80-90±20 

Sperm pH 8,4±0,7 7,9±0,5 

Spermatokrit Oranı 40% 33% 
Sperm Yoğunluğu 12,5*109/ml 8-17*109/ml 

 

4.2 N-(2-Merkaptopropionil)-Glisinin Etkileri 

 
Elde edilen sperm örneklerinin spermatolojik muayeneleri yapıldıktan sonra N-(2- 

Merkaptopropionil)-Glisin ilavesi ile farklı sulandırma oranlarının sperma kalite 
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parametreleri (motilite yüzdesi ve süresi) üzerindeki etkileri Tablo 4.2’de 

verilmiştir. Sulandırıcılara N-(2-Merkaptopropionil)-Glisin ilave edildiğinde, 

fonksiyonel gökkuşağı alabalığının motilite oranı ve süreleri karşılaştırıldığında en 

iyi sonuçlar 2 mM konsantrasyondan elde edilmiştir (p<0.05). Sulandırma oranları 

karşılaştırıldığında ise en iyi sonuçlar 25:1 oranından elde edilmiştir (p<0.05). 

Veriler değerlendirildiğinde, 2 mM konsantrasyondan sonra motilite süresi ve 

yüzdesinde düşme meydana gelmiştir. 

 

Tablo 4. 2 N-(2-Merkaptopropionil)-Glisin ve farklı sulandırma oranlarının 

motilite oranı ve süresi üzerindeki etkileri 

 

 
Sulandırma oranı 

  
9:1 

 
15:1 

 
25:1 

 

Gruplar 

 
Motilite 

oranı (%) 

 
Motilite 

süresi (s) 

 
Motilite 

oranı (%) 

 
Motilite 

süresi (s) 

 
Motilite 

oranı (%) 

 
Motilite 

süresi (s) 

 
Taze 

sperm 

 

 
97,67±0,58a* 

 

 
159,67±21,73a 

 

 
97,67±0,58a 

 

 
159,67±21,73a 

 

 
97,67±0,58a 

 

 
159,67±21,73a 

 
Kontrol 

(0 mM) 

 

 
60,00±2,54b 

 

 
98,67±3,21bc 

 

 
65,00±6,56b 

 

 
97,00±2,78b 

 

 
73,00±5,45bc 

 

 
92,00±1,89b 

 
1 mM 

 
29,33±4,04c 

 
63,33±6,35d 

 
39,33±3,06c 

 
69,00±4,00c 

 
53,33±18,93c 

 
94,33±17,93b 

 
2 mM 

 
70,33±5,51d 

 
112,33±4,04b 

 
75,33±5,51d 

 
120,67±9,07d 

 
76,33±3,21b 

 
118,67±3,21b 

 
4 mM 

 
54,33±5,86b 

 
91,00±3,00c 

 
68,67±4,04bd 

 
97,33±5,51b 

 
70,33±5,51bc 

 
105,33±5,03b 

 
χ2 

değeri 

 
12,654 

 
13,257 

 
12,165 

 
12,879 

 
9,769 

 
11,379 

 
P değeri 

 
0,013 

 
0,010 

 
0,016 

 
0,012 

 
0,045 

 
0,023 

 

*: (a, b, c, d) sonuçlar arasındaki farklılığın önem değerini göstermektedir (P <0,05). 
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Elde edilen sperm örneklerinin spermatolojik muayeneleri yapıldıktan sonra N-(2- 

Merkaptopropionil)-Glisin ilavesi ile farklı sulandırma oranlarının döllenme ve 

açılma oranı üzerindeki etkileri Tablo 4.3’te verilmiştir. Sulandırıcılara N-(2- 

Merkaptopropionil)-Glisin ilave edildiğinde, fonksiyonel gökkuşağı alabalığının 

döllenme ve açılma oranları tüm gruplar karşılaştırıldığında en iyi sonuçlar 2 mM 

konsantrasyondan elde edilmiştir (p<0.05). Sulandırma oranları karşılaştırıldığında 

ise en iyi sonuçlar 25:1 oranından elde edilmiştir (p<0.05). Veriler 

değerlendirildiğinde, 2 mM konsantrasyondan sonra döllenme ve açılma oranında 

düşme meydana gelmiştir. 

 

Tablo 4.3 N-(2-Merkaptopropionil)-Glisin ve farklı sulandırma oranlarının 

döllenme ve açılma oranları üzerindeki etkileri 

 

 
Sulandırma oranı 

  
9:1 

 
15:1 

 
25:1 

 

Gruplar 

 
Döllenme 

oranı (%) 

 
Açılma 

oranı (%) 

 
Döllenme 

oranı (%) 

 
Açılma 

oranı (%) 

 
Döllenme 

oranı (%) 

 
Açılma 

oranı (%) 

 
Taze 

sperm 

 

 
92,00±2,00a* 

 

 
88,67±1,20a 

 

 
92,00±2,00a 

 

 
88,67±1,20a 

 

 
92,00±2,00a 

 

 
88,67±1,20a 

 
Kontrol (0 

mM) 

 

 
57,67±2,50b 

 

 
35,67±2,10b 

 

 
57,67±2,50b 

 

 
35,67±2,10b 

 

 
57,67±2,50b 

 

 
35,67±2,10b 

 
1 mM 

 
24,00±3,60c 

 
16,00±3,00c 

 
35,33±3,80c 

 
25,67±3,10b 

 
36,67±3,10b 

 
28,00±3,60c 

 
2 mM 

 
51,00±2,00d 

 
37,67±2,50d 

 
62,67±3,10d 

 
54,33±3,10c 

 
63,33±2,10c 

 
53,33±2,90b 

 
4 mM 

 
45,00±2,60d 

 
29,67±3,80d 

 
56,67±1,50d 

 
41,00±1,00c 

 
58,67±5,10c 

 
44,00±5,30b 

 
χ2 değeri 

 
12,833 

 
13,099 

 
12,648 

 
12,870 

 
11,118 

 
13,016 

 
P değeri 

 
0,012 

 
0,011 

 
0,013 

 
0,012 

 
0,025 

 
0,011 

 

*: (a, b, c, d) sonuçlar arasındaki farklılığın önem değerini göstermektedir (P <0,05). 
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4.3 Dondurulmuş Spermada DNA Hasar Tespiti 

 
DNA hasarı, kriyoprezervasyon sonucunda oluşan DNA sarmalında bulunan genetik 

materyalin bütünlüğünde iç ve dış faktörlerin etkisi ile kırılma ve bozulma olarak 

bilinmektedir [183,98]. Spermatozoa DNA hasarı nedeniyle sonraki nesillere 

aktarılacak genetik bilgilerin olumsuz yönde değişime neden olacağı bildirmişlerdir 

[184]. Bu çalışmada, DNA hasarının belirlenmesi için Comet analiz metodu 

uygulanmıştır. Kontrol grubu (0) ve farklı oranlarda (1:9, 1:15, 1: 25) seyreltilmiş ve 

farklı dozlarda (1 mM, 2 mM, 4mM) MPG ilave edilerek dondurulmuş sperm örnekleri 

incelenmiştir. Analiz sonuçlarını sperm hücrelerinin yapısının bozulma durumuna 

göre her hücre DNA’sının bozulma sonucu oluşturduğu kuyruk uzunluğu floresan 

mikroskop altında incelenerek görsel olarak 1. 2. 3. ve 4. dereceden hasarlı ve 0 

(hasarsız) olarak ölçeklendirilen veriler Tablo 4.4’te verilmiştir. 

 

Tablo 4. 4 Gruplar arasında hasar durumuna göre DNA hasar değerleri 
 
 

    
             9:1  

  
             15:1  

 
  25:1  

 

  Grup  
Hasar 

Durumu  

 

Kon   
1 

  mM  
2 

mM  
4 

mM   
1 

  mM  
2 

mM  
4 

mM   
1 

  mM  
2 

mM  
4 

mM   

Hasarsız 0 427 515 
 

490 370 697 469 
 

283 488 

Az hasarlı 
 

1 

 

15 

 

27 

T
es

p
it

 e
d

il
em

ed
i 

 

14 

 

8 

 

12 

 

7 

  

T
es

p
it

 e
d

il
em

ed
i 

 

11 

 

18 

Orta hasarlı 2 15 5 6 2 4 3 6 10 

Hasarlı 3 13 6 2 1 5 3 2 4 

Çok Hasarlı 4 9 8  4 2 4 4  2 3 
            

 

Topl. Sperm Sayısı 

 

479 

 

561 
  

516 

 

383 

 

722 

 

486 
  

304 

 

523 

Topl. Hasarlı S. Sayısı 52 46  26 13 25 17  21 35 

Hasar % 
  

10,86 8,2 
 

5,04 3,39 3,46 3,5 
 

6,91 6,69 

 

 
 

Tablo 4.4’te analiz sonuçları incelendiğinde gruplar arasındaki hasar yüzdeleri 

farklı oranlarda seytelticiler arasında ve farklı dozlarda kullanılan antioksidanlar 

karşılaştırıldığında en iyi sonuçların 1:15 seyrelticide olduğu görülmüştür. Tüm 

seyreltici gruplarında ise antioksidan dozlar arasındaki değerler bir birine yakın 

olduğu gözlemlenmiştir. Buna rağmen tüm gruplarda elde edilen hasar yüzde 
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değerleri antioksidan kullanılmayan kontrol grubuna göre daha düşük oranlarda 

olduğu görülmüştür. 

 

 

 

 

  
 

Şekil 4.1 DNA hasarlarının fleuresan mikroskop altında 50 µm boyutunda 

görüntüleri, a; hasarsız, b; az hasarlı, c; orta hasarlı, d; hasarlı, e; çok hasarlı 

 

 

 
Şekil 4.1’de görüldüğü gibi, comet assay analiz sonucuna göre DNA hasarlarının 

floresan mikroskop altında 50 µm boyutunda görüntüleri hasarsız, az hasarlı, orta 

hasarlı, hasarlı ve çok hasarlı olarak tespit edilmiştir. Genel olarak DNA çift 

d c 

a b 

e 
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sarmalından çok DNA tek sarmalında hasar meydana getirmektedir, DNA, 

çekirdekten anoda doğru göç ederek kuyruklu yıldız görünümünü vermiş, bu 

nedenle hasarlı hücreler COMET olarak adlandırılmıştır [115]. 
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Bölüm 5 

 
Tartışma 

 
Alabalıklarda sperm miktarı balığın yaşına ve büyüklüğüne göre değişim göstermekle 

birlikte yaşam alanının su sıcaklığına bağlı olarak da farklılıklar görülmektedir. 

Sperma miktarı genel olarak alabalıklarda 4-6 ml, yoğunluk ise 10-20x109 ml’dir [27]. 

Balık spermasının pH’sı 7,0 osmotik basıncı ise 306 mOsm 1/L bildirilmiştir [27,185]. 

Gökkuşağı alabalığının fonksiyonel erkeklerin de kanal seminal plazmadan elde edilen 

pH’ı 7,78 ± 0.02, testiküler seminal plazma pH’ını 7,50±0,10 olarak elde etmişlerdir.  

Bu çalışmada, önceki çalışmalardan farklı olarak pH 8.4 elde edilmiştir [186]. 

 

Özel bir işletmede incelemeler sonucunda tespit edilen farklı yaşlarda ve farklı 

büyüklüklerdeki balıklardan alınan sperm miktarının da farklılık gösterdiği 

gözlemlenmiştir. Buna göre genç erkek balıklardan (250-350 gr) alınan sperm miktarı 

ortalama 3,0-7,0 ml iken; yetişkin erkek balıklardan (1500-2500 gr) alınan sperm 

miktarı ortalama 9,0-15,0 ml olarak tespit edilmiştir. Diğer taraftan fonksiyonel 

balıklardan alınan sperm sıvısı miktarı 50-70 ml kadar ölçülmüştür. 

 

Alabalıklarda yumurta büyüklüğü balığın sağlığına, yaşına, yaşadığı adet başına birim 

alanına, havuza giren su miktarına ve su kalitesine bağlı olarak değişebilmektedir [31]. 

Alabalıklarda genel olarak yumurtanın büyüklüğü, 1,5-2 yaşındaki genç bireylerde 

2,5-3,5±0,5 mm çapında ve yaklaşık 65-70±15 mg ağırlındayken, 3 ve üzeri 

yaşlarındaki alabalıklarda 4-6±1 mm çapında ve 90-100±20 mg ağırlığında 

değişebilmektedir. Ergin bir dişi anaç alabalık yaklaşık 1500-2500 adet yumurta /kg 

canlı ağırlık başına yumurta verdiği gözlemlenmiştir. 

 

Tümü dişi olan salmonid popülasyonlarının oluşturulması, ticari su ürünleri 

yetiştiriciliği için istenmektedir [53]. Fonksiyonel dişiler (erkekleştirilmiş dişiler, 

neomaller) bir erkek fenotipine sahip olsalar bile halen daha dişi genotipine (XX) 

sahiptirler. Bu nedenle, fonksiyonel dişiler tarafından üretilen spermatozoa sadece X 

kromozomu taşır ve elde edilen çaprazlamalar sadece dişilerden kaynaklanır. Bu 

şekilde dişi salmonidler bir erkek fenotipi ifade eder ve spermatozoa üretir [131]. 
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Dönüştürülmüş dişilerde genellikle spermatid kanalları bulunmadığından, semen 

doğrudan testisten toplanır ve hayvanların acı çektirilmeden öldürülmesi gerektiğini 

bildirmişlerdir [51]. Testiküler semen, normal erkeklerin ejakülat sperminden 

farklıdır, değişken spermatozoa olgunluğu, daha yüksek sperm konsantrasyonu, daha 

düşük sperm motilitesi ve kriyoprezervasyondan sonra oldukça azalmış dölleme 

başarısı ile karakterizedir [55-56]. Kriyoprezervasyondan sonra dönüştürülmüş 

dişilerin sperminin zayıf özelliklerinin nedenleri tam olarak anlaşılamamıştır. Bu 

nedenle, kriyoinjury ile ilgili olarak dönüştürülmüş dişilerden elde edilen sperm 

kryoprezervasyonunda antioksidan ilavesinin etkilerinin belirlenmesi önemlidir 

[98,91]. 

 

Sperm dondurma sırasında amino asitler, genel olarak seminal plazmada yüksek 

konsantrasyonda bulunan ve antioksidan özelliği nedeniyle kriyoprezervasyon 

sırasında spermleri hücre hasarına karşı korur [187]. Aromatik amino asitlerde L- 

triptofan, Taurin ve L-metiyonin çok yönlü bir molekül olup proteinlerin biyosentezi 

için gereklidir. Hücrelerin metabolik fonksiyonları nedeniyle bilimsel araştırma ve 

diğer klinik çalışmalarda sıklıkla kullanılmaktadır [188-189]. L-triptofan katkılı 

sulandırıcılar, kısa süreli sperm dondurma uygulmalarında sperm kalitesini korumak 

için yararlı sonuçlarının olduğu belirlenmiştir. Benzer çalışmanın sonuçları, uzun 

süreli sperm dondurma, muhafaza, üretimde kullanılabilirliğini göstermişlerdir [190]. 

 

Düşük sıcaklıklarda sazan (Cyprinus carpio) spermi muhafazası sırasında seminal 

plazmasındaki amino asit (yani sistein) seviyesinin büyük ölçüde azaldığını 

belirlemişler; bu düşük sıcaklıktaki sazan spermindeki spesifik amino asidin, reaktif 

oksijen türleri (ROS)’inden kaynaklanan zararlı etkiyi bertaraf etmek için sazan 

spermatozoası tarafından kullanıldığını, sıcaklığı düşürülmüş sazan sperminin, belirli 

ROS'un etkisini en aza indirmek için bir miktar L-sistein gerektirdiği 

varsayılabileceğini bildirmişlerdir. Ancak, antioksidan (yani L-sistein) eklenmesinin 

sazan spermi nitelikleri üzerindeki etkisi hakkında daha önce hiçbir çalışmada 

kullanılmadığını bilgisini paylaşmışlardır. Bu nedenle, yapılan bu çalışma elde edilen 

sonuçların sazan spermi motililtesini, motilite süresini olumlu yönde etkilediğini ve bu 

amaçla kurokura sulandıcısına 1 mMol L-sistein ilave edilmesini önermişlerdir [191]. 

 

Sperm kalitesinde iyi sonuçlar elde edilmesi için en iyi konsantrasyonun ve amino 

asitlerin kombinasyonunun belirlenmesi önemlidir. Önceki çalışmalarda, çok yüksek 
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amino asit konsantrasyonunun ozmotik toksisite ve hipertonisite nedeniyle sperm 

kalitesini olumsuz etkilediği bildirilmiştir [192-196]. L-sisteinin sazan (C carpio) 

spermi kryoprezervasyonu sonucunda sperm özellikleri üzerindeki etkisi üzerine bir 

çalışmada, farklı konsantrasyonlarda L-sistein (0, 0,5, 1, 1,5 ve 2 mM) kullanmışlar ve 

L-sistein konsantrasyonundaki artışın toksik etkisi nedeniyle düşük semen 

özelliklerine neden olduğunu bildirmişlerdir [191]. Bu sonucun aksine, Öğretmen ve 

ark. (2015) 20 mM konsantrasyonda daha yüksek çözüm sonrası yüzdesi ve 

hareketlilik süresi, döllenme ve kuluçka oranı elde etmişler ve konsantrasyon artışı 

sazan (C carpio) sperminin DNA hasarını azalttığını belirlemişlerdir. Bu çalışmada da 

önceki çalışmalara benzer olarak, konsantrasyon artışıyla sperm motilite yüzdesi ve 

süresi azalmıştır. 

 

Antioksidanlar ROS oluşumunun inhibisyonu için yararlıdır [197]. N-(2- 

Merkaptopropionil)-Glisin (MPG) indirgeyici ve karmaşık bir tiyoldür. MPG serbest 

bir merkapto grubu ile birlikte yaygın olarak kullanılan bir antioksidandır. Bazı 

raporlar, serbest radikallerden hücre zarı hasarını önleyen serbest radikal önleyici 

olduğunu göstermiştir. MPG, çeşitli hastalıkların tedavisinde yaygın olarak 

kullanılmaktadır [198,100-101]. MPG, olası bir antidot olarak diğer sülfidril 

bileşiklerine göre birçok avantaja sahiptir ve çeşitli karaciğer hastalıkları, 

nefrotoksisite ve sistin ürolitiyazisi tedavisinde klinik olarak kullanılmaktadır 

[102,100-101]. Bu, koruyucu bir ilaç olarak kullanılmasını büyük ölçüde kolaylaştırır. 

Şimdiye kadar, MPG klinik kullanımda çok az yan etkiye neden olmuştur. 

Hayvanlarda ve insanda gerçekleştirilen önceki çalışmaların aksine, balıklarda MPG 

ilavesinin sperm kryoprezervasyonundan sonra hücreleri nasıl etkilediği ile ilgili 

herhangi bir çalışma yapılmamıştır. Şimdiye kadar sadece aktivasyon solüsyonuna 

MPG ilave etmişler, artan MPG konsantrasyonlarının [0 mM (Kontrol), 0,25 mM, 0,5 

mM ve 1 mM] gökkuşağı alabalığı (O. mykiss) sperm motilitesi ve süresi üzerindeki 

etkilerini değerlendirmiş ve 0,25 mM’de motilite yüzdesi (%91,80±6,42) ve 

süresindeki (29,40±5,86 s) artışların istatistiksel olarak anlamlı olduğunu 

belirlemişlerdir (p<0,05). 1 mM konsanrasyonda sperm hücrelerinde hareketlilik 

belirlenemediğini bildirmişlerdir [103]. Önceki çalışmaların aksine, bu çalışmada 

sperm kriyoprezrvasyonunda en iyi sonuçlar 2 mM konsantrasyondan elde edilmiştir.  

Sperm motilite yüzdesi ve süresi, döllenme ve açılma oranı kontrol grubu ile 
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karşılaştırıldığında bir artış göstermiştir. Bu durum, MPG’nin antioksidan özelliğinden 

dolayı hücreyi koruması ile açıklanabilir. 

 

Günümüze kadar, Salmonidlerin dönüştürülmüş dişilerinin sperm kalitesinin analizine 

ilişkin gökkuşağı alabalığında çalışmalar gerçekleştirilmiştir [90,101,102, 200, 

170,155-157,164,167,169]. Önceki çalışmalarda, dönüştürülmüş bireyler ile normal 

gökkuşağı alabalığından elde edilen spermanın sperm motilitesi, sperm 

konsantrasyonu ve seminal plazma ozmolalitesi değerlerini benzer olarak 

bildirmişlerdir [157,164,167,102]. Sperm konsantrasyonu açısından, dönüştürülmüş 

dişilerde sperm kanalları bulunmadığından ve semen doğrudan testislerden ekstrakte 

edildiğinden, test edilen iki tür için değerler 2-3 kat daha yüksek olduğunu 

belirtmişlerdir [164,167]. Bu çalışmada, sperm konsantrasyonu 12,5x109 ml olarak 

belirlenmiştir. 

 

Sperma dondurmanın temel amacı, çözündürme sonrası yaşayan normal spermatozoa 

sayısının yüksek tutarak dondurularak uzun süre (20-30 yıl) saklamaktır. Dondurma 

önce mevcut bulunan spermatozoa motilitesi, yapısal bütünlük, canlılık, DNA ve 

dölleme potansiyelinin çözüm sonrası spermada da devam ettirilmesi temel olarak 

gereklidir. Önceki literatürlerde, sperma dondurma için dondurma öncesi sperma 

kalitesi, dondurma ve çözündürme yöntemleri, sperma sulandırıcıları gibi önemli 

faktörler çözüm sonrası sperma kalite özellikleri üzerinde etkili olduğu gösterilmiştir.  

Bunların üzerinde hassasiyetle durulması gerektiği anlaşılmaktadır. Nitekim 

dondurma-çözündürme teknikleri ve sperma sulandırıcılarını iyileştirmek adına 

yapılan birçok çalışma, balık sperma dondurma yönteminin ilerlemesini sağlamıştır. 

Önceki çalışmalarda, sperma sulandırıcısına katılan değişik antioksidanlar, 

spermatozoa motilitesini devam ettirdiği, spermatozoa bütünlüğünü koruduğu ve DNA 

hasarını en aza indirdiği gösterilmiş olmasına rağmen bu maddelerin yararı hala 

tartışmalıdır. 

 

Spermanın dondurulması, spermanın çözüm sonrası motilitesini belirli bir oranda 

koruyan bir yöntemdir. Spermanın dondurulması başarısı, sperma parametrelerine ve 

sulandırıcının bileşimi, sulandırma, dondurma ve çözme işlemleri gibi çevresel 

faktörlere bağlıdır [200]. Kriyoprezervasyon işlemlerinin sperma kalitesini bozduğu 

ve spermatozoa motilitesine bağlı fertilizasyonu azalttığı bilinmektedir [201-202]. 

Ayrıca kriyoprezervasyon çoğu durumda membran bütünlüğünün kaybına, 
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mitokondriyal hasara, metabolik ve fonksiyonel durum değişikliklerine [202], lipid 

peroksidasyonuna ve sitoplazmik reaktif oksijen türlerinin artışına (ROS) 

vedolayısıyla DNA hasarının artmasına neden olduğunu bildirmişleridir [203-205]. 

 

Sperma kalitesini değerlendirmek için yeni testler, sperm kalitesini ve sperma 

dondurma protokollerinin optimizasyonuna katkılar sunar. Çok sayıda sperma 

dondurma yöntemi mevcuttur, ancak hepsi soğutma, dondurma ve çözmeyi içerir. 

Çözüldükten sonra, spermatozoa DNA bütünlüğünün çeşitli kriyoprezervasyon 

yöntemlerinden nasıl etkilendiğine dair tartışmalar devam etmektedir. Birçok çalışma, 

bu süreçlerin sperm fonksiyonuna zarar verebileceğini bildirmişlerdir [206]. Oksidatif 

stresin olumsuz sonuçları nükleer ve mitokondriyal DNA hasara yol açmasıdır. Bu 

nedenle reaktif oksijen türlerinin azaltılması DNA hasarını da azaltabileceğini 

belirlemişlerdir [207]. Daha önceki çalışma bulguları dondurma çözündürme işlemi 

sırasında oluşan serbest radikaller ve Caspase 3 gibi enzimlerin aktivasyonu hücresel 

apoptoza ve DNA hasarına neden olduğunu bildirmişlerdir [208-200]. 

 

Oksidatif DNA hasarını saptamaya yönelik testlerden biri olan 8-OHdG analizi 

sonuçlarına bakıldığında, yalnızca Methanol ve Sükroz’un birlikte kullanıldığı 

sulandırıcıda ve Methilglikole Sükroz ilave edilen sulandırıcıda hasar yükselmiştir. 

Aynı şekilde, Comet analizinde de Methanol’e Sükroz, Methilglikol’e Sükroz 

ilavesinde DNA hasarında anlamlı derecede artış gözlemlenmiştir. Buna karşılık, 

Comet analizi sonucunda DMSO’ya Sükroz ve Methilglikol’e Sükroz ilavesinde 

önemli azalma tespit edilmiştir. 8-OHdG ve Comet analizi, oksidatif DNA hasarının 

güvenilir belirteci olarak kabul edilen yaygın yöntemlerden biridir [211-212]. Levrek 

sperm Comet analizi, taze sperm ile karşılaştırıldığında, dondurulmuş çözünmüş 

sperm örneklerinde önemli bir DNA parçalanması meydana geldiğini açıkça 

göstermiştir [161]. 

 

Hücre içine giremeyen sükrozun [127,213]. DNA hasarını azalttığı söylenebilir. Buna 

karşılık, DMSO ve metilglikol’ün comet assay analizinde yüksek DNA hasarına yol 

açtığı belirlenirken, 8-OHdG testinde, alkol ve şekerlerin [213,127,214] DNA hasarına 

yol açması, bunların karışımının DNA hasarını yükseltmesi, her iki test ile daha çok 

çalışmalar yapılması gerektiği düşüncesindeyiz. 
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Bu çalışma sonuçları ile diğer çalışma sonuçları arasındaki farklılık, her testteki sperm 

konsantrasyonundaki ve sperm sayılarındaki değişiklikten kaynaklanıyor olabilir. 

Yumurta ve spermatozoon oranı fertilizasyonu etkileyen önemli bir faktördür [215]. 

Diğer yandan, çözündürülmüş sperma ile ilgili olarak, spermatozoa-yumurta oranı 

daha yüksek olmalıdır çünkü dondurma-çözülme spermatozoaların hücre yapılarına 

(DNA, hücre zarı, orta kısım ve flagellum) zarar vermenin yanı sıra büyük ölümlere 

neden olabilmekte ve böylece onları döllenme için devre dışı bırakabilmektedir [216]. 

 

Tablo 5.1’de birçok araştırıcı tarafından önceki yıllarda farklı türlerde ve aynı türden 

olup cinsiyeti dönüştürülmüş olan balıkların spermalarının uzun süreli dondurma ve 

muhafaza çalışmalarından elde edilen motilite oranı, motilite süresi ve döllenme 

oranları görülmektedir. Bu çalışmada ise cinsiyet dönüşümü yapılmış gökkuşağı 

alabalığı sperması dondurulması sırasında sulandırıcıya ilk defa katılan MPG ile elde 

edilen veriler geçmişte yapılan çalışmalarla karşılaştırılmıştır. Elde edilen sonuçların 

diğer sonuçlara yakın değerlerde olduğu tespit edilmiştir. 
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Tablo 5.1 Geçmişte yapılan benzer çalışmaların sonuçlarının karşılaştırılması 
 
 

 

Tür 
Muhafaz 

a şekli 

XX/ 

XY 

Motilite 

Oranı 
(%) 

Motilite 

Süresi 
(sn) 

Döllenme 

Oranı 
(%) 

 

Araştırıcı 

Gökkuşağı alabalığı 

(Oncorhynchus 

mykiss) 

Uzun 

süreli 

muhafaza 

 

XX 

 

92,7 

  

60 
Geffen ve 

ark., 2000 

Gökkuşağı alabalığı 

(Oncorhynchus 
mykiss) 

Uzun 

süreli 
muhafaza 

 

XX 

 

88 

  

74 
Robles ve 

ark., 2003 

Gökkuşağı alabalığı 

(Oncorhynchus 

mykiss) 

Uzun 

süreli 

muhafaza 

 

XY 

 

77,08 

  

56,08 
Çevik ve 

ark., 2003 

Gökkuşağı alabalığı 

(Oncorhynchus 
mykiss) 

Uzun 

süreli 
muhafaza 

 

XY 

 

57 

 

96 

 

68 
Bozkurt ve 

ark., 2005 

Sazan balığı 

(Cyprinus carpio) 

Uzun 

süreli 

muhafaza 

 

XY 

 

64 

 

218 

 

35 
Bozkurt ve 

ark., 2005 

Abant alabalığı 

Salmo trutta 
abanticus 

Uzun 

süreli 
muhafaza 

 

XY 

 

67 

  

61 
Hatipoğlu 

ve ark., 
2010 

Gökkuşağı alabalığı 

(Oncorhynchus 

mykiss) 

Uzun 

süreli 

muhafaza 

 

XY 

 

94,3 

  

64,4 
Şahin ve 

ark, 2013 

Gökkuşağı alabalığı 

(Oncorhynchus 
mykiss) 

Uzun 

süreli 
muhafaza 

 

XX 

 

55 

  

80 
Dietrich ve 

ark., 2014 

Gökkuşağı alabalığı 

(Oncorhynchus 

mykiss) 

Uzun 

süreli 

muhafaza 

 

XX 

 

56 

 

91 

 

83 

Ciereszko 

ve ark., 

2015 

Japon havuz balığı 

Carassius auratus 

Uzun 

süreli 
muhafaza 

 

XY 

 

45 

  

17 
Kutluyer 

ve ark., 
2015 

Gökkuşağı alabalığı 

(Oncorhynchus 

mykiss) 

Uzun 

süreli 

muhafaza 

 

XY 

 

78 

  

78 
Judycka ve 

ark., 2016 

Gökkuşağı alabalığı 

(Oncorhynchus 
mykiss) 

Uzun 

süreli 
muhafaza 

 

XX 

 

59 

  

81 
Judycka ve 

ark., 2019 

Gökkuşağı alabalığı 

(Oncorhynchus 
mykiss) 

Uzun 

süreli 

muhafaza 

 

XX 

 

76 

 

120 

 

63 

 

Bu çalışma 
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Bölüm 6 

 
Sonuçlar ve Öneriler 

 
Sonuç olarak, sperm kriyoprezervasyonun işleminden sonra N-(2- 

Merkaptopropionil)-Glisin (MPG) ilavesinin sperm kalitesi üzerinde pozitif etkileri 

olduğu belirlenmiş ve döllenme, gözlenme ve açılma oranlarında en iyi sonuçlar 2 mM 

konsantrasyonu ve 25:1 seyreltme oranında elde edilirken, DNA hasarı en az olduğu 

1 ve 2 mM konsantrasyonu ve 15:1 seyreltme oranından elde edilmiştir. Ayrıca, 

fonksiyonel erkek bireylerdeki sperm yoğunluğunun fazla olmasından dolayı uzun 

süreli sperm muhafazasında sperm yoğunluğunun sonuçları önemli derecede 

etkilediği, en iyi sonuçların 25:1 sulandırma oranında olduğu belirlenmiştir. Bu 

çalışmada, sperm kalitesi MPG’nin farklı konsantrasyonlarındaki değişikliklerden 

etkilenmiş ve en iyi sonuçlar 2 mM konsantrasyondan elde edilmiştir. Bu çalışma 

ileride sperm ile ilgili yapılacak çalışmalara ışık tutacak ve ticari üretim için faydalı 

olacaktır. 

Sperm kalitesinin üretim aşamasındaki önemini ortaya koyarak yıl boyu kaliteli sperm 

bulundurabilecek yöntemlerin belirlenmesi ve uygulaması gerçekleştirilmiştir. Elde 

edilen veriler ileride yapılacak çalışmalara ışık tutacaktır. XX erkeklerle sperm 

kriyoprezervasyonu ve fertilizasyon çalışmalarıyla desteklenmesi önerilmektedir. 

Kriyoprezervasyon yoluyla genetik materyalin kolayca taşınması ve saklanması, 

hastalıklara ve ortam koşullarına dayanıklı stoklar elde edilmesi, stokların daha 

ekonomik olarak tutulması, elektrik, su filtrasyonu, tank temizliği, bakım-onarım, yem 

ve personel giderleri en aza indirilmesi, işletmelerde kullanılması gereken damızlık ve 

stok havuzlarının sayısının azaltılması üretim tesisleri açısından büyük önem 

taşımaktadır. Bu yönüyle üreticiye dolayısıyla ülke ekonomisine katkı sağlayacaktır. 

Gökkuşağı alabalığı tatlı sular ve deniz ortamında üretim havuzları, kanallar ve kafes 

sistemlerinde yapılmaktadır. Bu balığın ulusal ve uluslararası pazar payı yüksektir ve 

talebi de gün be gün de artmaktadır. Bu balıklarda semen alımında ve kalitesinde 

karşılaşılabilecek olumsuzluklar üretici ekonomisini menfi olarak etkileyecektir. 
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Dolayısıyla üreticiye bu anlamda daha verimli yöntem sağlanmış olacaktır. Bir kaç 

cümlede özetleyecek olursa aşağıdaki gibi sırayalabiliriz; damızlık popülasyonların 

azaltılması, üstün özelliklere sahip bireylerin elde edilmesi, spermlerden daha uzun 

süre yararlanılması, yumurta kayıplarının minimize edilmesi, üreme sezonu dışında 

sperm tedarikinin sağlanması, anaç yetiştiriciliğinde sadece dişi popülasyonların yer 

alması ve genetik materyalin kolayca muhafaza ve taşınması sağlanacaktır. 
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