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ABSTRACT

This study was carried out to determine the spermatologic
characteristics and to develop an extender for the short-term storage of
semen from brook trout. Four different extenders were tested in the study: a)
8.75 g/1 NaCl, 0.20 g/1 KCl, 0.20 CaCly, 0.30 g/1 NaHCO; (S1), b) 8.75 g/1
NaCl, 0.20 g/1 KCl, 0.20 MgCls, 0.40 g/1 NaHCO; (52), c) 7.25 g/1 NaCl, 0.40
g/1 KCl, 0.80 g/1 NaHCO:;3, 2.0 g/1 glucose (S3), d) 8.75 g/1 NaCl, 0.20 g/1
KCl, 0.10 CaCl, 0.10 g/1 MgCl,, 0.40 g/1 NaHCOs (S4). In the spawning
season, sperm was collected by abdominal massage from 6 males. In
collected sperm; volume, motility, duration of motility, spermatocrit, density
and pH were determined. In the sperm of brook trout, volume (ml), motility
(%), duration of motility (sec), spermatocrit, density (x 10°
spermatozoon/ml), and pH values were found as mean 4.3 + 1.54, 98.3+ 4.08,
59.2 £17.27,27.1 +4.47,12.9 £ 1.29 ve 6.9 *+ 0.15, respectively. Sperm stored
in extender S1 had a higher rate of motility and the extender S1 seemed to be
more effective than the others.

Keywords: Brook trout, Salvelinus fontinalis, Sperm, Motility, Spermatologic
characteristics.

OZET

Bu calisma kaynak alabaliginin spermatolojik ozelliklerini
belirlemek ve spermanin kisa stireli muhafazasi i¢in sulandirict gelistirmek
amaciyla yapilmistir. Calismada dort farkl sulandiric test edilmistir: a) 8.75
g/1 NaCl, 0.20 g/1 KCI, 0.20 CaCl,, 0.30 g/1 NaHCO;s (S1), b) 8.75 g/1 NaCl,
0.20 g/1 KCl, 0.20 MgCl,, 0.40 g/1 NaHCOs (S2), c) 7.25 g/1 NaCl, 0.40 g/1
Kdl, 0.80 g/1 NaHCO;s, 2.0 g/1 glikoz (S3), d) 8.75 g/1 NaCl, 0.20 g/1 KCI,
0.10 CaCly, 0.10 g/1 MgCly, 0.40 g/1 NaHCO:3 (S4). Ureme sezonunda 6 erkek
bireyden sperma abdominal masaj yontemi ile alinmis ve spermalarda,
miktar, motilite, motilite siiresi, spermatokrit orani, yogunluk ve pH
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belirlenmistir. Kaynak alabalif1 spermalarinda; miktar (ml), motilite (%),
motilite stiresi (s), spermatokrit oram (%), yogunluk (x 10°
spermatozoon/ml) ve pH degerleri sirasiyla ortalama 4.3 + 1.54, 98.3% 4.08,
59.2 +17.27,27.1 £ 4.47, 129 = 1.29 ve 6.9 £ 0.15 bulunmustur. Sulandirici
51’de muhafaza edilen spermanin daha yiiksek bir motiliteye sahip oldugu
ve sulandirici S1'in digerlerinden daha etkin oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Kaynak Alabaligi, Salvelinus fontinalis, Sperma, Motilite,
Sperma ¢zellikleri

1.GIRIS

Sperma Kkalitesi su trtinleri yetistiriciliinde ana¢ yonetimi
agisindan, dollenme orani ve damizliklardan elde edilen toplam canlt
yumurta tretimini etkilediginden, énemli bir degiskendir. Sperma
analizi, {reticiye, yapay dollenmede kullanilan spermanin
kullanimina, kisa veya uzun stireli muhafazasina iliskin protokolleri
gelistirmek i¢in gerekli verileri saglamaktadir (Billard vd.,1995;
Linhart vd., 2004). Baliklarda sperma 6zellikleri ile ilgili bilgi eksikligi
erkek damizlik stoklarin etkin ve ekonomik yonetimini de
siirlamaktadir. Sperma miktari, spermatozoa yogunlugu, motilite ve
motilite siiresi sperma Kkalitesini belirlemede en yaygmn kullanilan
ozelliklerdir (Billard vd.,1995).

Balik spermasinin kisa veya uzun siireli muhafazasi, disi ve
erkek bireylerden elde edilen gametlerin es zamanli olarak
bulunmasina, isletmeler arasi gamet tasinmasmi kolaylastirma,
hastalik bulagsma riskini azaltmaya ve elde tutulmasi gereken
damizlik sayisini azaltarak maliyeti diistirmeye katki saglar (Cloud
vd., 1990; DeGraaf ve Berlinsky, 2004).

Bircok alabalik tiirtinde sperma ozellikleri ve farkh
sulandiricilar - kullanilarak  spermanin  kisa veya uzun siireli
muhafazasma iliskin arastirmalar yuritilmustiir. Glikoz esasl
sulandirici ile O. mykiss spermasinin uzun stireli muhafazasi (Bozkurt
vd., 2005), S. trutta fario spermasmnn fizyolojik ve biyokimyasal
ozellikleri ile viicut yapisi arasindaki iliski (Bozkurt vd., 2006a), O.
mykiss spermasinin kalitesi (Aral vd., 2007), O. mykiss sperma kalitesi
tizerinde askorbik asit ilavesinin etkisi (Canyurt ve Akhan, 2008), kisa
sureli muhafaza edilmis S. trutta abanticus spermasmin dolleme
yetenegi (Hatipoglu ve Akcay, 2010) ve S. trutta magrostigma
spermasinda seminal plazma kompozisyonu ve sperma kalite
parametreleri arasindaki iliski (Bozkurt vd., 2011) calisilmistir. Ancak
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kaynak alabaliginin spermatolojik 6zellikleri ile farkli sulandiricilarin
kaynak alabaligi spermasmin kisa stireli muhafazasina etkisi
konusunda calismaya rastlanilmamustir. Yetistiricilik sistemlerinde
kontrollti ve basaril bir tiretim yapabilmek icin kilturt yapilan
baligin sperma ozelliklerinin bilinmesi gerekir. Bu tiir bilgi kaliteli
sperma se¢iminde ve spermanin kisa veya uzun siireli muhafazasi
icin yontem gelistirmeye katki saglar.

Bu ¢alismanin amaci, kaynak alabaliginin sperma 6zelliklerini
belirlemek ve spermanin kisa siireli muhafazas: icin sulandiric
gelistirmektir.

2.MATERYAL ve METODLAR
2.1. Ana¢ bakimi ve sperma elde etme

Aragtirma Recep Tayyip Erdogan Universitesi Su Urtinleri
Uygulama ve Arastirma Merkezi'nde yurttulmiistiir. Calismada
tireme mevsiminin ortasinda (aralik) tesadiifi olarak secilen 4 yasinda
toplam 6 kaynak alabalig1 (14323 + 141,07 g, 44,7 = 1,3 cm)
kullanilmis, damizlik baliklar 3x2x0,80 m ebadindaki beton havuzda
dogal fotoperiyot altinda tutulmus ve ticari alabalik yemi ile canli
agirhigin %2’si oraninda yemlenmistir. Sagim esnasinda yem ve
metabolizma artiklarinin sperma numunelerine karismamasi igin
sagim isleminden 72 saat 6nce baliklara yapilan yemleme kesilmistir.
Sagimdan once baliklara 30 ppm benzokain ile anestezi uygulanmus,
tirogenital bolgenin iyice kuru olmasi ve sagim esnasinda idrar, kan,
bagirsak muhtevasinin bulasmamas: icin hassasiyet gosterilmistir.
Abdominal masaj yontemi ile yapilan sagimda spermalar 5 ml’lik
tiiplere toplanmustir. Sperma 6rnekleri graniil buz igerisine (+4°C)
muhafazaya alinarak laboratuara tasinmis ve sagimdan sonraki 3-4
saat icerisinde analiz edilmistir. Laboratuar ¢alismalar1 17-20 °C'de
gerceklestirilmis ve subjektif hatalar1 6nlemek amaciyla, biittin 6lcim
ve degerlendirmeler ayni arastirmaci tarafindan ve aym kosullar
altinda ytrttulmustur.

2.2. Spermatozoa yogunlugu ve spermatokrit orani

1 ml spermada bulunan spermatozoa sayisiu ifade eden
spermatozoa yogunlugunun hesaplamasinda hemositometrik yontem
kullanilmis, sonuglar x10° spermatozoon/ml olarak kaydedilmistir.
Hemositometrik yontemle yogunlugun belirlenmesinde
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spermatozoalarin mikroskop alaninda homojen sekilde dagilmasini
saglamak amaciyla Hayem soltisyonu (5,0 g sodyum siilfat; 1,0 g
sodyum kloriir; 0,5 g civa kloriir; 200 ml bidistile su) kullanilmistir.
Bu amacla 10 pl sperma pipetle 990 pl Hayem soliisyonu ile
seyreltilmis, seyreltilen sperma numunesinden bir damla alinarak
Thoma lami (derinlik 0,1 mm) tzerine konularak hava boslugu
kalmayacak sekilde lamelle kapatilmistir. Sperma hiicrelerinin
¢okelmesi icin 5 dk beklendikten sora 1sitk mikroskobunda (x400)
sayllmistir. Spermatokrit orani heparinli mikrohematokrit kapillar
tuplere (75x1,1-1,2 mm) spermalarin doldurulmasi ve 10 dk stire ile
10.000 devir/dk hizda santrifiij edilmesiyle c¢okelen sperma
hticrelerinin kalan sperma plazmasma oram ile ytizde olarak
kaydedilmistir (Rurangwa vd., 2004).

2.3. Sperma motilitesi, motilite siiresi ve pH

Sperma motilitesi, 1:100 (1 pl sperma: 99 ul aktivasyon
cozeltisi) oraninda aktivasyon ¢ozeltisi (%0,3 NaCl) ile seyreltildikten
sonra hizli, giicld, ileri dogru hareket eden spermatozoalarin ytizdesi
olarak mikroskop altinda (x 400) belirlenmistir. Motilite stiresi
aktivasyon ¢ozeltisinin spermaya ilave edildigi andan itibaren hassas
bir kronometre ile olciilmiistiir. Laboratuar calismalar1 17-20 °C'de
gerceklestirilmis ve subjektif hatalar1 6nlemek amaciyla, buittin 6lgtim
ve degerlendirmeler ayni arastirmaci tarafindan ve aym kosullar
altinda yurttilmiusttir. Spermanin pH degeri pH indikator kagitlar
(Merck 6,4-8) kullanilarak saptanmustir.

2.4. Sulandiricilarin se¢cimi

Kaynak alabalif1 spermasi icin potansiyel sulandirici olarak
degerlendirilmek tizere dort sulandirici (S1, S2, S3, S4) secilmistir.
Sulandiricilarin kimyasal bilesimi Tablo 1'de gosterilmistir. +4°C’de
buzdolabinda muhafaza edilen sperma ve sulandirici, en uygun
sulandiricty1  belirlemek icin, 1:3 (sperma:sulandirici) oraninda
karistirlmis ve 2 mllik plastik ttiplere konulmus, sperma ve
sulandiricinin homojen karisimini saglamak igin hizlica calkalanan
plastik ttipler tekrar +4°C’de buzdolabina yerlestirilmistir.
Buzdolabinda muhafaza edilen 6rneklerde sperma motilitesi toplam
stire 48 saat olmak tizere 8 saat ara ile yapilmustir.
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Tablo 1. Sperma sulandiricilarinin bilesimi (g/1).

S1 S2 S3 S4
NaCl 8,75 8,75 7,25 8,75
KCI 0,20 0,20 0,40 0,20
CaCl 0,20 - - 0,10
MgCl. - 0,20 - 0,10
NaHCOs 0,30 0,40 0,80 0,40
Glikoz - - 2,0 -

2.5. Istatistiksel analiz

Arastirmada elde edilen veriler Sigmaplot 11.0 istatistik
programi kullanilarak ortalama degerleri ve standart hatalar
hesaplamis, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) uygulanarak
gruplar arasindaki farkliliklar degerlendirilmis, farkliligi ©nemli
gruplar TUKEY testi ile belirlenmistir. Spermatolojik veriler
arasindaki koreldsyonlarin testinde Pearson Product Moment
korelasyon analizi testinden faydalanilmustir.

3.BULGULAR

Incelenen kaynak alabaliklarinda spermatolojik parametreler
oldukca degisken bulunmus ve sonuclar Tablo 2'de gosterilmistir.
Sperma motilitesi %90-100 (ortalama %98,3 £ 4,08), motilite stiresi 41-
83 s (ortalama 59,2 + 17,27) olarak saptanmistir. Bireylerden toplanan
sperma miktar1 ise 2,2 ile 55 ml (ortalama 4,3 + 1,54) arasinda
degismistir. Farkli sulandiricilar (S1, S2, S3 ve S4) ile kontrol grubuna
ait motilite oranlarinin zamana bagli degisimi Tablo 3’de verilmistir.
Inceleme periyodu sonunda Sl’de muhafaza edilen spermanim
motilitesinin  diger sulandiricilarda muhafaza edilen sperma
motilitesinden 6nemli (P < 0,05) dlctide yiiksek oldugu gorulmiistiir.

Tablo 2. Kaynak alabaliginin spermatolojik ve biyometrik 6zellikleri
(n=06).
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Ozellikler Min | Max | Ortalama | SS
Total boy (cm) 43 47 44,7 1,33
Agirlik (g) 1238 | 1660 | 14323 | 141,07
Sperma miktari (ml) 22 | 55 4,3 1,54
Spermatokrit oran1 (%) 21,6 | 340 271 4,47
pH 67 | 7.0 6,9 0,15
Motilite orani (%) 90 | 100 98,3 4,08
Motilite siiresi (s) 41 83 59,2 17,27
Spermatozoa yogunlugu (x10%) | 11,5 | 144 12,9 1,29

Tablo 3. Sulandiricilarin farkli muhafaza stiresinde sperma motilitesi
tizerine etkisi.

‘B

g

B=1

o=

g c s1 S2 S3 S4 Kontrol
L

[+

=

El

p

8 18,33+4,41% | 16,67+4,41P | 10,00+2,89% | 13,33+3,33P | 90,00+0,002
16 15,0045,00r | 13,33+3,33P | 5,00+2,89p 5,00+0,00r | 80,00+0,002
24 8,33+1,67P 1,00+0,00¢ 1,0040,00r 1,00+0,00¢ | 40,00£0,002
32 3,67+1,33p - - - 21,67+1,674
40 0,67+0,332 - - - 1,000,002
48 } 3 - - 3

Aym satirlarda farkli harfle gosterilen degerler arasindaki farklar dnemlidir
(P <0,05).

4. SONUCLAR VE TARTISMA
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Bu calismada S. fontinalis igin belirlenen sperma miktar1 diger
arastirmacilar tarafindan S. trutta fario (Bozkurt vd., 2006b), S. trutta
macrostigma (Bozkurt vd., 2011), S. trutta abanticus (Hatipoglu ve
Akgay, 2010) i¢in bildirilen degerlerden yiiksek bulunmustur. Sperma
tretiminde ttirler arasindaki farkliliklar erkek bireylerin yas1 ve
agirligl, ornekleme donemi, drnekleme yontemi (Suquet vd., 1994),
yetistirme kosullari, beslenme, yumurtlama yontemi ve zamarm
(Rurangwa vd., 2004; Bozkurt vd., 2006b) gibi faktorlere bagh olabilir.

Sperma kalitesinin en giivenilir gostergesi spermatozoa
motilitesidir. Aktivasyon sivisi ilave edildikten sonra S. fontinalis icin
belirlenen ortalama spermatozoa motilitesi O. mykiss icin Bozkurt vd.
(2005), Aral vd. (2007), Canyurt ve Akhan (2008), S. trutta abanticus
icin Bozkurt vd. (2006a), S. trutta fario icin Bozkurt vd. (2006b), S.
trutta magrostigma i¢in Bozkurt vd. (2011) tarafindan rapor edilen
ortalama spermatozoa motilitesinden yiiksektir. Spermatozoa
seminal siv1 igerisinde hareketsiz durmakta, fakat aktivasyon sivisi ile
temas ettiginde hizla aktif hale gecmekte ve 41 ile 83 saniye arasinda
degisen kisa bir stire hareketlilik gostermektedirler. S. fontinalis icin
bulunan motilite stiresi diger tiirler igin bildirilen motilite stireleri ile
uyumludur (Bozkurt vd., 2005; Babiak vd., 1999; Tekin vd., 2003;
Tuset vd., 2008). Spermazoa motilitesi ve motilite siiresi mevsime
(Benau ve Terner, 1980), seminal plazmanin biyokimyasal bilesimi ve
osmolalitesine (Alavi vd., 2009) bagl olarak degisebilir.

Arastirmada saptanan spermatozoa yogunlugu bazi
arastirmacilarin  (Munkittrick ve Moccia, 1987; Ciereszko ve
Dabrowski, 1993; Geffen ve Evans, 2000; Glogowski vd., 2000) O.
mykiss icin rapor ettikleri degerlerden yiiksek bulunmustur.
Spermatozoa yogunlugu arasindaki farklar tiir farkliligi yaninda,
anaglarin yasi, agirhigr (Suquet vd., 1994; Suquet vd., 1998), ekolojisi,
tireme davranisi (Piironen ve Hyvarinen, 1983), 6rnekleme zamani ve
yontemi (Suquet vd., 1994) gibi pek cok faktore bagl olabilir.

Spermanin kisa siireli muhafazasinda amag, spermatozoa
metabolizmasin1 yavaslatip, harcanan hareket enerjisini minimize
ederek dolleme yetenegi siiresini uzatmaktir. Bu yontem damizhik
bireylerden sperma almarak, gerekli spermatolojik muayeneleri
yaptiktan sora uygun teknikle spermay: sulandirarak +4°C de
muhafaza altma alip dolleme amaciyla kullanilmasina olanak
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saglanir (Bozkurt, 2004). Spermatozoa motilitesi alabaliklarda ve
mersin baliklarinda K+ iyonu tarafindan kontrol edilirken diger tatl
su baliklar1 ve deniz baliklarinda motilite osmotik basmcin kontroli
altindadir (Alavi ve Conson, 2005). Spermanin kisa stireli
saklanmasinda kullanilan sulandiricinin bilesimi, sulandirma orani,
saklama sicaklig1, saklama sartlar1 ve saklama siiresinin uzamasma
bagl olarak spermatozoa zarar gorebilir. Saklama sirasinda ortaya
cikan en onemli degisiklikler spermatozoa motilitesinde azalma ve
spermatozoa morfolojisinde meydana gelen bozulmalardir (Bozkurt,
2004).

Liu vd. (2006) da Acipenser sinensis (Cin mersini) spermasinda
kriyoprezervasyon islemi uygulandiklar: calismalarinda, bilesimi bu
calismada kullanilan S1; S2; S3 ve S4 sulandiricilariyla aymi olan
sulandiricilart kullanmislar ve 12 saat ara ile motilite gozlemleyerek
12. saatte motiliteyi sirasiyla %60; %60; %90; %50; 24.saatte sirasiyla
%80; %80; %80; %70; 36. Saatte %60; %70; %40; %40; 48. Saate % 40;
%60; %90; %80; kontrol grubunu ise 12, 24, 36 ve 48 saatlerde sirasiyla
%90; %90; %70; %90 olarak bildirmislerdir.

Sahin vd. (2013) gokkusag:r alabaliginin spermatolojik
ozelikleri ve spermanmn kisa stireli muhafazasmi arastirdigy
calismada, bu calismada da kullanilan S3 ve 54 sulandiricilari ile ayni
bilesime sahip olan sulandiricilar ile sulandirdiklari spermada
motiliteyi 24, 48, 72 saatlerde sirastyla S3 sulandiricist icin 91,1+4,2;
89,445,3; 81,1+4,2; S4 sulandiricisi i¢in 70.00+7,1; 69,4+4,6; 51,18,2 ve
kontrol gurubu i¢in 96,7+3,5; 90,0£3,5; 86,1+4,9 olarak bildirmistir.

Calismada aym:  sulandiricilarin ve  aym  teknigin
kullanilmasima ragmen elde edilen sonuglar, Liu vd. (2006) ve Sahin
vd. (2013) elde ettigi sonuglardan oldukga farkli bulunmustur. Olusan
bu farkin balik tiirtintin farkli olmasi ve sulandiricilarin turtin
seminal plazma igerigi ile uyumlu olmamasindan kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir.

Kisa stireli saklama amaciyla yapilan calismalarda en iyi
sonugclarin +4°C de O, atmosferi altinda elde edildigi fakat anaerobik
sartlarin iyi sonu¢ vermedigi bildirilmistir (Saad vd., 1988;
Biuiytikhatipoglu ve Holtz, 1977). Buyihatipoglu ve Holtz (1977)
alabaliklarda +4°C de oksijen atmosferi alinda 15 giintin {izerinde
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spermanin dolleme yetenegini kaybetmedigini; Stoss ve Holtz (1983)
ise oksijen atmosferi altinda alabalik spermatozoasinin 34 giin
boyunca dolleme yetenegini korudugu bildirmislerdir. Bu ¢alismada
kontrol grubunda spermatozoa motilitesi 40. saatte %1 olarak
goriilmiis 48 saatte ise motilite gozlenmemistir.

Uygun sulandirict  secimi, balilk spermasinin  soguk
muhafazas: i¢in onemli bir faktordur (DeGraaf vd., 2004). Bu
calismada, kaynak alabalii spermasmin kisa stireli soguk
muhafazasi icin dort farkli sulandirici test edilmis ve NaCl, KClI,
CaCl2 ve NaHCO3 iceren sulandirict S1'in diger sulandiricilardan
daha etkin oldugu saptanmistir. Sonug olarak bu calismada elde
edilen sonuglar ticari yetistiricilikte ytiksek kaliteli ve olgun erkek
anac adaylarini se¢mek, kaynak alabalig: ile ilgili daha sonra
yapilacak sperma kalite degerlendirme ve muhafaza ¢alismalar igin
temel veri olarak kullanilabilir. Dinyada ve {iilkemizde kilttirti
yapilan tiirtin {ireme potansiyelini anlamak ve ana¢ yonetimi
protokolleri gelistirmek amaciyla sperma kalitesi tizerine daha fazla
arastirma yapilmalidir.
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