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Oz: Bu calismada farkli tuz (NaCl) konsantrasyonlarma (%03, %06 ve %012) sahip délleme
eriyiklerini gokkusagi alabaligi (O. mykiss) sperm hareket siireleri ve dolleme kabiliyetlerine
etkisi belirlenmistir. Kontrol i¢in kullanilan distile saf suda en kisa hareket siiresi belirlenirken
%03 ile %012 tuzluluga sahip soliisyon ile aktive edilen spermlerde sirasiyla sperm hareket stireleri
65 £ 10,01 ve 50,2 + 3,12 sn olarak belirlenmistir. En uzun siireli hareket siiresi 75 + 5,17 sn
olarak %6 tuzluluga sahip soliisyonla elde edilmistir. Saf su ile ortalama délleme oran1 %83,76
+ 0,36 olarak belirlenmistir. Denemelerde kullanilan %03, %06 ve %012 aktivasyon
soliisyonlarinda ise en iyi dolleme orani %06 konsantrasyona sahip tuz soliisyonu kullanilan
grupta %92,96 + 0,83 olarak gergeklesmistir. D6lleme oranlari agisindan kontrol grubu ve tuzlu
dolleme eriyigi kullanilan tiim gruplarin ortalamalari arasindaki fark istatistiki olarak 6nemli
bulunmustur (p<0,05).

Anahtar_kelimeler: Aktivasyon soliisyonu, dolleme kabiliyeti, gokkusagi alabaligi, hareket

stiresi, sperm.
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Trout (Oncorhynchus mykiss) Sperm

Abstract: In this study, the effects of activating solutions prepared with different salt (NaCl)
concentrations (3%o, 6%o and 12%o) on rainbow trout (O. mykiss) sperm motility durations and
fertilization abilities were determined. While determining the shortest movement time in distilled
pure water used for control, sperm movement times were determined as 65 +10.01 and 50.2 +£3.12
sec, respectively, in the sperm activated with 3%o to 12%o saline solution. The longest motility
duration was obtained with 6%o saline solution as 75 £5.17 s. The average fertilization rate (%)
with pure water is determined as 83.76+ 0.36. Among experimental activation solution groups
containing 3%o, 6%o and 12%o NaCl, the best fertilization rate was obtained as 92.96+0.83% with
6%o saline group. In terms of insemination rates, the difference between the averages of all the
saline fertilization solution groups was found statistically significant (p <0.05).

Keywords: Activation solution, fertilization ability, rainbow trout, motility duration sperm.
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GIRiS

Kemikli baliklarda spermler sagim oncesi ve
sonrasinda isotonik seminal plazma igerisinde yiiksek K*
konsantrasyonu ile bloke edilerek hareketsiz halde
bulunurlar (Woolsey et al., 2006). Spermatazoonlar
bulunduklari seminal plazma disina gikarak hipo osmotik
plazma igerisinde siispanse olduklarinda hareket etmeye
baslamaktadir (Lahnsteiner et al., 1998). Sperm kalitesi
suni dollemede basariy1 etkileyen en 6nemli unsurdur.
Sperm Kalitesini olusturan sperm konsantrasyonu, motilite
ve motilite siiresi gibi unsurlar baliklarda dolleme
basarisini dogrudan etkilemektedir (Alavi & Cosson, 2005;
Cosson et al., 1985).

Sperm motilitesi ve hareket siiresi pH, iyonlar,
ozmotik basing, sperm-media sulandirma orani, sucul
cevre gibi faktorler tarafinda etkilenmektedir (Goodall et
al., 1989; Khara et al., 2014). Suni délleme soliisyonu
spermatazoalarin limit dist osmotik basingla yiizlesmesi
yerine iyi aktivasyon sartlari saglayarak sperm hareket
stiresini uzatmaktadir (Cosson, 1985). Boylece daha az
spermatazoonla daha fazla yumurta basarili bir sekilde
dollenebilmektedir.

Gokkusagt alabalig: lilkemizde kiiltiirii en fazla
yapilan tiir durumundadir ve basta yavru tiretimi Tiirkiye
genelinde  kaynak
yayginlasmis durumdadir (Akhan vd., 2016). Genellikle
¢iftlik sartlarinda tiretimde kullanilan kaynak sulari, dere
sulart ve g6l sulart alabalik spermlerinin aktivasyonu ve
dolleme i¢in yeterli hareketlilik tiretmektedir (Woolsey et
al., 2006). Bununla birlikte de-iyonize su balik spermlerin
aktivasyonu i¢in oldukca zayif aktivatordiir. Su kaynaklari

sulari ve akarsular {zerinde

bulundugu bodlgedeki jeolojik yapt ve aldig1 yagis
nedeniyle farkli sertlige sahip olabilmektedir. Diigiik
sertlige sahip sularda yavru fiireten alabalik fireticileri
(Ornegin: Dogu Karadeniz) iiretim sirasinda dollemede ve
kulucka basarisinda olumsuzluklar yasayabilmektedir. Bu
nedenle sperm aktivasyonunu en iyi saglayan dolleme
eriyiginin kullanilmas: iiretim basarisin1 arttirmaktadir
(Canyurt vd.,, 2003). Alabaliklarda
solisyonunda  ve  yetistirme suyundaki iyon
konsantrasyonunun dollemedeki etkisi Billard (1978),
Stoss (1983) ve Billard et al., (1995) tarafindan kapsamli
olarak aragtirilmig ve tartistlmistir. Ancak bu ddlleme
eriyiklerinin ¢cogu karmasik ve farkli tuzlarin karigimidan
olugsmaktadir. Oysa {ireticiler tarafindan kolay temin
edilebilen NaCl gibi sodyum tuzu ile yapilmis kapsamli bir
¢alismanin sonuclandirilmast ve elde edilen verilerin
iiretici ve bilim camiasi ile paylagilmasi sektor ve tireticiler
icin 6nemli katki sunacag1 diigiiniilmiistiir. Bu ¢alismada
gokkusag alabaliklarinda farkli tuz (NaCl) konsantrasyona
sahip dolleme eriyiklerinin spermatazoalarin motilite
stiresine ve dolleme basarisina etkisi arastirilmustir.

aktivasyon
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MATERYAL VE METOT

Calismalar i¢in T.C. Akdeniz Universitesi Su
Uriinleri Fakiiltesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul
Bagkanligindan gerekli izinler alinmustir (Tarih: 25.12.219
ve Karar No:023). Calismada materyal olarak kullanilan
yumurtalar ve spermler 6zel bir alabalik isletmeden temin
edilmistir. Aragtirma i¢in her bir délleme eriyigi (%o3- %06
ve %012 NaCl) kontrol (Distile saf su) grubu icin 3
tekerriirli  olmak 3*4 =12 deney grubu
olusturulmustur. Caligmalarda 6 erkek bireyden (2+ yas ve
1,5-2 kg agirlik) sagilmis siit karigimi kullanilmustir.
Denemelerde kullanilan siit karigiminin  spermatazoa
konsantrasyonu Dbelirlemek icin, siit karigimi 1/200
oraninda %06 NaCl (Merck, Almanya) soliisyon ile
sulandirildiktan ~ sonra  x200  biiyiitmede 151k
mikroskobunda (Nikon Eclipse Ci-L Tokyo Japonya)
Thoma lami kullanilarak standart sayim protokoliine gére
sayilmistir. Bu sperm karisimindan alian
spermatozoalarin her bir dolleme eriyigi ile aktivasyon

uzere

sonrast hareket siireleri belirlenmistir. Bunun igin her
aktivasyon soliisyonundan ve saf sudan (kontrol) lam
iizerinde 1 damla damlatildiktan sonra objektif altina
yerlestirilmis ve mikropipet yardimi
mikrolitre siit eklenerek aktive edilmistir. Aktivasyon
sonrasi spermler duruncaya kadar gegen hareket siiresi
kronometre ile 6l¢iilmiistiir. Her soliisyon i¢in bu islem 6
tekerriirlii olarak yapilarak hareket siireleri belirlenmistir.

Ug farkli disiden (3+ yas ve 2,5-3 kg agirlik)
sagilan yumurta karigimindan t¢ tekerriirlii olarak her grup

ile Tlzerine 2

icin 1154 + 26 adet yumurta kullanilmistir. Yumurtalarin
déllenmesinde yumurta bagma 7,9 + 0,17 x10° adet/ml
spermatazoa olacak sekilde 1 ml siit kullanilmistir.
Standart protokole gore dollenen yumurtalar, su alip
sertlestikten sonra temizlenmistir. Kontrol ve deneme
gruplarina ait doéllenmis yumurtalar, su sicakligt 10 +
0,5°C’ye ayarlanmis kapali devre dikey kulugka dolabinda
(Fet Elektronik-Konya Tiirkiye) 3 bolmeli tavalara
yerlestirilmis ve gozleninceye kadar inkiibe edilmistir.
Délleme dncesinde ve yumurtalarin gdzlenmesi sonrasinda
yumurta sayilar1 sayilarak olii yumurtalara oranlanarak
dolleme basarisi hesaplanmuistir.

Elde edilen verilerin istatistiki hesaplamalar1 ve
analizleri i¢in SPSS (ver 23) paket programi kullanilmistir.
Yumurta sayilar1 ve sperm sayisi i¢in paket programinda
ortalamalar hesaplanarak veriler X + SS olarak verilmistir.
Sperm hareket siiresi ve dolleme kabiliyeti agisindan
gruplar arasi karsilastirmada tekyonlii varyans analizine
tabi tutularak Duncan ¢oklu karsilastirma testi yapilmustir.
Veriler X + SH olarak verilmistir.
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BULGULAR

Denemelerde kullanilan ve 6 farkli erkekten
sagilan 1 ml sperm karigiminda spermatozoit sayist 9,13
x10° adet/ml olarak hesaplanmistir. Kuluckaya birakilan
yumurtalar gézleninceye kadar gecen kulugka doneminde
giinliik kaydedilen su sicakligi ortalama 10,11 + 0,26°C
olarak  belirlenmistir. ~ Yumurtalar 16-17.  giinde
gozlenmigtir. Dollemelerde kullanilan sperm karisiminin
distile saf su, %03, %06 ve %o0l2 tuzlu eriyik ile
aktivasyonundan sonra belirlenen ortalama hareket siireleri
Sekil 1’de goriilmektedir. Saf su ile aktive edilen
spermatozoalarin ortalama hareket siiresi 18,4 0,51 saniye
olarak belirlenmistir. Tuzlu aktivasyon soliisyonlarinda ise
%03, %06 ve %012 igin sirastyla spermatozoalarin ortalama
hareket siiresi 65 +10,01-75+ 5,17 ve 50,2 & 3,12 sn olarak
belirlenmigtir. En uzun siireli hareket siiresi %06 tuzluluga
sahip soliisyonla elde edilmistir.
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Sekil 1. Saf su (Kontrol) ve farkli tuzluluktaki (%03, %06 ve %012)
dolleme eriyikleri ile aktive edilen spermlerde olgiilen hareket
stireleri. Farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark
istatistiki olarak dnemlidir.(p<0,05).

Figure 1. Determined motility durations in sperm activated by
pure water (Control) and fertilization solutions of different
salinity (3%o, 6%o and 12%o). The difference between the averages
shown in different letters is statistically significant (p< 0.05).

%012

Distile su ve %03, %06 ve %012 NaCl soliisyonlar1
ile aktivasyon sonucu gruplarda belirlenen dolleme
oranlart Sekil 2°de goriilmektedir. Saf su ile ortalama
dolleme orani1%83,76 +£0,36 olarak belirlenmistir. Tuzlu
aktivasyon soliisyonlarinda ise %03, %06 ve %012 igin
sirastyla ortalama délleme oranlar1 %89,79 +0,86- %92,96
+0,83 ve %86,82 +0,45 olarak belirlenmistir. En iyi
dolleme orani %06 tuzluluga sahip aktivasyon soliisyonu ile
elde edilmigtir. Tiim gruplara ait ortalamalar arasindaki
fark istatistiki olarak dnemli bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 2. Saf su (Kontrol) ve farkl tuzluluktaki (%03, %06 ve %012)
dolleme eriyikleri ile aktive edilen spermler ile dollenen
gruplarda belirlenen délleme oranlari. Farkli harflerle gosterilen
ortalamalar arasindaki fark istatistiki olarak 6nemlidir.(p<0,05).
Figure 2. Fertilization success determined in the groups fertilized
with pure water (Control) and sperms activated with different
salinity (3%o, 6%o and 12%o).The difference between the averages
shown in different letters is statistically significant (p< 0.05).

SONUC VE TARTISMA

Délleme kabiliyeti, birgok hayvan tiiriinde sperm
motilitesi ve siiresi ile iligkilendirilmistir. Ddllemede
motilite siiresini arttiran faktorlerin kullanimi ile balik
spermlerinin in vitro dolleme kapasitesini arttirmak
miimkiin olabilmektedir (Woolsey et al., 2006). Baliklarin
seminal plazmasinin ozmolaritesi tiirlere ve bulunduklar
habitatlara gore degismektedir. Alabaliklarda seminal
plazmanin osmolaritesi 169,1 mOsm/kg ile 322 mOsm/kg
arasinda degistigi bildirilmistir (Momin and Memis, 2018).
Hiperosmolarite,  inaktif = haldeki  spermatozoalari
hareketlendirerek aktif hale getirmektedir (Morisawa &
Suzuki 1980). Ancak yiiksek osmolarite (Ornegin 400
mOsm/Kkg) salmonidlerde sperm hareketini
engellemektedir (Momin & Memis 2018). Bu nedenlerle
alabaliklarda kullanilan délleme eriyikleri, birgok tuzun
ilavesiyle  osmolaritesi  arttirilmig  soliisyonlardan
olugsmaktadir. Bu amagla ¢ok sayida aktivasyon
soliisyonlar1 gelistirilmis ve bazilart onerilmistir. Ancak
bunlarin  ¢ogunlugu siradan dreticilerin  kolaylikla
hazirlayip kullanamayacagi igerigi karmagsik aktivasyon
soliisyonlaridir. Krise et al. (1995) Atlantik salmonu
(Salmo salar) i¢in gelistirmis oldugu alt1 farkli aktivasyon
soliisyonundan (Fosfat tamponu, Tris tamponu Boraks
tamponu ve 3 farkli pH degerine sahip 125 mM NaCl
tamponu) Fosfat tamponu hari¢ diger besinin somon
baliginin spermlerini aktive ettigini ve %78 ile 86 arasinda
degisen dolleme oranlari elde edildigini ancak aralarinda
istatistiksel olarak fark olmadigmi bildirmistir. Billard
(1978) %07 tuzluluga sahip aktivasyon soliisyonunun
alabalikta ve turnada hem sperm hareket siiresini uzattigi
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hem de dolleme kabiliyetini arttirdigini bildirmistir. Bu
caligmada da  benzerce  kullamilan ¢  farkh
konsantrasyonlardan (%03, %06 %012) en iyi hareket siiresi
ve dolleme kabiliyetinin %06 tuzluluga sahip aktivasyon
soliisyonu ile elde edilmistir.

Distile saf suyun sperm aktivasyonu igin ¢ok
yetersiz  kaldigi Woolsey et al (2006) tarafindan
bildirilmigtir. ~ Caligma  sonuglart  da  yukaridaki
aragtirmacinin sonuglarini desteklemektedir. Caligsmada saf
su ile aktive edilen spermlerin hareket siiresi 18,4 + 0,51
saniye gibi ¢cok kisa bulunurken aktivasyon soliisyonlarina
gore daha diigiik dollenme oran1 (p<0,05) elde edilmistir.

Kaliteli sperm iiretimi, délleme sirasinda sperm
hareketliliginin ~ uzatilmasi  ve  dolleme  oraninin
iyilestirilmesi bagarili bir kulugkahane yonetimi igin
oldukca 6nemlidir. Bu ¢alisma ile iireticiler i¢in bilimsel
temellere dayali basit, hazirlamasi ve temini kolay
aktivasyon soliisyonu gelistirmek amaglanmistir. Calisma
bu amacini elde edilen sonuglarla gergeklestirmistir.
Ureticiler icin spermlerde en uzun hareket siiresi ve en iyi
%06 NaCl

kullanimlar i¢in 6nerilmektedir.

dolleme oranini sunan sollisyonu rutin
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