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Ozet

Bu calisma gokkusagi alabaliginin spermatolojik 6zelliklerini belirlemek ve spermanin kisa siireli muhafazasi
i¢in sulandiric1 gelistirmek amaciyla yapilmistir. Ureme sezonunda, 12 erkek bireyden sperma abdominal masaj
yontemi ile alinmistir. Alinan spermalarda, miktar, motilite, motilite siiresi, spermatokrit orani, yogunluk ve pH
belirlenmistir. Bunlarin diginda, canli agirlik ile total boy Ol¢iilmiis ve bu parametreler ile spermatolojik
ozellikler arasindaki korelasyonlar arastirilmistir. Gokkusagi alabaligi spermalarinda; miktar (mL), motilite (%),
motilite siiresi (s), spermatokrit oran1 (%), yogunluk (x 10° spz/mL) ve pH degerleri sirasiyla ortalama 16,2 +
14,45,97,5£ 4,52, 114,5 + 31,64, 22,1 + 10,15, 9,4 + 4,48 ve 7,1 = 0,16 bulunmustur. Sperma miktar1 ile motilite
arasinda 6nemli (P < 0,01) negatif korelasyon, sperma miktari ile spermatozoa yogunlugu arasinda (P < 0,05) ise
pozitif bir korelasyon saptanmistir. Glikoz i¢eren sulandirici S-1’de muhafaza edilen spermanin daha yiiksek bir
motiliteye sahip oldugu ve sulandirict S-1’in digerinden daha etkin oldugu goériilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Gokkusagi alabaligi, Sperma, Motilite, Sperma ozellikleri

Spermatologic Characteristics and Short-term Storage of Rainbow Trout,
Oncorhynchus mykiss, Sperm

Abstract

This study was carried out to determine the spermatologic characteristics and to develop an extender for the
short-term storage of semen from rainbow trout. In the spawning season, sperm was collected by abdominal
massage from 12 males. In collected sperm; volume, motility, duration of motility, spermatocrit, density and pH
were determined. Furthermore, body weight and total length were measured and correlations between
spermatologic characteristics and these parameters were investigated. In the sperm of rainbow trout, volume
(mL), motility (%), duration of motility (sec), spermatocrit, density (x 10° /mL), and pH values were found as
mean 16.2 + 14.45, 97.5+ 4.52, 114.5 + 31.64, 22.1 + 10.15, 9.4 + 4.48 and 7.1 + 0.16, respectively. Sperm
volume were negatively correlated with motility (P < 0.01), but positively correlated with sperm density (P <
0.05). Sperm stored in extender S-1 (containing glucose) had a higher rate of motility and the extender S-1
seemed to be more effective than the other.
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1. Giris

Sperma kalitesi su {riinleri yetistiriciliginde
ana¢ yOnetimi agisindan, doéllenme orani ve
bdylece damizliklardan elde edilen toplam canli
yumurta iiretimini etkilediginden, ¢ok 6nemli bir
degiskendir. Sperma analizi, iireticiye, yapay
dollenme kullanilan spermanin kullanimina, kisa

veya uzun silireli muhafazasina iliskin
protokolleri gelistirmek icin gerekli verileri
saglamaktadir  [1,2]. Baliklarda  sperma

ozellikleri ile ilgili bilgi eksikligi erkek damizlik

stoklarin etkin ve ekonomik yOnetimini de
simnirlamaktadir. Sperma miktar1, spermatozoa
yogunlugu, motilite ve motilite siiresi sperma
kalitesini belirlemede en yaygmn kullanilan
ozelliklerdir [1].

Balik spermasinin kisa veya uzun siireli
muhafazasi, disi ve erkek bireylerden elde edilen
gametlerin es zamanli olarak bulunmasina,
igletmeler aras1 gamet taginmasini kolaylastirma,
hastalik bulasma riskini azaltmaya ve elde
tutulmas1 gereken damizlik sayisimi azaltarak
maliyeti diisiirmeye katki saglar [3,4].
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Bircok alabalik tiirtinde sperma oOzellikleri
ve farkli sulandiricilar kullanilarak spermanin
kisa veya uzun siireli muhafazasia iligkin
arastirmalar  yiiritilmiistiir.  Glikoz ~ esash
sulandirict ile O. mykiss spermasinin uzun siireli
muhafazas1t [5], S. trutta fario spermasinin
fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri ile viicut
yapisi  arasindaki iliski [6], O. mykiss
spermasinin  kalitesi [7], O. mykiss sperma
kalitesi tizerinde askorbik asit ilavesinin etkisi
[8], kisa siireli muhafaza edilmis S. trutta
abanticus spermasinin d6lleme yetenegi [9] ve S.
trutta magrostigma spermasinda seminal plazma
kompozisyonu ve sperma kalite parametreleri
arasindaki iliski [10] c¢alisilmistir.  Ancak
gokkusag1 alabaliginda spermatolojik o6zellikler
ile baligin viicut yapis1 arasindaki iliskiler, farkl
sulandiricilarin  gokkusagi alabalifi sperminin
kisa siireli muhafazasina etkisi konusunda yeterli
calismaya rastlanilmamigtir. Yetistiricilik
sistemlerinde kontrollii ve basarili bir {iretim
yapabilmek i¢in kiiltlirii yapilan baligin sperma
ozelliklerinin iyi bilinmesi gerekir. Bu tiir bilgi
kaliteli sperma seciminde ve spermanin kisa

veya uzun siireli muhafazasi i¢in ydntem
olusturmaya katki saglar.
Bu ¢alismanin amaci, gokkusagi

alabaliginda sperma kalitesini belirlemek, baligin
viicut yapist ile sperma Ozellikleri arasindaki
iliskiyi incelemek ve spermanin kisa siireli
muhafazasi i¢in sulandirict gelistirmektir.

2. Materyal ve Yontem
2.1. Ana¢ bakim ve sperma elde etme

Arastirma Rize Universitesi Su Uriinleri
Fakiiltesi lyidere Su Uriinleri Uretim ve
Arastirma Merkezi’nde yiiriitilmiistiir. Damizlik
baliklar fiber glass tankta dogal fotoperiyot
altinda tutulmus ve ticari alabalik yemi ile canli
agirh@mm %2’si oraninda yemlenmistir. Ureme
doneminde ortalama su sicakligr 12,9 = 0,58 °C
(8,0-18,5 °C) olarak Ol¢iilmiistiir. Calismada
ireme mevsiminin ortasinda tesadiifi olarak
secilen toplam 12 gokkusagi alabalifi (agirlik
1184 + 283,6 g, toplam boy 45,2 + 2,70 cm)
kullanilmigtir. Sagimdan oOnce 48 saat ag
birakilan baliklar, 30 ppm benzokain ile
anesteziye tabi tutulmus ve iirogenital bolge
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kurulanmustir.  Sperm, idrar, kan, barsak
mubhtevasi ile bulagsmay1 6nlemek i¢in hassasiyet
gostererek, karin bolgesine uygulanan masajla,
10 mL o6lgekli cam tiip igerisine toplanmustir. Her
balik sadece bir kez ve ayr1 ayr sagilmis, alian
sperma miktar1 mL olarak kaydedilmistir.
Sperma ornekleri graniil buz igerisinde (4 °C)

muhafaza edilerek laboratuara tasinmis ve
sagimdan sonra 4 saat igerisinde analiz
edilmistir.

2.2. Spermatozoa yogunlugu ve spermatokrit
orani

Spermatozoa yogunlugu hematokrit
yontemle belirlenmistir. 10 pL sperma pipetle
990 pL %0,7 NaCl c¢ozeltisine ilave edilerek
seyreltilmistir. Seyreltilmis spermadan bir damla
thoma lamu (derinlik 0,1 mm) iizerine konularak
arada hava boslugu kalmayacak sekilde lamelle
kapatilmis, sperma hiicrelerinin ¢ékelmesi icin 3-
5 d beklenmis ve 151k mikroskobunda (x 400)
sayilarak spermatozoa yogunlugu x 10° spz/mL
olarak  kaydedilmistir. ~ Spematokrit  orani
heparinli mikrohematokrit kapillar tiiplere (75 x
1,1-1,2 mm) doldurulan sperma sivisinin 10
dakika stire ile 10000 d/d hizla santrifiij edilmesi
sonucu yiizde olarak kaydedilmistir [11].

2.3. Sperma motilitesi, motilite siiresi ve pH

Sperma motilitesi, 1:100 (1 pL sperma: 99
uL aktivasyon ¢dozeltisi) oraninda aktivasyon
cozeltisi (%0,3 NaCl) ile seyreltildikten sonra
hizli, giiclii, ileri dogru hareket eden
spermatozoalarin  yiizdesi olarak mikroskop
altinda (x 400) belirlenmistir. Motilite siiresi
aktivasyon cozeltisinin spermaya ilave edildigi
andan itibaren hassas bir kronometre ile
Olcililmistiir. Laboratuar ¢aligsmalar1 17-20 °C'de
gerceklestirilmis ve siibjektif hatalar1 onlemek
amaciyla, biitiin dl¢im ve degerlendirmeler ayni
arastirmaci tarafindan ve ayni kosullar altinda
yuritilmistir. Spermanin  pH degeri pH
indikator kagitlar1 (Merck 6,4-8) kullanilarak
saptanmistir.
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2.4. Sulandiricilarin secimi (sperm:sulandirict) oraninda karigtirilmis ve 2
mL’lik plastik tiiplere konulmus, sperma ve
Gokkusagi  alabaligt  spermast  icin  sulandiricinin homojen karisimini saglamak igin
potansiyel sulandirici olarak degerlendirilmek  hizlica calkalanan plastik tiipler tekrar 4°C’de
iizere iki sulandirici (S-1 ve S-2) secilmistir.  buzdolabina  yerlestirilmistir.  Buzdolabinda
Sulandiricilarin kimyasal bilesimi Tablo 1’de  muhafaza edilen o6rneklerde sperma motilitesi
gosterilmistir. 4°C’de buzdolabinda muhafaza  toplam siire 72 saat olmak {izere 24 saat ara ile
edilen sperma ve sulandirici, en wuygun  yapilmustir.
sulandiriciyt belirlemek icin, 1:3

Tablo 1. Sperma sulandiriclarinin bilesimi (g/L)

Sulandirict NaCl KCI CaCl, MgCl, NaHCO; Glikoz

S1 7,25 0,40 - - 0,30 2,0

S-2 8,75 0,20 0,10 0,10 0,40 -

2.5. Istatistiksel analiz Sperma  motilitesi  %90-100 (ortalama

%97,5 + 4,52), motilite siiresi 72-184 s (ortalama

Aragtirmada elde edilen veriler SPSS 15.0  114,5 £+ 1,64) olarak saptanmustir. Bireylerden
istatistik ~ programi  kullamilarak  ortalama  toplanan sperma miktar1 ise 2,8 ile 46,4 mL
degerleri ve standart hatalari hesaplanmis, tek  (ortalama 16,2 + 14,45) arasinda degismistir.
yonlii varyans analizi uygulanarak gruplar  Sperma miktar1 ile sperma motilitesi arasinda
arasindaki farkliliklar degerlendirilmistir. ~ negatif (r = -0,858, P < 0,01), spermatozoa
Farkliligi 6nemli olan gruplar ise Tukey HSD  yogunlugu arasinda ise pozitif (r = 0,693, P <
testi ile belirlenmistir. Spermatolojik veriler ~ 0,05) 6nemli korelasyon saptanmigtir. Sperma
arasindaki korelasyonlarin tespitinde Pearson  miktar1 balik boyu ile negatif (r = -0,200), balik

korelasyon analiz testinden faydalanilmigtir agirhgr ile pozitift (r = 0,071) allometri
gostermistir. Spermatozoa yogunlugu bireyler
3. Bulgular arasinda oldukga farklilik gostermis ve 2,9 x 10°

ile 16,6 x 10° spz/mL arasinda degismistir.

Incelenen gokkusagi alabaliklarinda  Calismada ortalama 9%22,1 =+ 10,15 olarak
spermatolojik parametreler olduk¢a degisken  belirlenen spermatokrit orani ile sperma miktari
bulunmus ve sonuglar Tablo 2'de gosterilmistir.  (r = 0,528) ve spermatozoa yogunlugu (r =
Damizlik bireylerin spermatolojik ozellikleri,  0,547) arasinda pozitif, sperma motilitesi (r = -
balik boyu ve agirligi arasindaki iligskiler Tablo  0,431) ve motilite siiresi (r = -0,125) arasinda ise
3’de verilmistir. negatif iligki gbzlenmistir.

Tablo 2. Gokkusagi alabaliginin spermatolojik ve biyometrik 6zellikleri (n = 12).

Ozellikler Ortalama + SH Minimum Maksimum
Total boy (cm) 4524270 39,5 49,0
Agirlik (g) 1184 +283,6 610 1622
Sperma miktar1 (mL) 16,2 £ 14,45 2,8 46,4
Motilite orani (%) 97,5+4,52 90,0 100,0
Motilite siiresi (s) 114,5+ 31,64 72 184
Spermatokrit orani (%) 22,1+10,15 4,8 31,8
Spermatozoa yogunlugu (x10°%/mL) 9,4 +4,48 2,9 16,6
pH 7,1£0,16 7,0 75
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Tablo 3. Gokkusagi alabaliginin agirlik-boy ve spermatolojik 6zellikleri arasindaki iligki.

Agirlik Boy Miktar Motilite Motilite Yogunluk  Spermatokrit
stiresi

Boy 0,828*
Miktar 0,071 -0,200
Motilite -0,060 0,060 -0,858*
Motilite siiresi 0,147 0,014 -0,063 -0,086
Yogunluk 0,018 -0,346 0,693** -0,458 0,230
Spermatokrit -0,207 -0,510 0,528 -0,431 -0,125 0,547
pH 0,466 0,468 -0,166 0,161 0,137 -0,365 -0,690**
*P <0,01, **P < 0,05

Tablo 4. Sulandiricilarin farkli muhafaza siiresinde sperma motilitesi {izerine etkisi.
Muhafaza siiresi (saat) S-1 S-2 Kontrol
24 91,1+4,2% 70,0+7,1° 96,7+3,5°
48 89 4+5 3 69,4+4,6° 90,0+3,5°
72 81,144 22 51,1+8,2° 86,1+4,9

Aymi satirlarda farkli harfle gosterilen degerler arasindaki farklar 6nemlidir (P < 0,05).

Tablo 4’de arastirmada kullanilan iki farkli
sulandiricida muhafaza edilen spermanin farkl
zaman araliklarinda motilitesi gosterilmis ve
inceleme periyodu sonunda S-1°’de muhafaza
edilen spermanin motilitesinin S-2’de muhafaza
edilen sperma motilitesinden 6nemli (P < 0,05)
Olciide yiiksek oldugu goriilmiistiir.

4. Tartisma ve Sonug¢

Sperma kalitesinin  degerlendirilmesinde
genellikle sperma miktari, motilitesi ve motilite
siiresi dikkate alinmaktadir. Bu ¢alismada elde
edilen sperma miktari, bazi aragtirmacilarin
[12,13] bulgular ile benzerlik gosterirken, kimi
arastirmacilarin [5,14,15] bulgular ile farklilik
gostermistir.  Diger  alabalik  tiirleri  ile
karsilastirildiginda ise sperma miktar1 S. trutta
fario [16] (3,9 + 1,48 mL), S. trutta macrostigma
[10] (13,93 + 0,84 mL), S. trutta abanticus [9]
(7,4 £ 0,3 mL) i¢in bulunan degerlerden yiiksek
bulunmustur. Bazi aragtirmacilar tarafindan da
isaret edildigi gibi sperma tiretiminde farkliliklar,
erkek bireylerin yas1i ve agirhigi, Ornekleme
dénemi ve Ornekleme yontemi [17], yetistirme
kosullari, beslenme, yumurtlama yontemleri,
ana¢ bireylerin yumurtlama davramst [11],
besleme kosullar1 ve rejimi, cevresel faktorler
veya yumurtlama zamani [16] gibi faktorlere

bagli olabilir.

Dollenmede kullanilacak spermanin
seciminde sperma kalitesinin en giivenilir
gOstergesi  olan  spermatozoa  motilitesi

kullanilmaktadir. Bu ¢alismada aktivasyon sivisi
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ilave edildikten sonra ortalama spermatozoa
motilitesi % 97,5 + 4,52 olarak belirlenmistir. O.
mykiss i¢in belirlenen ortalama spermatozoa
motilitesi ayni tiir igin Bozkurt ve ark. [5], Aral
ve ark. [7], Canyurt ve Akhan [8], S. trutta
abanticus i¢in Bozkurt ve ark. [6], S. trutta fario
icin Bozkurt ve ark. [16], S. trutta magrostigma
icin Bozkurt ve ark. [10] tarafindan rapor edilen
ortalama spermatozoa motilitesinden daha
yiiksek bulunmustur. Spermatozoa seminal sivi
icerisinde hareketsiz durmakta, fakat aktivasyon
stvist (tatli su) ile temas ettiginde hizla aktif hale
gecmekte ve 72 ile 184 saniye arasinda degisen
kisa bir siire hareketlilik gostermektedirler. Bu
degerler ayni tiir i¢in bazi arastirmacilar
tarafindan bildirilen motilite siiresi ile uyumlu
[5,12,18,19], fakat Tuset ve ark. [20] tarafindan
bildirilen degerden yiiksektir. Spermazoanin
motilite ve matilite siiresi mevsime [21], seminal
plazmanin biyokimyasal bilesimi ve
osmolalitesine [22] bagli olarak degisebilir.
Baliklarda spermatozoa motilite siiresinin uzun

olmas1 erkek bireylerin dollemedeki basarn
potansiyelini artirabilir.
Arastirmada saptanan spermatozoa

yogunlugu (9,4 + 4,48 x 10° spermatozoon/mL),
diger arastirmacilarin biiyiikk ¢ogunlugunun
(11,80 + 6,19 x 10° spermatozoon/mL [23]; 8,9 +
3,8x10° spz/mL [24]; 10,39 + 2,13 x 10° spz/mL
[25]) ©bulgulart ile benzerlik gdsterirken,
Munkittrick ve Moccia [15] nin bulgulari (3-10 x

10° spz/mL) ile farklilik gdstermistir. Bu
farkliliklar anaglarin  yasi, agirhgr [17,26],
ekolojisi, treme davramisi [27], Ornekleme
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zamani Ve yontemi [17] gibi pek ¢ok faktdre
bagli olabilir.

Bu ¢alismada baliklarin viicut agirligi, boy
ve spermatolojik  parametreler arasindaki
korelasyonlar genel olarak negatif ve 6nemsiz
olarak bulundu. Bozkurt ve ark. [16] S. trutta
fario i¢in rapor ettikleri benzer bir iliskiden
hareketle, balik biiylkligi ve sperm Kalite
parametreleri arasinda diisik ve Onemsiz bir
korelasyonun, baligin  fiziksel ~durumunun,
sperma kalitesi {lizerinde bir etkiye sahip
olmadigim1 gosterdigini ifade ettiler. Buradan
hareketle ve mevcut ¢alismanin sonuglar1 dikkate
alindiginda, sperma kalitesinin, genetik ve
cevresel faktorlerden etkilendigi sdylenebilir.

Uygun sulandirict se¢imi, balik spermasinin
soguk muhafazasi i¢in 6nemli bir faktordiir [28].
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