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ÖZET 

 
KARADENİZ KALKAN BALIĞI (Scophthalmus maximus) SPERMİNİN 

DONDURULMASINDA ANTİOKSİDAN KULLANIMI VE DNA HASARI ÜZERİNE 

ETKİLERİ 

 

Karadeniz kalkan balığı (Scophthalmus maximus) sperminin dondurularak saklanmasında 

seyrelticiye eklenen farklı antioksidanlar ve bunların farklı dozlarının çözdürme sonrası 

spermin motilitesi, hız parametreleri, dölleme kapasitesi ve DNA hasarı üzerindeki etkileri 

araştırıldı. Antioksidan olarak: rozmarinik asit (RA) (25, 50 ve 100 µg/mL), ürik asit (UA) 

(25, 50 ve 100 µg/mL) ve taurin (TA) (25, 50 ve 100 µg/mL) belirlenen dozlarda geleneksel 

sulandırıcıya eklenmiştir. Sulandırıcı ile 1:9 oranında seyreltilen sperm örnekleri 

kriyoprezervasyon yapıldı. Yapılan çalışmada elde edilen sonuçlara göre; spermin çözülme 

sonrası motilitesi en yüksek 25 µg/mL RA'da (% 77,41±2,90), ardından 50 µg/mL RA'da 

(% 74,86±3,2), 50 µg/ml UA'da (% 69,56±3,30) ve 100 µg/mL UA'da (% 70,74±2,51) olduğu 

bulunmuştur. Bu sonuçlar geleneksel sulandırıcıdan önemli ölçüde farklılık göstermiştir 

(p<0.05). En yüksek döllenme oranı 25 µg/mL RA’da (% 81,67±2,52), çıkış oranı ise 50 

µg/mL UA’da (% 70,67±4,67) belirlenmiştir. Ayrıca DNA hasarı oranı en düşük 50 µg/mL 

UA’da (% 5,07±%1,57) gerçekleşmiştir. Bu çalışmada antioksidanların, dondurulup 

çözdürülen kalkan balığı spermi üzerinde koruyucu etkisi olduğu tespit edilmiştir. 

 

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Kriyoprezervasyon, DNA hasarı, Sperm kalitesi, Kalkan  
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ABSTRACT 
 

EFFECT of ANTIOXIDANTS on CRYOPRESERVED BLACK SEA TURBOT 

(Scophthalmus maximus) SPERMATOZOA QUALITY and DNA DAMAGE 

 

The effects of several antioxidants added to cryopreservation extender on turbot 

(Scophthalmus maximus) sperm post-thaw motility, fertilization, sperm characteristics, and 

DNA damage were investigated. The following antioxidants were used in conjunction with 

the conventional extenders: rosmarinic acid (RA) (25, 50, and 100 µg/mL); uric acid (UA) 

(25, 50, and 100 µg/mL); and taurine (TA) (25, 50, and 100 µg/mL). On sperm samples that 

had been diluted by the extenders at a 1:9 ratio, cryopreservation was carried out. The results 

demonstrated that the post-thaw motility of sperm was higher in 25 µg/mL RA (77.41±2.90 

%), followed by 50 µg/mL RA (74.86±3.2 %), 50 and 100 µg/mL UA (69.56±3.30 % and 

70.74±2.51 %, respectively) which significantly differentiated from conventional extender. 

The highest hatching rate (70.67±4.67 %) was attained at UA 50 µg/mL, while the highest 

fertilization rate (81.67±2.52 %) was observed in RA 25 µg/mL. At UA 50 µg/mL, the DNA 

fragmentation rate was lowest (5.07±1.57 %). In conclusion, antioxidants had a protective 

impact on sperm of turbot that had been frozen and thawed. 

 

Keywords: Antioxidant, Cryopreservation, DNA damage, Sperm quality, Turbot 

  



 

VIII 

 

KISALTMALAR  

 

ATP : Adenozin trifosfat 

BSA : Bovine Serum Albumin 

CASA : Bilgisayarlı Sperm Analizi (Computer-Assisted Sperm Analysis) 

cm : Santimetre 

DHA : Dokosa heksaenoik asit 

dk : Dakika 

DMA : Dimetil asetamid 

DMSO : Dimetil sülfoksit  

DNA : Deoksiribo nükleik asit 

EG : Eetilen glikol 

EPA : Eikosa pentaenoik asit 

FAO : Gıda ve Tarım Örgütü 

g : Gram 

GPx : Glutatyon peroksidaz 

GR : Glutatyon redüktaz 

GSH : İndirgenmiş glutatyon 

H2S : Hidrojen sülfür 

JICA : Japonya Uluslararası İşbirliği Ajansı 

KCl : Potasyum chloride 

kg : Kilogram 

L : Litre 

LA : Laktik asit 

LHRA-a : Luteinizan hormonu salgılatma hormonu türevi 

LPO : Lipid peroksidasyonu 

MgCl2 : Magnezyum klorür 

mL : Mililitre 

mm : Milimetre 

mM : Milimolar 

n-3 : Çoklu doymamış yağ asitleri 



 

IX 

 

NaCl : Sodyum klorür 

NaHCO3  Sodyum bicarbonat 

NaH2PO4 : Sodium hidrojen fosfat 

PG : Propilen glikol 

pH : Potansiyel hidrojen 

ppm : Milyonda bir 

PUFA : Çoklu doymamış yağ asitleri 

PVP : Povidon İyot 

RA : Rozmarinik asit 

ROS : Reaktif oksijen türleri 

SCA : Sperm Class Analyser 

SCD : Sperm kromatin dağılımı (sperm chromatin dispersion) 

sn : Saniye 

SOD : Süperoksit dismutaz 

spz : Spermatozoa 

SUMAE : Su Ürünleri Merkez Araştırma Enstitüsü 

TA  Taurin 

T.C. : Türkiye Cumhuriyeti 

UV : Ultraviyole (morötesi) ışık 

ÜA : Ürik asit 

VC : Vitamin C 

VE : Vitamin E 

µ : Mikron 

μm : Mikrometre 

µL : Mikrolitre 

% : Yüzde 

°C : Santigrat derece 

 

  



 

X 

 

TABLOLAR LİSTESİ 

 

Tablo 1. Ülkemizde toplam su ürünleri üretimi (ton/yıl) ............................................ 2 

Tablo 2. Kalkan balığının sistematikteki yeri ............................................................. 6 

Tablo 3. Kalkan balığı üretim miktarı (ton/yıl) ........................................................... 9 

Tablo 4. Bazı balık türlerinin sperm yoğunlukları .................................................... 18 

Tablo 5. Sperm kriyoprezervasyonu başarıyla yapılan bazı balıklar türleri ............. 24 

Tablo 6. Kriyoprezervasyon da kullanılan standart sulandırıcı (KRS) ..................... 43 

Tablo 7. Çalışmada kullanılan antioksidanlar ve dozları .......................................... 43 

Tablo 8. Karadeniz kalkan balığın spermatolojik özellikleri .................................... 47 

Tablo 9. CASA ile belirlenen sperm kalite parametreleri ......................................... 47 

Tablo 10. Sperm havuzunun spermatolojik parametreleri ........................................ 48 

Tablo 11. Çözdürme sonrası 10. saniyedeki sperm kalite parametreleri .................. 51 

Tablo 12. Çözdürme sonrası 60. saniyedeki sperm kalite parametreleri .................. 51 

Tablo 13. Uzun süreli depolama sonrası 10. saniyedeki motilite değerleri .............. 52 

Tablo 14. Uzun süreli depolama sonrası 60. saniyedeki motilite değerleri .............. 52 

Tablo 15. Dondurma/çözdürme sonrası döllenme ve çıkış oranları ......................... 53 

Tablo 16. Dondurulmuş/çözdürülmüş sperminin DNA hasarı oranları .................... 54 

 

  



 

XI 

 

ŞEKİLLER LİSTESİ 

 

Şekil 1. Karadeniz kalkan balığı .................................................................................. 7 

Şekil 2. Balıklarda olgunlaşma ve gamet oluşumunu belirleyen faktörler. ............... 16 

Şekil 3. Araştırma üniteleri ........................................................................................ 37 

Şekil 4. Karadeniz kalkan balığı ................................................................................ 38 

Şekil 5. Sperm kalite paremetrelerinin belirlenmesinde kullanılan materyaller. ...... 39 

Şekil 6. Kalkan balığından sperm toplama işlemi ..................................................... 40 

Şekil 7. Sperm kalite parametre ölçümlerinin gerçekleştirildiği CASA sistemi ....... 41 

Şekil 8. Sperm DNA hasar durumu ........................................................................... 44 

Şekil 9. Yumurta temini için kalkan balığına hormon uygulaması ........................... 45 

Şekil 10. Kalkan balığından yumurta sağımı ............................................................. 46 

Şekil 11. Antioksidanlar eklenen Karadeniz kalkan spermi motilite değerleri ......... 50 

Şekil 12. CASA’da DNA hasarı analiz örnekleri ...................................................... 55 



 

1 

 

GİRİŞ 

 

Birleşmiş Milletler Tarım ve Gıda Örgütü (FAO) heseplamalarına göre 

yeryüzünde ticareti en fazla yapılan gıda ürünlerinden biriside balık ve diğer su 

ürünleridir. Su ürünleri üretimi 3,2 milyar insanın ihtiyaç duyduğu hayvansal proteinin 

% 20’sini karşılamaktadır ve aynı zamanda bu sektörde 800 milyondan fazla insan 

geçimini de sağlamaktadır. Dünya su ürünleri tüketimi kişi başı yıllık ortalama 20,2 

kg a ulaşmıştır. Tüketicinin sağlıklı beslenme duyarlılığının ve ihtiyacının artmasına 

paralel olarak bu miktarın daha da artması beklenmektedir. Deniz ve iç sulardan 

avcılık yoluyla bu ihtiyacın karşılanması mümkün olmadığından tüketim artışı ile 

birlikte dünya genelinde yetiştiricilik yoluyla elde edilen su ürünleri üretimi de hızlı 

bir artış göstermektedir. Dünyada su ürünleri üretimi; 90,3 milyon tonu avcılıktan ve 

87,5 milyon tonu yetiştiricilikten olmak üzere toplamda 177,8 milyon tona (parasal 

değer olarak 265 milyar ABD $) ulaşmıştır. Yetiştiricilik üretiminin 33,1 milyon tonu 

denizde, 54,4 milyon tonu iç sularda gerçekleştirilmektedir (FAO, 2022). Balık 

avcılığında son yirmi yıldır aynı üretim seviyesi korunmasına karşın, yetiştiricilik 

üretimi en hızlı gelişen gıda üretim sektörü durumundadır (URL-1). 

Türkiye farklı tuzluluk ve sıcaklıklara sahip denizleri ve zengin iç su kaynakları 

ile su ürünleri yetiştiriciliğinde dikkat çeken ülkeler arasındadır. Türkiye’de su 

ürünleri üretimi 2021 yılında 799,844 ton olarak gerçekleşmiştir. Bu üretimin 328,158 

tonu avcılık, 471,686 tonu ise yetiştiricilik yoluyla elde edilmiştir (Tablo 1). 

Yetiştiricilik üretimi bir önceki yıla göre % 11,9 oranında artarak 471 bin 686 ton 

olmuştur (URL-2). Ülkemizde yetiştiricilik üretiminin % 71,1’i (335,644 ton) 

denizlerde,  % 28,9’u (136,042 ton) ise iç sularda yapılmaktadır. İçsulardan 

yetiştiricilik yoluyla üretilen balıkların % 99,7’lik kısmını alabalık üretimi 

oluşturmaktadır. Ülkemizde; levrek (155,151ton), çipura (133,476 ton) ve alabalık 

(167,286 ton) en çok üretimi yapılan türlerdir (URL-2). Yeni türler konusunda yapılan 

araştırmaların sonucu granyöz, minekop, Karadeniz alabalığı, fangri, minekop, 

sarıağız, sivriburun karagöz ve trança gibi türlerin üretimi toplamda 10,919 tona 

ulaşmıştır. Son yıllarda ülkemizde midye üretimine ilgi artmış ve 4,585 ton üretim 

gerçekleşmiştir. Orkinos balığının ağ kafeslerde büyütülmesine dayalı yetiştiricilik 

modelinde ise üretim 4,952 ton/yıl’a yükselmiştir (URL-3). 
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Tablo 1. Ülkemizde toplam su ürünleri üretimi (ton/yıl) 

Yıllar  
Avcılık 

Toplam 
Yetiştiricilik 

Toplam Toplam 
Deniz İçsu Deniz İçsu 

2015  397.731 34.176 431.907 138.879 101.455 240.334 672.241 

2016  301.464 33.856 335.320 151.794 101.601 253.395 588.715 

2017  322.173 32.145 354.318 172.492 104.010 276.502 630.820 

2018 283.955 30.139 314.094 209.370  105.167  314.537  628.631 

2019 431.572 31.596 463.168 256.930  116.426  373.356  836.524 

2020 331.281 33.119 364.400 293.175  128.236  421.411  785.811 

2021 295.018 33.140 328.158 335.644 136.042 471.686 799.844 

 

Ülkemizde su ürünleri yetiştiricilik sektöründe üretimi yapılan ve yetiştiricilik 

için potansiyel türler; gökkuşağı alabalığı (Oncorhynchus mykiss), aynalı sazan 

(Cyprinus carpio), Nil tilapia (Oreochromis niloticus), karabalık (Clarias lazera), 

yayın (Silurus glanis), dere alabalığı (Salmo trutta fario), kaynak alabalığı (Salvelinus 

fontinalis), büyük benekli dağ alabalığı (Salmo trutta macrostigma), mersin balığı 

(Acipenser sturio), kerevit (Astacus leptodactylus), sinagrit (Dentex dentex), granyöz 

(Argyrosomus regius), minekop (Umbrina cirrosa), mırmır (Lithognathus mormyrus), 

sivriburun karagöz (Diplodus puntazzo), lahoz (Epinephelus aeneus), sarıkuyruk 

(Seriola dumerili), fangri mercan (Pagrus pagrus), kırma mercan (Pagellus 

erythrinus), antenli mercan (Pagrus caeruleostictus), kırmızı bantlı mercan (Pagrus 

auriga), mavi yüzgeçli orkinos (Thunnus thynnus), Egeli (Royal dentex), trança 

(Dentex gibbosus), eşkina (Sciaena umbra), sargoz (Diplodus sargus), akivades 

(Tapes decussatus), kara midye (Mytilus galloprovincialis), has kefal (Mugil 

cephalus), Karadeniz alası (Salmo labrax), kalkan (Scopthalmus maximus), çipura 

(Sparus aurata), levrek (Dicentrarchus labrax) ‘dir (URL-4). 2020 yılından beri tüm 

dünyayı etkisi altına alan Covid-19 pandemisi küresel ölçekte su ürünleri üretimini ve 

ticaretini olumsuz etkilemiş ve su ürünleri üretiminde düşüş yaşanmıştır. Ancak 

ülkemizde 2020 yılında su ürünleri yetiştiriciliği bir önceki yıla göre % 12 oranında 

artmıştır. Bu durum Türkiye’nin güçlü ve gelişime açık bir su ürünleri sektörünün 

olmasının yanında üretilen ürünlere küresel çapta bir ilgi olduğunu da göstermektedir. 

Su ürünleri yetiştiriciliğinde istenen miktarda ve kalitede ürün elde edilmesi; 

yetiştiriciliği yapılan türün tüm üretim döngüsünün kontrol edilebilmesi, damızlık 

bireylerin iyi bir genetik yapıya sahip olması, hastalık kontrolü ve bulaşının önlenmesi, 

öngörülen büyüme performansı için fizyolojik, çevresel, beslenme koşullarının 
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bilinmesi, üretimin yapıldığı ortama kaliteli ve yeterli su temin edilmesi ile yenilikçi 

yönetim tekniklerinin uygulanmasına bağlıdır. Bu faktörlerin geliştirilmesi ve 

uygulanması sayesinde su ürünleri yetiştiriciliği son yıllarda oldukça iyi bir gelişme 

kaydetmiştir. Biyoteknolojik yöntemlerin akuakültür alanında da etkili bir şekilde 

kullanılır hale gelmesi sektörün gelişmesine önemli etkileri olmuştur (Şahin, 2003). 

Su ürünleri yetiştiriciliğinde uygulanan biyoteknolojik yöntemler daha fazla ve arzu 

edilen özellikte bireyler ile birlikte kaliteli ürün elde etmeye katkı sağlamıştır.  

Kaliteli ve üstün özellikli spermin uzun süreli muhafazasına imkan sağlanarak 

ihtiyaç duyulduğu takdirde kullanıma hazır olması her zaman tercih edilen durum 

olmuştur. Önemli bir biyoteknolojik uygulama olan sperm kriyoprezervasyonu 

sayesinde birçok canlının spermi farklı amaçlarla dondurulup muhafaza 

edilebilmektedir. Kriyoprezervasyon, soyları tükenme tehdidi altında olan türlerin, 

gametlerini bir gen bankasında muhafaza ederek koruma altına almanın da en iyi 

yöntemlerinden biridir. Ayrıca genetik manipulasyon ve damızlık seleksiyon 

çalışmalarını kolaylaştırdığından, yapay üretimi geliştirmek için etkin bir yöntem 

olarak da tercih edilmektedir (Viveiros vd., 2010). Kültür ortamında yapılan su 

ürünleri üretiminde senkronizasyonu sağlamak, spermanın verimli kullanımını 

arttırmak ve genetik varyasyonu korumak için balık sperminin kriyoprezervasyonu son 

dönemlerde yaygın ve başarılı bir şekilde uygulanmaktadır (Lahnsteiner, 2000a; 

Cabrita vd., 2010; Kutluyer, 2014).  

Sperm kriyoprezervasyonu deniz ve özellikle tatlı su balıklarında 

uygulanmaktadır. Balıklarda dondurma ve çözdürme sonrası sperm kalitesini 

artırmaya yönelik çalışmalarda olumlu sonuçlar elde edilmiştir (Baynes ve Scott, 

1987; Chen vd., 2004; Ciereszko vd., 2014). Sperm kriyoprezervasyonu tercih edilen 

bir uygulama olmasına rağmen, rutin olarak kullanılan prosedürler sperm 

fonksiyonlarında ciddi zararlara neden olmaktadır. Bu zararlar; soğuk şok, ozmotik 

stres, hücre içi buz kristali oluşumu, seyrelticiler, kriyoprotektanlar, dengeleme süresi, 

donma hızı ve çözülme sıcaklıkları, oksidatif stres ve bunların kombinasyonları gibi 

(Amidi vd., 2016) faktörlerden kaynaklanmaktadır. Bu faktörlerin membran lipid 

bileşimi, akrozom durumu ve sperm hareketliliği-canlılığında olumsuzluğa; sperm 

DNA hasarında ise artışa neden olduğu bilinmektedir (Cabrita vd., 2011). Sperm 

dondurma çözdürme sonrası oluşan hasarın ana nedenleri arasında aşırı reaktif oksijen 
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türlerinin (ROS) üretimi, antioksidan savunma sistemlerinde değişiklik ve bu 

koşulların bileşenleri de bulunmaktadır (Felix vd., 2021). Spermin antioksidan 

kapasitesi lipid peroksidasyonunu önlemede yetersizdir. Bu nedenle 

kriyoprezervasyonda sulandırıcıya antioksidan ilave edilmesine ihtiyaç vardır. Birçok 

araştırmacı da, ROS'un spermatozoa üzerindeki olumsuz etkilerini azaltmak için 

dondurma işleminde antioksidanların kullanımını önermiştir (Kirilova vd., 2015).  

Kalkan balığı, Türkiye'deki ekonomik değeri en yüksek olan yassı balık 

türüdür. Tarım ve Orman Bakanlığı, Türkiye pazarında yüksek talep gören bu türün, 

azalan doğal stoklarının balıklandırma ile desteklenmesi ve yetiştiricilik sektörüne 

kazandırılması amaçlarıyla Tarımsal Araştırmalar ve Politikalar Genel Müdürlüğü’ne 

(TAGEM) bağlı Su Ürünleri Merkez Araştırma Enstitüsü'nü (SUMAE) yetiştiricilik 

çalışmasına yönlendirmiştir. SUMAE’de 1998 yılından beri bu türün üretimi başarılı 

bir şekilde yapılmaktadır. Kalkan balığının yetiştiricilik tekniklerinin geliştirilmesi ile 

ilgili yapılan araştırmalarda önemli mesafeler kat edilmiş ve dünyada bu türü 

üretebilen birkaç ülkeden biri haline gelinmiştir. Ülkemizde henüz özel işletmelerde 

kalkan üretimi başlamamış olsa da yetiştiricilik için en önemli potansiyel türdür. 

Kalkan balığının üretim tekniklerinin geliştirilmesi için sperminin 

dondurularak saklanması oldukça önemlidir. Son yıllarda, çeşitli koşullar ve depolama 

sürelerinde kalkan balığı spermi kriyoprezervasyonunun sperm hareketliliği, 

döllenmesi ve yumurtadan çıkma oranı üzerindeki etkisini değerlendirmek için bir dizi 

araştırma yapılmıştır (Dreanno vd., 1997; Chereguini vd., 2003; Chen vd., 2004). 

Kriyoprezerve edilmiş kalkan spermi kullanılarak larva ve yavru kalkan balığının 

büyüme ve hayatta kalma oranları incelenmiştir (Chereguini vd., 2001). Dreanno vd., 

(1997) dondurularak saklanan kalkan balığı sperminin döllenme oranın düşük 

olduğunu bildirmişlerdir. Chereguini vd., (2003) yapmış oldukları çalışmada ise taze 

ve kriyoprezerve kalkan balığı sperminin aynı döllenme ve yumurtadan çıkma 

oranlarına sahip olduğu sonucunu bulmuşlardır. Aydın vd., (2021a), kalkan balığı 

sperminin kriyoprezervasyonunda kriyojenik dondurma prosedürlerinin geliştirilmesi 

üzerine bir çalışma yürütmüştür. Literatürde kalkan balıklarında sperm 

dondurma/çözdürme sonrasında sperm kalitesini artırmaya yönelik herhangi bir 

çalışmaya rastlanmamıştır. Bu konuyla ilgili kapsamlı çalışmalara ihtiyaç vardır. 
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Bu tez çalışmasında Karadeniz kalkan balığının sperminin dondurulmasında 

kullanılan seyrelticiye ilave edilen farklı dozlardaki antioksidanların çözdürme sonrası 

sperm kalitesi, döllenme oranı, prelarva çıkış oranı, depolama süresinin motilite 

üzerine etkileri ve DNA hasarı düzeyi incelenerek kalkan sperm kriyoprezervasyon 

tekniğinin geliştirilmesi hedeflenmiştir.  
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1. GENEL BİLGİLER 

 

1.1. Kalkan Balığı  

 

1.1.1. Sistematikteki Yeri 

Kalkan balığı on dört aile ve 716 türü içine alan yassı balıklar takımının bir 

üyesidir. Sistematikteki yeri ile ilgili çeşitli çalışmalar olmasına rağmen isimlendirme 

konusunda tam bir birliktelik sağlanamamıştır. Son 50 yılda kalkan, literatürde ya 

Scophthalmus maximus (Linnaeus, 1758) ya da Psetta maxima (Linnaeus, 1758) 

olarak anılmaktadır (Tablo 2). Günümüzde bu tür için hala iki jenerik adın kullanıldığı 

kafa karıştırıcı bir durum vardır (Bailly ve Chanet, 2010).  

 

Tablo 2. Kalkan balığının sistematikteki yeri 

Sınıf : Kemikli balıklar (Osteichthyes) 

Alt sınıf : Işın yüzgeçliler (Acanthoptergii) 

Bölüm : Hakiki kemikli balıklar (Teleostei) 

Takım : YassıBalıklar (Pleuronectiformes) 

Aile : Kalkan Balıkları(Scophtalmidae) 

Cins : Scophtalmus (Psetta) 

Tür : Scophtalmus maximus 

 : Psetta maxima (Linnaeus,1758) 

 : Psetta maxima maeotica 

 

Karadeniz kalkan balığının Atlantik kalkanından morfolojik olarak vücudunun 

alt ve üst kısımlarında farklı yoğunluk ve dağılım gösteren kemiksi 

dikenlerden/çıkıntılardan (tüberküller) dolayı farklılık gösterdiği ancak taksonomik 

olarak benzer oldukları bildirilmiştir (Suziki vd., 2004). Karadeniz kalkanı, Amoaka 

vd., (2001) ve Suziki vd., (2004) tarafından P. maxima olarak isimlendirimiştir. 

Bununla birlikte Karadeniz kalkanının S. maximus ile aynı tür içinde 

değerlendirilmesinin doğru olacağı yaklaşımı benimsenmiştir (Chanet, 2003). 

Karadeniz’de bu iki alt türün birbirinden ayrılması kolay değildir. Çeşitli kaynaklarda 

kullanılan Psetta ve Scophtalmus cins isimlerinin birbirinin sinonimi olarak 

değerlendirmesinin uygun olacağı bildirilmiştir (Suziki vd., 2004). Karadeniz 

kalkanının tür ismi tam olarak kesinlik kazanmadığı için, Karadeniz’e kıyısı olan 

ülkeler ve ülkemizde bu balıkla ilgili yapılan çalışmalarda farklı tür isimleri 

kullanılması söz konusudur. 
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1.1.2. Morfolojik Özellikleri 

Karadeniz için karakteristik olan kalkan balığı üstten yassı, dairesel bir 

görünüme sahiptir. Gözler metamorfoz sonrasında vücudun sol tarafında 

konumlanmıştır. Kalkan balığının vücut rengi griden siyahımsı kahverengine doğru 

değişiklik göstermekte olup, derisi kalın ve kaygandır. Balığın alt tarafı beyazdır ve 

bazen kahverengi-siyah lekeler farklı yerlere konumlanmıştır. Kalkan balıklarının 

çoğunda vücudun çeşitli yerlerine yerleşmiş irili ufaklı koyu kahverengi veya 

siyahımsı noktalar, halka şeklinde lekeler veya haleler mevcuttur (Şekil 1). Kalkan, 

bulunduğu ortama göre renk değişimi göstererek kolaylıkla uyum sağlayabilmektedir. 

Yetişkin bireylerin vücut üzerinde sayıları farklılık gösteren kemiksi dikenler 

mevcuttur. Yan hat çizgisi çok belirgin olup, gözlerin hizasından başlayarak pektoral 

yüzgecin bitimine kadar kavisli, sonrasında ise düz bir şekilde devam ederek kuyruk 

yüzgeci başlangıcında sona erer. Ağız hafif dorsal konumlu olup, çeneler çok sayıda 

sıra oluşturan dişler ile örtülüdür. Burun delikleri gözlerin önünde yer alır (Zengin, 

2000; Samsun, 2004). 

 

Şekil 1. Karadeniz kalkan balığı, S. maximus 

 

1.1.3. Dağılımı, Biyoekolojik ve Üreme Özellikleri 

Kalkan balığı tüm Karadeniz’de, Akdeniz’in Kuzey Afrika kıyılarında, 

Avrupa’nın Atlantik kıyıları, tuzluluğun ‰ 5 olduğu Baltık denizi ve Adriyatik 

denizine kadar geniş bir alanda dağılım göstermektedir. Kalkan balığı tipik bir dip 
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balığı olup güçlü bir karnivordur. Kumlu ve çamurlu olan zeminleri daha çok tercih 

etmektedir fakat taşlık veya çakıllı zeminlerde de rastlanabilmektedir. Kalkan 

balığının küçük bireyleri yumuşakçalar ve kabuklularla; daha büyükleri ise diğer 

balıklarla beslenirler. Mezgit, kaya balıkları, barbun, çaça ve hamsi gibi birçok 

demersal ve pelajik balık türleri ana besin kaynağını oluşturmaktadır. Kalkan balığının 

beslenme faaliyeti üreme döneminde düşmesiyle birlikte özellikle sonbaharda artarak 

yıl boyu devam etmektedir. Büyük kalkanlar, mevsime ve genel kondisyon 

durumlarına bağlı olarak, Karadeniz’de bütün kıta sahanlığından, dip yaşamın sınırı 

olan H2S tabakasına kadar yayılım gösterirler. Kalkan balığı bölgesel göçlerde 

yapmaktadır. Göçleri populasyon büyüklükleri, üreme ve beslenme davranışları ile 

yakından ilişkilidir (Amoaka vd., 2001; Zengin vd., 2007). 

Kalkan balıkları üremek için ilkbaharda kıyı şeridine doğru göç yaparlar. Bu 

zamanda bireyler genel olarak 30-40 m ve daha sığ sularda daha fazla bulunmaktadır. 

Kalkan, üreme faaliyetlerinsonra tekrar derin sulara doğru hareket ederler. Kalkan 

balıklarının yumurtlaması su sıcaklığına bağlı olarak Nisan-Haziran ayları arasında 

gerçekleşmekte ve Mayıs ayında yoğunlaşmaktadır. Üreme sonrasında Temmuz ve 

Ağustos aylarında 50 m’den daha derinlere doğru tekrar göç ederler (Genç vd., 1998). 

Yapılan çalışmalarda kalkan balığının ilk eşeysel olgunluğa 2 yaşında ulaşabildiği, 

ancak eşeysel olgunluğun daha çok 3 ve 5 yaşlarında meydana geldiği belirlenmiştir. 

Genç vd., (1998)’ne göre ise Türkiye kıyılarında dişi balıklar 4 yaşında Mart–Haziran 

aylarında üremeye başlamaktadırlar.  

Kalkan balığının erkek bireylerinden sperm temini miktar olarak farklılık 

oluşturmakla birlikte altı ay (Şubat-Temmuz) sürebilmektedir (Aydın vd., 2021b). 

Dişilerin gonad gelişimi mevsimsel şartlara bağlı olmakla birlikte Mart ayı sonunda 

başlamaktadır. Kuluçkahane ortamında yumurta alımı bir aydan fazla sürebilmektedir 

(Aydın ve Şahin, 2011). Kalkan balıkları üreme döneminde çok defada yumurta 

bırakan bir türdür. Ovaryumlarda üreme mevsiminde farklı çaplarda yumurtaya 

rastlanabilmektedir. Yumurtlama sıklığı doğada su sıcaklığı ve gün uzunluğunun 

etkisine göre 10 hafta sürebilmektedir (Mc Evoy, 1992). Atlantik ergin bireyleri 3,4-

4,2 milyon yumurta verirken (Jones, 1974) Karadeniz’de yumurta verimi 3-13 milyon 

arasında değişmektedir (Samsun, 2004). Kuluçkahane kökenli kalkan balığının 

yumurta çapları 1,02 ile 1,15 arasında değişim göstermektedir (Polat, 2011). 
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1.1.4. Dünyada Kalkan Balığı Yetiştiriciliği 

Kalkan balığı hızlı büyüme oranı, yüksek yem dönüşüm verimliliği, istenilen 

hayatta kalma performansı, hastalıklara karşı direnç, su kalitesi varyasyonlarına 

yüksek tolerans ve agresif olmayan davranışlar gibi yoğun ticari su ürünleri üretimini 

kolaylaştıran yeteneklere sahiptir (Lei ve Liu 2010).  

Kalkan balığı yetiştiriciliği çalışmaları 1970’lerde İngiltere’de ve ardından 

Fransa ve İspanya’da başlamıştır. İspanya Avrupa’da 1990’ların başında kalkan balığı 

yavru üretim tekniklerinin gelişmesi, üretim miktarı ve işletme sayısının oldukça 

artmasını sağlamıştır. İspanya’nın kuzey Atlantik kıyılarındaki Galicia bölgesi kalkan 

balığı yetiştiriciliğinin en yoğun yapıldığı bölgedir. Yıl boyunca uygun su sıcaklığına 

sahip olan bu bölge sayesinde İspanya 90’lı yıllardan günümüze kadar kalkan balığı 

yetiştiriciliğinde merkez haline gelmiştir. Bu bölgedeki korunaklı koylarda kafes 

sitemlerinde de kalkan yetiştirilebilmektedir. Galicia kıyıları sadece İspanya’nın değil 

tüm Avrupa’nın en önemli kalkan balığı üretim bölgesidir (Polat, 2011). Kalkan 

balığının son yıllarda sahip olduğu yetiştiricilik özellikleri ve ticari öneminden dolayı 

Çin ve Güney Kore’de, bu ülkeler için egzotik bir tür olmasına rağmen, kapalı ve açık 

sistemlerde başarılı bir şekilde üretilmektedir. Günümüzde kalkan hızlı büyüme, düşük 

sıcaklıklara dayanıklılık ve politrofi gibi çeşitli avantajları nedeniyle Çin'de yetiştirilen 

en yaygın ticari deniz balığı türlerinden biri olmuştur (Zhang vd., 2017). Kalkan balığı 

Danimarka, Fransa, Almanya, İzlanda, Hollanda, İngiltere gibi ülkelerde de üretiliyor 

olsa da bu durum istatistiki verilere yansımamaktadır. Çin dünyada 66,300 ton/yıl 

(Tablo 3) üretimle en fazla üretim yapan ülke konumundadır (URL-5). 

 

Tablo 3. Kalkan balığı üretim miktarı (ton/yıl) 

Ülke 2019 2018 2017 2016 2015 2014 

Çin 66300 60000 45500 49500 59000 64000 

İspanya 8011 7995 8771 7306 7464 7767 

Portekiz 3297 2582 2745 2388 2302 3588 

 

Kültür ortamında üretilen kalkanlarının çoğu günümüzde üretici ülkelerde 

tüketilmektedir. İspanya'da, üretimin yaklaşık yüzde 75'i iç piyasada tüketilmektedir; 

geri kalanı Fransa, İtalya ve Almanya'ya ihraç edilmektedir. Ürün genellikle taze ve 

bütün olarak satılır. Avrupa’da kültür kalkan balığı pazarının belirli bir düzenlemesi 

bulunmamaktadır ve AB ülkeleri içinde ticarette herhangi bir sınırlama, minimum 
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boyut ve sabit fiyat uygulaması yoktur. Üretilen kalkan balıkları daha önceleri 1,5-2,0 

kg arasında talep edilirken günümüzde daha küçük boyutlarda da tüketiciler tarafından 

tercih edilmektedir. Şu anda kalkan balığı 0,7 kg ile 2,0 kg arasında hasat edilip pazara 

sunulmaktadır. Kalkan balığı yaygın olarak karada kurulan işletmelerde, pompalar 

vasıtasıyla denizden su alınan tanklarda (25-100 m³) üretilmektedir. Bu tanklarda 

oksijen doygunluğunu korumak için havalandırma sistemleri de kullanılmaktadır. 

Besleme, elle veya otomatik olarak verilen ekstrüde peletlerle yapılmaktadır. Deniz 

dalgalarından korunaklı koylarda düztabanlı çelik kafeslerde de üretim yapılmaktadır. 

Kalkan balığı yetiştiriciliğinde verimliliği belirleyen unsurların başında sıcaklık ve 

yavru kalitesi gelmektedir. Kalkan kültürü için en uygun sıcaklık aralığı 11-23 ºC iken, 

besleme için optimum sıcaklık 14-18 ºC arasındadır.  

Kalkan balığı yetiştiriciliğinde yeni yetiştirme ünitelerinin inşası ve mevcut 

çiftliklerin kapasitesinin artırılmasıyla endüstrinin gelecekte belirgin bir gelişme 

görmesi muhtemeldir. Bununla birlikte, bu türün yetiştiricilik tekniklerinin 

geliştirilmesi (larva yaşam oranlarının artırılması, hastalıkların önlenmesi ve kontrolü, 

stok izleme ve genetik iyileştirme) için alanda sürekli araştırma ve geliştirme çabası 

gereklidir  (FAO, 2009). 

 

1.1.5. Karadeniz’de Kalkan Balığı Yetiştiriciliği 

Karadeniz’de kalkan balığı yetiştiriciliği ile ilgili ilk çalışmalar Rusya ve 

Ukrayna’da 1990’da başlamıştır. Anapa bölgesinde bulunan işletmeler devlet destekli 

olarak faaliyetini sürdürmüşlerdir. Bu işletmelerde yapılan üretim çalışmalarının temel 

amacı doğal stokların desteklenmesi için yavru üretimi olmuştur (Maslova, 2002). 

Türkiye’de kalkan balığı yetiştiriciliği çalışmaları Japonya Uluslararası 

İşbirliği Ajansı (JICA) ve Tarım ve Köyişleri Bakanlığı ortak çalışmasıyla Trabzon Su 

Ürünleri Merkez Araştırma Enstitüsü’nde (SUMAE) 1997 yılında “Karadeniz’de 

Kültür Balıkçılığının Geliştirilmesi” projesiyle ile başlamıştır. Bu projeyle kalkan 

balığı yavru üretim tekniklerinin geliştirilmesi, üretim tekniğinin özel sektöre 

aktarılması ve doğal stokların balıklandırma ile desteklenmesi hedeflenmiştir. JICA 

işbirliği ile yürütülen proje 2007 yılında tamamlanmış ve bu yıldan itibaren çalışmalar 

TAGEM destekli olarak yürütülmüştür. Kalkan balığı yetiştiricilik tekniklerinin 

geliştirilmesine yönelik birçok lisansüstü tezi yapılmıştır. Üretilen balıkların bir kısmı 
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stokların desteklenmesi için markalanarak doğaya bırakılmıştır. Ayrıca kalkan balığı 

üretiminin özel sektöre kazandırılması amacıyla deniz balıkları üreticilerine yavru ve 

döllenmiş yumurta temin edilerek deneme üretimi yapmaları sağlanmıştır. Yine bu 

proje kapsamında bilimsel araştırmalar yapılması amacıyla üniversitelerin ilgili 

fakültelerine kalkan balığı yavruları verilmiştir. SUMAE, 1997 yılından beri üretim 

miktarlarında farklılıklar olsa da hemen hemen her yıl düzenli olarak üretim 

gerçekleştirmeyi başarmıştır. 

 

1.1.6. Kalkan Balığı Üretim Tekniği 

Kalkan balığı üretiminde damızlıklar doğadan veya kültür ortamında 

oluşturulan stoktan temin edilebilmektedir. Kuluçkahanelerde istenilen miktarda ve 

kalitede juvenil elde edilebilmek için döllenmiş yumurtayı doğal döllenme marifetiyle 

elde etmek mümkün değildir. Bu nedenle döllenmiş yumurta temini için sağım 

yöntemini kullanmak gerekir (Hara vd., 2002).  

Kuluçkahanelerde, istenilen zamanda ve miktarda yumurta alımını sağlamak 

için hormon uygulaması sıklıkla tercih edilmektedir. Hormon olarak LHRA-a 

(Luteinizing Hormone Releasing Hormone-Analogue) kullanımı oldukça yaygındır. 

Hormon uygun oosit çapına sahip (400 µm) bireylere uygulanır ve genellikle 100 

µg/kg doz kullanılır (Polat vd., 2018). Balıklardan yumurta alımı hormon 

uygulamasından yaklaşık bir hafta sonra geçekleşir (Hara vd., 2002; Polat, 2011).  

Kalkan balığında yumurta verimi (fekondite) birçok balık türüne göre çok yüksektir. 

Atlantik kalkan balığında 0,5-10 milyon adet/birey iken (Imsland vd., 2001) Karadeniz 

kalkan balığında fekondite 0,7-4 milyon adet/birey olarak bildirilmiştir (Aydın ve 

Şahin 2011). Doğal ve kuluçkahane kökenli kalkan balığının üreme periyodunda 

(Nisan-Haziran), toplam yumurta verimliliği, döllenme ve çıkış oranları arasında 

farklılık yoktur (Aydın vd., 2020). 

Kuluçkahanede sağım yöntemiyle elde edilen yumurtaların dölleme işlemi en 

az iki erkeğin spermi kullanılarak gerçekleştirilir. Eğer balıklandırma amacıyla üretim 

gerçekleştirilecek ise döllemede kullanılacak erkek sayısı daha da artırılabilmektedir. 

Dölleme işleminin ardından belli bir süre beklendikten sonra yumurtalar inkübasyon 

suyu ile yıkanarak üzerindeki üre, sperm ve vücut sıvısı uzaklaştırılır. Ardından 50 

ppm iyodin ile 5 dakika dezenfeksiyon işlemi gerçekleştirilir. Döllenmiş yumurtaların 
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inkübasyonu 14 °C’de gerçekleştirilir. Pre-larva çıkışı ise yaklaşık 5 gün içerisinde 

tamamlanır (Polat vd., 2018).  

Yumurtadan yeni çıkmış larvalar büyütme tanklarına 20-30 adet/litre 

yoğunluğunda olacak şekilde stoklanırlar. Büyütme taklarında su kalitesi çok 

önemlidir bu nedenle kullanılan su 5 µ’luk filtreden geçirildikten sonra ultraviyole 

lambalar (UV) ile sterilize edilmektedir. Larvaların beslenmesine 2. günden sonra 

başlanmakta ve besin olarak da rotifer (Brachionus sp.) kullanılmaktadır. Larvaların 

tank ortamında besin ile kolay karşılaşabilmesi için rotifer yoğunluğu 10 adet/mL 

olacak şekilde ayarlanır. Rotifer ile beslenme 30. güne kadar sürdürülür ayrıca 10. 

günden 45. güne kadar Artemia ile ve daha sonra günlerde ticari toz yemler ile 

beslenmektedir (Şahin, 2001).  

Kalkan balığı larval aşamadan yavru aşamasına geçişte morfolojik olarak 

önemli değişimler geçirir. Bu değişim yaklaşık 70 gün (16-19 °C’de) sürmekte ve üç 

safhaya ayrılmaktadır. Bunlardan ilki, yumurtadan çıkıştan sonraki 0-2 gün önlarva 

safhasıdır. Bu dönemde yumurtadan henüz yeni çıkmış larvanın boyu 2,5 mm olup 

gözleri renklenmemiş, ağız açılmamış ve anüs oluşmamıştır. Larvalar genellikle su 

yüzeyine yakın bölgede kümelenerek dururlar. Besin kesesinin tüketimine bağlı olarak 

larvalar hızlı bir şekilde büyümeye devam ederler. İkinci safha post larva safhası diye 

adlandırılır ve 3–29. günler arasında devam eder. Larvaların ağız ve anüsün açılması, 

gözlerinin renklenmesi üçüncü günde gerçekleşmektedir. İlk yem alımı 4. Günde 

başlar dorsal ve anal yüzgeç ışınları yirmi beşinci günde tamamlanır. Kalkan balığı 

larvalarında sık olmamakla beraber 25. günden sonra büyük larvaların küçük olanlara 

saldırdığı gözlenebilir. Üçüncü safha ise 30-70. günler arası olup bu safhada larval 

evreden yavru evresine geçiş dönemidir. Bu safhada göz göçü başlamakta, balık tank 

zeminine doğru yönelmektedir. Kalkan balıklarının yaşama oranı 0-40. günlerde 

yaklaşık % 10, 40-110 günlerde ise % 75’in üstündedir. Kalkan yavrularında renk 

bozukluğu, gözün göç edememesi, solungaç kapağının tamamlanmaması gibi 

anormallikler de görülmektedir (Çiftci vd., 2002). 

Kalkan balıklarının yetiştiriciliği ön büyütme ve büyütme olarak ikiye döneme 

ayrılmaktadır. Kuluçkahanede yaklaşık 10 g ağırlığa ulaşan (4-5 ayda) balıklar, 

50-60 g ağırlığa ulaşacakları 4-5 aylık bir dönem için ön büyütmeye tabi 

tutulmaktadırlar. Ön büyütmede stok yoğunluğu 10 kg/m2 olarak belirlenirken bu stok 
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yoğunluğunun üzerine de çıkılabilmektedir. Ön büyütme neticesinde ilk boylama 

yapılmaktadır. Yine ön büyütme sonrasında balıklar hastalıklara karşı aşılanmaktadır. 

Balıkların büyümesi su sıcaklığı başta olmak üzere çevre parametrelere ve yavru 

kalitesine bağlı olarak değişim göstermektedir. Yaklaşık olarak dokuz ay süren ön 

büyütmede balıklar 200 g ağırlığa ulaşabilmektedirler. Çevresel parametreler istenilen 

şekilde olduğunda yaşama oranı % 75-85 arasında değişebilmektedir. Bu dönemde, 

yem değerlendirme oranı 0,8 civarındadır (Person Le-Ruyet, 2002).  

Kalkan balıklarının büyütme döneminde karaya kurulu açık veya kapalı devre 

yetiştiricilik sistemleri kullanılmaktadır. Kalkan balığı yetiştiriciliğinde yüzer kafes 

sistemlerinde üretim modeli Karadeniz şartlarında denenmiş ancak yaz aylarında deniz 

suyu sıcaklığının 20 °C’nin üzerine çıkmasından dolayı uygun olmadığı belirlenmiştir 

(Aksungur vd., 2003). Kalkan balıkları tank tabanını kullandıkları ve genellikle birbiri 

üzerinde bulunmaları durumundan dolayı yüksek yoğunlukta stoklanabilirler. 

Yetiştiricilik sisteminde stok yoğunluğu 300 g balıklar için 30-35 kg/m2, 750 g ve daha 

ağır balıklar için 45 kg/m2’ye kadar çıkılabilmektedir. Büyütme döneminde 

değerlendirme oranı 1,2–1,3 arasındadır. Su sıcaklığı kalkan balığı yetiştiriciliğinde 

önemli bir faktördür, 14–18 °C’de 3 yılda 2–2,5 kg ağırlık elde edilirken, 9–19 °C’ de 

3 yılda 1–1,5 kg ağırlığa ulaşılmaktadır.  

Kalkan balıklarında büyümede bireysel farklılıklar görülmektedir, bu 

farklılıklar sadece yetiştiricilik şartlarından değil; cinsiyet, bireysel büyüme gibi 

farklıklardan da kaynaklanmaktadır. Aynı yaştaki Kalkan balıklarının dişileri 

erkeklerinden daha büyüktür. Kalkan balıkları için yüksek protein düşük yağ içerikli 

beyaz balık unundan elde edilmiş yüzer pelet yemlerin kullanılması da büyümeyi 

olumlu etkilemektedir (Person Le-Ruyet 2002).  

Kalkan balığı yetiştiriciliğinde triploid balık üretimi gibi biyoekolojik 

uygulamalar da yapılmaktadır. Bu uygulamanın amacı et kalitesi yüksek balıklar elde 

etmektir. Karadeniz kalkan balığında gerçekleştirilen soğuk şok ile triploid birey elde 

etme denemelerinde % 95,9 oranında başarı elde edilmiştir. Denemelerinde 16 ve 

21 °C'de yetiştirilen diploid ve triploid gruplarının ortalama ağırlığı ve boylarının, 

deneyin sonunda benzer olduğu belirlenmiştir (Aydın vd., 2022). 

Kalkan balığı damızlık stok yönetiminde fotoperiyot uygulamasına yoğun 

yetiştiricilik faaliyetinde ihtiyaç duyulmaktadır. Sabit su sıcaklığı ve yerel gün 
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uzunluğundaki değişime göre yapılan düzenleme ile yıl içerisinde farklı dönemlerde 

gamet eldesi mümkündür. Karadeniz kalkan balığında yapılan çalışmada fotoperiyot 

uygulaması ile doğal üreme dönemi olan Mayıs ayından 3 ay erken dönemde istenilen 

miktar ve kalitede yumurta ve sperm elde edilmiştir (Polat vd., 2021). Sperm kalitesi 

ve süreklilik arzeden bir şekilde sperm temin edilebilmesi tüm balıklarda olduğu gibi 

kalkan balıklarında da kaliteli yavru üretimi için önem arzetmektedir.  

 

1.2. Balık Sperminin Özellikleri 

Balıklarda üreme sistemi genel olarak gonad ve buna bağlı olan sistemlerden 

meydana gelmektedir. Erkek balıkların gonadları testis olarak adlandırılmaktadır ve 

testisler vücut boşluğunda çift olarak yer alırlar. Erkek balıklarda spermatozoalar 

spermatogonia olarak adlandırılan hücrelerden oluşur ve bu hücrelerin spermatozolara 

dönüşüm zincirine ise spermatogenesis denir (Demir, 1992). Spermatogenesisler ard 

arda tekrarlanan mitotik bölünmeler meydana gelir daha sonra mayaz bölünmeye 

uğrayan spermatosidler metamorfoz geçirerek spermatozoalar belirgenleşmeye başlar 

ve sperm olarak adlandırılır (Evans, 1998). 

Balıklarda spermatozoanın ana görevi, dış ortamda (denizde veya tatlı suda) 

yüzerek erkek genomunu dişinin bırakmış olduğu yumurtaya iletmektir. Başarılı bir 

döllenme için spermatozoanın yumurtaya ulaşması ve yumurtaya nüfuz etmesi gerekir. 

Bu nedenle, balık spermatozoasının fizyolojik aktivitesinin çoğu motilite odaklıdır. 

Spermatozoanın en son olgunlaşması testis kanallarında ve dış ortamda 

gerçekleşebilir. Motilitenin nihai olarak gerçekleşmesi, ortamın ozmotik durumuna, 

pH, K+ veya Ca2+ gibi inorganik iyonların konsantrasyonundaki değişikliğe bağlıdır. 

Yumurtadan gelen kimyasal uyarıcılarda spermatozoanın hareketliliğini arttırmada rol 

oynayabilmektedir (Kinsey ve ark. 2007). 

Balık sperminin fizyolojik ve morfolojik özellikleri türlere göre değişiklik 

gösterebilmektedir. Teleost balıkların sperm hücresi baş, mitokondriye sahip gövde ve 

tek kamçılı bir kuyruktan oluşmaktadır. Spermin baş kısmı genetik materyali taşıyan 

DNA’yı ve başın çoğunluğunu kaplayan nükleusu içerir. Spermin baş kısmını adeta 

kep gibi saran ve içerisinde spermatozoonun, yumurta hücre duvarını geçmesi için 

gerekli enzimleri içeren akrozom bulunur. Yumurtadan içeri giren sperm DNA 

materyali, dişiden gelen ve yumurtada bulunan DNA materyali ile birleşerek 2n sayıda 
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DNA oluştururlar ve daha sonra hücreler bölünerek çoğalmaya başlarlar. Teleost 

balıklarda spermin baş kısmı 2-4 μm boyutlarında olmakla birlikte spermin toplam 

boyuna oranla oldukça küçüktür.  Kuyruk kısmın uzunluğu ise genellikle balıklarda 

25–36 μm arasında değişim göstermektedir (Akhter, 2011). Gövde, boyun ve 

birleştirici kısım olmak üzere ikiye ayrılır ve çok kısadır. Gövde aynı zamanda 

mitokondriyi barındırmaktadır. Mitokondri kuyruk hareketinin sağlanmasında enerji 

kaynağı olarak görev yapmaktadır. Spermatozoa’nın gövde kısmı (orta kısmı) dış 

döllenme görülen türlerde kısa, iç dölleneme görülen türlerde ise daha uzundur. Bu 

kısım düzenli olmayan asimetrik yapıdadır. Kuyruk uzun ana parça ve kısa son 

parçadan oluşmaktadır. Döllenmenin gerçekleşmesi için hareketlilik gerekli bir 

özelliktir. Kuyruk, kıvrımlı ileri doğru hareket ile spermatozoanın ilerlemesini sağlar 

(Cosson, 2019). 

 

1.3. Balıklarda Sperm Kalitesi 

Sperm kalitesi öncelikle bir yumurtayı dölleme ve sonuç olarak normal bir 

embriyonun gelişmesine izin verme yeteneği olarak tanımlanır. Yetiştiriciliği yapılan 

türlerin çoğu dış döllenme ile çoğalırlar: sperm suya bırakılır ve aktif hale gelen sperm 

suya bırakılmış yumurtalara ulaşarak döllemeyi gerçekleştirir. Döllenme başarısı ve 

elde edilecek larvaların hayatta kalma oranları üzeinde sadece yumurta kalitesi değil 

sperm kalitesi de önemli bir etkendir. Kültürü yapılan türlerin üretim başarısının elde 

edilen yavru kalitesi ile doğrudan ilişkilidir. Kaliteli yavru üretimi için spermin 

miktarı, yoğunluğu, hareketliliği gibi etmenler önem arzetmektedir. Ticari 

kuluçkahanelerde damızlık stoğundan elde edilen sperm, hem miktar hem de kalite 

açısından çoğu zaman yetersiz kalmakta ve suni döllenme arzu edilen şekilde 

gerçekleşememektedir (Rurangwa vd., 2004). Balıklarda üreme başarısını çok sayıda 

faktör etkilemektedir (Şekil 2; Valdebenito vd., 2015).  

Erkeklerde, sperm miktarı (hacim ve konsantrasyon) ve kalitesi (hareketlilik, 

seminal plazma pH'ı, zar bileşimi ve stabilitesi ve DNA bütünlüğü) hem doğal hem de 

suni döllenmede döllenme ve üreme başarısını belirleyebilir. Seminal plazmanın pH'sı, 

ozmolalitesi ve bileşimi (iyonlar, lipidler, protein) ile enzimatik ve proteolitik aktivite, 

sperm olgunlaşmasını etkileyen spesifik biyobelirteçlerdir ve spermin yumurtaları 

dölleme yeteneği ile bağlantılıdır (Kowalski ve Cejko, 2019). 
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H: hipotalamus, p: hipofiz bezi, g: gonad 

Şekil 2. Balıklarda olgunlaşma ve gamet oluşumunu belirleyen faktörler.  

 

Sperm kalitesini etkileyen başlıca faktörler, hem doğal hem de antropojenik 

genetik, biyoloji ve çevresel etkilerdir. Ayrıca son zamanlarda küresel ısınmadan 

kaynaklı iklim değişikliğinin neden olduğu sıcaklık artışlarının da sperm kalitesi 

üzerindeki etkileri balık popülasyonlarının üremesi bağlamında tartışılmaktadır 

(Fenkes vd., 2017). Ağır metaller (civa ve kadmiyum iyonları) sperm hareketliliğini, 

membran ve DNA bütünlüğünü ve dölleme yeteneğini bozmaktadır. Ayrıca, herbisitler 

sperm motilitesi ve konsantrasyonu dahil olmak üzere sperm kalitesini düşürerek 

balıkların üreme potansiyelinde bir azalmaya yol açar (Rocha vd., 2018).  

Genetik faktörler arasında akrabalı yetiştirme sperm kalitesini etkileyen en 

yaygın faktördür ve sperm kalitesinde düşüşe neden olur, bu etki yaşlanma ile daha 

belirgin olabilir (Langen vd., 2017). Balığın yaşı da sperm kalitesini belirleyen önemli 

faktörler arasındadır. Genel olarak, yakın zamanda gökkuşağı alabalığı için bildirildiği 

gibi, yüksek düzeyde oksidatif stresin eşlik ettiği yaşlanma sürecinden dolayı yaşlı 

erkekler için daha düşük kalite parametreleri kaydedilmektedir (Risopatrón vd., 2018).  
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Sperm kalitesi üzerinde etkili olan ve üreme fizyolojisini etkileyen biyotik ve 

abiyotik faktörler de mevcuttur. Balıkların beslenmeleri, besin kalitesi, erkek 

balıkların büyütülme ortamı ve su sıcaklığı gibi birçok dış etken sperm kalitesini 

etkilemektedir. Balıkların yetiştirilmesi ve üremelerinin kontrol edilmesiyle ilgili 

faaliyetlerin de sperm kalitesi üzerinde derin etkileri vardır. Başlıcaları; evcilleştirme, 

beslenme, hormonal uyarım, sperm toplama gibi faaliyetlerdir. Yetiştiricilik koşulları 

altında balıkların üremesi genellikle ciddi şekilde bozulur ve üreme davranışının 

olmaması, spermatogenez ve sperm olgunlaşmasında bozulmalar, düşük ve değişken 

kaliteli sperma üretimine yol açar (Mylonas vd., 2017). Genellikle, doğadan yakalanan 

erkekler kültür ortamındaki bireyler ile kıyaslandığında daha yüksek kaliteli 

spermatozoaya sahiptirler (Locatello vd., 2018).  

Kültür ortamında erkek bireylerin düzenli ve kaliteli yemlerle beslenmesi, 

sperm kalitesini artırarak daha kaliteli larvaların elde edilmesini sağlamaktadır. 

Özellikle çoklu doymamış yağ asitleri (Poly Unsaturated Fatty Acids, PUFA) içinde 

yer alan DHA ve EPA ve n-3 serisi yağ asitleri (linolenik, stearidonik, 

dokosapentaenoik asitler), döl verimi ve kalitesi üzerinde etkili olmaktadır. Spermde 

bulunan yağ asitleri kompozisyonu ve miktarı besin maddelerindeki yağ asitleri 

kompozisyonuna bağlıdır (Huang vd., 2010; Harlıoğlu ve Kutluyer, 2011).  

Sperm kalitesindeki farklılıklar bireyler arasında olabileceği gibi aynı bireyin 

farklı dönemlerde alınan spermleri arasında da gözlenebilir. Balıkların ürettikleri 

sperm kalitesi ve miktarı türden türe farklılık göstermektedir. Yılan balığından sperm 

çok zor elde edilir ve çoğunlukla hormon uygulamasına ihtiyaç duyulur. Kalkan, 

sarıkuyruk ve pisi gibi balıklardan yetiştiricilik ortamlarında çok az miktarda (1 

mL’den az) sperm alınabilmektedir (Suquet vd., 2000). Bununla birlikte, sperm 

miktarı gökkuşağı alabalıklarında 19,6 mL, sibirya mersin balıklarında 295 mL’ye 

kadar ulaşabilmektedir (Glogowski vd., 2002). Üreme, su ürünleri üretiminde önemli 

bir darboğaz olduğundan, sperm kalitesinin değerlendirilmesi akuakültür 

uygulamasında hayati bir rol oynar ve çoğu zaman işletmenin kazancını belirler. 

Ayrıca sperm kalitesinin tahmini; yüksek kaliteli spermin gerekli olduğu nesli 

tükenmekte olan türlerin üretim çalışmaları ve gen bankacılığında başarılı bir 

kriyoprezervasyon gerçekleştirmek için temel bir araçtır. Bu eylemler, özellikle nesli 

tehlike altında olan türlerin korunması için çok önemlidir (Kowalski ve Cejko, 2019). 
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1.3.1. Spermatokrit Oranı ve Sperm Yoğunluğu 

Son dönemlerde yapılan çalışmalar sperm konsantrasyonunun sperm 

kriyoprezervasyon başarısını önemli ölçüde etkilediğini açıkça göstermiştir. Bu 

nedenle, başarılı balık spermi kriyoprezervasyon prosedürlerinin geliştirilmesi ve 

uygulanması için doğru sperm konsantrasyonu ölçümleri kritik öneme sahiptir 

(Judycka vd., 2018). Kalkan balığında sperma yoğunluğu ile spermatokrit oranı 

arasında bir ilişki söz konusu değildir. Kalkan balığında spermatozoa konsantrasyonu 

Sibirya mersin balığı ve tilapia dışındaki balıklarla karşılaştırıldığında, düşüktür 

(Tablo 4) (Suquet vd., 1994). 

 

Tablo 4. Bazı balık türlerinin sperm yoğunlukları 

Tür Sperm yoğunluğu (x10 9 spz/mL) Araştırmacı 

Kalkan 1,8-4,2 Aydın vd., 2021 

Atlantik Halibut 11,9-37,2 Suquet vd., 1994 

Levrek 10-40 Suquet vd., 1994 

Çipura 7,06 Engin, 2012 

Tilapia 0,8 Chao vd., 1987 

Sibirya Mersini 0,5 Gallis vd., 1991 

Atlantik Somonu 3,5-17,9 Aas vd., 1991 

Gökkuşağı Alabalığı 1,9-20,6 Ciereszko vd., 1993 

 

Spermatokrit oranının belirlenmesi amacıyla balıktan elde edilen sperm örneği 

(sperm hacmi) 10 dk süre ile 10.000 devirde mikrotüpler içinde santrifüjlenir. Santrifüj 

sonrası spermin sperm sıvısından ayrılması sağlanmış olur. Spermatokrit, hücre 

hacminin toplam sperm hacmine oranı x 100 olarak ifade edilir. Bu parametre aynı 

zamanda hücre yoğunluğunun doğrudan bir indeksidir. Suquet vd., (1992) Atlantik 

kalkan balığında yapmış oldukları çalışmada spermatokrit oranını % 40,0±2,8 olarak 

bulmuştur. Aydın vd., (2021)’de kuluçkahane kökenli Karadeniz kalkan balığında 

spermatokrit oranını Nisan ayında % 43,2 olarak bildirmişlerdir. Karadeniz kalkan 

balığında fotoperiyot yöntemi uygulanarak üreme mevsiminden yaklaşık üç ay 

öncesinde elde edilen sperm ile yapılan çalışmada spermatokrit oranı % 41,7±4,42 

bulunmuştur (Polat vd., 2021). Spermatokrit oranı; Atlantik halibutda % 47-100, 

levrekte % 65-90 arasında, cod balığında % 59,4±9,7 olarak belirlenmiştir. 

Yetiştiriciliği yaygın olan gökkuşağı alabalığında ise bu oran en yüksek % 25,8±3,1 

bulunmuştur (Squet vd., 1994). 
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Seminal sıvıdaki spermatozoa yoğunluğu, balıklarda sperm kalitesinin 

değerlendirilmesi için yaygın bir şekilde kullanılmaktadır. Balıklarda spermatozoa 

yoğunluğunun (sperm hücreleri/mL) belirlenmesi için standart yöntem, hemositometre 

veya benzer yöntemlerdir (Engin, 2012). Spermatozoa yoğunluğu üreme mevsimi 

süresince düzenli bir azalma eğilimi göstermektedir. Ayrıca balığın yaşına bağlı olarak 

da spermatozoa yoğunluğunda azalma olmaktadır (Büyükhatipoğlu ve Holtz, 1984).  

 

1.3.2. pH ve Ozmolarite 

pH ve ozmotik basınç spermin aktivasyonunu belirleyen en önemli faktörlerdir. 

Bazı türlerde ozmolarite, sıcaklık, pH veya aktivasyon çözeltisi bileşiminden bağımsız 

olarak bir motilite tetikleyicisi olarak değerlendirilmektedir.  

Spermin balık vücudundan çıkışı sonra pH'daki değişiklikler bazı türlerde 

sperm hareketlilik aktivasyonunu tetikler. Gonadlarda hareketsiz olan sperm dışarı 

bırakıldığında ortam pH’sına bağlı olarak dinein motor protein aktif hale gelir ve 

motiliteyi başlatır. Balıklarda da diğer türlerde olduğu gibi spermin pH’sının bilinmesi 

sperme uygulanacak işlemler açısından oldukça önemlidir. Balıklarda sperm pH’sı 

genel olarak 5,5 ile 9,5 arasında geniş bir değişim göstermektedir (Cosson, 2004).  

Sperm hareketliliğinin başlangıcını sağlayan en önemli faktörlerden biri 

ozmotik basınçtaki değişimlerdir. Motilite çoğu balıkta dış ortamın ozmolaritesine 

bağlıdır. Hücre içinde oluşan iyon konsantrasyonu değişimi dışarıdaki ozmotik basınç 

etkisiyle şişme ya da daralmaya neden olurken çoğu türde özellikle teleost ve 

cyprinidlerde sperm motilitesini düzenlemektedir (Cabrita vd., 2009). Tatlı su ve deniz 

türlerinde sperm aktivasyonu, spermatozoanın sırasıyla hipotonik veya hipertonik 

ortam ile temas etmesiyle meydana gelir. Deniz balıklarının spermlerinin hareketliliği 

tatlı su balıklarına göre daha geniş ozmotik basınç değişim sınırları içinde meydana 

gelir.  

 

1.3.3. Sperm Motilitesi  

Balıklarda sperm kalitesini değerlendirmede sperm motilitesi en önemli 

biyobelirteçtir. Motilite ve dölleme kapasitesi arasında yüksek bir korelasyon vardır 

(Lahnsteiner, 2000b). Ancak motilite tek başına spermin gerçek durumunu 

göstermeyebilir, sadece bazı uygulamaların etkisi veya spermlerin yumurtaya ulaşma 
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ve yumurtayı dölleme olasılığı hakkında bilgi verir. Kaliteli sperm üretebilen erkek 

bireylerin sonraki nesillerinde de sperm kalitesinin yüksek olacağı göz önünde 

bulundurularak, damızlık seçiminde sperm motilite değerlendirmesinin bir araç olarak 

kullanılması doğru olcaktır. Hareketli sperm yüzdesi, balıklarda sperm kalitesini 

değerlendirmek için en faydalı parametrelerden birisidir. Çünkü sperm hareketlilik 

parametreleri dölleme yeteneği ile güçlü bir şekilde ilişkilidir ve döllenme başarısının 

tahmin edilmesine olanak tanır (Rurangwa vd., 2004).  

Motilite değerlendirmesi ayrıca stres, beslenme, yetiştiricilik koşulları ve 

çevresel faktörler gibi dış faktörlerin etkisini değerlendirmek için de kullanılır ve 

damızlık kalitesinin/refahının iyileştirilmesine yardımcı olur (Cabrita vd., 2009). 

Motilite değerlendirmesi için tercih edilen yöntem, araştırmacının yetenek ve 

deneyimine bağlı olarak, ışık mikroskobu kullanılarak yapılan subjektif görsel 

değerlendirmedir. Son zamanlarda bilgisayar destekli [Computer-Assisted Sperm 

Analysis (CASA)] nesnel değerlendirme yöntemlerinin geliştirilmesi, hareketlilik 

değerlendirmesini çok daha doğru, hızlı ve objektif hale getirdi. Ayrıca CASA sistemi 

bireysel spermatozoa hareketinin birçok farklı özelliği hakkında veri alınmasını da 

sağlamakta ve spermatozoa fizyolojisi hakkında araştırmacıların bilgi birikiminin 

artmasına katkı sağlamaktadır (Amann ve Waberski, 2014). 

 

1.4. Sperm Muhafazası 

 

1.4.1. Kısa Süreli Muhafaza 

Balık gametlerinin korunması ile ilgi çalışmaların 1850'lerde başladığına 

inanılmaktadır. Turna, sazan, levrek gibi balıkların spermlerinin korunması ilk olarak 

1853'te gerçekleştirilmiştir. Bu araştırmaları takiben, 0 ila 9 °C arasındaki 

sıcaklıklarda salmonid sperminin depolanmasını/saklanmasını içeren araştırmalar 

gerçekleştirildi. Kısa süreli korumada, spermatozoa, seminal plazma ile birlikte, 

seyreltilmiş veya seyreltilmemiş biçimde kısa bir süre için korunabilir. Erkek 

gametlerin soğutulmuş koşullar altında (5 °C) kısa süreli korunması daha basit ve 

kolayca uygulanabilir. Spermatozoanın kısa süreli muhafazası genellikle 

buzdolabında, bir buz kutusunda veya yalıtımlı bir kutuda yapılır. Hiçbir özel ekipman 

gerekli değildir ve maliyeti düşüktür. Bu tür bir korumanın süresi bir haftadan az bir 

süre ile sınırlıdır (Wayman vd., 1998).  
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Atlantik somonu (Salmo salar) spermi, 5-6 °C'de saklandığında, 2,5 güne 

kadar yüksek dölleme seviyesini korumaktadır. Chum somonu (Oncorhynchus keta) 

spermi ile 2,5–5,8 °C'de 4 günlük depolamadan sonra % 50 dölleme, göl alabalığı 

(Salvelinus namaycush) spermi ile ise 1 °C'de 24 saat muhafazadan sonra % 80 

döllenme oranı elde edilmiştir (Betsy ve Kumar, 2020). Dere alabalığının (Salvelinus 

fontinalis) spermi 2-3 °C'de muhafaza edildiğinde, dölleme yeteneğini 5 güne kadar 

koruduğu gözlenmiştir (Truscott vd., 1968). Büyükhatipoğlu ve Holtz (1978), 

seyreltilmemiş alabalık sperminin 4 °C sıcaklıkta saklandığında 8,3±2,7 gün 

hareketliliğini koruduğunu bildirmiştir. Gökkuşağı alabalığı spermi ise 16. güne kadar 

daha hayatta kalma başarısı göstermiştir (Stoss vd., 1987). 

Dushkina (1975), Pasifik ringa balığı (Clupea pallasi) sperminin 0,8–1 °C'de 

saklandığında, dölleme kabiliyetini 3 hafta boyunca korunabileceğini bildirmiştir. Bir 

sazan türü olan Tor khudree’de yapılan çalışmada 4 °C'de ve oda sıcaklığında saklanan 

spermin hareketliliğinin yavaş ila orta derecede bir düşüş gösterdiği ve hareket 

hızındaki düşüşün oda sıcaklığında 4 °C'ye göre çok daha hızlı olduğu tesbit edilmiştir 

(Basavaraja ve Hegde, 2005). Agarwal vd., (2013) seyreltilmemiş Schizothoraichthys 

progastus sperminin, 3 günlük depolama sonrasında hareketlilik oranının % 50 

olduğunu bildirmiştir. 

 

1.4.2. Uzun Süreli Muhafaza (Kriyoprezervasyon) 

Kriyoprezervasyon, hücrelerin canlılıklarını korumak için dokuların, 

organların veya herhangi bir biyolojik materyalin sıvı nitrojen içinde -196 °C'de 

muhafaza edilmesi işlemidir. 1935 ve 1945 yılları arasındaki dönem, spermatozoanın 

çok düşük sıcaklıklarda depolanması içi araştırmalara yoğunlaşıldığı dönem olmuştur. 

Hem memelilerde hem de hayvanlarda, bilim insanları, spermin -196 °C kadar düşük 

sıcaklıklarda hayatta kalabileceğini gözlemlemiştir. Hücreleri bu kadar düşük bir 

sıcaklıkta korumak, hücre ölümüne ve DNA bozulmasına yol açan biyokimyasal 

reaksiyonlar da dahil olmak üzere tüm biyolojik aktiviteleri durdurur. 

Kriyoprezervasyon sonrası canlılık oranlarının azlığı nedeniyle canlı hücrelere başarılı 

kriyoprezervasyon protokelleri oluşturulamamıştır. Sperm kriyoprezervasyonu 

konusunda ise Polge ve arkadaşlarının 1949 yılında kriyoprotektan olarak gliserol 

kullanımını keşfetmesiyle önemli mesafeler almıştır. Kriyoprotektanların keşfi, yeni 
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tip kriyobiyolojik çalışmaların yolunu açmış ve böylece kriyoprezervasyon 

protokollerinin optimizasyonunda ilerleme sağlanmıştır. Kanatlı spermleri başarıyla 

kriyoprezerve edildi ve kriyoprezerve edilmiş spermatozoa kullanılarak civcivler 

üretildi (Betsy ve Kumar, 2020). Donmuş spermi çözüldükten sonra tüm hücreleri 

yeniden canlandırmak her zaman mümkün değildir. Dondurarak saklama sayesinde 

hücreler yüzyıllarca korunabilir ve daha sonra çözüldükten sonra yeniden 

canlandırılabilir.  

Dondurarak saklama sperm için potansiyel olarak yıkıcı bir süreçtir. Bu 

nedenle donmuş/çözdürülmüş spermin dölleme kabiliyeti, dondurma işlemine tabi 

tutulmadan önceki dölleme yeteneğinden daha iyi olmayacaktır. Kısacası çözülmüş 

spermin kalitesi genellikle dondurulan spermin kalitesinin bir yansımasıdır. Sıvı 

nitrojende depolamada alan sınırlılığı ve yoğun laboratuvar çalışması gerekliliği 

nedeniyle, düşük kaliteli spermler kriyoprezervasyon için tecih edilmemelidir 

(Ciereszko vd., 2020). 

Sperm kalitesini etkileyen faktörlere ilişkin mevcut bilgilerin kullanılması 

kriyoprezervasyon başarısının tahmin edilmesi için son derece faydalıdır. Sperm 

kalitesinde herhangi bir iyileşme, spermlerin donma-çözülme ile ilgili strese 

dayanması için kritik olabilir. Mükemmel denebilecek kalitede taze sperm, başarılı bir 

kriyoprezervasyon için bir ön koşuldur. Dondurarak saklama sırasında, spermatozoa, 

donma-çözülmenin neden olduğu ciddi strese dayanmak zorundadır (Bailey vd., 

2000). Spermatozoanın hayatta kalmasını etkileyen ana faktörler, soğuk şokuna 

duyarlılık, soğutma ve dondurma oranları, seyreltici bileşimi ve ozmotik strestir 

(Watson, 2000). Kriyoprezervasyondan sonra hareketli sperm yüzdesinde ciddi düşüş 

yaşanır (Valcarce ve Robles, 2016). 

 

1.4.2.1. Su Ürünleri Yetiştiriciliğinde Kriyoprezervasyon 

Kriyoprezervasyon yeni bir teknoloji olmamasına rağmen, su ürünleri 

yetiştiriciliğinde son yıllarda önem kazandığı görülmektedir ve balık spermini canlı 

olarak uzun süre saklamanın günümüzdeki tek ve en iyi yoludur. Sıvı nitrojen içinde 

muhafaza edilen balık sperminin saklama süresinin 200 ila 32.000 yıl arasında 

olduğunu tahmin edilmektedir (Cloud ve Patton, 2009). Balık spermlerinin 

dondurulması ilkez 1953 yılında Blaxter tarafından ringa balığında 
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gerçekleştirilmiştir. Bilim insanlarının sperm kriyoprezervasyonu konusuna yoğun bir 

ilgisi olmasına rağmen, bu araştırma alanı sadece büyük baş hayvanların spermlerinin 

kriyoprezerve edilmesi ve pratikte kullanılması konusunda yoğunluk kazanmıştır. Suni 

tohumlamanın ortaya çıkışı, büyükbaş hayvan endüstrisinde devrim niteliğinde 

değişiklikler getirmiştir. 2000 yılından sonra, büyük baş hayvanlarda olduğu gibi su 

ürünlerinde de kriyoprezervasyon araştırmalarının yapıldığı gözlemlenmiştir. Ancak, 

daha az uygulama nedeniyle ilerleme yavaş olmuştur. Büyük baş hayvanların gamet 

kriyoprezervasyonunda olduğu gibi kültür balıklarının da spermlerinin dondurularak 

bu teknolojinin gerçek anlamda sahada uygulanması ve sonuçlarının görülmesi 

sonrasında daha çok önem kazanacağı ve ilgi göreceği düşünülmektedir. Bu nedenle, 

balık sperminin kriyoprezervasyonunun yaygın olarak kullanım hedefine ulaşması için 

araştırmalar devam ettirilmelidir (Best, 2008).  

Bu teknoloji yavru kalitesinin iyileştirilmesi ve yıl boyunca üretimde 

kullanılacak kaliteli spermin stoklanması açısından da dikkat çekmektedir (Betsy ve 

Kumar, 2020). Balık yetiştiriciliğinde kriyoprezervasyon ve kriyoprezerve sperm 

kullanımı genetik olarak geliştirilmiş bireyler üretmek için uygulanabilir. Doğal balık 

stoklarının genetik olarak korunması, spesifik yerli balık stoklarında genetik çeşitliliği 

kaybetme tehdidine karşı spermin uzun süreli depolanması, uygulanan koruma 

programlarına sigorta görevi görecektir.  

Gametlerin dondurularak saklanması, gametlerin verimliliğini ve gücünü 

etkilemeden uzun yıllar boyunca ömrünü uzatır. Böylece kriyoprezerve edilen 

spermler su ürünleri yetiştiricilik endüstrisinin gelecekteki yetiştiricilik programları 

için önemli bir genetik kaynak sağlayabilir. Su ürünleri yetiştiriciliğinde 

kriyoprezervasyon uygulamasında istenilen özelliğe sahip melezlerin üretilmesi büyük 

avantajdır. Kriyoprezervasyon ile cinsiyetlerin gamet mevcudiyeti senkronize 

edilebilir, spermin ekonomik kullanımı sağlanabilir, anaç yönetimi basitleştirilebilir 

ve genetik seçim programları veya türlerin korunması için sperm depolaması 

yapılabilir (Cabrita vd., 2010). Kriyoprezervasyon su ürünlerinde genetik ve ıslah 

çalışmalarında yıl boyunca ihtiyaç duyulan sperme rahatça ulaşmaya imkan 

vermektedir. 

Çok faklı deniz ve tatlı su teleost balık türlerinin spermlerinin başarılı bir 

şekilde kriyoprezervasyonu ile sayısız spermatozoayı depolamanın ve doğrudan 
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kullanılabilmenin mümkün olduğu ispatlanmıştır. Günümüzde 200'den fazla balık 

türünün sperminin dondurularak saklanması sağlanmıştır (Jawahar ve Betsy, 2020). 

Su ürünlerinde sperm kriyoprezervasyonu yapılan bazı balıklar Tablo 5’de 

gösterilmiştir.  

Kriyoprezervasyon, balık spermlerinin dondurulup uzun süre depolanmasının 

yanında erkek ve dişilerin üreme zamanlarının senkronize olmadığı; hastalıksız sotklar 

üreten programlar gibi üreme programlarında da kullanılabilinmektedir. Bu nedenle 

balık sperm bankalarının geliştirilmesi önem arz etmektedir (Diwan vd., 2020). Bir 

sperm bankasının en önemli görevi, çok uzun bir süre kaybolmayacak ve yumurtaların 

döllenmesi yoluyla bir türün eşey hattına kolayca dahil edilebilecek formdaki genlerin 

veya gen kombinasyonlarının saklanmasına olanak vermesidir. Kısacası gen bankaları 

genetik bir depodur. Sperm gen bankaları, nesli tükenmekte olan balık 

popülasyonlarının genetik çeşitliliğini korumak ve akrabalı çiftleşmeye engel olmak 

için de kullanılabilir (Suquet vd., 2000). Gen bankaları 5-10 yaşında sperm verebilen 

hermafrodit türlerin de üreme kabiliyetini, istenilen zamanda sperm kullanımına 

olanak sağlamasıyla büyük ölçüde artırabilmektedir (Gwo, 1993). 

 

Tablo 5. Sperm kriyoprezervasyonu başarıyla yapılan bazı balıklar türleri 

Tür Bilimsel Adı Araştırmacı 

Ringa Clupea harengus Blaxter 1953 

Atlantik cod Gadus morhua Mounib vd., 1968 

Kefal Mugil cephalus Chao vd., 1975 

Gökkuşağı alabalığı Oncorhynchus mykiss Ciereszko ve Dabroski 1996 

Atlantik somonu Salmo salar Stoss ve Refstie 1983 

Sazan Cyprinus carpio Kurokura vd., 1984 

Tilapia Oreochromis sp. Chao vd., 1987 

Kalkan Psetta maxima Suquet vd., 1998 

Kalkan Scophthalmus maximus Chereguini vd., 2003 

Çipura Sparus aurata Fabbrocini vd., 2000 

Halibut Hippo glossus Billard vd., 1993 

Mersin Acipenser baeri Glogowski vd., 2002 

Yılan balığı Anguilla japonica Tanaka vd., 2002 

Kırmızı Mercan Pagrus major Liu vd., 2006 

 

Balıklarda sperm dondurma çalışmaları değerlendirildiğinde, birçoğunda 

benzer yolların izlendiği görülmektedir. Temel uygulama aşamaları; toplanan spermin 

aktivasyonundan kaçınılması, uygun ekstenderlar ile spermin seyreltilmesi, sperm 

ısısının kademeli olarak düşürülmesi, dondurulması ve dondurulan spermin düşük 

ısıda (-196 ºC) muhafazasıdır (Holtz, 1993). 
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Kriyoprezervasyon işlemlerinde deniz balıkları spermlerinin dondurmaya karşı 

daha dayanaklıdır. Bunu; spermatozoa membranındaki kolestorol/fosfolipit oranının 

yüksek olması ve başlangıçtaki ATP içeriğinin yüksek olmasının sağladığı 

düşünülmektedir. Yine soğuğa karşı dirençte deniz balıklarının spermatozoa 

membranında bulunan fosfatil kolinin etkili olabileceği vurgulanmıştır 

(Suquet vd., 2000).  

Balık spermatozoaları, kendine özgü karakterleri ile doğada benzersizdir. 

Spermatozoanın kalitesi ve miktarı türe ve bireye bağlıdır. Genelde hareketsizdirler ve 

sadece çok az türde hareketli spermatozoa bulunur. Hareketsiz spermatozoa, bir 

aktivasyon ajanına (yaşam ortamı suyu) ihtiyaç duyar. Balık spermleri çok küçüktürler 

ve boyutları 45 ile 55 μm arasında değişir. Balıklarda 5 μm'den daha küçük olan oval 

veya küresel çekirdeğe sahip sperm üreten türlerde vardır. Bu nedenle, yoğunlukları 

0,1x109 ile 50x1012 hücre/mL'ye arasında değişim gösterebilmektedir. Ömürleri çok 

kısadır ve bu nedenle balıktan alındıktan sonra kısa süre içinde dölleme için 

kullanılmaları gerekir, aksi takdirde dış kirleticiler (bakteri, mantar vb) nedeniyle 

bozulurlar. Balık sperminin, kontaminasyonun yanı sıra seminal plazmanın 

sıcaklığından ve buharlaşmasından etkilenmesi de olası bir durumdur. Bu nedenle, 

uygun bir muamele ile spermi korumak gerekir (Betsy ve Kumar, 2020).  

 

1.4.2.2. Kriyoprezervasyonda Antioksidan Kullanımı 

Antioksidanlar serbest radikalleri etkisizleştiren ve oksidasyonu engelleyen 

önemli moleküllerdir. Serbest radikaller, son katmanında eşlenmemiş elektronu 

bulunan kimyasallardır. Bu nedenle oldukça kararsız yapıdadırlar. Bu eşlenmemiş 

elektronlarını eşleyebilmek ve kararlı yapıya geçebilmek için etraflarındaki 

moleküllere saldırırlar ve onlardan elektron koparır ya da onlara elektron sunarlar. 

Böylece etkileştikleri moleküllerin yapısını bozarak hücre ve DNA hasarı meydana 

getirirler. Antioksidanlar ise serbest radikallere ihtiyaçları olan elektronu vererek 

onları etkisiz hale getirir ve bunu yaparken kendileri kararsızlaşmazlar. Bu yolla 

serbest radikallere karşı mücadele eder ve onların olumsuz etkilerini azaltırlar/önlerler. 

Sağlıklı bir organizmada serbest radikal-antioksidan ilişkisi denge halindedir. Bu 

denge serbest radikal yönüne bozulur ise oksidatif stres oluşur. Antioksidan 

bileşiklerin dondurarak saklamada sulandırıcılara eklenmesinin lipid peroksidasyonu 
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gibi olumsuzlukların azaltılmasında yararlı olduğu bildirilmiştir (Osipova vd., 2016; 

Figueroa vd., 2018). Aşırı ROS, antioksidanların enzimatik savunmasını zayıflatarak 

hücreler üzerinde oksidatif strese ve ayrıca DNA, protein ve lipid içeriğine zarar 

vererek sperm kalitesinin düşmesine neden olmaktadır (Eriani vd., 2018). Reaktif 

oksijen türlerinin miktarındaki artış, membran bütünlüğünü bozabilir ve sperm 

hareketliliğini azaltabilir. Ayrıca baz bozulması, nokta mutasyonu, DNA 

fragmantasyonu ve proteinlerin çapraz bağlanması yoluyla spermatozoadaki genetik 

materyale zarar verebilir. Bu da düşük sperm kalitesi ile sonuçlanabilir (Agarwal vd., 

2005; Bucak vd., 2010). Oksidatif stres seminal plazmadaki pro-oksidan ve anti-

oksidan dengesinin değişmesiyle meydana gelmektedir. Böylece motilitede azalma, 

dölleme kabiliyetinde düşüş ve aksonemal yapıda olumsuzluklar da görülebilmektedir. 

Antioksidanların seyrelticilere eklenmesi ile ROS'un neden olduğu DNA hasarlarının 

azaltılması da mümkündür (Martínez-Páramo vd., 2013; Öğretmen vd., 2015).  

Antioksidanların sperm dondurulmasında sulandırıcılara eklenmesiyle 

spermatozoanın kalitesi korunabilir (Shui vd., 2004). İki tür antioksidan vardır: 

enzimatik antioksidanlar ve enzimatik olmayan antioksidanlar. Doğal antioksidanlar 

olarak da bilinen enzimatik antioksidanlar arasında glutatyon peroksidaz (GPx), 

glutatyon redüktaz (GR), süperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz bulunur. Bu 

antioksidanların tümü spermin doğal antioksidan savunma sistemine katılır. Sentetik 

antioksidanlar veya diyet takviyeleri olarak da bilinen enzimatik olmayan 

antioksidanlar, indirgenmiş glutatyon (GSH), ürat, askorbik asit, E vitamini 

(atokoferol), karotenoidler (b-karoten), ubikinon, taurin, hipotaurin, selenyum ve 

çinkodur (Shiva vd., 2011; Partyka vd., 2012). Teleost balık türlerinde yapılan 

çalışmalar seminal plazmanın anti-oksidatif fonksiyona sahip olduğunu göstermiştir 

(Ciereszko ve Dabrowski, 2000). Gökkuşağı alabalığında SOD, askorbik asit (VC) ve 

ürik asit seminal plazmada kan plazmasından daha yüksek konsantrasyona sahip 

önemli semen antioksidanları olarak kabul edilmiştir (Metwally ve Fouad, 2009).  

Şimdiye kadar memelilerde yapılan araştırmalar göstermiştir ki sulandırıcılara 

antioksidanların (taurin, hipotaurin, prolin, glutamin, glisin, histidin ve metiyonin) 

eklenmesi, çözülme sonrası sperm hareketliliğini iyileştirmiş ve DNA parçalanmasını 

azaltmıştır. Son zamanlarda, farklı balık türlerinde (D. labrax, S. aurata, O. mykiss, S. 

fontinalis, P. major, Carassius auratus) antioksidanların seyrelticilere eklenmesi ile 
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ilgili çalışmalar yapılmıştır. Yapılan çalışmalarda, amino asit ilavesinin DNA 

parçalanmasını azalttığını ve DNA'yı iplik kopmalarına karşı koruduğunu, ayrıca 

çözülme sonrası bazı sperm kalite parametrelerini iyileştirdiğini tespit edilmiştir. 

Bununla birlikte, balık sperminin dondurularak korunmasında antioksidanların 

sulandırıcılara eklenmesi üzerine yapılan çalışmalar sınırlıdır. Bu nedenle, ekonomik 

ve ekolojik önemi olan balıklarda, kriyoprezervasyonda antioksidan takviyesinin etkisi 

konusunda yapılacak çalışmalara ihtiyaç vardır (Kutluyer vd., 2014).  

 

1.4.2.3. Çalışmada Kullanılan Antoksidanlar 

Taurin: Taurin renksiz, suda çözünebilen, protein yapısına katılmayan, 

molekül ağırlığı 125 g/mol olan ve serbest olarak bulunabilen bir aminoasittir 

(Kendler, 1989). Taurin, tiyol içeren aminoasitlerden oluşur ve sisteinden sentezlenir. 

Taurinin, detoksifikasyon, ozmoregülasyon, Ca+2 akışını dengeleme, membran 

bütünlüğünü sağlama gibi önemli süreçlerde rol aldığı bildirilmektedir. Taurin 

hücrenin oksidan/antioksidan dengesi ve hücre bütünlüğünü koruma gibi özellikleri ile 

bir antioksidan olarak koruyucu ve dengeleyici etkilere sahiptir (Osipova vd., 2016). 

Taurinin; doymamış yağ asitlerinin peroksidasyonunu azaltmak, reaktif oksijen 

türevlerini temizlemek ve kararlı hale getirmek gibi etkileri de vardır. Taurin 

dondurma-çözdürme sırasında meydana gelen ROS’un etkilerine karşı 

spermatozoonları korumada önemli rol oynar. Taurin, spermin motilite kaybını ve lipit 

peroksidasyonunu azaltarak etkinliğini ortaya koymaktadır (Balious vd., 2021).  

Ürik Asit: Ürik asit, hipoksantin ve ksantinden üretilen düşük moleküler 

ağırlıklı bir organik bileşiktir. Ürik asit tekli oksijen türleri ve lipid peroksitler dahil 

olmak üzere reaktif türlerin güçlü bir temizleyicisidir. Hidrofilik bir antioksidan 

olmasına rağmen, suda sınırlı çözünürlüğe sahiptir. Balıklarda türe göre farklılıklar 

göstersede seminal plazmada en yüksek düzeyde bulunan antioksidandır. Bu nedenle 

ROS'a karşı önemli bir koruyucu işlevi olduğu düşünülmektedir (Félix vd., 2020). 

Birçok çalışma, ürik asidin, allantoin, glioksilat, allantoat, üre ve oksalat gibi zararsız 

ürünlere dönüştürülmeden önce, özellikle hidroksil radikallerini (OH) ve hipokloröz 

asidi (HOCl) nötralize edebilen güçlü bir antioksidan olduğunu göstermiştir (Becker, 

1993). Spermin; hareketliliği, sayısı, morfolojisı ve DNA hasarı gibi hemen hemen 

tüm ana parametreler, seminalde bulunan ürik asidin konsantrasyonundan önemli 
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ölçüde etkilenir. Normal ve yüksek seminal ürik asit konsantrasyonlarında daha iyi 

sperm kalite parametreleri gözlenmektedir (Motrich vd., 2006). Franz vd. (2010) 

kahverengi alabalık sperminde yapmış oldukları çalışmada ürik asit ve katalazın sperm 

canlılığı üzerinde olumlu bir etki gösterdiğini bildirmişlerdir. Ürik asidin, sağlam 

membranlara sahip spermatozoa miktarını artırabileceği, sperm hareketliliğini ve 

yüzme hızını iyileştirdiği ve ayrıca sperm plazma zarındaki LPO'yu (lipid 

peroksidasyonu) azalttığı için ana antioksidan olabileceğini belirtmişlerdir.  

Rozmarinik Asit: Son dönemlerde sperm kriyoprezervasyonunda bitkisel 

kökenli antioksidanların da kullanılmasına başlanmıştır. Özellikle güçlü ve koruyucu 

etkileri bilinen bir antioksidan olan rozmarinik asit tercih edilenler arasında olmuştur. 

Rozmarinik asit (RA), biberiye (Rosmarinus officinalis)'de bulunan önemli bir doğal 

antioksidandır ve biyolojik sistemlerde serbest radikallerin temizleyicisi olarak 

hareket edebilmektedir. Biberiye Akdeniz kökenli Lamiaceae familyasından çok yıllık 

bir bitkidir. RA’nın in-vitro çalışmalarda anti-HIV-1, antibakteriyel, antioksidan, anti-

kanserojen ve anti-alerjik aktiviteler, antiviral özellikler gibi bazı biyolojik faaliyetleri 

olduğu tespit edilmiştir (Bulduk ve Gökce, 2017). Hayvancılık rasyonlarının RA gibi 

biyoaktif bileşenler içeren bitkilerle takviye edilmesi büyümeyi, üreme performansını, 

yem kullanımını, doğurganlığı, antioksidan durumu ve immünolojik endeksleri teşvik 

etmede önemli sonuçlar göstermiştir (Alagaway vd. 2017). 

 

1.4.2.4. Kriyoprezervasyonda DNA Hasarı  

DNA en iyi şekilde korunmuş genetik bilginin yumurtaya aktarılmasını 

sağlamakla birlikte, DNA'nın fiziksel ve kimyasal bir formda embriyoya verilmesini 

sağlayarak gelişen embriyonun genetik bilgiye kolayca ulaşmasını sağlamaktadır. 

Güncel çalışmalar, kriyoprezervasyonun sperm genomunu çeşitli şekillerde 

etkilediğini göstermektedir. Antioksidanların sulandırıcılara eklenmesi kriyo hasarı 

seviyelerini azaltabileceğinden, antioksidan kullanımı-DNA hasarı ilişkisi yaygın 

olarak çalışılan bir konudur. DNA’da meydana gelen hasarların; fertilizasyon, 

embriyonal gelişim ve canlının yaşam kalitesi üzerinde olumsuz yönde etkileri vardır. 

DNA hasarı düzeyinin bilinmesinin, kriyoprezervasyon protokollerinin geliştirilmesi 

ve iyileştirilmesi için faydalı olduğu düşünülmektedir (Pérez-Cerezales vd., 2010; 

Cabrita vd., 2011; Pereira vd., 2019).  
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DNA hasarı bir kriyo hasar olarak ortaya çıkabilir ve genellikle sperm 

kalitesinin diğer parametrelerini etkilemez. Döllenme sırasında DNA'larının füzyonu 

bir embriyonun genomunu oluşturarak döllenmenin kalitesini belirlemektedir. Oositler 

onarım mekanizmalarına sahip olduğundan, sperm DNA'sındaki bir miktar doğal hata 

düzeltilebilir. Ancak DNA hasarları bazen tamamen düzeltilemeyebilir. Bu nedenle 

bazı hatalar döle aktarılabilir ve bu durum anormalliklerin miktarının artmasına neden 

olur (Kopeika vd., 2003). Sperm, yumurtanın tamir edebileceğinden daha fazla DNA 

hatası biriktirebilir, bu da embriyonik gelişimin olmamasına veya hasarlı DNA'nın 

döle transferi ile anormal bir gelişime yol açar (Drevet, 2017). Balık spermlerinde 

DNA hasarları genellikle dondurma/çözme işlemi sırasında DNA oksidasyonu veya 

seyreltici içindeki kriyoprotektan maddelerin (CPA) konsantrasyonunun toksisitesi ile 

ilişkilidir (Martínez vd., 2012; Gosálvez vd., 2014). Spermde oluşan DNA hasarının 

nedeni olarak üç sebep ileri sürülmüştür. Bunlardan birincisi, spermin gelişimi 

süresince uygun olmayan ortamlar, ikincisi oksidatif stres ve üçüncü olarak da belirli 

bir moleküler işlemler serisine maruz kalmadır. Bunlardan oksidatif stres DNA’nın tek 

ve çift iplikli kırıkları ile ilişkilidir (Agarval ve Saleh, 2002).  

DNA hasarına sahip spermin dölleme yeteneği ya azalmakta ya da tamamen 

yok olmaktadır. Eğer döllenme gerçekleşmiş ise kusurlu embriyo gelişimi beklenen 

bir durumdur. Bu nedenle DNA hasarı durumu, spermin dölleme potansiyelini ve 

embriyo sağlığını değerlendirmede bir belirteç olarak kullanılabilir (Collins, 2004). 

DNA hasarının, birçok tatlı su balığı balığı türünde döllenme oranının azalmasına ve 

anormal gelişim gösteren larva sayılarında artışa yol açacağı düşünülmektedir. Sperm 

DNA hasarı ile sper motilitesi ve membran bütünlüğü arasında negatif korelasyon 

tespit edilmiştir (Cabrita vd., 2001; Gwo vd., 2003; Pérez-Cerezales vd., 2011). 

Dondurulmuş spermin değerlendirilmesinde DNA durumunun ortaya 

konulması, kriyoprezervasyonun ticari ölçekte uygulanması için ya da sperm 

bankalarında saklanan örneklerin değerlendirilmesi için önemlidir. Çünkü genetik 

bilgi kaybı ya da bu hasarla ilişkili larva anormalliklerinin ortaya çıkması istenilen bir 

durum değildir (Labbe vd., 2001; Zilli vd., 2003; Cabrita vd., 2005).  

Kriyoprezervasyon öncesi ve sonrasındaki DNA membran bütünlüğünün yanı 

sıra plazma zarının veya seminal plazma içeriğinin bileşimindeki değişiklikler, hasarın 

düzeyini etkileyebilmektedir (Martínez-Páramo vd., 2009). 
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Sperm DNA hasarının belirlenmesinde birçok metot kullanılmaktadır. Bu 

metotlar ile elde edilen sonuçlar arasında çok güçlü bir ilişki vardır. Son zamanlarda 

düşük seviyedeki DNA hasar düzeylerinin bile hassas bir şekilde belirlenebilmesi, az 

sayıda hücre ile analizin gerçekleştirilebilmesi, ekonomik olması, sonuçların kısa 

sürede elde edilebilmesi ve değerlendirilmesi gibi nedenlerden dolayı DNA hasar 

tespitinde SCD yönteminin (sperm kromatin dağılımı, sperm chromatin dispersion, 

SCD) kullanımı giderek yaygınlaşmaktadır. SCD testi, denatüre edilmiş hasarlı 

DNA’dan dolayı oluşan karakteristik hale şeklindeki yapının, normalden daha büyük 

çaplı görüntülenmesine dayanır. SCD testi, basit, hızlı, doğru, tekrarlanabilir ve kısa 

sürede sonuç verebilen metottur (Chohan vd., 2006). 

 

1.5. Önceki Çalışmalar 

Son dönemlerde balıklarda sperm kriyoprezervasyonu, sperm 

kriyoprezervasyonunda antioksidan kullanımı ve kriyprezerve edilmiş spermde 

görülen DNA hasarları konularındaki araştımalara odaklanılmıştır. 

Balık spermin kriyoprezervasyonunda zamana bağlı soğutma işlemi önemini 

belirlemek için yapılan bir çalışmada çipura sperminin dondurulmasında soğutma 

oranı 1 ºC’den -100 ºC’ye kadar dakikada 10 ºC indirilmesinin uygun olacağı 

belirlenmiştir. Çipura spermi kriyoprezervasyonunda % 10’nun altındaki dimetil 

sülfoksit (DMSO) konsantrasyonlarında daha iyi motilite oranları elde edilmiştir 

(Fabbrocini vd., 2000).  

Engin (2012), çipura sperm kriyoprezervasyonunda ticari ekstender (IMV) 

kullanmış (% 10 DMSO) ve 1. ayda % 72,7±0,35 gibi yüksek bir motilite değeri elde 

etmiştir.  

Çipura sperminin dondurma protokolünü optimize etmek ve daha 

ekonomik/verimli sonuçlar elde etmek için Özgöray ve Akçay (2020), seyreltici olarak 

Ringer solüyonunun kullanımını önermişlerdir. Ayrıca %10 DMSO’in % 10 etilen 

glikol (EG) ve % 10 dimetil asetamid (DMA)’e göre daha uygun kriyoprotektan 

olduğunu belirtmişlerdir. Dondurulmuş spermin çözdürme sıcaklığı 26 °C'de 20 sn 

olarak önermişlerdir. Bu sıcaklıkta motilite değerini % 69,37 olarak bulmuşlardır.  

Liu vd. (2007), % 15 DMSO kullanarak P. major spermini kriyoprezerve 

etmiştir. Çözüldükten sonra sperm motilitesi, döllenme oranı ve yumurtadan çıkma 
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oranı sırasıyla % 81.0, % 92.8 ve % 91.8 olarak bulmuştur.  

Chen vd., 2010, P. major üzerine yaptıkları bir çalışmada 1-73 ay depolamadan 

sonra sperm motilitesinin kademeli olarak % 87,67'den % 50.67'ye düştüğünü 

belirlemiştir. Spermin dölleme oranı ise 26. ayda (% 60,33) olurken 73 ay saklanan 

spermlerde dölleme oranı % 39,56 olarak bulunmuştur.  

Zilli vd. (2005), levrek spermlerinin uzun süreli muhafazasında 1:3 (sperm 

hacmi/ekstender) oranındaki seyreltmede % 95 motilite oranını bildirmiştir.  

Eszter Kása (2017), Eurasian perch spermini dondurmuş ve çözdürme sonrası 

% 26,4'lük bir hayatta kalma oranı ile % 2,45'lik bir döllenme oranı elde etmiştir.  

Dreanno vd. (1997), Atlantik kalkan balığında yapmış oldukları çalışmada 

spermlerin dondurulmasında % 15 DMSO’de, gliserol, etilen glikol ve metanole göre 

en yüksek motilite değerini (63,3±4,6) elde etmişlerdir. Ayrıca bu çalışma sonunda 

kalkan spermlerinde 1:2 (sperm hacmi/ekstender) seyreltme oranının, 1:1, 1:4 ve 1:9 

oranlarına göre en yüksek hareketlilik değerini verdiği belirtilmiştir. Dondurulmuş 

spermlerin 40 ºC’deki çözdürme işleminde elde edilen hareketlilik yüzdesi 20 ºC ve 

30 ºC’ye göre yüksek olmuştur. Yine bu çalışmanın sonuçlarına göre payetlere çekilen 

spermin kademeli soğutulması için sıvı azot yüzeyinde 6,5 cm mesafede tutulduktan 

sonra depolanması önerilmektedir.  

Chereguini vd. (1997), kalkan balığı sperminin kısa süreli muhafazası ve 

dondurulması çalışmalarında; kısa süreli muhafazayı 0-15 ºC arasında 

önermektedirler. Ayrıca dondurma/çözdürme sonrası yüksek hareketlilik değeri için 

sakkaroz solüsyonu ile % 10 DMSO ve % 10 yumurta sarısı kullanımı gerektiğini 

bildirmişlerdir.  

Suquet vd. (1998), kalkan balığı spermini dondurduktan 9 ay sonra çözdürmüş 

ve dölleme çalışması yapmışlardır. Bu çalışmanın sonucuna göre taze sperm ile 

dondurulmuş/çözdürülmüş spermin dölleme kapasitesi arasında fark istitiki olarak 

önemli bir fark bulunamamıştır. Ayrıca çıkan larvaların yaşam oranları da benzer 

bulunmuştur.  

Chereguini vd. (2003), 49 kalkan balığının spermlerini dondurmuş ve daha 

sonra çözdürerek dölleme çalışması (n=1153) gerçekleştirmiştir. Bu çalışmada 

döllenme oranları % 69,2’nin üzerinde bulunmuştur.  

Chen vd., (2004), iki farklı extender ile % 10 DMSO kullanarak kalkan 



 

32 

 

spermlerini 1,8 mL’lik kriyoviyallere doldurarak dondurmuşlardır. Ortalama döllenme 

oranını % 70,1±8,9, yumurtadan çıkış oranını ise % 46,8±5,2 olarak bildirmişlerdir. 

Bu sonuçlar taze spermlerle yapılan dölleme çalışması sonuçları ile benzerlik 

göstermiştir.  

Atlantik halibut (Hippoglossus hippoglossus) sperminin dondurulması, uzun 

süre depolaması (3 ay) ve çözdürme sonrasında dölleme başarısı en yüksek % 10 

DMSO ile dondurulup saklanmış grupta tespit edilmiştir (Ding vd., 2011).  

Mounib (1978), morina spermini -196 °C'de dondurarak depolamış ve daha 

sonra çözdürme işlemi yaparak gerçekleştirdiği döllemede % 80-89'luk bir oran elde 

etmiştir.  

Mezgit (Melanogrammus aeglefinus) ve Atlantik coddan (G. morhua) alınan 

spermler, DeGraaf ve Berlinsky (2004) tarafından % 10 DMSO kullanılarak 

dondurulmuş ve depolanmıştır. Çözdürme sonrasında yapılan değerlendirmede 

motilite oranlarını sırasıyla % 63,0 ve % 66,0 olarak belirlemişlerdir. Bu çalışmanın 

neticesinde cod balığı sperminin uzun süre dondurularak saklanabileceğini ve 

çözüldükten sonra da yumurtaları dölleyebileceğini ortaya konmuşlardır.  

Rideout (2004), propilen glikol (PG), DMSO ve gliserol kullanarak mezgit 

balığı ve Atlantik cod spermini dondurarak saklamıştır. PG kullanılan grupta %62,5 

ve %56,3'lük bir hayatta kalma oranı görümş, bu da PG'nin diğer antifriz 

reaktiflerinden daha üstün olduğunu göstermiştir.  

Atlantik cod spermi farklı antifriz ajanları ile dondurularak saklanmış, ancak 

PG kullanıldığında spermin daha yüksek hayatta kalma oranına (% 66) sahip olduğu 

görülmüştür (Butts vd., 2011).  

Salmonidlerde birçok çalışma yapılmıştır. Bu çalışmaların çoğu da ticari 

öneminden ve dünyada yetiştiriciliği yaygın olarak yapılmasından dolayı gökkuşağı 

alabalığı (O. mykiss) üzerinde yapılmıştır. Ayrıca kaynak alabalığı (Salvelinus 

fontinalis) ve alp alabalığı (S. alpinus) üzerine de birçok çalışma bulunmaktadır 

(Kutluyer, 2014).  

Coho somonu (Oncorhynchus kisutch), Chinook somonu (O. tshawytscha) ve 

gökkuşağı alabalığı (O. mykiss) spermlerinin dondurularak saklanması ve 

çözdürülmesi sonrasında yapılan dölleme çalışmasında döllenme oranı % 29-83 

arasında bulunmuştur.  



 

33 

 

O. gorbuscha ve Salmo trutta'nın da dondurularak saklanması ve çözdürülmesi 

sonrasında döllenme oranı % 44-85 arasında bulunmuştur (Yongsheng vd., 2020).  

Yang (2018), Atlantik somonu (S. salar) sperminin dondurularak saklanması 

ve taşınması konusunda bir yöntem geliştirmek için Ringer ve % 10 metanol kullanmış 

ve bu çalışmada % 36'lık bir sperm hayatta kalma oranı elde edilmiştir.  

Şu ana kadar ondan fazla orfoz türünden alınan spermler dondurularak 

saklanmıştır. Bunların bazıları; seven orfoz (Epinephelus septemfasciatus), dev orfoz 

(Epinephelus lanceolatus), kırmızı benekli orfoz (Epinephelus akaara), gölgeli orfoz 

(Epinephelus marginatus), uzun dişli orfoz (Epinephelus bruneus), kara orfoz 

(Epinephelus malabaricus) yağlı orfoz (Epinephelus tauvina) turuncu benekli orfoz 

(Epinephelus coioides), kelp orfoz (Epinephelus moara) ve kahverengi-mermer orfoz 

(Epinephelus fuscoguttatus)’dur (Imaizumi vd., 2005; Cabrita vd., 2008; Kiriyakit vd., 

2011; Qi vd., 2014; Tian vd., 2015; Ahn vd., 2018; Yusoff vd., 2018). Bu türlerin 

sperm kriyoprezervasyonunda genellikle % 5–15 DMSO veya % 8–15 PG 

kullanılmıştır. E. marginatus (% 36,8) dışında, bu türlerde kriyoprezervasyon sonrası 

sperm aktivitesi % 57,24 (E. moara) ile % 99,5 (E. bruneus) arasında değişmektedir 

(Tian vd., 2017).  

Mersin balığı türlerinden mersin morinası (Huso huso), çuka balığı (Acipenser 

ruthenus), Sibirya, Avrupa ve Rus mersin balığı (A. baeri, A. sturio, A. gueldenstaedii), 

gibi ticari öneme sahip olanların yanı sıra nesli tehlike altında olan türlerde de sperm 

dondurma protokolleri geliştirilmiş ve başarı ile uygulanmıştır. Mersin balıklarının 

sperm dondurma deneylerinde, DMSO'nun kriyoprotektan olarak kullanılması, en 

yüksek çözülme sonrası motilite ile sonuçlanmasına rağmen, fertilizasyon yüzdeleri 

bakımından en yüksek sonuç % 5 metanol kullanıldığında elde edilmiştir (Horvath vd., 

2008).  

Tatlı su balıklarında, proteinler (BSA) veya lipoprotein (yumurta sarısı) gibi 

nüfuz etmeyen kriyoprotektanlar, plazma zarının zarar görmesini önlemek için yaygın 

olarak kullanılmıştır (Nynca vd., 2014). 

Han vd. (2015), kalkan balığı spermindeki oksidan ve antioksidanların 

konsantrasyon ve aktiviteleri ile sperm kalitesine etkilerini incelemiştir. Elde ettikleri 

sonuçlar, süperoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon redüktaz (GR), ürik asit, 

vitamin E (VE) ve vitamin C (VC)'nin seminal plazmada spermatozoadan daha fazla 
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olduğunu göstermiştir. Her birinin varyasyonu kendine özgü değişim sergilemiştir. 

Seminal plazmada, SOD ve GR'nin aktivitesi 30 Kasım'dan 15 Aralık'a kadar 

yükselmiş ve ardından 30 Aralık'ta azalma eğilimi göstermiştir. Hem VC hem de ürik 

asit konsantrasyonları ise 30 Aralık'ta artmıştır. 30 Aralık'ta seminal plazmadaki 

oksidanlar en yüksek seviyeye ulaşmış laktik asit (LA) ve ATP seviyeleri ise en düşük 

seviyeye inmiştir.  

Shaliutina-Kolešová vd. (2013), çalışmalarınında Rus mersin balığı (Acipenser 

gueldenstaedtii), Sibirya mersini (A. baerii), sazan (C. carpio) ve dere alabalığının (S. 

fontinalis) spermatozoalarında antioksidan savunma düzeylerinin normalden daha 

yüksek olduğunu bulmuşlardır. Ek olarak, spermatozoa ve seminal plazmada oksidatif 

stres yanıtı düzeylerinde farklılıklar gözlemlemişlerdir. Analiz edilen 

antioksidanlardan spermatozoada glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitesini, dere 

alabalığında 12,56±3,23 mU/mg ve Rus mersin balığında 11,56±3,12 mU/mg olarak 

bulmuşlardır. Seminal plazmada ise sırasıyla 6,81±1,56 mU/mg ve 9,56±3,12 mU/mg 

olarak tespit etmişlerdir. Seminal plazmanın antioksidan sistemi spermatozoanın 

antioksidan sistemine göre ROS kaynaklı potansiyel olarak metabolik veya 

fonksiyonel bozukluklara ve sperm hareketliliğinde daha fazla bir azalmaya neden 

olabileceğini ifade etmişlerdir. 

Lahnsteiner vd. (2011), brook alabalığı (S. fontinalis) sperminin dondurularak 

saklanmasında sulandırıcılara 1,5 mmol/l glutatyon eklenmesinin çözdürme sonrası 

spermin yüzme hızını arttırdığını ve % 76,3'lük bir döllenme oranı ile sonuçlandığını 

bildirmiştir. 

Kutluyer vd. (2015), bir akvaryum balığı olan goldfish (C. auratus) sperminin 

dondurulmasında seyrelticiye L-metionin eklemenin çözdürme sonrasında sperm 

motilite hızı ve süresinde önemli bir artışa neden olduğunu göstermişlerdir. En iyi 

L-metionin konsantrasyonunu ise 1,5 mM olarak belirlemişlerdir. Ayrıca L-metionin 

içeren sulandırıcı kullanılması kontrol grubuna göre DNA hasarını azaltmıştır. 

Öğretmen vd. (2015), sazan (C. carpio)'da sisteinin dondurma/çözülme sonrası 

sperm motilitesi, sperm motilite süresi, DNA hasarı ve döllenme üzerindeki etkilerini 

incelemişlerdir. Sistein 2,5 mM, 5 mM, 10 mM ve 20 Mm konsantrasyonları içeren 

sulandırıcılarla sperm örneklerini kriyoprezervasyona tabi tutmuştur. Bu çalışmanın 

sonuçlarına göre sistein konsantrasyonundaki artışın sazan balığı sperm motilite hızı 
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ve süresinde önemli bir artışa neden olduğu tespit edilmiştir. Tüm sistein 

konsantrasyonları karşılaştırıldığında, en iyi sistein konsantrasyonu 20 mM olarak 

belirlenmiştir. Bu konsantrasyonda en yüksek motilite (% 76,00±1,00) ve döllenme 

(% 97,00±1,73) elde edilmiştir. Ayrıca sistein ilavesi, döllenme ve kuluçka oranını 

arttırmış ve DNA hasarını azaltmıştır. Yapılan bu çalışmanın sonuçlarına göre sazan 

balığı sperminin dondurulmasında sulandırıcılara sistein eklenmesi tavsiye edilmiştir. 

Martínez- Páramo vd. (2013) iki kükürt içeren amino asit, taurin ve 

hipotaurinin Avrupa levrek sperminin dondurularak saklanması üzerindeki etkilerini 

inceledikleri çalışmada, sulandırıcılara 1 mM taurin ve 1 mM hipotaurin eklenmesinin, 

çözdürme sonrası sperm kalitesini ve sperm motilitesini iyileştirdiğini ve DNA 

hasarını azalttığını bildirmişlerdir. 1 mM hipotaurin ilaveli sulandırıcının sperm 

motilitesini (% 30,1±3,2) ve 1 mM taurin ilaveli sulandırıcının ise sperm hızını kontrol 

grubuna göre arttırdığı (18,1±2,6 lm/s) bildirilmiştir. Ayrıca taurin ve hipotaurin 

ilaveli sulandırıcıların kullanıldığı spermlerde kontrole kıyasla (% 55,7±0,8) önemli 

ölçüde daha az (sırasıyla 52,8±0,9 ve 51,8±0,9) DNA hasarı olmuştur. 

Kutluyer (2014), gökkuşağı alabalığı (O. mykiss) sperminin 

kriyoprezervasyonunda sulandırıcılara antioksidan ilavesinin etkisini belirlemek 

amacıyla çalışma yapmıştır. Bu çalışmada standart sulandırıcı ve bu sulandırıcıya 

farklı antioksidanlar (katalaz, superoksit dismutaz, peroksidaz, okside glutatyon, 

redukte glutatyon, L-metiyonin, ürik asit, L-askorbik asit, α-tokoferol, β-karoten ve 

karnitin) eklenerek 12 farklı grup oluşturulmuştur. Çözdürme sonucunda, L-metiyonin 

ve ürik asit ilavesinin motiliteyi arttırdığı (p<0,05), α-tokoferol ve ürik asit ilavesinin 

motilite süresini arttırdığı (p<0,05), 1., 3. ve 6. ay sonunda çözdürme sonrasında elde 

edilen bulgularda süreye bağlı olarak motilite ve motilite süresinin düştüğü 

belirlenmiştir. Ayrıca yumurta döllenme ve açılma oranlarının, kriyoprezerve edilen 

sperm ile döllenenlerde taze sperm ile döllenenlerden düşük olduğu bildirilmiştir. Bu 

çalışmanın sonuçlarına göre, sulandırıcılara antioksidan ilavesinin gökkuşağı 

alabalığının sperm kriyoprezervasyonunda sperm parametrelerini olumlu etkilediği 

bildirilmiş ve antioksidan kullanımı önerilmiştir. 

Liu vd. (2014), P. major sperminin dondurulmasında altı farklı antioksidanın 

çözdürme sonrası sperm hareketliliği, canlılığı, zar bütünlüğü ve mitokondriyal 

fonksiyon üzerindeki etkilerini bilgisayar destekli sperm analiz sistemi ve akış 
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sitometrisi ile değerlendirmiştir. Bu çalışmanın sonuçlarına göre en yüksek motilitenin 

100 mM trehalozda (% 78,34±3,41) ve 50 mM taurin'de (% 77,46±1,54), ardından 25 

mM C vitamininde (% 79,03±5,37) meydana geldiğini bildirmişlerdir. Ayrıca 25 mM 

E vitamini (% 69,64±1,64) ve 25 mM A vitamini (% 78,89±2,81) dahil bütün 

antioksidan ilaveli sulandırıcılar ile yapılan dondurma/çözdürmelerde kontrol 

(% 66,80±5,55) gurubuna göre daha yüksek sperm hareketliliği tespit edilmiştir. 

Sonuç olarak, bu çalışmada 100 mM trehaloz ve 50 mM taurin antioksidanın, P. major 

sperminin çözdürme sonrası kalitesini iyileştirmede en belirgin koruyucu etkiyi 

sağladığını göstermişlerdir. 

Luño vd. (2014), boar sperm dondurmasında antioksidan olarak RA kullanılan 

grubun çözdürme sonrasında sperm hareketliliğinin kontrol grubuna göre anlamlı 

derecede yüksek olduğunu bildirmişlerdir.  

Yeni vd. (2018), boğa spermimde yapmış oldukları çalışmada RA 25 ve 

RA 50 µg/mL dozlarının spremin antioksidan aktivitesini arttırdığını ve sperm 

hücrelerinde MDA ve kromatin hasarı miktarını azalttığını bildirmişlerdir.  

Yapılan literatür taramasında Rozmarinik asit, Ürik asit ve Taurinin gibi 

antioksidanların kalkan balığı sperminin dondurma/çözdürme sonrası sperm kalite 

parametrelerine etkilerine yönelik bir çalışmaya rastlanmamıştır. Bu tez çalışmasında 

25, 50 ve 100 µg/mL konsantrasyonundaki üç farklı antioksidanın etkin dozunun 

belirlenmesi amaçlanmıştır. 
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2. YAPILAN ÇALIŞMALAR 

 

2.1. Materyal  

 

2.1.1. Araştırma Yeri 

Bu tez çalışması Mayıs 2021 ile Haziran 2022 tarihleri arasında T.C. Tarım ve 

Orman Bakanlığı, Tarımsal Araştırmalar ve Politikalar Genel Müdürlüğü 

(TAGEM)’ne bağlı Su Ürünleri Merkez Araştırma Enstitüsü (SUMAE) Müdürlüğü 

deniz balıkları kuluçkahanesi ve Üreme Fizlolojisi Laboratuvarında 

gerçekleştirilmiştir (Şekil 3). Ülkemizde kalkan balığı üretimi sadece SUMAE 

bünyesinde bulunan deniz balıkları kuluçkahanesinde gerçekleştirilebilmektedir. 

SUMAE deniz balıkları kuluçkahanesine karadan 200, 400 ve 800 m açıktan; 18, 40 

ve 58 m derinlikten deniz suyu alımı yapılmaktadır. Her bir hat 80 m3/saat kapasite ile 

çalışabilmektedir. Farklı derinliklerden alınan deniz suyu, balık bulunan tanklara 

verilmeden önce 50 µ’a kadar filtre edilmektedir. Yumurta inkübasyonu veya yavru 

büyütme aşamasında ise deniz suyu 1 µ’a kadar filtre edilip ultraviyole (UV) lamba 

sisteminden geçirilip dezenfekte edilerek kullanılmaktadır.  

 

  
a: SUMAE deniz balıkları ünitesi, b: Kriyoprezervasyon laboratuvarı 

Şekil 3. Araştırma üniteleri 

 

2.1.2. Araştırmada Kullanılan Damızlık Materyali 

Çalışmada SUMAE Deniz Balıkları kuluçkahanesinde üretilen ve damızlık 

olarak belirlenmiş 5 yaşında 40 adet erkek ve 3 adet dişi Karadeniz kalkan Balığı 

kullanılmıştır (Şekil 4).  

 a  b 
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a: Üstten görünüş, b: Alttan görünüş 

Şekil 4. Karadeniz kalkan balığı;  

 

2.1.3. Damızlıkların Muhafazası ve Kullanılan Diğer Malzemeler 

Çalışmada kullanılan damızlık kalkan balıkları 15 m3 tanklarda muhafaza 

edilmiştir. Balıkların boy ölçümleri için 1 mm hassasiyetli ölçüm tahtası, ağırlıklarının 

belirlenmesinde ise 1 g hassasiyetli elektronik terazi kullanılmıştır. Dişi bireylerin 

hormon uygulamasına uygun olup olmadığına karar vermek için gerekli olan oosit 

örnekleri alımı için iç çapı 1,5 mm olan kateter ve oositlerin muhafazası için 5 mL 

hacimli cam şişeler kullanılmıştır. Pelet formda hormon hazırlamak için toz halinde 

luteinizan hormonu salgılatma hormon türevi (LHRH-a Sigma L4513), kakao yağı, 

kolesterol, etanol, pipet, porselen havan, havaneli, el çekici, hassas terazi ve 

deliklerinin iç çapı 3 mm olan peletleme kalıbı kullanılmıştır. 

 

2.1.4. Sperm Kalite Kriterleri Belirlenmesinde Kullanılan Materyaller 

Çalışmada kullanılanacak olan spermlerin toplanmasında 1 mL steril şırınga 

kullanılmıştır. Spermleri değerlendirme aşamasına kadar muhafaza etmek amacıyla 

içerisinde kuru buz kalıpları bulunan strafor kutular tercih edilmiştir. Sperm özellikleri 

SCA (Sperm Class Analyser) V.5.4. Nikon Eclipse CI mikroskop negatif faz kontrast 

objektif mikroskopta gerçekleştirilmiştir. Spermin CASA’da görüntüleme ve analizi 

için 10 µl derinlikli Makler chamber kullanıldı. Spermatokrit oranının belirlenmesi 

için mikro-hematokrit kapillar tüpler (75 mm uzunluğunda, iç çapı 1 mm ve 0,1 mL 

kapasite), santrifüj, hesaplama cetveli, spermatozoa yoğunluğunun hesaplanması için 

seyreltme pipeti ve thoma lamı kullanılmıştır. Spermin pH değeri indikatör kağıdı 

(Merck 5,5-9,0), ozmolaritesi Gonotec Osmomat 3000 cihazı ve hareketlilik süresi 

hassas kronometre (1/100sn) ile ölçülmüştür (Şekil 5). 

a b 
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a: pH indicator kağıdı, b: Kapiller tüp, c: Santrifüj, d: Seyreltme pipeti, 

e: Thoma lamı, f: Ozmolarite ölçüm cihazı 

Şekil 5. Sperm kalite paremetrelerinin belirlenmesinde kullanılan bazı materyaller. 

 

 2.1.5. Sperm Kriyoprezervasyon Materyali 

Spermlerin dondurulması ve muhafazası sürecinde falkon tüpler (15 ve 50 mL), 

mikro pipet, 0,25 ve 0,5 mL’lik payet, pens, cımbız, mikropipet, polivinil alkol, beher 

(500 mL), koruyucu eldiven ve gözlük, sıvı azot (-196 °C), kanister, sperm muhafaza 

tankı (IMV TR-26) kullanılmıştır. Ayrıca spermin dondurulmaya hazır hale getirilmesi 

için: NaCl (sodyum chloride), KCl (potasyum chloride), MgCl2 (magnesium chloride), 

NaH2PO4 (sodium phosphate monobasic), NaHCO3 (sodium bicarbonate), HEPES 

(sodium salt), Glucose, DMSO (dimetil sülfoksit) antioksidan olarak ürik asit, taurin 

ve rozmarinik asit kullanılmıştır.  

 

 2.1.6. Yumurta Sağımı ve İnkübasyonu 

Yumurta sağımı ve inkübasyonu için sağım masası, ıslak havlu, plastik kap, 

yumurtaların inkübasyonu için 1000 mL’lik cam beherler ve sıcaklığı ayarlanabilir 

inkübatörler kullanılmıştır.  

 

a b c 

d e f 
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2.2. Yöntem  

 

2.2.1. Damızlık Yönetimi  

Çalışmada kullanılacak damızlık bireyler belirlenirken türe özgü vücut 

formuna sahip, büyüme performansı ve genel sağlık durumu iyi olan balıklar rastgele 

seçilmiştir. Balıklar tanklarda m2 ‘ye 6-8 kg olacak şekilde muhafaza edilmiştir ve su 

değişimi günlük günde 10 kez olacak şekilde ayarlanmıştır. Damızlıklar haftada üç kez 

doğal habitatında en fazla tercih ettiği mezgit, barbun, hamsi gibi yaş yem ile doyana 

kadar beslenmişlerdir. Kalkan balığı bir dip balığı olması nedeniyle genellikle tank 

zemininde hareketsiz olarak (beslenme faaliyeti haricinde) yaşamını sürdürür. Bu 

nedenle damızlık muhafaza tankının zemin temizliğine özellikle önem verilmiş ve 

günlük temizlik yapılarak yaş yem ve fekal artıklar uzaklaştırılmıştır. Ayrıca her ay 

düzenli olarak tanklar basınçlı su makinesi ile yıkanmış ve kimyasal ajanlarla 

dezenfekte edilmiştir.  

 

2.2.2. Sperm Toplama 

Çalışmada sperm kalitesini belirlemek ve kriyoprezervasyon işlemi için gerekli 

olan sperm materyalinin toplanması öncesinde balıkların ürogenital bölgesi tatlı su ile 

yıkandıktan sonra kurulanmıştır. Testislerin olduğu bölgeye hafifçe baskı yapılarak 

balıkta sperm olup olmadığı kontrol edilmiş ve kanallardaki üre ile vücut sıvısı hafif 

baskı ile boşaltılmıştır. Daha sonra, abdominal masaj yapılarak vücut dışına çıkması 

sağlan sperm 1 mL’lik steril şırıngaya Şekil 6’da gösterildiği gibi alınmıştır. Alınan 

sperm örnekleri, içerisinde kuru buz bulunan kutuya konarak (+4 ºC) muhafaza edilmiş 

ve laboratuvar ortamına taşınmıştır.  

 

 

Şekil 6. Kalkan balığından sperm toplama işlemi 
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2.2.3. Sperm Kalitesinin Belirlenmesi 

Çalışmada kullanılan kuluçkahane kökenli 5 yaşındaki Karadeniz kalkan 

balıklarının tamamında üreme döneminde (Mayıs) sperm kalite parametreleri 

incelenmiştir. Her bir balık için bütün parametreler üç tekerrürlü gerçekleştirilmiştir. 

 

2.2.3.1. Sperm Kalite Parametreleri 

Sperm kalite parametre ölçümleri; taze ve çözdürülen örneklerde CASA 

sistemi kullanılarak gerçekleştirilmiştir (Şekil 7). Sperm 10 µm derinliğinde Makler 

çemberinde 1:400 oranında seyreltilip sperm ısısındaki steril deniz suyu ile aktive 

edilip 10. ve 60. saniyelerde analiz edilmiştir. CASA sisteminde 9 sperm özelliği 

belirlenmiştir. Bunlar: 

1. MOT, hareketli sperm oranı (%) 

2. VCL, eğrisel hareket hızı (μm/s) 

3. VAP, ortalama hız (μm/s) 

4. VSL, doğrusal hareket hızı (μm/s) 

5. LIN, lineerlik (VSL/VCL x 100) (%) 

6. WOB, titreşim indeksi oranı (%) 

7. STR, doğrusallık (VSL/VAP x100) (%) 

8. ALH, yatay yer değiştirme (μm) 

9. BCF, sperm vuruş frekansı (Hz)’dır. 

 

 

Şekil 7. Sperm kalite parametre ölçümlerinin gerçekleştirildiği CASA sistemi 
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2.2.3.2. Sperm pH’sı ve Hareketlilik Süresi 

pH, taze spermden bir damla indikatör kağıdına damlatılıp yayıldıktan sonra 

kağıdın renk değişimine göre skalaya bakılarak belirlenmiştir. Sperm mikroskop 

altında aktive edildikten sonra sperm canlılığını kaybedinceye kadar geçen süre 

spermin hareketlilik süresi olarak, saniye cinsinden, kaydedilmiştir. 

 

2.2.3.3. Spermatokrit Oranı ve Konsantrasyonu 

Spermatokrit oranı, mikro-hematokrit kapillar tüplere çekilen sperm örneğinin 

santrifüjlenmesi (12000 rpm, 10 dakika) ile sperm sıvısı ve spermin ayrılması 

sağlanarak belirlenmiştir. Sperm yoğunluğu hemositometrik yöntemle belirlenmiştir. 

Sayım için seyreltme pipetine çekilen 1 birim sperm üzerine 100 birim saf su ilave 

edilerek spermin seyreltilmesi sağlanmıştır. Daha sonra bir damla seyreltilmiş sperm, 

lam (Thoma haemocytometer, derinlik 0.1 mm) üzerine damlatılarak lamel ile 

kapatılmıştır. Mikroskop altında lam üzerinde bulunan 16 karedeki sperm miktarı 

sayılmış ve sperm yoğunluğu (mL-1) = 1000 × sayılan sperm miktarı / (alan, mm2) × 

(derinlik, mm) × seyreltme oranı formülü ile hesaplanmıştır. Sonuçlar x109 

spermatozoa/mL olarak kaydedilmiştir (Polat vd., 2014). 

 

2.2.3.4. Sperm Ozmolaritesinin Belirlenmesi 

Taze spermdeki hareketlilik (motilite) birçok balık türünde dış ortamın 

ozmolaritesine bağlıdır. Hücre içinde oluşan iyon konsantrasyonu değişimi ve 

dışarıdaki ozmotik basınç sperm motilitesini etkilemektedir (Cabrita vd., 2009). Taze 

spermin ozmolaritesini belirlemek için eppendorf tüpe alınan 50 µl örnek Gonotec 

Osmomat 3000 cihazı ile mOsm/kg cinsinden ölçülmüştür.  

 

2.2.4. Sperm Kriyoprezervasyonu ve Antioksidanlar 

Sağımla elde edilen ve spermatolojik özellikleri belirlenen spermin 

kriyoprezervasyonu için ekstender olarak kalkan ringer solüsyonu (KRS) 

kullanılmıştır. Sulandırıcının hazırlanmasında kullanılan kimyasallar Tablo 6’da 

verilmiştir. Kriyoprezervasyonda motilite değeri % 90’nın üzerinde olan spermler 

kullanılmıştır. Dondurma işleminde sperm, 1:9 (sperm:ekstender) oranında  

seyreltilmiş ve kriyoprotektan olarak % 10 DMSO kullanılmıştır (Chen vd., 2004). 
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Tablo 6. Kriyoprezervasyon da kullanılan standart sulandırıcı (KRS) 

Kimyasallar Miktar (mM/L) Kimyasallar Miktar (mM/L) 

NaCl 150 NaHCO3 7.0 

KCl 2,5 Glukoz 2,8 

CaCl2 3,5 Hepes 9,8 

MgCl2 0,9 pH 7,4 

 

Tablo 7’de yer alan antioksidanlar seyreltilen spermlere belirlenen dozlarda 

ilave edildikten sonra 0,5 mL semen tüplere (payet) doldurulmuş ve açık uçları 

polivinil alkol ile kapatılmıştır. Tüm bu işlemler yapılırken kullanılan bütün 

malzemenin temiz ve sperm ısısı ile aynı olması sağlanmıştır. Payetler çelik levha 

üzerine sırayla yerleştirildikten sonra sıvı azot (-196 °C) dolu kabın 6,5 cm yüzeyinde 

azot buharında 15 dakika bekletilmiş ve süre sonunda sıvı azot içine konarak 

dondurma işlemi gerçekleştirilmiştir. Dondurulmuş spermin uzun süre depolanmasını 

sağlamak amacıyla payetler kanisterlere konarak etiketlenmiş ve depolama tankına 

yerleştirilmiştir. Dondurulmuş sperm örneklerinin çözdürme işlemi payetler 40 °C’de 

5 saniye su banyosunda tutularak gerçekleştirilmiştir. 

 

Tablo 7. Çalışmada kullanılan antioksidanlar ve dozları 

Antioksidanlar  Kullanım Dozları (µg/mL) 

Ürik Asit  25 50 100 

Taurin  25 50 100 

Rozmarinik asit  25 50 100 

 

2.2.5. DNA Hasarının Belirlenmesi 

Antioksidanların DNA hasarına etkisini belirlemek için taze ve antioksidan 

ilave edilip çözdürülmüş spermler slayt üzerine sabitlenmiş ve CASA’da DNA hasarı 

düzeyleri belirlenmiştir. Slaytların hazırlanması için DNA hasar analizi kiti (GoldCyto 

Sperm DNA kit) kullanılmıştır (Fernández vd., 2003). Slaytların hazırlanması 

aşağıdaki basamaklar takip edilerek yapılmıştır. 

1- Lizis çözeltisinin oda sıcaklığına (22 ºC) ayarlanması. 

2- Sperm (dondurululmuş/çözdürülmüş ve taze) numunesinin kültür 

besiyerinde mililitre başına 5-10 milyon adete seyreltilmesi.  

3- Agarozun suda 5 dakika boyunca 90-100 ºC'de eritilmesi.  

4- Agaroz 37 ºC'de tutulan sıcaklık kontrollü bir su banyosuna aktarılması ve 
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sıcaklık eşit oluncaya kadar 5 dakika bekletilmesi. 

5- Agaroz eppendorf'a 30 mikrolitre semen örneği eklenip karıştırılması. 

6- Agaroz eppendorf'tan hücre süspansiyonunun lama yerleştirilmesi.  

7- Slaytların 4 °C'de buzdolabına konularak numunenin bu ortamda 5 dakika 

boyunca jelde bekletilmesi. 

8- Slaytın asit denatürasyon çözeltisine yatay bir pozisyonda batırılıp oda 

sıcaklığında (22 ºC) 7 dakika inkübe edilmesi. 

9- Slaytın 5 mL temperlenmiş lizis çözeltisi içeren başka bir inkübasyon 

tepsisine yerleştirilmesi ve 25 dakika inkübe edilmesi. 

10- Lizis çözeltisini yıkamak için slaytın bol damıtılmış su içeren bir tepsiye 

yatay olarak yerleştirilmesi ve 5 dakika boyunca inkübe edilmesi. 

11- Slaytın yatay olarak % 70 etanol (2 dakika), ardından% 90 etanol (2 

dakika) ve son olarak % 100 etanol (2 dakika) içeren bir tepsiye 

yerleştirilmesi. 

12- Oda sıcaklığında kurumaya bırakılması. 

13- Slaytların A –TA solüsyonunda inkübe edilmesi (1 dakika). 

14- Slaytlara B-TB solüsyonunun uygulanması (2 dakika). 

15- Slaytların suyla yıkanarak, oda sıcaklığında kurumaya bırakılması. 

16- Mikroskop altında slaytların renk seviyesinin kontrol edilmesi. 

 

Her bir tekerrürden 500’er sperm DNA hasarı belirlemek için incelenmiştir. 

Büyük haleye sahip spermler DNA hasarsız (1 ve 2) ve küçük haleye sahip olan 

spermler ise DNA hasarlı spermler (3, 4 ve 5) olarak değerlendirilmiştir (Şekil 8). 

 

 
1 ve 2: DNA hasarsız sperm, 3, 4 ve 5: DNA hasarlı sperm  

Şekil 8. Sperm DNA hasar durumu 
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2.2.6. Yumurta Eldesi ve Dölleme Çalışmaları 

 

2.2.6.1. Hormon Hazırlama ve Uygulama 

Çalışmada dondurulmuş spermin çözdürme sonrası dölleme kabiliyiyetinin 

belirlenmesinde kullanılacak olan yumurtaların eldesi için dişi bireylere pellet formda 

LHRH-a hormonu uygulanmıştır. Sentetik LHRH-a hormonu 5 mg tartılarak seramik 

havan içerisine konulduktan sonra üzerine 1 mL % 60’lık etanol ilave edilmiştir. Daha 

sonra karışımın üzerine 625 mg kolesterol ilave edilerek homojenize edilmiş ve  

inkübatörde 25 °C’de 2 saat dinlendirilmiştir. Bu karışımın üzerine 125 mg kakao yağı 

ilave edilerek toz haline gelene kadar sürekli karıştırılmıştır. Elde edilen toz karışım 

peletleme kalıbındaki 3 mm çapındaki gözeneklere doldurularak sıkıştırılmıştır 

(Şekil 9). Her bir pelet bireysel olarak tartılarak içerdiği hormon miktarı belirlenmiş 

ve kullanılıncaya kadar cam şişeler içerisinde -18 °C’de muhafaza edilmiştir. Hormon 

uygulanacak dişi bireylerin belirlemenmesi için kateter yardımıyla gonadlardan oosit 

örnekleri alınmış ve mikrokop altında çap ölçümleri gerçekleştirilmiştir. Oosit çap 

ortalaması 400 μm’den büyük olan dişi bireylere 100 µg/kg dozda LHRH-a hormonu 

balığın dorsal bölgesinde kas doku içine 5 mm iç çapı olan metal aparat yardımı ile 

uygulanmıştır (Şekil 9). Balıklardan yumurta alımı hormon uygulamasından yaklaşık 

bir hafta sonra geçekleşmiştir.  

  
a: Pelet hormon, b: Hormonun balığa uygulanması 

Şekil 9. Yumurta temini için kalkan balığına hormon uygulaması 
 

2.2.6.2. Yumuta Sağımı 

Sağım masasına alınana dişi bireylerin gonad bölgesi alttan ve üsten iki el 

arasına alınarak hafifçe bastırılmış ve yumurta çıkışı sağlanmıştır (Şekil 10). 

Yumurtalar kuru plastik kaba alınmıştır. 

a b 
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Şekil 10. Kalkan balığından yumurta sağımı 

 

2.2.7. Dölleme Kabiliyetinin Belirlenmesi 

Çalışmada üç farklı dişi kalkan balığının yumurtası birleştirilerek yumurta 

havuzu oluşturulmuş ve buradan alınan yumurtalar kullanılmıştır. Her bir dölleme 

çalışması üç tekerrürlü olarak yapılmış ve her tekkerrür için yumurta havuzundan 10 g 

yumurta alınmıştır. Daha sonra çözdürme protokolüne uygun şekilde çözdürülen 

sperm hemen yumurtanın üzerine dökülmüş ve 50 mL deniz suyu ilave edilerek 

dölleme işlemi gerçekleştirilmiştir. Döllemeden 5 dk sonra yumurtalar 1µ’a kadar 

filtre edilmiş inkübasyon suyu ile yıkanarak üre ve vücut sıvısının uzaklaştırılması 

sağlanmış ve 100 ppm iyodin çözeltisi ile muamele edilerek dezenfekte edilmiştir. 

Daha sonra yumurtalar 1 litrelik beherlere konularak 14 °C’de sıcaklık kontrollü 

inkübatör dolaplarda inkübe edilmiştir. Her gün beherdeki suyun 2/3’lik kısmı 

değiştirilmiştir. Dölleme oranlarının hesaplanması için dölleme işleminden 2,5 saat 

sonra (14 °C su sıcaklığında 2’li hücre bölünmesi başlangıcı) rastgele örnekleme ile 

yumurta örnekleri alınmıştır. Yapay dölleme işlemine tabi tutulmuş olan bu yumurta 

örneklerinde hücre bölünmeleri görülenler döllenmiş, herhangi bir bölünme 

görünmeyenler veya opak durumdakiler döllenmemiş olarak değerlendirilmiştir. 

Döllenme oranı: döllenmiş yumurta sayısı/toplam yumurta sayısı x 100 formülüne 

göre hesaplanmıştır. Çıkış oranı ise: yumurtadan çıkan prelarva sayısı/toplam yumurta 

sayısı x 100 formülüye hesaplanmıştır (Aydın, 2008; Polat, 2018). 
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2.2.8. Verilerin Değerlendirilmesi 

Veriler, Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) 16.0 programı 

kullanılarak değerlendirilmiştir. Sonuçlar değerlerin ortalaması ve standart sapması 

olarak verilmiştir (Ort±SD). Gruplar arası farklılıkların hesaplanması Duncan post-hoc 

testinin ardından one-way ANOVA ile yapılmıştır (p<0,05).  

 

2.3. Bulgular 

 

2.3.1. Kalkan Balığı Taze Sperminin Spermatolojik Özellikleri 

Kuluçkahane kökenli 5 yaşındaki kalkan balıklarından (n=40) elde edilen 

spermin; sperm miktarı, spermatokrit oranı, sperm yoğunluğu, canlılık süresi, sperm 

ozmolaritesi ve pH’sı belirlenmiştir. Kalkan balığı sperminde belirlenen spermatolojik 

özelliklere ait sonuçlar Tablo 8’de; CASA ile yapılan analiz sonuçları ise Tablo 9’da 

verilmiştir. 

 

Tablo 8. Karadeniz kalkan balığın spermatolojik özellikleri (n=40) 

Parametreler Ortalama (± SD) 

Boy (cm) 47,6±1,8 

Ağırlık (g) 2100,7±341,4 

pH 7,10±0,20 

Sperm miktarı (mL) 2,09±0,50 

Spermatokrit oranı (%) 37,80±5,20 

Spermatozoa yoğunluğu (x109spz) 1,98±0,30 

Süre (dk) 19,78±2,70 

Ozmolarite (mOsmol/L) 308,33±4,40 

 

Tablo 9. CASA ile belirlenen sperm kalite parametreleri (n=40, ± SD) 

Parametreler 10. saniye 60. saniye 

Motilite- MOT (%) 92,58±2,93 79,93±5,22 

Eğrisel hız - VCL (µm/s) 91,78±26,85 61,95±15,73 

Doğrusal hız - VSL (µm/s) 48,22±15,61 33,78±9,28 

Ortalama hız - VAP (µm/s) 71,19±22,93 47,76±11,88 

Lineerlik - LIN (%) 44,16±6,38 41,69±6,19 

Doğrusallık İndeksi - STR (%) 58,67±5,17 57,17±4,62 

Salınım/titreşim indeksi - WOB (%) 70,93±5,41 66,19±6,10 

Yatay yer değiştirme - ALH (µm) 2,75±0,59 2,07±0,23 

Sperm vuruş frekansı - BCF (Hz) 4,95±0,76 4,44±0,83 
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2.3.2. Spermin Kriyoprezervasyonu  

Spermin kriyoprezervasyonunda 10 adet erkek kalkan balığı kullanılmıştır. 

Kullanılan balıklardan sperm toplanmadan önce CASA’da analiz edilebilecek 

miktarda örnek alınarak motilite değeri belirlenmiştir. Motilite değeri ≥%90 olanların 

spermleri toplanarak bir sperm havuzu oluşturulmuştur. Sperm havuzunun 

spermatolojik parametreleri (Tablo 10) belirlendikten sonra kriyoprezervasyon için; 

kalkan ringer sulandırıcısına üç farklı antioksidanın her biri (ürik asit, taurin ve 

rozmarinik asit) 25, 50 ve 100 µg/mL dozlarda ilave edilmiştir. Dondurma işleminden 

bir hafta sonra payetler çözdürülerek sperm motilite değerleri CASA ile analiz 

edilmiştir (Şekil 11). Dondurma/çözdürme sonrasında grupların sperm motilite 

değerlerleri arasındaki farklılık istatistiki olarak önemli bulunmuştur (p<0,05). 

Çözdürme sonrası en yüksek motilite değeri 10. saniyede rozmarinik asit 25 µg/mL ile 

ürik asit 100 µg/mL sperm gruplarında gerçekleşmiştir. 60. Saniyede ise en yüksek 

motilite değeri rozmarinik asit 25 ve 50 µg/mL sperm gruplarında belirlenmiştir. 

Çözdürme sonrası 10. saniye sonuçlarına göre (Tablo 11) rozmarinik asit 25 µg/mL 

sperm örnekleri standart sulandırıcı kullanılan kontrol grubu örneklerinden analiz 

edilen parametreler bakımından önemli ölçüde farklı olup diğerleriyle benzer 

özelliklere sahiptir. Çözdürme sonrası 60. saniyedeki sonuçlara bakıldığında 

(Tablo 12) gruplar arasında anlamlı bir fark bulunamamıştır (p<0.05). 

 

Tablo 10. Sperm havuzunun spermatolojik parametreleri (n=10, ± SD) 

Parametreler 10. saniye 60. saniye 

Motilite- MOT (%) 95,82±2,23 84,95±6,18 

Eğrisel hız - VCL (µm/s) 94,73±31,62 66,83±25,27 

Doğrusal hız - VSL (µm/s) 46,53±20,10 36,78±18,83 

Ortalama hız - VAP (µm/s) 71,68±27,48 52,11±23,61 

Lineerlik - LIN (%) 42,53±4,98 44,40±7,17 

Doğrusallık İndeksi - STR (%) 57,27±3,43 59,27±5,33 

Salınım/titreşim indeksi - WOB (%) 70,72±4,02 69,86±5,67 

Yatay yer değiştirme - ALH (µm) 2,98±0,61 2,16±0,36 

Sperm vuruş frekansı - BCF (Hz) 4,98±0,48 4,69±0,95 

 

Antioksidanlar ilave edilerek dondurulan kalkan balığı spermi 1, 3, 6, 9 ve 12. 

aylarda çözdürülerek CASA sisteminde analizleri gerçekleştirilmiştir. Çözdürme 

sonrası 10. saniyedeki motilite değeri Tablo 13’de, 60. saniyedeki ise Tablo 14’de 

verilmiştir. Çözdürme sonrası motilite değerlerinde zaman ve sulandırıcılara göre 
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gruplar arasındaki farklılık istatistiksel açıdan önemli bulunmuştur (p<0,05). 

Çözdürme sonrası elde edilen bulgulara göre motilite değerinde zamana bağlı olarak 

bir düşüş görülmektedir. Farklı aylarda çözdürülen spermler arasındaki en yüksek 

motilite değeri 25 µg/mL rozmarinik asit ilave edilen guruptan elde edilmiştir. Farklı 

aylarda çözdürülen 25 µg/mL ürik asit eklenen grupta ise zamana bağlı motilite 

değerinde bir düşüş olmasına ragmen bu azalma istatistiksel olarak önemli değildir 

(p<0,05). Farklı aylarda çözdürme sonrası 60. saniyede en yüksek motilite değeri ise 

50 µg/mL rozmarinik asit ilave edilen gurupta görülmüştür. Standart sulandırıcı ve 25, 

50 ve 100 µg/mL taurin ilave edilen grupta zamana bağlı motilite değeri düşüş 

göstermesine ragmen aradaki fark istatistiksel olarak önemli bulunmamıştır (p<0,05).
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Şekil 11. Antioksidanlar eklenen Karadeniz kalkan balığı sperminin (donmuş/çözülmüş) motilite değerleri 
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Tablo 11. Çözdürme sonrası 10. saniyedeki sperm kalite parametreleri (± SD) 

Antioksidanlar 
VCL 

(µm/s) 

VSL 

(µm/s) 

VAP 

(µm/s) 

LIN 

(%) 

STR 

(%) 

WOB 

(%) 

ALH 

(µm) 

BCF 

(Hz) 

Standart sulandırıcı 42,12±7,67 20,82±3,69 29,32±6,10 34,29±2,86 51,55±2,49 56,50±2,05 1,68±0,19 3,87±0,21 

Rozmarinik 25µg/mL 57,29±5,84 33,86±11,07 44,46±8,25 46,63±5,69 61,51±3,69 68,51±1,95 1,94±0,25 4,98±1,35 

Rozmarinik 50µg/mL 55,03±8,72 28,547±3,87 41,03±6,58 40,17±6,61 56,01±5,18 64,63±5,93 2,00±0,31 4,27±0,77 

Rozmarinik 100µg/mL 48,46±8,59 27,59±11,59 37,00±10,07 41,54±13,02 57,23±11,02 63,67±10,06 1,71±0,11 4,56±1,76 

Ürik asit 25µg/mL 48,90±5,11 25,45±4,34 35,72±4,66 37,19±7,86 53,62±6,83 60,82±7,72 1,84±0,11 4,26±0,50 

Ürik asit 50µg/mL 52,43±4,63 29,00±8,11 39,57±7,37 42,74±8,32 57,86±6,36 65,62±6,48 1,88±0,17 4,06±1,21 

Ürik asit 100µg/mL 55,10±2,19 29,47±3,29 40,77±1,47 38,18±6,30 54,64±5,68 60,40±3,65 1,94±0,12 4,53±0,90 

Taurin 25µg/mL 52,22±5,74 32,48±7,62 41,66±7,31 47,80±8,05 62,50±6,23 68,95±6,04 1,72±0,06 4,89±1,38 

Taurin 50µgmL 46,01±5,74 22,79±7,62 32,69±7,31 34,14±8,05 50,53±6,23 57,69±6,04 1,76±0,06 3,81±1,38 

Taurin 100µg/mL 51,06±7,76 28,50±0,38 39,12±4,40 43,42±4,48 58,57±4,00 66,90±1,88 1,83±0,31 4,32±0,77 

 

 

Tablo 12. Çözdürme sonrası 60. saniyedeki sperm kalite parametreleri (± SD) 

Antioksidanlar 
VCL 

(µm/s) 

VSL 

(µm/s) 

VAP 

(µm/s) 

LIN 

(%) 

STR 

(%) 

WOB 

(%) 

ALH 

(µm) 

BCF 

(Hz) 

Standart sulandırıcı 39,04±5,28 17,06±3,97 25,76±5,08 31,14±4,60 48,70±4,21 54,92±4,85 1,68±0,14 3,68±0,15 

Rozmarinik 25µg/mL 48,58±3,50 23,48±7,58 34,23±6,61 36,61±9,37 53,56±7,27 60,27±8,21 1,92±0,16 4,16±0,97 

Rozmarinik 50µg/mL 45,44±3,65 21,28±1,13 31,45±3,59 36,26±1,84 53,19±1,17 60,24±4,42 1,90±0,11 3,78±0,21 

Rozmarinik 100µg/mL 41,30±1,06 18,76±1,62 28,24±2,06 31,64±5,92 48,87±5,15 55,83±6,62 1,70±0,08 3,57±0,07 

Ürik asit 25µg/mL 46,61±6,66 22,05±2,66 32,26±4,77 35,92±2,84 53,43±3,13 58,89±2,83 1,88±0,25 3,74±0,22 

Ürik asit 50µg/mL 50,26±6,49 24,83±4,12 36,18±5,78 35,56±5,03 52,17±4,33 59,14±4,69 1,88±0,14 3,94±0,19 

Ürik asit 100µg/mL 48,24±4,39 23,06±2,02 34,67±2,35 35,03±5,57 51,36±4,04 59,90±7,63 1,70±0,07 3,64±0,12 

Taurin 25µg/mL 47,30±7,79 25,39±7,23 35,14±8,76 38,29±8,81 54,54±7,01 61,14±8,92 1,72±0,13 3,96±0,57 

Taurin 50µg/mL 42,85±5,41 20,91±2,42 30,75±3,23 37,01±5,26 53,50±4,66 61,67±5,97 1,73±0,12 3,86±0,68 

Taurin 100µg/mL 40,96±8,82 16,71±9,53 25,34±12,10 29,39±13,27 48,21±9,73 51,47±16,18 1,80±0,17 3,42±0,23 
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Tablo 13. Uzun süreli depolama sonrası 10. saniyedeki motilite değerleri (± SD) 

Antioksidanlar 1. Ay 3. Ay 6. Ay 9. Ay 12. Ay 

Standart sulandırıcı 60,32±2,03b,y 50,83±5,25a,x 54,41±3,52ab,xy 50,36±5,84a,x 52,56±5,83ab,x 

Rozmarinik 25µg/mL 75,58±1,12ab,t 68,65±5,64a,zt 72,78±2,98ab,t 76,49±3,77b,i 69,81±3,43ab,z 

Rozmarinik 50µg/mL 73,45±1,18b,zt 69,15±3,65ab,t 75,85±4,82b,t 71,12±2,97ab,ti 65,68±4,07a,yz 

Rozmarinik 100µg/mL 59,77±0,48ab,y 57,89±1,65ab,y 57,52±3,04ab,y 61,63±3,39b,yz 54,86±4,13a,y 

Ürik asit 25µg/mL 60,08±6,98a,y 65,25±4,82a,zt 58,85±1,63a,y 60,30±3,90a,yz 57,82±5,72a,xy 

Ürik asit 50µg/mL 68,38±2,61a,z 60,64±0,60ab,yz 65,68±1,74bc,zt 67,86±4,35c,zt 59,91±3,89c,xy 

Ürik asit 100µg/mL 67,83±1,23c,z 60,68±1,46ab,yz 58,49±3,15a,y 70,48±3,25c,ti 65,39±3,45bc,yz 

Taurin 25µg/mL 57,94±3,09b,xy 50,58±0,88ab,x 47,70±7,61a,x 55,95±3,40b,xy 56,64±2,39b,x 

Taurin 50µg/mL 61,48±5,74b,y 56,82±2,06ab,y 58,79±4,22ab,y 51,52±6,20a,x 55,25±4,57ab,x 

Taurin 100µg/mL 51,83±4,99a,x 60,71±2,17b,yz 54,57±1,68ab,xy 56,93±4,00ab,xy 58,38±5,04ab,xy 
a, b, c Depolama süresi arasındaki farklılığı göstermektedir 
x, y, z, t, i Sulandırıcılar arasındaki farklılığı göstermektedir 

 

Tablo 14. Uzun süreli depolama sonrası 60. saniyedeki motilite değerleri (± SD) 

Antioksidanlar 1. Ay 3. Ay 6. Ay 9. Ay 12. Ay 

Standart sulandırıcı 57,02±3,16a,xy 50,96±5,29a,x 52,78±5,88a,x 55,67±0,95a,xy 53,43±2,87a,x 

Rozmarinik 25µg/mL 70,77±1,33ab,t 72,49±3,18b,t 68,87±3,85ab,zt 65,94±4,40a,zt 63,71±6,32a,z 

Rozmarinik 50µg/mL 70,17±0,59ab,t 73,67±4,91b,t 74,71±4,79b,t 67,65±6,02ab,zt 65,15±2,23a,y 

Rozmarinik 100µg/mL 54,61±1,36ab,x 51,33±0,03a,x 53,54±2,99ab,xy 57,47±4,41b,y 54,61±3,37ab,x 

Ürik asit 25µg/mL 61,54±2,23ab,yz 67,47±3,14b,zt 54,58±2,45a,xy 61,20±5,24ab,yz 56,69±4,36a,x 

Ürik asit 50µg/mL 60,99±3,59ab,yz 59,82±2,83a,yz 68,16±2,53ab,xy 64,61±2,74ab,zt 60,24±7,08ab,xy 

Ürik asit 100µg/mL 64,81±0,83ac,z 63,35±4,18abc,yz 62,02±5,30ab,yz 69,85±3,44c,t 57,42±2,23a,xy 

Taurin 25µg/mL 56,50±2,91a,xy 51,40±3,69a,x 52,26±6,57a,x 50,05±2,37a,x 52,55±5,08a,x 

Taurin 50µg/mL 59,28±6,56a,xyz 59,77±2,34a,yz 54,96±4,02a,xy 55,16±2,48a,xy 52,10±5,68a,x 

Taurin 100µg/mL 53,74±3,59a,x 58,84±9,16a,xy 58,43±4,95a,xy 49,94±4,08a,x 56,45±6,58a,x 
a, b, c Depolama süresi arasındaki farklılığı göstermektedir 
x, y, z, t Sulandırıcılar arasındaki farklılığı göstermektedir 
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2.3.3. Döllenme ve Çıkış Oranları  

Kalkan balığı sperminin dondurulmasında sulandırıcılara eklenen 

antioksidanların çözdürme sonrası spermin dölleme kabiliyetine etkisinin belirlenmesi 

için yapılan çalışmanın sonuçlarına göre antioksidan ilaveli tüm gruplarda döllenme 

oranı standart sulanadırıcıya göre daha yüksek bulunmuştur. Antioksidan ilaveli 

sulandırıcılardan en yüksek döllenme oranı rozmarinik asit 25 µg/mL grubunda 

gerçekleşmiştir. Ayrıca rozmarinik asit 25 ve 50 µg/mL, ürik asit 50 ve 100 µg/mL ile 

taurin 100 µg/mL gruplarındaki döllenme oranı ile standart sulandırıcı grubunun 

döllenme oranı arasındaki farklar istatistiksel olarak önemli bulunmuştur (p<0,05). 

Taze sperm kullanılanarak yapılan dölleme işlemindeki döllenme oranı tüm 

gruplardan daha yüksek bulunmuştur. En düşük çıkış oranı ise standart sulandırıcı 

grubunda gerçekleşmiştir. Antioksidan ilaveli guruplar arasında ise en yüksek çıkış 

oranı rozmarinik asit 50 µg/mL ve ürik asit 50 µg/mL gruplarında gerçekleşmiştir 

(Tablo 15). 

 

Tablo 15. Dondurma/çözdürme sonrası döllenme ve çıkış oranları 

 Antioksidanlar Döllenme Oranı (%) Çıkış Oranı (%) 

Taze sperm 89,67±3,20a 76,67±3,50a 

Standart sulandırıcı 70,67±1,50c 55,67±5,10d 

Rozmarinik 25 µg/mL 81,67±2,52b 67,00±2,00bc 

Rozmarinik 50 µg/mL 78,33±4,51b 70,00±4,36b 

Rozmarinik 100 µg/mL 75,00±3,61bc 65,33±1,53bce 

Ürik asit 25 µg/mL 75,67±3,50bc 66,33±1,20bc 

Ürik asit 50 µg/mL 78,33±3,20b 70,67±4,00b 

Ürik asit 100 µg/mL 80,33±3,50b 68,33±3,20b 

Taurin 25 µg/mL 76,33±2,50bc 61,33±2,50cde 

Taurin 50 µg/mL 75,67±1,50bc 59,00±3,00de 

Taurin 100 µg/mL 78,56±3,50b 65,33±5,50bc 

 

2.3.4. Antioksidanların DNA Hasarına Etkileri 

Sperm kriyoprezervasyon işleminde kullanılan kimyasallar ve sıvı azot 

kaynaklı ultra soğuk ortam (-196 °C) sperm DNA yapısında kalıcı hasarlara neden 

olmaktadır. DNA hasarının belirlenmesi için uygun hale getirilen; taze ve farklı 

antioksidanlar ilave edilerek dondurulan/çözdürülen kalkan balığı sperm örnekleri 

CASA sisteminde analiz edilmiş (Şekil 12) ve DNA hasarı düzeyleri belirlenmiştir 

(Tablo 16). Elde edilen sonuçlar, spermlerin dondurularak saklaması ve ardından 

çözdürülmesi sonrasında DNA hasarında bir artış olduğunu göstermektedir. DNA 
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hasarı düzeyi antioksidan eklenen tüm gruplarda standart ekstender grubuna göre daha 

düşük olmuştur ve aradaki fark istatistiki olarak önemlidir (p<0,05). Antioksidan 

grupları arasındaki en yüksek DNA hasar oranları taurin dozlarında gerçekleşmiştir. 

Taurin 25 ve 50 µg/mL ile diğer antioksidan grupları arasındaki farklar istatistiki 

olarak önemli bulunurken; taurin 100 µg/mL ile diğer antioksidan grupları arasındaki 

farklar istatistiki olarak önemli değildir (p<0,05). En düşük DNA hasarları ise ürik asit 

50 µg/mL'de ve rozmarinik 50 µg/mL gruplarında belirlenmiştir. En düşük DNA hasar 

oranı taze spermde tespit edilmiş olup, taze ve kriyoprezerve edilmiş sperm grupları 

arasındaki DNA hasarı oranları arasındaki fark istatistiki olarak önemli bulunmuştur 

(p<0.05).  

 

Tablo 16. Dondurulmuş/çözdürülmüş sperminin DNA hasarı oranları 

Antioksidanlar 
DNA Hasarı 

Hasarsız DNA (%) Hasarlı DNA (%) 

Taze sperm 99,67±26,83 0,33±0,38e 

Standart sulandırıcı 71,13±19,01 28,87±11,26a 

Rozmarinik 25 µg/mL 89,73±19,19 10,27±2,94d 

Rozmarinik 50 µg/mL 94,80±5,51 5,20±1,11de 

Rozmarinik 100 µg/mL 90,33±11,02 9,67±2,79d 

Ürik asit 25 µg/mL 90,27±9,97 9,73±2,41d 

Ürik asit 50 µg/mL 94,93±9,39 5,07±1,57de 

Ürik asit 100 µg/mL 93,33±5,21 6,67±1,61d 

Taurin 25 µg/mL 83,40±9,43 16,60±4,92bc 

Taurin 50 µg/mL 81,07±11,60 18,93±2,53b 

Taurin 100 µg/mL 88,80±14,41 11,20±4,76cd 
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a: RA 25 µg/mL, b: RA50 µg/mL, c: RA100 µg/mL, d: ÜA 25 µg/mL, e: ÜA 50 

µg/mL, f: ÜA 100 µg/mL, g: TA 25 µg/mL h: TA 50 µg/mL, i: TA 100 µg/mL, j: 

standart sulandırıcı, k: taze sperm (yeşil çerçeve içindeki hasarsız DNA, kırmızı 

çerçeve içindeki ise hasarlı DNA’ya sahip spermlerdir) 

Şekil 12. CASA’da DNA hasarı analiz örnekleri  
 

a b c 

d f e 

h i g 

j k 
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3. TARTIŞMA VE SONUÇLAR 

 

Su ürünleri sektöründe yetiştiriciliği yapılan ve potansiyel türlerin sperm 

kriyoprezervasyonu; üretimde ihtiyaç duyulan erkek birey sayısının azaltılması, gamet 

senkronizasyonunun sağlanması, üstün özellikli bireylerin spermlerinin muhafaza 

edilerek kaliteli yavru üretiminin sağlanması ve gen bankacılığı gibi laboratuvar 

çalışmaları için önemli bir biyoteknolojik uygulama olarak değerlendirilmektedir. 

Bu çalışma, Karadeniz’in ekonomik değeri en yüksek yassı balığı olan kalkan 

balığının sperm kriyoprezervasyonunda antioksidanların kullanımının çözdürme 

sonrası sperm kalitesi ve DNA hasarı üzerine etkilerini inceleyerek bu türün sperm 

kriyoprezervasyon tekniğinin geliştirilmesi için yapılmıştır. Ülkemizde kalkan balığını 

üretimi, ticari olarak yaygınlaşmamış olmasına rağmen, SUMAE tarafından başarılı 

bir şekilde gerçekleştirilmektedir. Atlantik kalkanında sperm kriyoprezervasyonunu 

geliştirmek ve çözdürme sonrası sperm kalitesini iyileştirmek için sulandırıcıların 

içeriğinde ve kriyoprotektan türlerinde değişikliğe gidilirken (Chereguini vd., 2000; 

Chen vd., 2004) bu çalışmada Karadeniz kalkan balığı sperminin dondurulmasında 

farklı antioksidanların etkisi araştırılmıştır. Bu çalışma aynı zamanda ülkemizde 

kalkan balığı sperm kriyoprezervayonunun iyileştirilmesi için yapılan ilk çalışmadır. 

Balıklarda spermin dondurularak uzun süre saklanması söz konusu olacak ise 

öncelikle spermi kullanılacak olan bireyin morfolojik ve genetik yönden sağlıklı 

olması gerekmektedir. Başarılı bir dondurma için sperm kalitesinin en üst seviyede 

olması elzem bir durumdur. Bu nedenle çalışmamızda ortalama ağırlığı 

2100,7±341,4 g ve ortalama boyu 47,6±1,8 cm olarak belirlenen 5 yaşındaki 

kuluçkahane kökenli erkek bireyler kullanılmıştır. Çalışma, kalkan balığının doğal 

üreme dönemi olan ve yüksek sperm verimine sahip olduğu Mayıs ayında 

gerçekleştirilmiştir. Bu çalışmada erkek bireylerden sezondaki ilk sağımlarında elde 

edilen spermler kullanılmıştır. Aydın vd. (2021), kalkan balıklarından Şubat ve 

Temmuz ayları arasında, 6 ay boyunca sürekli sperm alınabileceğini; hacimsel olarak 

(mL) en yüksek sperm verimin ve kalitesinin üreme dönemi olan Mayıs ayında 

sağlanabileceğini, ayrıca Haziran ayından sonra ise sperm miktarı ve kalitesinde 

azalmanın başladığını bildirmişlerdir. Kültür ortamında kalkan balığı spermiasyonu 

uzun sürmekte ve bu süre 9 aya kadar çıkabilmektedir (Devauchelle vd., 1988). Doğal 
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ortamda ise kalkan balığı spermiasyonu sadece 4 aylık bir süreyi kapsamaktadır 

(Jones, 1974). Benzer durum; gökkuşağı alabalığı (Salmo gairdneri) (Büyükhatipoğlu 

ve Holtz, 1984), dil balığı (Solea senegalensis) (Beirão vd., 2011), Atlantik halibut (H. 

hippoglossus, L) (Ding vd., 2011) ve kahverengi alabalık (Salmo trutta) (Hajirezaee 

vd., 2010) için de rapor edilmiştir. 

Çalışmada ayrıca, kuluçkahane kökenli 5 yaşındaki kalkan balıklarının sperm 

kalite parametreleri de belirlenmiştir. Toplam 40 adet bireyin spermi tek tek alınarak 

gerçekleştirilen çalışmanın sonuçlarının daha önce Karadeniz kalkan balığı ve Atlantik 

kalkan balığı ile yapılan çalışmalar ile benzer olduğu görülmüştür. 

Balık spermi yoğunluğunun belirlenmesinde farklı yöntemler olsa da 

çoğunlukla hemositometrik yöntemi tercih edilmektedir. Bu yöntemde thoma lamı 

üzerine belli oranda seyretilerek yerleştirilen örnek içerisindeki sperm hücreleri tek tek 

sayılarak sperm yoğunluğu hesaplanmaktadır (Fauvel vd., 1999). Bu çalışmada da 

hemositometrik yöntemi tercih edilmiştir. Diğer balıklarla karşılaştırıldığında, kalkan 

balığının toplam sperm üretimi, sperm hacmi ve sperm konsantrasyonu düşüktür. Bu 

çalışmada sperm miktarı 2,09±0,50 mL ve sperm yoğunluğu ise 1,98±0,30 

(x109 spz/mL) olarak bulunmuştur. Aydın vd. (2021), kuluçkane kökenli kalkan 

balığında yapmış olduğu çalışmada sperm yoğunluğunun 2,15 x 109 spz/mL ile 1,49 x 

109 spz /mL arasında değiştiğini bildirmiştir. Polat vd. (2021), fotoperyot uygulaması 

ile Ocak ve Şubat ayları arasında elde ettiği spermlerin yoğunluğunun 2,18±0,15 x109 

spz/mL ile 2,24±0,10 x109 spz/mL arasında; sperm hacmininin ise 1,92±0,26 ile 

2,41±0,17 mL arasında değiştiğini bildirmişlerdir. Atlantik kalkan balığında sperm 

hacmi 0,2-2,2 mL arasında, sperm yoğunluğu ise 0,7 ile 11 x 109 spz/mL arasında 

değişmektedir (Suquet vd., 1998). Bu tez çalışmasında sperm hacmi ve 

konsantrasyonu ile ilgili elde edilen sonuçlar, hem Karadeniz hemde Atlantik kalkan 

balığı ile daha önce yapılan çalışmaların sonuçlarıyla benzerlik göstermektedir.  

Kalkan balığı sperm verimi Avrupa pisi balığından (0,7±0,16 mL) daha fazla 

olup sperm yoğunluğu (2,7±0,16 x109 spz/mL) (Şahin vd., 2012) ise benzer 

özelliktedir. Bu çalışmada elde edilen sonuçlara göre kalkan balığı diğer bazı deniz 

balıklarından [Atlantik halibut (11,9-37,2x109 spz/mL), levrek (10-40x109 spz/mL), 

Atlantik somonu (13,8-16,5x109 spz/mL)] daha düşük sperm hacmi ve yoğunluğuna 

sahiptir. Ayrıca ülkemizde üretim miktarı en yüksek tatlı su balığı olan gökkuşağı 
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alabalığının sperm miktarı ve yoğunluğu da (16,17±7,79 mL; 18,48±6,37x109 spz/mL) 

kalkan balığından daha yüksektir (Kutluyer, 2014). 

Kalkan balığında spermatokrit oranının spermatozoa miktar ve yoğunluğu ile 

ilişkili olmadığı bildirilmiştir (Suquet vd., 1994). Kalkan balığı, spermatokrit oranı 

% 23,4±1,6 (Aas vd., 1991) olan Atlantik somonu  ve % 25,8±3,1 (Ciercszko ve 

Dabrowski, 1999) olan gökkuşağı alabalığından  daha yüksek; % 65-90 olan levrek, 

% 23-99 (Tvedt vd., 2001) olan Atlantik halibut, % 40,72±4,23 (Butts vd., 2011) olan 

Atlantik cod ve % 94,0±1,22 (Şahin vd., 2012) olan Avrupa pisi balığıdan  daha düşük 

bir orana sahiptir. Bu çalışmada belirlenen spermatokrit oranı (% 37,80±5,20) Aydın 

vd. (2021) ’nin Karadeniz kalkan balığında ve Suquet vd. (1992)’nin Atlantik kalkan 

balığında elde ettikleri sonuçlar ile benzerlik göstermektedir.  

Birçok balık türünde olduğu gibi kalkan balığında da sperm hareketliliğinin 

başlangıcını sağlayan en önemli faktör ortamın ozmotik basınç (Morisawa vd., 1983) 

ve pH’sındaki değişimlerdir. Deniz balıklarının spermlerinin hareketliliği tatlı su 

balıklarına göre daha geniş bir ozmotik basınç değişimi sınırları içinde meydana gelir. 

Hücre içinde oluşan iyon konsantrasyonu değişimi dışarıdaki ozmotik basınç etkisiyle 

şişme ya da daralmaya neden olurken çoğu türde, özellikle teleost ve cyprinidaelerde, 

sperm motilitesini düzenlemektedir (Aydın, 2011). Yapılan bu çalışmada bulunan 

ozmolarite değeri (308,33±4,40 mOsmol/l), Atlantik kalkan balığı ve sazan balığı ile 

benzer; Atlantik halibut, levrek, cod balığı ve çipura’ya göre düşük; gökkuşağı 

alabalığı ve Atlantik somonundan ise daha yüksektir (Suquet vd., 1994; Cosson vd., 

2008).  

Balıklarda da diğer türlerde olduğu gibi spermin pH’sının bilinmesi sperme 

uygulanacak işlemler açısından oldukça önemlidir. Balıklarda sperm pH’sı genel 

olarak 5,5 ile 9,5 arasında değişim göstermektedir. Deniz balıklarında sperm pH’sı 

daha çok suyun pH’sına yakınlık arzetmektedir. Alabalıklarda da pH büyük 

çoğunlukla 5-10,5 arasında bir değere sahiptir (Ciereszko vd., 2010). Kutluyer (2014), 

gökkuşağı alabalığında yapmış olduğu çalışmada pH’yı 7,5 olarak belirlemiştir. Bu 

çalışmada bulunan pH değeri (7,10±0,20) Aydın vd. (2021), Polat vd. (2021) ve 

Suquet vd. (1993)’in çalışmaları ile uyumludur.  

Sperm motilite süresi; aktivasyon anından başlayan ve tüm hareketin bittiği ana 

kadar geçen süre olarak tanımlanmaktadır. Salmonlarda yapılan çalışmalarda sperm 
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motilite sürelerinin 1–2 dakika arasında değişiklik gösterdiği ve deniz balıklarında ise 

sperm hareketliliği süresinin genellikle alabalık, turna ve sazan balıklarından daha uzun 

sürdüğü bilinmektedir (Rainis vd., 2005). Yapılan bu çalışmada 19,78±2,70 dakika 

olarak bulunan motilite süresi gökkuşağı alabalığı sperm motilite süresine göre oldukça 

yüksektir. Çalışma sonuçlarının, kalkan balığında yapılan daha önceki çalışmalardan 

(Aydın vd., 2021; Polat vd., 2021) çok az farklılık gösterdiği tespit edilmiştir. Bu 

farklılıkların balıkların bireysel özelliklerinden ve çevresel faktörlerden kaynaklandığı 

değerlendirilmektedir. 

Kriyoprezervasyona tabi tutulacak olan sperm, motilite oranı bakımından 

değerlendirilmeye tabi tutulmalıdır. Bu çalışmada Karadeniz kalkan balığının sperm 

motilite oranı üreme dönemi olan Mayıs ayında belirlenmiştir. Literatür 

incelendiğinde kalkan balıklarında motilite oranının üreme döneminde (Mayıs- 

Haziran) en üst seviyeye çıktığı ve üreme dönemi sonrası düşşüşe geçtiği bilgisi ile 

karşılaşılmaktadır (Aydın vd., 2021; Suquet, 1998). Benzer durum dil balığı 

(S. senegalensis) (Beirão vd., 2011) ve kahverengi alabalık (Salmo trutta) (Hajirezaee 

vd., 2010) için de rapor edilmiştir. Aydın vd. (2021) doğadan temin ettikleri kalkan 

balıkları ile kuluçkahane kökenli bireylerin sperm özelliklerini karşılaştırdıkları 

çalışmada sperminin aktive edilmesinden hemen sonra 5. saniyede (% 92) en yüksek 

motilite değerini elde etiklerini ve sperm motilite oranının 15. dakikadan sonra önemli 

derece düştüğünü ifade etmişlerdir. Ayrıca doğadan yakalanan kalkan balığının sperm 

motilitesini kuluçkahane kökenli bireylere göre daha yüksek bulmuşlardır. Suquet vd. 

(2000)’nin kalkan balığından sağım yöntemi ile elde etikleri spermin motilite oranı 

aktivasyon sonrası 10. saniyede % 95’in üzerinde iken 60. saniyede bu oran % 80’nin 

altına düşmüştür. Lanes vd. (2008) Brezilya pisi balığında (Paralichthys orbignyanus) 

taze spermin motilite oranını % 60±6, olarak bildirmiştir. Tian vd. (2008) benekli 

halibut (Verasper variegatus) balığının taze sperminin kalite durumunun 

değerlendirilmesi için yapmış olduğu çalışmada ilk aktivasyonda motilite oranını 

yaklaşık % 80’e bulmuştur. Liu vd. (2014) kırmızı mercan (P. major) taze sperminin 

antioksidan içeriği ile ilgili yapmış oldukları çalışmada sperm motilite değerinin 

% 85’in üzerinde olduğunu bildimişlerdir. Kutluyer (2014) gökkuşağı alabalığında 

(O. mykiss) taze sperm motilitesini % 81,39±1,04 bulmuştur. Bu tez çalışmasında 

bulunan taze sperm motilite oranı (% 92,58±2,93) kalkan balığında daha önce yapılan 
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çalışmalar ile benzerlik gösterirken diğer balık türlerinden daha yüksektir. Sonuç 

olarak, kalkan balığı sperm motilite oranı oldukça yüksektir.  

Kriyoprezervasyon, farklı şekillerde uygulanan ve kültür ortamında üretiminin 

artmasına yardımcı olan asırlık bir teknolojidir. Spermlerin dondurularak saklaması 

eski sayılabilecek bir uygulama olmamasına rağmen, su ürünleri yetiştiriciliğinde son 

yıllarda benimsenmiş ve konu ile ilgili çalışmalar artmıştır. Yapılan çalışmaların 

büyük çoğunluğu dondurma protokellerinin geliştirilmesi ile ilgilidir (Betsy ve Kumar, 

2020). Bugüne kadar 200'den fazla tatlı su ve deniz balık türünün spermleri başarıyla 

dondurularak saklanmış ve çözdürme sonrası sperm kalitesinin muhafazası konusunda 

teknikler geliştirilmiştir. Sperm kriyoprezervasyonu başarılı ve rutin olarak kullanılan 

bu prosedür olmasına rağmen sperm fonksiyonunda ciddi zararlı değişikliklere neden 

olmaktadır. Uygun seyrelticilerin seçimi, kriyoprotektanlar ve dondurma hızı 

dondurma başarısını etkileyen en önemli unsurlardır. Reaktif oksijen türlerinin 

dengesizliği, dondurma/çözdürme sonrası hücre hasarının ana tetikleyicilerinden biri 

olarak kabul edilir. Kriyoprezervasyon işlemi sırasında spermatozoa antioksidan 

sistemi yok edilir, çünkü sperm sulandırıcılarda seyreltildiğinde seminal plazmada 

bulunan doğal antioksidanlar azalır. Sulandırıcıya antioksidanların eklenmesinin, 

çözülmüş spermin kalitesini iyileştirdiği araştırmacılar tarafından ortaya konulmuştur 

(Kutluyer vd., 2016; Figueroa vd., 2016). Literatür araştırıldığında son zamanlarda, 

farklı balık türlerinde (D. labrax, S. aurata, O. mykiss, S. fontinalis, P. major, 

C. auratus ve Salmo trutta fario) antioksidanların seyrelticilere eklenmesi ile ilgili 

çalışmalar yapılmıştır. Yapılan çalışmalarda, amino asit ilavesinin DNA 

parçalanmasını azalttığı ve DNA'yı iplik kopmalarına karşı koruduğu ve çözülme 

sonrası sperm kalite parametrelerini iyileştirdiği bildirilmiştir (Amidi vd., 2016). 

Lahnsteiner vd. (2011), brook alabalığı (S. fontinalis) sperminin dondurulmasında 

sulandırıcılara 1,5 mmol/l glutatyon eklenmesinin çözdürme sonrası spermin yüzme 

hızını arttırdığı ve % 76,3'lük bir döllenme oranının gerçekleştiğini tespit etmiştir. 

Kutluyer vd. (2015), goldfish (C. auratus) sperminin dondurulmasında seyrelticiye 

L-metionin eklemenin çözdürme sonrasında sperm motilite hızı ve süresinde önemli 

bir artışa neden olduğunu bildirmişlerdir. En iyi L-metionin konsantrasyonunu ise 

1,5 mM olarak belirlemişlerdir. Ayrıca L-metionin içeren sulandırıcı kontrol grubuna 

göre DNA hasarını azaltmıştır. Öğretmen vd. (2015) sazan (C. carpio) balığında 
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sisteinin dondurma/çözülme sonrası sperm motilitesi, sperm motilite süresi, DNA 

hasarı ve dölleme oranı üzerindeki etkilerini incelemişler ve sistein 

konsantrasyonundaki artışın sazan balığı sperm motilite hızı ve süresinde önemli bir 

artışa neden olduğunu göstermişlerdir. Ayrıca sistein döllenme oranını arttırmış ve 

DNA hasarını azaltmıştır. Martínez-Páramo vd. (2013) amino asit, taurin ve 

hipotaurin’in Avrupa levrek sperminin dondurularak saklanmasındaki etkilerini 

incelediği çalışmada, sulandırıcılara katılan 1 mM taurin ve 1 mM hipotaurin 

çözdürme sonrası sperm kalitesini ve sperm motilitesini iyileştirdiği ve sperm DNA 

hasarını azalttığı bildirmişlerdir. Liu vd. (2014) kırmızı mercan (P. major) sperminin 

dondurulmasında sulandırıcıya katılan altı farklı antioksidanın çözdürme sonrası 

sperm hareketliliği, canlılığı, zar bütünlüğü ve mitokondriyal fonksiyon üzerindeki 

etkilerini CASA sistemi ve akış sitometrisi ile değerlendirmişler ve antioksidanların 

P. major sperminin çözdürme sonrası kalitesine olumlu etki sağladığını 

göstermişlerdir. Son dönemlerde sperm kriyoprezervasyonunda bitkisel kökenli 

antioksidanlar da kullanılmaya başlanmıştır. Özellikle güçlü koruyucu etkileri bilinen 

bir antioksidan olan rozmarinik asit de tercih edilenler arasında olmuştur (Bulduk ve 

Gökce, 2017). Luño vd. (2014), boar spermi kriyoprezervasyonunda antioksidan 

olarak rozmarinik asit kullanıdıkları gruptaki çözdürme sonrası sperm hareketliliğinin 

kontrol grubuna göre anlamlı derecede yüksek olduğunu bildirmişlerdir. Yeni vd. 

(2018), boğa sperminde yapmış oldukları çalışmada rozmarinik asidin toplam 

antioksidan aktivitesini arttırdığını ve sperm kromatin hasarını azalttığını 

bildirmişlerdir. Bu tez çalışmasında 25 µg/mL rozmarinik asit ilaveli sulandırıcıda 

çözdürme sonrası 10. saniyedeki motilite değeri rozmarinik asit 50 µg/mL ve ürik asit 

100 µg/mL gruplarıyla istatistiki olarak benzerlik göstermekle birlikte diğer guruplarla 

arasındaki farklılık önemli bulunmuştur (p<0,05). Tüm antioksidan gruplarındaki 

motilite oranları sayısal değer olarak standart sulandırıcı kullanılan gruba göre yüksek 

bulunmuştur. Taurinin test edilen bütün dozları ile rozmarinik asit 100 µg/mL ve ürik 

asit 25 µg/mL gruplarının çözürme sonrası motilite oranları ile standart sulandırıcı 

kullanılan grup arasındaki farklar istatistiki olarak önemsiz bulunmuştur (p<0,05). 

Sonuç olarak, sulandırıcıya antioksidan ilavesinin, Karadeniz kalkan balığı sperminin 

kriyoprezervasyon sürecinden olumsuz yönde en çok etkilenen parametrelerinden biri 

olan sperm hareketliliğindeki kayıpları azalttığı belirlenmiştir. 
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DNA hasarı bir kriyoprezervasyon hasarı olarak ifade dilmektedir. Döllenme 

sırasında DNA'lar bir embriyonun genomunu oluşturarak döllenmenin kalitesini 

belirlemektedir. Hasarlı DNA aktarılması embriyonik gelişimde problemlere ve 

anormal prelarva sayısında artışlara neden olabilmektedir (Kopeika vd., 2003). Balık 

sperminde DNA hasarlarının genellikle dondurma/çözme işlemi sırasında DNA 

oksidasyonu veya seyreltici içindeki kriyoprotektan maddelerin konsantrasyonunun 

toksisitesi ile ilişkili olduğu bildirilmektedir (Martínez vd., 2012; Gosálvez vd., 2014). 

DNA hasarının tespiti, dondurularak saklanan spermdeki genetik anormallikleri 

belirlemek ve döllenmiş yumurtalardan hatalı embriyo gelişimini önlemek için kritik 

öneme sahiptir. 

Yapılan çalışmalarda kriyoprezervasyon öncesinde spermde ROS üretimi 

olmadığı, ancak donma/çözdürmeden sonra ROS'ların oluştuğu tespit edilmiştir. 

Spermin antioksidan aktivitesinin kriyoprezervasyon ile azaldığı ve dolayısıyla 

spermin ROS hasarına duyarlı hale geldiği tespit edilmiştir (Halliwell vd., 1984; 

Gosálvez vd., 2009). Dondurarak saklamanın sperm DNA'sı üzerindeki etkisi ile ilgili 

balık türleri üzerinde yapılan çalışma sayısı sınırlıdır. Zilli vd. (2003) comet assay 

yöntemi uygulayarak, kriyoprezervasyonun levrek sperminde DNA parçalanmasına 

neden olduğunu ve kriyoprotektanların bu etkiyi önemli ölçüde azalttığını 

bildirmişlerdir. Cabrita vd. (2005) çipura (S. aurata) ve gökkuşağı alabağında 

(O. mykiss) yapmış oldukları çalışmada; özellikle gökkuşağı alabalığında 

kriyoprezerve edilmiş spermlerdeki DNA hasarı oranının (% 30,29)  taze spermden 

(% 11,19) yüksek olduğunu tespit etmişlerdir. Aynı çalışmada taze çipura sperminde 

DNA hasarını % 28,23 olarak bulurken;1:6 seyreltilerek yapılan dondurma sonrasında 

% 31,35, 1:20 seyreltmede ise % 33,16 olarak bulmuşlardır. Zilli vd. (2003), levrek 

(D. labrax) spermi kriyoprezervasyon protokolünün önemli ölçüde DNA hasarına ve 

dolayısıyla; motilite, membran stabilitesi ve sperm işlevselliğinin bozulmasına da 

neden olduğunu göstermişlerdir. Oksidatif stresi, bu fonksiyonel özelliklerdeki 

bozulmanın ana nedeni olarak varsaymışlardır. Jeuthe vd. (2022) S. alpinus’da yapmış 

oldukları çalışmada bireysel sperm DNA hasarı ile larva çıkış oranı ve larva canlılığı 

arasında bir ilişkinin varlığını bildirmişlerdir ve DNA hasarının % 24 ile % 86 arasında 

değişen bir oranda olduğunu göstermişlerdir. Döllenmiş yumurta oranları ile DNA 

hasarı arasında da güçlü bir korelasyonun varlığını bu çalışma ile ispatlamışlardır.  
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Son zamanlardaki çalışmaların sonuçları, kriyoprezervasyonun sperm 

genomunu çeşitli şekillerde etkilediğini açıkça göstermektedir. DNA hasarının 

çoğunlukla ROS'un neden olduğu bir lezyon olduğu anlaşılmıştır. Bu zararlı etkiyi en 

aza indirmek için sulandırıcılara antioksidanların eklenmesi gerektiği birçok 

araştırmacı tarafından da tavsiye edilmektedir (Pérez-Cerezales vd., 2010; Cabrita vd., 

2011; Martínez-Páramo vd., 2013; Öğretmen vd., 2015). Bu tez çalışmasında test 

edilen tüm antioksidan doz gruplarındaki DNA hasarı oranının, standart sulandırıcı 

grubu DNA hasarı oranından istatistiki olarak anlamlı ölçüde düşük olduğu 

belirlenmiştir (p<0,05). Taze kalkan balığı sperminde DNA hasarı % 0,33 olarak 

bulunurken; antioksidan ilaveli gruplarda % 5,07 (ürik asit 50 µg/mL) ile % 18,93 

(taurin 50 µg/mL) arasında değiştiği ve standart sulandırıcılı grupta ise DNA hasarının 

% 28,87 olduğu belirlenmiştir. Literatür gözden geçirildiğinde bazı antioksidanların 

daha az oranda etkili olabileceği bazılarının ise olumsuz etkilerinin olabileceği ifade 

edilmektedir. Bu çalışmada taurinin test edilen diğer antioksidanlara göre daha az etkili 

olduğu değerlendirilmektedir. Çalışmanın sonuçlarına göre, sulandırıcılara 

antioksidan ilavesinin dondurma/çözdürme sürecinde sperm parametrelerinin 

korunmasına ve DNA hasarı oranının daha düşük olmasına katkı sağladığı 

söylenebilir. Kriyoprezerve edilmiş spermde DNA hasarının düşük olması başarılı bir 

embriyonik gelişimin teminatı olduğu gibi kaliteli larva elde edilmesinmin de garanti 

edilmesini sağlamaktadır. Bu çalışma ile dondurulmuş kalkan balığı sperminin 

üretimde en az kayıplara neden olacak şekilde kullanılması için sulandırıcılara 

antioksidan eklenmesinin önemi ortaya konulmuştur. Sperm DNA'sındaki hasar, bir 

dereceye kadar yumurta tarafından onarılabilir. Bu nedenle DNA’sı zarar görmüş 

spermin dölleme kapasitesi ve embriyo gelişim başarısı ile ilgili çalışmalar, balık 

sperm kalitesinin değerlendirilmesi için son derece önemlidir (Pérez-Cerezales vd., 

2010). Kalkan balığı sperminin dondurma/çözdürme sonrası dölleme ve çıkış oranları 

hakkında az sayıda çalışma bulunmaktadır. Bu çalışmada elde edilen dölleme oranları 

diğer kalkan balığı sperm dondurma/çözdürme deney sonuçları (Chereguini vd., 2001; 

Chereguini, 2003; Chen vd., 2004), halibut (V. variegatus) ve Atlantik halibut (H. 

hippoglossus) (Tian vd., 2008) gibi diğer balık türlerindeki çalışma sonuçlarına göre 

daha yüksektir. Cabrita vd. (2001) gökkuşağı alabalığında (O. mykiss) 0,5 ve 5 mL 

kriyo edilmiş sperm kullanarak yapmış oldukları çalışmada çözdürme sonrası dölleme 
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oranlarını sırasıyla % 90 ve %73 olarak bulmuşlardır. Chen vd. (2010) P. major’de 

yaptıkları çalışmada uzun süreli muhafazada çözdürme sonrası dölleme oranını 13. 

ayda % 69,22 olarak bulmuşlar ve 73. ayda dölleme oranının önemli seviyede 

azaldığını (% 39,56) belirlemişlerdir. Lahnsteiner vd. (2011) kaynak alabalığı 

(S. fontinalis) ve gökkuşağı alabalığında (O. mykiss) yaptıkları çalışmada antioksidan 

ilavesinin döllenme oranı üzerindeki etkilerini incelemişlerdir. Çalışmada, kaynak 

alabalığında çözdürme sonrası döllenme oranı % 67,9 bulunmuş ve en yüksek 

döllenme oranı ise (>75) katalaz, redukte glutatyon ve metiyonin ilave edilen 

gruplardan elde edilmiştir. Gökkuşağı alabalığında ise; katalaz, peroksidaz, okside ve 

redukte glutatyon, okside ve redukte metiyonin ilave edilen gruplarda döllenme 

oranının % 88 ile % 92 arasında değiştiğini bildirmişlerdir. Kutluyer vd. (2014) 

gökkuşağı alabalığında 11 farklı antioksidan ile yaptıkları kriyoprezervasyonda 

çözdürme sonrası dölleme oranını % 77,13 ile % 90,01 arasında bulmuş ve antioksidan 

grupları arasındaki farkın istatiski olarak önemli olmadığını belirtmişlerdir. Çıkış 

oranları bakımından ise antioksidan ilave edilen sulandırıcı grupları ile standart 

sulandırıcı grubu arasındaki farkın önemsiz olduğunu bulmuşlardır. Yapılan bu tez 

çalışmasında ise antioksidan ilaveli bazı grupların (rozmarinik asit 25 ve 50 µg/mL, 

ürik asit 50 ve 100 µg/mL, taurin 100 µg/mL) dölleme oranları ile standart sulandırıcı  

grubunun dölleme oranı arasındaki fark istatistiki olarak önemli bulunmuştur (p<0,05). 

Çıkış oranı en yüksek rozmarinik asit 50 µg/mL ve ürik asit 50 µg/mL gruplarında 

bulunurken taurinin tüm dozlarında çıkış oranı standart sulandırıcı ile istatistiksel 

olarak benzer olmuştur. Yüksek dölleme oranı, antioksidanların çözüldükten sonra 

sperm motilitesi üzerindeki olumlu etkisinden kaynaklanmaktadır. Döllenme ve çıkış 

oranları, antioksidan eklenen tüm gruplarda standart sulandırıcı eklenen gruptan daha 

yüksek bulunmuş olmasına rağmen hiçbir grup taze sperm ile rekabet edecek durumda 

değildir. Çalışmadaki çıkış oranlarının literatürdeki diğer bazı balık türleriyle yapılan 

çalışma sonuçlarına göre daha az olduğu görülmektedir. Bu durum Karadeniz kalkan 

balığı sperminde dondurma/çözdürme sonrası oluşan DNA hasarının dölleme oranını 

çok fazla etkilemediğini, ancak embriyonik gelişimin başarılı bir şekilde 

tamamlanmasında olumsuz etkileri olabileceğini göstermektedir. Bu çalışmada, 

antioksidan ilave edilen gruplardaki çıkış oranları; Atlantik kalkanı sperm 

dondurma/çözdürme sonrasında Squet vd. (1998) (% 41±9,5), Chereguini vd. (2003) 
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(% 45-60) ve Chen vd. (2004)’nin (% 34,7±3,6) elde ettikleri çıkış oranlarından daha 

yüksek bulunmuştur. Bu sonuçlara göre Karadeniz kalkan balığı spermi 

kriyoprezervasyonunda antioksidan kullanımının spermin dölleme kapasitesi 

üzerindeki dondurma/çözdürme süreci kaynaklı olumsuz etkiyi azalttığı ve çıkış 

oranında başarılı sonuçlar alınmasını sağladığı görülmüştür.  

Bu çalışmada, uzun süreli depolamada antioksidanların sperm motilitesi 

üzerine etkilerini belirlemek için 1, 3, 6, 9 ve 12. ay sonunda çözdürme 

gerçekleştirilmiş ve yapılan analizlerde tüm gruplarda motilite değerlerinde zamana 

bağlı olarak bir düşüşün olduğu görülmüştür. Ancak istatistiki olarak 

değerlendirildiğinde (1. ve 12. ay) bu düşüşün tüm gruplar için önemsiz olduğu 

görülmüştür (p<0,05). Kutluyer vd. (2014) gökkuşağı alabalığında (O. mykiss) 

spermin uzun süreli depolanmasında (1, 3 ve 6. ay) motilite değerlerinde, döllenme ve 

çıkış oranlarında düşüşün olduğunu ancak aylar arasındaki farkların istatistiki olarak 

önemli olmadığını bildirmişlerdir. Chen vd. (2014) P. major’da yapmış oldukları 

çalışmada 1. ay (% 71,33), 13. ay (% 69,22) ve 26. ay (% 60,33) sonundaki sonuçlarda 

önemli farklılıklar olmadığını ancak 48. ay (% 47,22) ve 73. ay (% 39,56) sonunda 

önemli derecede azalmalaın olduğunu bildirmişlerdir. Malik vd. (2015) Frisian 

Holstein boğası sperminin uzun süreli (6 yıl) depolanmasında çözdürme sonrası sperm 

canlılığında, 1 yıl depolama ile 2 yıl depolama arasında önemli ölçüde farklığın 

olmadığını (p>0,05) ancak 4, 5 ve 6 yıllık depolama sonucunda sperm canlılığının 

1. yıla göre önemli ölçüde farklılık gösterdiğini bildirmiştir. Spermin sıvı nitrojen 

içinde uzun süreli saklanmasının boğa sperminin canlılığı, hareketliliği ve anormalliği 

üzerinde etkileri olduğunu; bu etkilerinin muhtemelen soğutma, dondurma ve 

çözdürme dahil olmak üzere kriyoprezervasyon sürecinin zararlı etkisinden 

kaynaklandığını vurgulamışlardır. Kriyoprezervasyonun bu olumsuz etkilerini 

azaltmak için ROS’un etkilerini azaltacak antioksidanların kullanımlarını 

önermişlerdir. Park vd. (2022) yüksek ekonomik değeri olan orfoz balıklarının 

(E. lanceolatus) spermlerini % 10 DMSO ve seyrelticiye 300 mM sakaroz ilave ederek 

dondurmuştur. 1, 3, 4 ve 5 yıllık depolamanın ardından sperm motilitesinin 1. yılında 

en yüksek değerde (% 63,27) olduğunu ve 5 yıllık depolamadan sonra sperm motilite 

oranının azaldığını bildirmiştir. Bu çalışmada 1. yılın sonunda sperm motilite oranında 

önemli bir değişim olmamıştır. 
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3.1. Öneriler 

Küresel balık üretiminde son yıllarda gerçekleşen hızlı büyümenin en önemli 

öğesi su ürünleri yetiştiriciliğidir. Bu büyümenin sürdürülebilirliği için kültürü yapılan 

veya yetiştiricilik için potansiyel türlerin üreme kalitesinin artırılması konusunda daha 

fazla araştırma yapılması gerekmektedir. Bu noktada üretim başarısının daha yüksek 

seviyelerde gerçekleşebilmesi için kaliteli gametlerin elde edilmesi ve saklanmasına 

yönelik bilgiler önem kazanmaktadır.  

Sperm kriyoprezervasyonu, protokollerde küçük veya büyük değişikliklerle 

çiftlik hayvanları, sucul canlılar ve insanlar dahil hemen hemen bütün canlılar 

spermlerinde uygulanabilmektedir. Balık sperminin dondurulması için gerekli olan 

protokol günümüzde teknolojik anlamda çok az değişiklikle çeşitli balık türleri için 

uyarlanarak kullanılabilmektedir. Ancak hayvancılıktan uyarlanan balık spermi 

kriyoprezervasyon protokolünün ve bununla ilgili mekanizmaların iyileştirilmesine 

ihtiyaç vardır. Sperm kriyoprezervasyon yoluyla üstün özellikli ve kaliteli spermlerin 

muhafaza edilerek ileri dönemlerde üretimde kullanılması, elde edilecek ürünün üstün 

özellikte ve yüksek verimlilikte olmasına neden olacaktır.  

Son yıllarda ülkemizde yetiştiriciliğe kazandırılmaya çalışılan ve yetiştiricilik 

için en önemli potansiyel tür olma özelliğini taşıyan Karadeniz kalkan balığının üretim 

tekniklerinin geliştirilmesi için sperminin dondurularak (sperm kriyoprezervasyonu) 

saklanması oldukça önemlidir. Bu biyoteknolojinin kalkan balığında uygulanması ile 

üretimde ihtiyaç duyulan erkek birey sayısının azaltılmasına, gamet 

senkronizasyonunda yaşanan sorunların giderilmesine, üstün özellikli bireylerin 

spermlerinin muhafaza edilerek kaliteli yavru üretiminin sağlanmasına ve gen 

bankacılığı gibi laboratuvar çalışmalarına katkı sağlanacaktır. 

Bu çalışmada kalkan balığının sperminin dondurulmasında kullanılan 3 farklı 

antioksidanın her birinin 3’er farklı dozunun çözdürme sonrası sperm kalitesi, 

döllenme oranı, çıkış oranı, motilite ve DNA hasarı üzerindeki etkileri incelenmiştir. 

Çalışmanın sonuçlarına göre antioksidan ilave edilen tüm gruplarda incelenen 

parametreler bakımından antioksidan ilave edilmeyen sulandırıcıya göre daha iyi 

sonuçlar elde edilmiştir. Bu nedenle kalkan balığı sperminin kriyoprezervasyonunda 

antioksidan kullanılmasını öneriyoruz. Çalışmamız sonuçlarına göre 25 µg/mL 

rozmarinik asit ve 100 µg/mL ürik asit en etkin antioksidanlar olarak belirlenmiştir.  
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Su ürünleri yetiştiriciliğinde spermi dondurarak saklamanın sperm kalitesi 

üzerindeki zararlı etkileri dikkate alınarak bilimsel çalışmalar yapılmaya devam 

edilmelidir. Antioksidan ilaveli sulandırıcıların uzun süreli depolamada etkisini 

anlayabilmek için en az 5 yıl boyunca takibinin yapılarak; sperm hareketlilik, DNA 

hasarı düzeyi, dölleme başarısı gibi parametrelerin incelenmesinin devam ettirilmesi 

gerekir. Çalışmada kullanılan antioksidanların ara dozlarının ve birbirleriyle 

kombinasyonlarının denenerek etkilerinin daha detaylı olarak ortaya konulması yaralı 

olacaktır.  

Bu çalışma ile ilkez kalkan balığı sperminin dondurulmasısında bitkisel 

kaynaklı (rozmarinik asit) antioksidan kullanılmıştır ve diğer antioksidanlara göre 

daha iyi sonuçlar elde edilmiştir. Dolayısıyla antioksidan etkisi bilinen farklı bitkisel 

ürünlerin kalkan balığı sperm kriyoprezervasyonunda kullanılarak sperm hareketlilik, 

DNA hasarı düzeyi, dölleme başarısı gibi parametreler üzerindeki etkilerinin 

incelenmesi gerekmektedir. Kalkan balığı sperm kriyoprezervasyonunun geliştirilmesi 

ve çözdürme sonrası sperm kalitesini artırmak amacıyla yapılan çalışmaların devam 

ettirilmesi, yetiştiricilik için ülkemizde en önemli potansiyel tür olan kalkan balığının 

yetiştiricilik tekniğinin geliştirilmesine katkı sağlayacaktır.  
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