
- 193 -

Bölüm 13

KÜLTÜR BALIKÇILIĞINDA GENETİK KAYNAKLARIN 
KORUNMASI: UYGULAMALAR ve SORUNLAR

Serhat ENGİN1

BALIK SPERMININ SU ÜRÜNLERINDEKI ÖNEMI VE SPERM 
KALITESI

Memeli spermlerinin doğal koşullarda döllemesi gereken yumurta sayısı balık 
spermleri ile kıyaslandığında binlerce hatta yüz binlerce kez balık spermlerinin 
döllemesi gerekenden daha azdır. Ayrıca dış döllenme ile üreyen canlılar döl-
lenmenin gerçekleştiği güvenli bir ortamdan, anne rahminden yoksundur. Buna 
karşın balıklardaki yumurta sayısı olağan üstü derece fazladır ancak sperm sayısı 
ve spermin yaşamı bu denli uzun değildir. Bu kısıtlılığın olumlu yanı doğadaki 
popülasyonu sağlamasıdır ancak yetiştiricilik koşullarında dezavantaja dönüş-
mektedir. Yapay döllenmenin tam kontrollü laboratuar ve kültür (hücre kültürü) 
koşullarından yoksunluğu yetiştiricilikte pratik ve de uygulanabilir çözümlerin 
üretimini gerektirmektedir. Ancak üretimi yapılan tür sayısının çok fazla olma-
sı standart bir metodun oluşturulmasını olanaksız kılmaktadır. Bunun yerine 
spermin ultra yapısını ve genel fizyolojisini tanıyarak üreme araştırmaları yapan 
uzmanların türe has optimal prosedürler geliştirmeleri gerekmektedir. Sperm in 
vivo olarak çoğu zaman in vitro formdan çok daha başarılı olarak saklanabilmek-
tedir. In vitro da gerekli dilusyon ve artifisyel etmenlere karşın in vivo da doğal 
olarak gelişmekte, korunabilmektedir. Bu anlamda spermin en önemli karakteris-
tikleri motilite, doğal osmolarite ve enerji ATP stoğudur. Spermin homeostatik 
dengesi, sitoplazmik inklüzyonları ve ekzojen değişkenler bu kaliteyi dolaylı yada 
direkt olarak etkilerler.
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Şekil 1. In vivo spermatogenesis, epiteller uzun ve tabakalaşmış olarak görülmektedir.

SPERMA DONDURMA

Sperm bir gamet hücresidir. Donma işlemi sırasında hücre dışındaki sıvılar 
hücre içersinden daha önce donmaktadır. Bu esnada dış basınç çok fazla olmakta-
dır. Hücre iç basıncını dengelemek için dışarıya su vererek bu dengeyi sağlamak-
tadır. Bu basınç öyle bir noktaya gelir ki hücrenin mikro porları bu sıvı geçişini 
karşılayamaz. Mikrofilamentler bozulmaya başlar, hücre zarı yıpranır ve geri dö-
nüşümsüz hücre hasarları oluşur. Yani hücre nekroza mağruz kalır.

Bu nedenle donma özelliği daha kontrollü sıvılar bulma zorunluluğu doğ-
muştur ve fizyolojik ortamın stabilitesi için soğuk koruyucu / cryoprotectant 
(CPA) kullanılır. Şimdiye kadar ki litaratürlere bakıldığında en iyi CPA olarak 
DMSO’nun kullanıldığı görülmektedir. Ancak DMSO aynı zamanda toksit bir 
maddedir. Balık spermi dışında, hayvan hücreleri çok özel besleyici ortamlara ko-
nulduklarından CPA’ların bu toksit etkisi ile savaşabilecek kadar besi ortamında 
beslenebilmektedirler. Ancak spermin dışardan besin alımı çok düşük olduğu için 
spermler yeterince beslenemez bu problemi çözmek için Extender denen canlılık 
uzatıcı kimyasallar ilave edilir. Ortamda ki CPA nekrozlarını engellemek için filt-
re süt tozu, yumurta sarısı, kompleks hayvansal şekerler vb. maddeler ilave edilir. 
Dondurma işleminden önce spermler immobilizasyon solüsyonuyla seyreltilir 
(dilute edilir). Aslında bu solüsyon aynı zamanda sukroz, trehaloz, tris gibi ex-
tender maddeleri içerir. Sperm bu solüsyon ile seyreltildikten sonra karıştırılır ve 
dilüsyon oluştuğuna emin olunduktan sonra CPA’lar eklenir.

	 CPA’lar kendi içersinde geçirgenlik gösteren ve göstermeyen olarak iki 
gruba ayrılır. Geçirgenlik gösterenler etilen, glikol, DMSO, gliserol, metanol gibi 
kimyasallardır.
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Uzun süreli dondurma işlemlerinde spermde akrozom bölgesinin deformas-
yonunu engellemek için örnek önce sıvı azot buharına yaklaşık 10 dk maruz bıra-
kılır ardından sıvı nitrojene batırılır. Asla direk sıvı nitrojen tankına konmaz bu 
spermin termik şoka girmesine neden olur.

Şekil 2. Erkek damızlık balıktan sağım yöntemi ile sperma alımı

Şekil 3. Spermanın payetlere çekilmesi

Şekil 4. Payetlerin kanistere dizilmesi ve sıvı nitrojen tankına alınması
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Günümüzde balık spermlarının uzun süreli korunumu ile ilgili çalışmalar hız 
kazanmış ve özellikle kültür balıkçılığında birçok probleme çözüm olanağı sağla-
mıştır. Bu avantajlar genel olarak şu şekilde sıralanabilir;
1.	 Erkek ve dişi gametlerinin senkronizasyonunun sağlanması
2	 Yeterli miktardaki spermin istenilen zamanda kullanılması
3.	 Anaç yönetiminin kolaylaştırılması
4.	 Gametlerin transferi
5.	 Spermlerin yaşlanmasının önlenmesi
6.	 Bilimsel çalışmalarda yıl boyu ihtiyaç duyulan spermin karşılanmasıv
7.	 Evcilleştirilmiş popülâsyonlardaki genetik çeşitliliğin korunması
8.	 Nesli tükenmekte olan türlerin güvenlik altına alınması; erkek
9.	 Salgın hastalıkların engellenmesinde (Engin, 2012).

OOSIT DONDURMA

Oosit dondurma ve saklama prosedürü spermaya uygulanan işlemlerden daha 
karmaşık ve başarı oranı daha düşüktür. Bunun ana nedenleri başında spermaya 
oranla daha büyük hücre hacmi, yumurtada bulunan koryon ve kriyoprotektan-
ların düşük hücre geçirgenliği olarak sıralanabilir. Günümüzde zebra balığı ve di-
ğer deniz ve tatlı su balıkları ile çalışmalar yapılmıştır. Kriyoprotektan toksisitesi, 
soğutma hassasiyeti, membran geçirgenliği ve oositlerin farklı gelişim aşamala-
rında veya yumurtalık fragmanlarındaki kriyoprezervasyon (soğutma oranları, 
vitrifikasyon) test edilmiştir (Zhang ve diğ., 2007; Godoy ve diğ., 2013; Streit Jr. ve 
diğ., 2014). Yapılan çalışmalarda dondurulan oositlerin çözdürme protokollerinin 
geliştirilmesi gerektiği kanısına varılmıştır (Seki ve diğ., 2008, 2011; Tsai ve diğ., 
2010).

Şekil 5. Çipura ve Zebra balığı yumurta dondurma (Lubzens ve diğ., 2010)
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EMBRIYO DONDURMA

Balık embriyo dondurulması ve saklanması bilim insanları için her zaman ilgi 
çekici bir konu olmuştur. Geçmişte birçok kez yapılan başarısız denemelerden 
sonra günümüzde embriyo dondurma protokollerinin geliştirilmesi sayesinde ba-
şarılı sonuçlar alınabilmiştir. Balık embriyosunun başarılı şekilde dondurulması 
hem baba hem de anne genomunun korunmasını sağlar; Su ürünleri açısından 
bakıldığında, başarılı balık embriyo kriyoprezervasyonu, balık çiftliklerinde ge-
netik seçim programlarının kurulmasını ve yönetimini önemli ölçüde kolaylaş-
tıracaktır.

Balık embriyo dondurma ve saklanmasında karşılaşılan güçlükler 4 başlık al-
tında toplanmıştır. Bunlar; balık embriyoları düşük yüzey / hacim oranına, büyük 
yumurta sarısı büyüklüğüne, düşük membran geçirgenliğine ve yüksek soğutma 
hassasiyetine sahiptir (Hagedorn ve diğerleri, 1997a, b; Zhang ve Rawson, 1998; 
Zhang ve diğerleri, 2003).

Son 10 yılda embriyo dondurma çalışmaları Scophthalmus maximus (Cabrita 
ve diğ. 2003, Robles ve diğ. 2003), Paralichthys olivaceus (Chen and Tian 2005, 
Edashige ve diğ. 2006, Zhang ve diğ. 2005), Pagrus major (Ding ve diğ. 2007), 
Sillago japonica (Rahman ve diğ. 2011), Sparus aurata (Robles ve diğ. 2007), Pseu-
dopleuronectes americanus (Robles ve diğ. 2005), Labeo rohita (Ahammad ve diğ. 
2003), Cyprinus carpio (Dinnyes ve diğ. 1998), Tinca tinca (El-Battawy ve Linhart 
2009), Rhinelepis aspera (Fornari ve diğ. 2014), Piaractus mesopotamicus (Neves 
ve diğ. 2014), Piaractus brachypomus (Pessoa ve diğ. 2014), Oryzias latipes (Valdez 
ve diğ. 2005, Zhang ve diğ. 2012), Misgurnus anguillicaudatus (Yasui ve diğ. 2011), 
Danio rerio (Liu ve diğ. 2001, Martínez-Páramo ve diğ. 2009, Robles ve diğ. 2004) 
türlerinde gerçekleştirilmiştir ancak tam bir başarı sağlanamamıştır.

Sonuç olarak germ hücrelerinin dondurularak saklanması ve muhafazası su 
ürünleri yetiştiriciliği için birçok avantajı beraber getirecektir. Özellikle nesli tü-
kenmekte olan türler ile yetiştiricilikte anaç balık bulmada ki güçlüklerin önüne 
geçilebilecektir. Sperma dondurulması yanında yumurta ve embriyo saklanması 
çalışmaları yapılmasına karşılık standart bir prosedürden bahsetmek henüz er-
kendir. Bu nedenle konu ile ilgili çalışmaların arttırılması ve geliştirilmesi gerek-
mektedir.
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