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Arastirma Notu / Short Note

Gokkusagr Alabahig (Oncorhynchus mykiss Walbaum,
1792) Spermlerinin Kisa Siire Saklanmasi Uzerine Bir
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Abstract: A study on short-therm storage of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss
Walbaum, 1792) milt. Rainbow trout sperm was diluted with an artificial seminal plasma
(ASP; 1.6 mM CaCl,, 120 mM NacCl, 30 mM KCI, 1 mM MgCl,, 10 mM NaHCO;, pH 8 )
and stored in a refrigerator at +4°C for 14 days in humid conditions. The stored semen was
tested on the day 7 and the day 14 for the fertilization rates and the motility. The best results
in fertilization rates (71.6+7.6%) and motility (73.8+6.99%) were obtained from the samples
diluted with artificial seminal plasma (ASP) with the rate of 1:1 and stored for 7 days.
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Ozet: Erkek gokkusagi alabaliklarindan sagim yoluyla alinan siit, suni seminal plazma
(SSP; 1.6 mM CaCl,, 120 mM NaCl, 30 mM KCl, 1 mM MgCl,, 10 mM NaHCO;_ pH 8) ile
1:1 ve 1:2 oraninda sulandirilarak agilip kapatilabilen nemli kaplar icerisinde, buzdolabinda
+4°C’de 14 giin siire ile muhafaza edilmistir. Denemede kullanilan spermatozoidlerin
aktivitesi ve dolleme oranlar1 denemenin 7. ve 14. giinlerinde incelenmistir. En iyi sonuglar
7. giinde suni seminal plazma (SSP) ile 1:1 oraninda seyreltilen drneklerden elde edilmistir
(Délleme oran1 %71.6£7.6 ve motilite %73.8£6.99).

Anahtar Kelimeler: Gokkusag1 alabaligi, sperma, muhafaza, hareket siiresi, motilite,
dolleme yetenegi.

Giris

Yetistiriciligi yapilan alabaliklarin tireme
donemi ¢evresel sartlara bagli olarak
Kasim-Mart aylan arasinda gergeklesmektedir.
Ancak bir¢ok isletmede disi ve erkek
damuzliklar arasinda, iireme doéneminde
goriilen senkronizasyon bozuklugu nedeni
ile bazen disilerden yumurta alindigi
halde erkek bireylerden siit alinamamakta
veya bunun tersi olmaktadir. Bu durumda
iiretici, disilerden yumurta sagimi yaptiginda
erkek anaclar sperma vermedigi icin
sagilan yumurtay1r dolleyememekte ve
yumurtalar ziyan olmakta veya erkekler
olgunlastigi halde disilerden yumurta

almamadiginda ise sperma kaybi soz
konusu olmaktadir. Bu da {ireticilerin,
ekonomik kayiplara ugramasina yol
acmaktadir.

Balik  spermasinin  basarilt  bir
sekilde muhafaza edilmesi su iiriinleri
yetistiriciliginde Oonemli avantajlar
saglamaktadir. Ornegin: maliyeti oldukca
yiiksek olan mevsim dig1 yumurtlatma
tekniginde anag¢ sayisini disi anaglarla
sinirlandirmaktadir (Bromage, 1995). Sperma
muhafazas1 sayesinde gamet transferi
daha rahatlikla gergeklestirilebilmektedir.
Ustiin verime sahip hatlara ait spermlerin
bagka isletmelere nakledilmesi veya
yabani formlara ait genlerin kuluckahane
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stoklarina aktariminda muhafaza teknikleri
kullanilmaktadir (Cloud ve dig., 1990).
Damuzlik alabalikta testislerde gelisen
sperma ilerleyen zaman igerisinde
kullanilmadig: taktirde yaslanarak kalitesi
diismektedir. Muhafaza sayesinde
spermanin  yaglanmasimi Onlemek ve
kalitesini iist diizeyde tutmak miimkiindiir
(Rana, 1995). Deneysel c¢alismalarda,
genetik ve 1slah c¢aligmalarinda yil boyu
ihtiyag  duyulan sperma  muhafaza
teknikleri sayesinde saglanabilmektedir
(Suquet ve dig., 2000).

Brofeldt’in 1914 yilinda alabalik
spermasinin  soguk ortamda daha uzun
yasadigini kesfetmesinden sonra, sperm
biyolojisinin daha iyi anlasilmasiyla iki
degisik muhafaza teknigi gelistirilmistir
(Biiyiikhatipoglu ve Holtz, 1978). Bu
tekniklerden birincisi spermanin 1 ila
9°C’de kisa siireli muhafazasi (soguk
muhafaza), digeri derin dondurucu veya
stvi azot igerisinde 0°C ile —196°C
arasinda uzun siireli muhafaza teknigidir
(Karyoprezervasyon).  Degisik  balik
tirlerinde yapilan arastirmalarda balik
spermasi, farklt suni plazmalar farkli
seyreltme oranlarinda kullanilarak veya
herhangi bir seyreltici kullanilmadan,
degisik gaz atmosferleri esliginde, kisa
siireli saklama yontemiyle 7-34 giin
(Balik, 1978; Biiyiikhatipoglu ve Holtz,
1978; Stoss ve Holtz, 1983; Stoss ve
Refstie, 1983; Moore, 1987; Ohta ve
Izawa, 1996; Ohta ve dig., 2000; Bencic
ve dig., 2000) uzun siireli saklama
yontemiyle 365 giine kadar (Moczarski,
1976; Moczarski ve Koldars, 1976; Gupta
ve Rath, 1991 ve 1993; Gupta ve dig., 1995)
canliliklarin1 ve dolleme kabiliyetlerini
korudugu bildirilmistir.

Bu arastirmada iireme ddneminde
Ozel bir isletmedeki erkek damizliklardan
sagilan sperma, gokkusagi alabaligi
spermasinin  kisa  siireli muhafazasi
konusunda yapilan arastirmalarda daha
once kullanilmayan, izotonik bir ¢ozelti
ile seyreltilip belirli siirelerle saklanarak
sperm kalitesinin muhafazasi incelenmistir.

Materyal ve Yontem

Arastirmada, Denizli ilinde bulunan
Ozpekler Su Uriinleri Ltd. Sti.’ne ait
alabalik igletmesindeki 500-1200 g canlt
agirhiga sahip erkek damizlik alabaliklar
kullanilmistir.  Olgunlagsmis ve saglikli
erkek  bireyler  2-fenoksietanol ile
bayiltilarak sagim i¢in genital bolge kuru
ve temiz bir bezle iyice silinip
temizlendikten sonra sperma, buzda
sogutulmus 100 ml’lik temiz beherlere
sagilmigtir. Sagim sirasinda spermanin
temiz olmasi i¢cin muhtemel idrar, diski,
kan ve doku pargalarinin  behere
girmemesine dikkat edildi. Bunun igin
baligin anal bolgesi kuru ve temiz bir
bezle silindi, genital kanaldan ilk ¢ikan
diskili az yogun siit kullanilmadi. Cam
beherlere sagilan spermalar buz {izerinde
tutulmus, asgari 2 saat icerisinde isleme
tabi  tutulmustur.  Alman  sperma
orneklerinde hareket siiresi, motilite testi
ve 1 ml’deki spermatozoid sayisi
belirlenerek en iyi kaliteye sahip 10
erkegin spermast denemelerde kullanilmustir.
Muhafaza i¢in 1 ml sperma 1:1 ve 1:2
oranlarinda suni seminal plazma (SSP; 1.6
mM CaCl,, 120 mM NaCl, 30 mM KCl, 1
mM MgCl,, 10 mM NaHCO;, pH 8) ile
seyreltilerek petri kaplarina yerlestirilmistir.
Daha sonra bu petri kablar1 tabani su ile
doldurulmus, acilip kapanabilen plastik
torbalar igerisine konularak, igine saf
oksijen verildikten sonra +4°C deki
sogutucuya yerlestirilmistir. Hazirlanan
seyreltilmis ve seyreltilmemis orneklere
14 giin boyunca her gin taze O,
verilmistir.  Deneyin  baglangicindan
sonraki 7. ve 14. giinlerde tiim 6rneklerde
hareket siiresi motilite ve doélleme
yetenekleri Olciilmiistiir. Birim hacimde
bulunan spermatozoid sayist Konuk
(1975)’un hiicre sayim teknigi
kullanilarak belirlenmistir. Bu yonteme
gore, her drnekten 25 pl sperm 1225 ul
SSP ile 1:50 oraninda sulandirilarak x400
biiyiitmede mikroskop altinda Thoma lami
kullanilarak spermatozoidler sayilmistir.
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Spermin motilitesini belirlemek igin
Tvedt ve dig., (2001) tarafindan
gelistirilen yontem kullanilmistir.  Bu
yonteme gore 10 pl sperma 1 ml SSP ile
sulandirilmis ve sonra bu seyreltilmis
ornekten, bir damla Bovin Serum
Albumin (BSA) kaplanmig mikroskop
lamu {izerine yerlestirilmigtir. Daha sonra
25 Wl igletme suyu ile aktive edilen
spermada x400 biiyiitmede, tesadiifi
mikroskobik alandaki ileriye dogru
hareket eden spermatozoid sayist aktif
(Motil) kabul edilmis ve sayilarak %
olarak kaydedilmistir. Her o6rnek igin iki
paralel yapilarak ortalamast alinmistir.

Spermanin  dolleme  kabiliyetini
belirlemek igin kontrol grubu 1 ml taze
sperm ile dollendi. Deneme gruplarinda
ise seyreltilmis siitiin tamami kullanilarak,
dort farkli baliktan sagilarak karistirilan
yumurtalardan 500 adeti, kuru dolleme
yontemine gore dollendi. Dollenen
yumurtalar 8 esit bolmeye ayrilan tavalara
yerlestirildikten sonra dikey kulugka
dolaplarinda  yumurtalar goézleninceye
kadar tutulmustur. Yumurtalar 19. giinde
gozlendikten sonra Oli  yumurtalar
sayllarak gbzlenmis yumurta sayisi
belirlenmis ve  doéllenmig  yumurta
sayisinin toplam yumurta sayisina orani,
dolleme orani olarak kabul edilmistir. Her
dollemeden once buz iizerinde tutulan
sperma Orneklerinin  hareket siireleri,
motiliteleri ve 1 ml’deki spermatozoa
say1st belirlendi. Tim  dolleme
caligsmalarinda, spermatozoa/yumurta
say1s1 orani 2.06x10* ile 1.68x10" arasinda
degisim gostererecek sekilde ayarlanmgtir.

Aragtirmadan elde edilen bulgular
i¢in varyans analizi, SAS (1985) istatistik
paket programi kullanilarak, en kiiciik
kareler (E.K.K.) metoduna gore yapilmuistir.
Ortalamalarin  karsilagtirilmasinda  ise
Duncan ¢oklu karsilastirma testi (1955)
kullanilmustir.

Bulgular

Bu aragtirmada elde edilen verilerden

yapilan varyans analizine gore, farkli giin
ve diliisyon seviyelerinin spermlerde
hareket, motilite ve dollenme iizerine tek
basina etkili (P<0.01), interaksiyonunun
ise yalnizca motilite iizerine etkili oldugu
belirlenmistir (P<0.05).

Caligmanin baslangicinda deney igin
ayrilan spermlerde ortalama hareket siiresi
50.5£8.4 saniye olarak kaydedilmistir. Bir
hafta sonra (7. giin) hareket siiresi 1:1
oraninda seyreltin Orneklerde 4144.79
saniye, 1:2 oraninda seyreltilen 6rneklerde
324479 saniye olarak Dbelirlenmistir
(Tablo 1). 1Iki hafta buzdolabinda
muhafaza edilen spermlerde hareket
stireleri oldukc¢a diisiik bulunmugstur. SSP
ile 1:1 ve 1:2 oraninda seyreltilen
spermlerin  hareket siiresi, sirasiyla
19.244.8 saniye ve 2344.8 saniye olarak
bulunmustur. Kontrol i¢in sagilan taze
spermde ise hareket siiresi 48.33+6.19
saniye olarak tespit edilmistir.

SSP ile 1:1 oraninda seyreltilen
spermada bir hafta sonra kaydedilen
motilite oranlar1  kontrol grubu ve
baslangicta kaydedilen motilite orani ile
farki  istatistiksel = olarak  Onemli
bulunmamigtir (Tablo 2). Bir hafta siire
ile  buzdolabinda ~muhafaza edilen
spermlerde hareketli spermatozoa oranlari
1:1°de %73.846.99, 1:/2’de %55+6.98 ve
kontrol grubunda %82.6749.02 olarak
bulunmustur. iki hafta sonunda sperm
motilitesi SSP ile 1:1 oraninda seyreltilen
spermada 23.4+6.98, 1:2 oraninda seyreltilen
spermada 30.4+6.99 olarak kaydedilmistir.

SSP ile 1:1 ve 1:2 oraninda
seyreltilerek buzdolabinda 7 giin tutulan
spermlerin taze sagimis yumurtalari
dolleme oranlart %71.617.6 ve 49.8+7.6
olarak tahmin edilmistir. 14 giin sonunda
ise, 1:1 oraninda seyreltilen Orneklerde
%30.4+7.6, 1:2°de %31.8+7.6 ve kontrol
grubunda 86.67%9.82 bulunmustur (Tablo
3). Sadece 14 giin muhafaza edilen
spermlerde SSP ile seyreltme oranlarina
gore farklilik 6nemli bulunmamistir .
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Tablo 1. Yeni sagilmis ve belirli siire muhafaza edilen spermlerde 7. ve 14. giinlerde kaydedilen
hareket siireleri (Ortalama ve standart hata).

Saklama siiresi Seyreltme orani N Hareket siiresi (sn)
1:1 5 41.00+4.79%

7 giin 1:2 5 32.00+4.79%
Kontrol (Taze) 3 50.00+6.19°
1:1 5 19.20+4.80°

14 giin 1:2 5 23.00+4.80°
Kontrol (Taze) 3 48.33+6.19°

a,b,c,d: Aym siitundaki  farkl
gostermektedir (P<0.05).

harfler ortalamalar arasindaki farkin  onemli

oldugunu

Tablo 2. Taze sagilan ve muhafaza edilen spermlerde kaydedilen motilite oranlart (%) (Ortalama

ve standart hata).

Saklama Stiresi Seyreltme orani N Motilite (%)
1:1 5 73.80 + 6.99°
7 giin 1:2 5 55.00 + 6.98°
Kontrol (Taze) 3 80.02 +9.02°
1:1 5 23.40 +6.98°
14 giin 1:2 5 30.40 + 6.99°
Kontrol (Taze) 3 82.67 £9.02*

a,b,c: Ayni siitundaki farkli harfler ortalamalar arasindaki farkin énemli oldugunu gostermektedir

(P<0.05).

Tablo 3. Muhafaza edilen ve taze sagilan spermlerde 7. ve 14. giinlerde kaydedilen dolleme

oranlar1 (%) (Ortalama ve standart hata).

Saklama siiresi Seyreltme orani N Dolleme orani (%)
1:1 5 71.60 + 7.60"

7 giin 1:2 5 49.80 + 7.60°
Kontrol (Taze) 3 84.67 +9.82°
1:1 5 30.40 + 7.60°

14 giin 122 5 31.80 + 7.60°
Kontrol (Taze) 3 86.67 £9.82%

a,b: Aym siitundaki farkli harfler ortalamalar arasindaki farkin onemli oldugunu géstermektedir

(P<0.05).

Tartisma ve Sonug

Caligmada alabalik spermast izotonik SSP
(1.6 mM CaCl,, 120 mM NaCl, 30 mM
KCl, I mM MgCl,, 10 mM NaHCO;, pH
8) ile 1:1 ve 1:2 oranlarinda seyreltilerek
buz dolabinda +4°C’de 14 giin muhafaza
edilmigtir. Bu siirenin sonunda spermde
kalite kriterlerini olusturan aktivite siiresi,
motilite ve dolleme yetenegi incelenerek
kontrol olarak kullanilan taze sperm ile
karsilastirilmistir.

Gilintimiize kadar balik spermalarimnin
muhafaza edilmesi konusunda degisik
balik tiirleri tizerinde birgok arastirma
yapilmistir. Bu arastirma sonuglarindan
balik spermalarinin muhafazasi
konusunda onemli basarilar kaydedildigi
anlagilmaktadir. Brodfeld tarafindan 1914
yilinda alabalik spermasinin serin ortamda
tutuldugunda daha uzun siire canliligim
korudugu kesfedilmistir (Biiylikhatipoglu
ve Holtz, 1978). Bu kesiften sonra, sperm
biyolojisinin ve seminal plazma igeriginin
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de Ogrenilmesiyle spermanin muhafazasi
icin yapay seminal plazmalar
gelistirilmistir. Bu seyrelticiler NaCl, iire
ilave edilmis NaCl solusyonu ve seminal
plazma kompozisyonunu taklit eden
soliisyonlardir (Scott ve Baynes, 1980;
Stoss, 1983; Van Heerden ve dig., 1993;
Ohta ve Izawa, 1996; Ohta ve dig., 2000).
Bu soliisyonlarn en &nemli 6zelligi,
spermleri stimiile etmemeleri ve onlarin
enerjisini koruyarak daha uzun yagsamalarini
saglamalaridir. Spermler testiste hareketsiz
olarak bekler. Testislerden ¢iktiktan sonra
ozmotik basin¢ farkindan dolay: harekete
gegerler (Stoss, 1983).

Balik spermasmin  kisa  siireli
saklanmasi konusunda ¢esitli arastirmalar
yapilmistir. Bu arastirmalarda, segilmis
erkek damizliklardan sperma alinarak
acilir-kapanir nemli kaplar igerisinde,
tizerine saf oksijen veya hava ilave
edilerek 0-9°C’de muhafaza edilmistir.
Balik  (1978) yaptigi  arastirmada,
gokkusagi alabaligi spermasinin 1°C’de
10 giin, 6°C’de 13 giin ve 10°C’de 10 giin
yasabildigini bildirmistir. Biiyiikhatipoglu
ve Holtz (1978) gokkusagi alabaligi
spermasini dzel olarak hazirlanan izotonik
plazma ile 1:1, 1:16 oranlarinda
sulandirarak 4°C’de 15 giin muhafaza
etmistir. Arastirma  sonuglar1  4°C’de
tutulan semenin 15 giin sonunda %80.6
dolleme yetenegine sahip oldugunu
gostermektedir. Yine ayni arastirmada
hava, oksijen ve azotun saklama siiresine
etkisi de incelenmis ve en iyi sonucun
oksijenle alindig1 bildirilmistir. Stoss ve
Refstie (1983), Atlantik som baligt
(Salmo salar)’ndan aldiklar1 spermay1
0°C’de 28 giin tutarak muhafaza etmeyi
denemislerdir. Bu arastirma sonuglari som
baligi spermasmin 10 giin sire ile
kalitesini kaybetmeden muhafaza
edilebilecegini gostermektedir. Diger bir
calismada ise sudak (Stizostedion vitreum
vitreum) spermast antibiyotik ilaveli
sulandiricilarla 14 giin siireyle
buzdolabinda muhafaza edilmis ve 14.
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giinde dolleme oranint %95.2 olarak
bildirmistir (Moore, 1987).

Bu c¢alismada elde edilen sonuglar
yukarida belirtilen sonuglarla kiyaslandiginda,
dolleme oranlarinin oldukga diisiik oldugu
goriilmektedir. Dolleme orani ve motilite
oranlarinda kaydedilen sonuglarin diger
aragtirmacilarin  sonuglarina goére diisiik
bulunmasi, arastirmalarda kullanilan SSP
igeriklerinin farkliligindan veya kullanilan
damizliklarin kalitesinden kaynaklanabilecegi
disiiniilmektedir. Arastirmada dolleme
oranlar1 agisindan en iyi sonug¢ SSP ile 1:1
oraninda seyreltilmis 6rneklerde 7. giinde
%71 olarak elde edilmistir. Diger
seyreltme oranlarinda zamana bagl olarak
sperm kalitesinin diistiigli gézlenmistir.

Elde edilen sonuglar, muhafaza
edilen gokkusagi alabalifi spermasinda,
hareket siiresi, motilite ve dolleme
yetenegi gibi sperm kalite kriterlerinin
zamana bagli olarak diistiigiinii ortaya
koymustur.
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