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ALABALIK (GOKKUSAGI ALABALIGI) SPERMASININ DONDURULMASI VE
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OZET

Bu arastirmada, gokkusagi alabaliginda spermatolojik parametreler ve aralarindaki korelasyonlar
degerlendirilmistir. Ayrica, iki farkli sulandiriciyla (Sulandirici I ve II) spermalar dondurularak 6nemli olan spermatolojik
ozellikler belirlenmis ve bu sulandiricilarin spermatozoa canlilig iizerine etkileri incelenmistir. Spermanin dondurulmasinda
tesadiifi secilmis 24 gokkusagr alabaligindan alinan ejakulatlar kullanilmistir. Calismada kullanilan alabaliklardan, masaj
yontemiyle sperma alinarak spermatolojik ozellikler [sperma miktar1 (ml), spermatozoa motilitesi (%), spermatozoa
yogunlugu (x 10° /ml), pH] tespit edilmistir. Sperma iki farkli sulandiric1 kullanilarak, s1v1 azot buharinda dondurulmustur.

Arastirmada, baliklardan alinan toplam 24 ejakiilatta saptanan spermatolojik o6zelliklerden ejakiilat miktar
19.7542.07 ml, spermatozoa motilitesi %89.58+1.04, spermatozoa yogunlugu 12.71+6.37 x 10° spermatozoon/ml ve sperma
pH’s1 7.02+0.02 olmustur. Sperma miktar ile spermatozoa yogunlugu arasinda negatif yonde bir korelasyon tesbit edilmistir
(p<0.05).

Yapilan muayeneler sonucunda sulandiric1 I’de ¢oziim sonrast spermatozoa motilitesi ve pH sirasiyla %77.08 ve
6.85; sulandirict 1T igin ise ayni degerler sirasiyla %72.50 ve 6.79 olarak saptanmustir. Istatistiki degerlendirme sonucunda
sulandirici I ve II arasinda spermatozoa motilitesi yoniinden onemli (p<0.05 ) bir farklilik tespit edilmistir.

Dondurulmus sperma ile yapilan sun'i tohumlama uygulamalarinda ise yine sulandirict I ve II igin ayr1 ayri
denemeler yapilmustir. Fertilizasyon sonuglar1 15. giindeki “gdz lekesi” olusumuna gore yumurtalarda sayim yapilmak
suretiyle hesaplanmistir. Buna gore, sulandirici I i¢in %56.08 ve sulandirict II igin ise %50.05 oranlarinda fertilizasyon
basaris1 elde edilmistir.

Sonug olarak, alabalik spermasinin dondurulabilirligi ortaya konulmus ve sulandirici I (BSA igeriyor), diger
sulandiricidan ¢6ziim sonu spermatozoa motilitesi ve fertilizasyon orani a¢isindan daha iistiin sonuglar vermistir.

Anahtar Kelimeler: Gokkusagialabaligi, sperma, kryopreservasyon, fertilizasyon, sun'i tohumlama.
SUMMARY

In this experiment, the sperm characteristics of Rainbow trout and the correlations between these parameters were
assessed. Furthermore, after the semen was frozen by two different extenders (diluent I and II), considerable post-thaw sperm
characteristics and the influence of extenders on sperm viability were determined. 24 ejaculates of randomly selected
Rainbow trout were used in freezing process. The sperm characteristics [semen volume (ml), sperm concentration (x 10° /ml),
sperm motility (%) and pH] were determined in Rainbow trout semen collected by massage method. Semen of the Rainbow
trout were cryopreserved in liquid nitrogen vapour using two different extenders.

In experiment, totaly 24 ejaculates collecting from Rainbow trout males were treated with regard to principle
spermatological characteristics. Ejaculate volume averaged 19.75£2.07 ml, sperm motility 89.58+1.04%, sperm
concentration 12.71£6.37 x 10° /ml and sperm pH 7.02+0.02 were established in fresh semen. Negative correlation (p<0.05)
was observed between semen volume and sperm concentration.

In the results of examinations, the post-thaw sperm motility and pH in the first diluent were 77.08 % and 6.85 %,
the same values in the second diluent were 72.50 % and 6.79 % respectively. Statistically significant (p<0.05) differences
were observed between two extenders in term of motility.

In the applications of artificial insemination by frozen semen, respective tests were carried out for the I and II
diluents. The results were evaluated by counting the “eyed egg” on the egg which occured in 15 days after fertilization. And
the percentage of fertilization results for the I and II diluent were 56.08 % and 50.05 % respectively.

The results of this experiment, suggested that Rainbow trout semen could be frozen and BSA supplemented semen
is more beneficial than without BSA for the rainbow trout due to post-thaw motility and fertilization results.

Key words: Rainbow trout, semen, cryopreservation, fertilization, artificial insemination.

Aym isimli doktora tezinden 6zetlenmistir.
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GIRIS

Omurgalilar arasinda en fazla tiire
sahip olan baliklarda, tiir sayisimin 20.000
oldugu bildirilmektedir. Memelilerin tiir sayisi
ise sadece 4.500’dir. Bu nedenle, baliklar
gliniimiizde yasayan omurgalilarin yaridan
fazlasin1 olusturmaktadir. Bu kadar fazla
sayida tiire sahip olan baliklar morfoloji,
fizyoloji ve ozellikle de reprodiiktif faaliyetler
yoniinden olduk¢a cok cesitlilik
gostermektedirler (7).

Gokkusag Alabaliklarinin Ayirici
Ozellikleri: Erginlerde boy 35-40 cm kadar
olup, deride pek cok siyah, yildiz seklinde
benek vardir. Sirt boz-mavi yanlara dogru acik
renkli ve janjanlidir. Govde boyunca uzanan
kirmizimsi renk basta olmak iizere tiire adini
veren renkli bir bant tasir (Ureme mevsiminde
bu renk belirginlesir). Karin  bolgesi
sarimtiraktir. Abdominal ve anal yiizgecler
acik renkli cizgilerle bezenmistir ve lateral
cizgide 120-150 adet pul bulunur. Alabaliklar
dogal kosullarda Crustacea, Mollusca, akvatik
sinek larvalar1 ve suya diisen sineklerle
beslenirler (2).

Reprodiiksiyon: Alabaliklar genellik-
le mevsime bagl olarak reprodiiktif etkinlik
gosterirler. Ureme yilin belli bir boliimiinde
gerceklesir ve genellikle sonbahar-ilkbahar
aylar1 arasinda su sicakligimin 7-12 °C oldugu
donem en uygun olanidir. Alabaliklar i¢in su
icerisindeki ¢oziinmiis O, seviyesinin 7
mg/lt'nin  aluna  diismemesine  dikkat
edilmelidir. Tath sularda en az 5 mg/lt
¢Oziinmiis O, olmalidir (6,18).

Baliklarin  %95’inden fazlasinda dis
dollenme s6z konusudur. Disi balik tarafindan
birakilan yumurta, su igerisinde erkek balik
tarafindan dollenir ve belli bir siire (23-25 giin)
sonra yavru c¢ikar. Cok az balikta yumurta
anay1 terk etmeden erkek tarafindan dollenir.
Yumurtadan yavru cikarak anayr terk eder.
(5,6,11).

Erkeklerde Reprodiiksiyon:

Puberta: Erkek baliklarda reprodiiktif
etkinligin baglamasi, yumurtadan ciktiktan
sonra belli bir viicut gelisimine ulasmasi,
uygun sicaklik derecesinin varligi, 151k ve
hormonal mekanizma ile dogrudan iliskilidir.
Genellikle erkekler, disilerden daha erken
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cinsel olgunluga ulasirlar. Bazi bireysel
ozellikler etkili olmakla birlikte alabaliklarda
puberta yas1t 2-3 yil arasinda degisiklik
gostermektedir (6,16,18).

Spermatozoon ve Sperma:
Spermatozoonlar testisin kanal bosluklarinda
toplanir ve uygun cevre sartlar1 olusuncaya
kadar dinlenme durumunda kalirlar. Erkek
balik iireme mevsiminde gonadotropinlerin
etkisi ile sperma vermeye hazir hale gelir.
Testislerde  hareketsiz durumda bulunan
spermatozoa in vitro kosullarda su ile temasa
gegince hareket kabiliyeti kazanir.
Spermatozoanin suda aktif oldugu periyot
oldukca kisadir ve su sicakligina bagh olup bu
stire yaklagik 30 saniye ile 2 dakika arasinda
degisim gostermektedir. Bu familyaya ait
baliklarin  ¢ogunlugunda sperma iiretimi
oldukca yiiksektir (5x10" spermatozoa / kg
viicut agirligi). Ancak reprodiiksiyon sirasinda
iiretilen spermanin %20-40’1 kullanilabilmekte,
kalan kistm ise viicut tarafindan resorbe
edilmektedir (26).

Spermamin  Elde Edilmesi (Sagimi):
Erkeklerden spermanin sagilmasi  biiyiik
cogunlukla “digital masaj” adi verilen, elle
sagim teknigiyle yapilmakla beraber, “hava
basinciyla” ve “vakum sistemiyle” sagim gibi
farkli teknikler de kullanilmaktadir (14,26).

Sperma Rengi: Alabaliklarda sperma,
diger bircok balik tiiriinde oldugu gibi biiyiik
cogunlukla beyaz-krem renge sahiptir. Zaten
bu beyaz renginden dolayr balik spermasina
“balik siiti - ersuyu (milt)” denilmektedir
(1,29).

Spermamin  Miktari: Salmonidea
familyasinda sperma miktar1 farkli cinslere
gore degisim gostermektedir. Bunun yaninda
ayni cinsin bireyleri arasinda da farkliliklar
olabilmektedir. Yine reprodiiktif sezonun basi,
ortasi ve sonunda diger biitiin spermatolojik
ozelliklerde oldugu gibi sperma miktarinda da
farkliliklar  gozlemlenmektedir. Gokkusagi
alabaliginda ortalama sperma miktar1 6-12 ml
olarak bildirilmistir. Ancak, bu miktar bir ¢ok
faktore gore degisim gostermektedir. Bunlarin
basinda suyun sicakligi, sperma sagim araligi,
yas, ortamda disinin varligi ve oOzellikle de
bakim ve besleme sartlari sperma miktar
iizerinde olduk¢a etkin faktorler olarak
bildirilmektedir (8,14).
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Gjerde (14)’ye gore, gokkusagi
alabaliginda sperma miktarindaki degisim
aralig1 oldukga yiiksek bulunmustur. Ayrica bu
arasgtirmaciya gore sperma miktariyla, viicut
agirhig ve viicut uzunlugu arasinda pozitif bir
iliski bulunmaktadir.

Erdahl ve ark. (12)’min bildirdiklerine
gore gokkusagr alabaligina ait olan erkekler,
yil icerisinde 22 hafta siireyle sperma iiretme
yetenegine sahiptirler. Yil icerisindeki toplam
sperma verimleri ortalama 129 ml olup sagim
basina ortalama 12-15 ml bildirilirken,
991x10° spermatozoon icermektedir.

Spermamin pH’si: Baliklarda sperma
pH’s1 genel olarak 5.5 ile 9.5 arasinda degisim
gostermektedir. Ancak alabaliklarda sperma
pH’s1 daha cok suyun pH’sina yakinlik
arzetmektedir ve biiyiikk cogunlukla 7.0 = 0.2
degerine sahiptir (29).

Spermatozoa  Motilitesi:  Alabalik
spermatozoasinin  en  Onemli  Ozelligi,
spermatozoanin erkegin genital kanalinda
motil olmamasidir. Bunun da en dnemli sebebi,
seminal plazmada bulunan K iyonudur. (24,
32).

Spermada motilite tayininde oncelikle
spermanin normal su, distile su veya 0.12
M’lik NaCl soliisyonu ile sulandirilmasi
gerekmektedir. Sulandirma oran1 1/10 oranina
kadar yapilabilmektedir. Sulandirma islemin
den sonra motilite tayini 151k mikroskobunda,
1isitma  tablast  kullamlmadan ve  400x
bilylitmede, en az ii¢ farkli alanda bakilarak
tayin edilmektedir (1,33).

Billard ve Cosson (7)’un bildirdigine
gore, spermatozoayi aktive etmek icin yiiksek
oranda sulandirma yapmak gerekmektedir. Bu
durumda spermatozoanin tamami es zamanl
olarak motil hale ge¢cmektedir. Diisiik oranl
sulandirmalarda, spermatozoanin sadece bir
kismi motil hale gecmekte ve kalan kisim
sonradan aktive oldugundan, hatali bir motilite
degerlendirmesi yapilmasi olasilig1 ¢ok yiiksek
olmaktadir.

Spermatozoa Yogunlugu: Yogunluk da
diger spermatolojik paremetreler gibi ortama
bagli ozelliklerin yanisira bireysel degisimler
arz etmektedir. Baynes ve Scott (4), alabalik-
larda spermatozoa yogunlugunu 9-26 x 10’
spermatozoon / ml olarak bildirirlerken,

Munkittrick ve Moccia (26) yogunlugu 10.7 x
10” spermatozoon / ml olarak bildirmistir.

Spermanin Sulandirilmast ve
Dondurulmasi:  Genellikle  arastirmacinin
ismini alan sulandiricilardan ilk akla gelenleri
sunlardir: Stein medyumu, Menezo Medyumu,
Mounib Medyumu vb.(4,21,25). Munkittrick ve
Moccia (25)’ya gore en yaygin sulandirma
orani 1:3 olmakla birlikte, sulandirma orani 1:1
ile 1:19 oranlarinda degisim gostermektedir
(30,31).

Uzun siireli saklama isleminde en
onemli katki maddeleri kryoprotektanlardir.
Bunlardan en c¢ok kullanilanlart DMSO
(Dimethyl  Sulfoxide), DMA  (Dimethyl
Acetamid), Gliserol, Propilen glikol ve Etilen
Glikol’diir. Bunlardan salmonid spermatozoasi
icin en uygun olan1t DMSO olup, en iyi sonucu
%7-10 oranlar1 arasinda  kullanildiginda
vermektedir (31).

Sulandirma medyumuna kryoprotek-
tanlardan baska yumurta sarisi, BSA (Bovine
Serum Albumine), Albumin, Lecithin, Promine-
D ve Promine-F gibi katki maddeleri
katilmaktadir. (3,5,9).

Balik spermasinin  dondurulmasinda
diger hayvan tiirlerinde oldugu gibi ampul,
pellet ve payet yontemleri kullanilmaktadir.
Son 10 yila kadar biiyiik oranda pellet yontemi
kullanilirken, son zamanlarda payet (s1v1 azotla
dondurma) yontemine agirlik verilmektedir
(6,9,17,35).

Disilerde Reprodiiksiyon:

Puberta: Disi alabaliklar nadiren 2 yil
olmak iizere, genellikle 3 yilda cinsel
olgunluga ulagmaktadirlar. Bir disinin tirettigi

yumurta sayist 500-3000 veya 2000/kg canl
agirlik olarak belirtilmistir (2).

Ovum  ve  Yapisal  Ozellikleri:
Alabaliklar  diemersal  tipte  yumurtaya
sahiptirler. Ovum, her zaman igin bir Ortii
(vitellin membran), chorion ve miktar
degisebilen yumurta sarist ile karakterize ve en
onemlisi bir Mikropil’e sahiptir. Yumurtanin
Ozgiil agirligr suyunkinden fazla oldugundan
yumurtalar suyun dibine batarlar. Alabalik
yumurtasinin  ¢apt  3.5-5.5 mm arasinda
degiskenlik gostermektedir. Yumurta
capindaki bu degisiklik baligin yasi, bityiikliigii
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ve  beslenme rejimine  bagli  olarak
sekillenmektedir. Alabalik yumurtasinin gegici
bir yapiskanlik 6zelligi olup, bu 6zellik su alip
sistiklerinde ortadan kalkar (2,11,15).

Fertilizasyon: Salmonidea familyasi-
nin  bilyiikk cogunlugunda oldugu gibi
gokkusagr alasinda da “dis  dollenme”
(external fertilization) sozkonusudur.
Spermatozoon, mikropili gectikten sonra
stoplazmaya penetre olmaktadir. Yumurta ve
spermatozoonun direkt baglanmasi her iki
gamet arasinda membran fiizyonu ile
olmaktadir. Teleost baliklarinda bir akrozom
olmadigindan, yumurtanin plasma membrani
ve fertilize olacak spermatozoonun plasma
membran1 arasinda direkt olarak fiizyon
sekillenmektedir. Bu olayda her iki
membranda yeralan tamamlayici reseptorlerin
rol oynadigi bilinmektedir. Tath suda
fertilizasyon oldukca hizlidir. Scaning elektron
mikroskopik goriintiilere gore tohumlamanin 5
ya da 10. saniyesinde fertilizasyon islemi
gercekles mektedir (16,23).

Sun’i Tohumlama: Sun’i tohumlama,
bircok evcil hayvan tiiriinde pratik olarak
uygulandigi  gibi  Ortacag’dan beri de
Salmonidlerde bagariyla yapilagelmektedir.
1758’de bu teknik Jacobi tarafindan kulla-
nilmig, daha sonra Gehin ve Remi 1842’de
tekrarlayan c¢aligmalar yapmislardir. Sun'i
tohumlamanin  “Kuru Tohumlama ” ve “Yas
Tohumlama” olmak {iizere iki farkli metodu
vardir. Kulucgka siiresi (Gegen Giin Sayist x
Kulucka Su Sicakligi) gokkusagr alasinda 7-10
°C’de 290-330 Giin Derece’dir. Bu da ortalama
30-40 giinliik bir siiredir (6,13,29).

Bu aragtirma Tirkiye sartlarinda
yetistirilen alabaliklarda bazi spermatolojik
ozellikleri  saptamak, balik spermasinin
dondurulabilirligini  ortaya  koymak ve
dondurulmus spermanin sun'i tohumlamada
kullanilmasini saglamak amaciyla yapilmistir.

Materyal ve Metot

Materyal: Arastirmada, Konya iline
bagli Cihanbeyli ilcesinde bulunan Ozel
Beykdy Alabalik Isletmesi’nden saglanan 3
yas ve lzerindeki 24 adet erkek gokkusagi
alabaligi ve sun'i tohumlama uygulamasi icgin
ayn1 Ozelliklere ve iyi yumurta kalitesine sahip
disi alabaliklar kullanilmastir.
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Metot: Calismada kullanilan alaba-
liklarin canli agirlik tespiti, 250 gr hassasiyetli
terazi yardimiyla yapilmigtir.  Spermanin
muayenesinde  Phase-Contrast ~ mikroskop
kullanilmistir. Spermalarin sagimi abdominal
masaj yontemi ile yapilmis ve elde edilen
spermanin makroskopik muayenesinde renk,
kivam ve miktar parametrelerinin muayenesi
gerceklestirilmistir. Sperma miktari, spermanin
alinmast isleminden sonra dereceli sperma
toplama kadehinde toplanmig olan spermanin
mililitre (ml) olarak okunmasi ile saptanmistir.
Daha sonra inspeksiyon yontemiyle renk ve
kivam kontrol edilmistir.

Spermanin mikroskobik muayenesin-
de nativ, sulandirma sonrasi ve ¢6ziim sonu
spermatozoa motilitesi (%) ile nativ spermanin
spermatozoa  yogunlugu (x 10’ /ml)
saptanmigtir.

Spermatozoada  motilite  tayininde
sperma distile su ile karistirilip, spermato-
zoonlarin aktivasyonu saglandiktan sonra
phase-contrast mikroskopta 1sitma tablasi
kullanilmadan, 400x biiyiitme ile en az iig
farkli alanda go6zlemlenip % olarak ifade
edilmistir.

Spermanin  kimyasal muayenesinde
sadece pH degeri saptanmistir. pH tayini 5.5-
9.0 arahgindaki “pH Indikator Kagidi”
kullanilarak nativ sperma, sulandirma sonrasi
ve ¢Oziim sonrasit olmak iizere {i¢ asamada
tayin edilmistir.

Yukarida  belirtilen  spermatolojik
ozellikler yoniinden degerlendirilen sperma, iki
farkli sulandirici  (Sulandirici I ve 1I)
kullanilarak 1:10 oraninda sulandirilmustir.

SULANDIRICI I

NaCl 5,92 mg/ml
KCl 1,72 mg/ml
CaCl, 0,68 mg/ml
MgSO, 0,15 mg/ml
Tris 24,20 mg/ml
Sitrik asit pH 7,25 i¢in
BSA 4,00 mg/ml
Yumurta sarist (%15)
DMSO 12 ml

Add. Bidistile su
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SULANDIRICI 11

NaCl 7,5 mg/ml
NaHCO; 2,0 mg/ml
KCl 0,4 mg/ml
Glukoz 1,0 mg/ml
Yumurta sarisi (%15)
DMSO (%9)

Add. Bidistile su

Iki farkli sulandirici ile spermalar
sulandirildiktan ve motiliteleri belirlendikten
sonra ekilibrasyon uygulanmaksizin dondurma
islemine gecilmistir. Dondurma islemi —120
Cdeki s1v1 azot buharinda 8 dakika tutulmak
suretiyle gerceklestirilmistir. Dondurma islemi
sonrasinda spermatozoa motilitesi ve pH
parametrelerine bakilmigtir. Ekilibrasyon isle
mi uygulanmadigr icin bu asamada herhangi
bir spermatolojik 6zellik tayini yapilmamaistir.

Sun'i tohumlama denemeleri de her iki
sulandiric1 igin ayr1 olarak yapilmistir. Sun'i
tohumlama uygulamalar1 kuru tohumlama
metodu kullanilarak ve 12 bireylik iki grup
olusturularak  yapilmistir.  Yaklastk 100
yumurtaya 1 payet (0.25 ml’'lik) (yaklasik 15-
20 x 10° spermatozoon igerecek sekilde)
oraniyla tohumlamalar yapilmistir. Tohumla-
mada kullanilan payetler 35°C’de 10 saniye
siireyle  c¢ozdiiriildiikten = hemen  sonra
yumurtalarin {izerine bosaltilmis, karisimin
iizerine dollenme svist (3 gr Ure + 1 gr NaCl /
1 litre distile su) ilave edilmistir. Tohumlama
islemi tamamlandiktan sonra fertilizasyon ve
embriyonik donem ic¢in  Onemli olan,

tohumlamadan sonraki 20. dakika, 3.giin ve 15.
giinlerde fertilizasyon ve embriyo gelisim
orani kontrolleri yapilmis ve 15. giin sonunda
olusan “gdz  lekesi” durumuna  goére
fertilizasyon oranlari saptanmistir.

Arasgtirmada elde edilen verilerin
ortalama degerleri ve standart hatalar
hesaplanmis,  spermatolojik  parametreler
arasindaki korelasyonlarin hesaplanmasinda
“Korelasyon Katsayist Analizi” testinden
faydalamlmistir. Iki grup arasindaki farkin
onemlilik derecesi ise “Student-t Testi”
kullanilarak tespit edilmistir.

Bulgular

Spermatolojik Muayene Bulgular:

Yapilan calismada, 24 adet gdkkusagi-
alast erkeginden sagilan ejakulatlarda baslica
spermatolojik ozelliklerden sperma miktari
19.75 += 2.07 ml, spermatozoa motilitesi
%89.58 =+ 1.04, spermatozoa yogunlugu
12.7146.37 x 10° /ml, sperma pH’s1 7.02 +0.02
ve sperma rengi tiim ejakulatlarda beyaz-krem
olarak belirlenmistir. Taze spermada bulunan
spermatolojik dzelliklere ait veriler Tablo 2’de
verilmistir.

Yapilan  istatistiki  degerlendirme
sonucunda, canli agirlik ile nativ spermatozoa
motilitesi  ve  spermatozoa  yogunlugu
parametreleri arasinda negatif yonde Onemli
bir iliskinin oldugu saptanmistir(P<0.05).

Ancak diger spermatolojik parametre-
ler arasinda 6nemli bir fark gozlemlenmemigtir
(P>0.05) (Tablo 1).

Tablo1. Baz1 Spermatolojik Parametreler ile Canh Agirhik Arasindaki Korelasyonlar

Miktar Yogunluk pH Canli Agirlik Nativ_Motilite
Miktar +1.000
Yogunluk +0.258 +1.000
PH -0.183 +0.130 +1.000
Canli Agirhik -0.128 -0.486" +0.203 +1.000
Nativ Motilite - 0.400 +0.292 - 0.427 -0.581" +1.000
* : p<0.05
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Sulandirma Sonras1 Elde Edilen
Bulgular

Yapilan istatistiki degerlendirmeye
gore sulandirma sonrasi I. Sulandirict igin %
83.96+1.53 ve II. Sulandirict icin %
79.79£1.63 oraninda motilite elde edilmistir
(Tablo 3). pH ise I. Sulandirici icin 6.87£0.04
ve II. Sulandirict icin ise 6.81+0.05 olarak
tespit edilmistir. Sulandiric1 I ve II arasinda
sulandirma sonras1 motilitedeki  farklilik
onemli  (p<0.05) bulunmustur (Tablo 4).
Bunun yaninda, nativ sperma pH’s1 ile
sulandirma sonrast sulandirtict I ve II
arasindaki pH degerleri karsilastirildiginda,
nativ ile sulandirict I arasinda (P<0.01) ve
nativ sperma ile sulandiricti II arasinda
(P<0.001) onemli farklilik tespit edilmistir.

Coziim Sonrasi Elde Edilen Bulgular

Sulandirici I ve II’ye ait ¢dziim sonrasi
elde edilen spermatolojik bulgular Tablo 3’de
verilmistir. Buna gore, ¢oziim sonrasi ortalama
spermatozoa motilitesi sulandirict 1 igin
%77.08t1.44 ve sulandirict II igin ise
%72.50%1.44 olarak tespit edilmistir.

Istatistiksel degerlendirmede, sulandi-
rict I ve II icin ¢oziim sonrasi elde edilen
bulgular arasindaki fark istatistiksel agidan
onemli bulunmustur (p<0.01).

Dondurulmus Sperma ile Yapilan
Sun'i Tohumlama Uygulamalarina Ait
Bulgular

Calismanin bu boliimiinde sulandirict 1
ve sulandirict 1T ile sulandirilip dondurulmus
spermalar ile ayr1 ayr1 12’ser adet sun'i
tohumlama uygulamasi yapilarak fertilizasyon
oranlar1  saptanmistir. Kuru  tohumlama
metodunun kullanildig1 islemde tohumlama
dozu olarak 100 adet yumurtaya 1 payet
(0,25’1ik), ortalama 150-200 x 10° spp/100
yumurta orani tercih edilmistir. Degerlendir-
meler tohumlamadan sonraki 20.dakika, 3. giin
ve 15. gilinlerde yapilmistir. Buna gore
sulandiric1 I i¢in 20.dakika, 3. giin ve 15. giin
fertilizasyon oranlar1 sirasiyla %93,8810,64,
%75,6710,97, %56,08+1,46 olarak tespit
edilmistir. Sulandirici II i¢in ise ayni degerler
sirastyla % 91,25 £ 0,76, % 73,34 £ 0,94,
% 50,05 * 1,74 diizeyinde bulunmustur.
Sulandiric1 I ve sulandirici II’'nin tohumlama
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sonrast 20.dakika, 3. giin ve 15. giinlerdeki
fertilizasyon orami karsilastirmala-rinda 20.
dakikada gruplar arasindaki fark Onemli
(p<0.01) bulunurken, 3. giindeki karsilastir-
mada gruplar arasi fark ©Onemsiz (p>0.05)
bulunmustur. 15. giindeki goz lekesi olusumu
kriterine gore yapilan degerlendirmede ise
gruplar arasinda onemli (p<0.01 ) bir farklilik
bulunmustur (Tablo 5). Yapilan istatistiki
degerlendirme sonuglarina gore Sulandirict I,
diger sulandiriciya gore fertilizasyon orani
acisindan daha iyi sonu¢ vermistir. Sulandirici
I in igerisinde katki maddesi olarak bulunan
BSA’nin (4mg/ml) pozitif yonde onemli bir
etkisinin oldugu saptanmstir.
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Tablo 2. Gokkusagialabahiginda Spermatolojik Muayene Bulgular:

Ejakdilat no Canli Miktar Yogunluk pH Sulandirma Sonrasi Coziim Sonrasi Nativ Sulandirma Sonrasi Coziim Sonrasi
Agirlik (ml) (x10%ml) pH pH Motilite Motilite (%) Motilite (%)
@ I I [ I (%) | I [ I

1 1100 28 10.600 7.0 6.5 6.5 6.5 6.5 90 85 75 80 75

2 2300 20 9.575 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0 95 90 80 80 70

3 3100 11 10.575 7.0 7.0 7.0 6.5 6.5 80 60 75 60 60

4 2750 19 10.675 7.0 7.0 6.5 7.0 6.5 90 90 80 80 75

5 1950 21 8.950 7.0 6.5 7.0 6.5 7.0 85 80 75 70 70

6 2000 24 8.800 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0 90 85 85 80 75

7 2500 30 10.500 7.5 7.0 7.0 7.0 7.0 90 85 80 75 70

8 2450 15 10.650 7.0 6.5 6.5 6.5 6.5 75 70 60 70 70

9 1500 10 9.325 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0 95 75 85 80 80
10 2000 18 11.050 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0 90 85 80 85 70
11 1100 28 10.500 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0 90 80 70 60 70
12 1250 15 13.575 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0 85 85 75 80 70
13 1250 19 10.850 7.0 6.5 6.5 6.5 6.5 90 80 80 80 70
14 850 8 14.050 7.0 7.0 6.5 7.0 6.5 95 95 85 85 80
15 750 18 16.750 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0 95 90 85 80 80
16 1100 52 18.975 7.0 7.0 6.5 7.0 6.5 90 90 90 80 85
17 1750 13 16.225 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0 90 85 70 80 60
18 1400 14 18.050 7.0 7.0 6.5 7.0 6.5 95 85 90 75 75
19 1300 28 14.375 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0 90 90 80 80 65
20 1950 26 11.200 7.0 6.5 7.0 6.5 7.0 95 85 85 80 75
21 1850 8 12.675 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0 95 90 95 85 85
22 700 6 15.525 7.0 6.5 6.5 6.5 6.5 85 80 70 70 60
23 2000 12 17.900 7.0 7.0 6.5 7.0 6.5 90 90 90 85 80
24 1950 31 13.875 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0 85 85 75 70 70

Genel
Ortalama 1702 19.75 12.71 7.02 6.87 6.81 6.85 6.79 89.58 83.96 79.79 77.08 72.50
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Tablo 3. Sulandiricilar Arasi Sulandirma ve Coziim Sonrasi Spermatozoa Motilite Oranlar: (%)

Sulandirict Gruplari n Minimum Maksimum X+ Sx
Sulandirma sonu 24 60 95 83.96+1.53
! CdzUm Sonu 24 60 85 77.08+1.44
Sulandirma sonu 24 60 95 79.79+1.63
! Gozlm . Sonu 24 60 85 72.50+1.44

Tablo.4. Sulandirma Sonrasi Sulandiric1 I ve II’ye ait Spermatozoa Motilitesi Istatistik Sonuclar

| I Onemlilik
Grup n (X£Sx) (X£Sx) t Derecesi
Sulandirma Sonrasi Motilite 24 83.96+1.53 | 79.79+1.63 1.859 *
Co6zUm Sonrasi Motilite 24 77.08+1.44 | 72.50+1.44 2.247 >
* : P<0.05
o : P<0.01

Tablo 5. Sulandirici I ve I’nin Fertilizasyon Oram Yoniinden istatistiki Olarak Karsilastirilmasi

Degerlendirmeye Alinan Sulandirici | Sulandirici I t Onemlilik Derecesi

Paremetreler n X+Sx n X+Sx

Yumurta sayisi 12 | 419.5845.70 | 12 | 402.16+5.70 1.434 -

Payet sayisi 12 4.2510.13 12 4.00+0.00 1.915 *

Spermatozoa motilitesi (%) 12 754+2.38 12 71£1.39 1.358 -

20.dak. 610 yumurta sayisi 12 25.83+2.84 12 35.2543.31 -2.153 *

3.g0n 610 yumurta sayisi 12 | 102.2545.13 | 12 107.41£4.72 -0.740 -

15.glin 610 yumurta sayisi 12 | 184.25+7.53 | 12 | 201.08+8.18 -1.513 -

20.dak. fertilizasyon orani 12 93.88+0.64 12 91.251+0.76 2.624 **

3.glin embriyo gelisim orani 12 75.671£0.97 12 73.3410.94 1.714 -

15.g0in embriyo gelisim orani 12 56.08+1.46 12 50.05+1.74 2.646 **

- : P>0.05 * 1 P<0.05 1 P<0.01
Tartisma ve Sonug iireme sezonu basi, ortast ve sonunda aldiklar1

spermalar1 sirasiyla 24.6 ml, 13.4 ml, 8.9 ml

Elde  edilen  sperma  miktart olarak tespit etmislerdir. Munkittrick ve

(19.75£2.07 ml), baz1 arastirmacilarin (8,14)
bulgular1 ile benzerlik gosterirken, kimi
arastirmacilarin  (20,25,26,28) bulgulart ile
farklilik gostermistir. Olusan bu farkliliklarin
ozellikle besleme sartlari, isletme suyunun O,
icerigi ve diger cevre sartlarina bagli olarak
sekillendigi diisiiniilmektedir.

Sperma miktarinin yiiksek olmasinin
sebebi, daha cok yukarida belirtilen kriterlere
ve ayni zamanda bir 6nceki sagim araliginin
uzun olmasina baghdir. Benzer bir ¢calismada,
Biiyiikhatipoglu ve Holtz (8), sperma miktarini
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Moccia (26) ise Subat, Mart ve Nisan aylarinda
sperma miktarlarin1  sirastyla  7.2+1.1 ml,
7.0£1.0 ml ve 4.7£1.0 ml olarak tespit
etmislerdir. Yukarida goriildiigii gibi sezon
sonuna dogru sperma verimi belirgin Slgiide
azalma gostermektedir. Yapilan calismada
bireyin viicut agirhigi ve viicut uzunlugu ile
sperma verimi arasinda pozitif bir iliskinin
varoldugu da saptanmistir. Spermanin renk ve
kivami  hakkinda elde edilen bulgular,
arastiricilarin (1, 29)  bildirdikleri verilerle
uyum gostermektedir.
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Sagilan spermalarda ortalama nativ
spermatozoa motilitesi (%89.58+1.04), varolan
literatiir bulgulari ile benzerlik gostermistir.

Schmidt-Baulain ve Holtz (28),
sagimdan sonraki 0.33, 60 ve 360. dakikalarda
spermatozoa motilitesini, sirasiyla %82; %75
ve %36 olarak bildirmislerdir. Levanduski ve
Cloud (22) spermatozoa motilitesini 0.12 M
NaCI ile yaptiklar1 sulandirmada %94.3
vermektedir. Goriildiigii lizere elde edilen
verilerle bahsedilen arastirmacilarin verileri
arasinda onemli bir fark yoktur. Varolan fark
ise kullanilan sulandirma medyumu veya
calismanin yapildigi déneme bagimli degisim
gostermektedir.

Arastirmada saptanan  spermatozoa
yogunlugu (12.7146.37 x 10’ spermatozoon/
ml), diger aragtirmacilarin biiyilk ¢ogunlugu-
nun (5,8,10) saptama yontemleri ve bulgulari
ile benzerlik gosterirken, Munkittrick ve
Moccia (26)’nin  bulgular1  (3-10 x 10°
spermatozoon/ml) ile farklihik gostermistir.
Sulandirma  oraminin  diisiik  tutulmasi
yogunlugun yiiksek olmasi sebebiyle sayimi
zorlagtirmakta ve yanilma payini da artirmak-
tadir. Bu parametre agisindan calismaya en ¢ok
benzerlik gosteren Biiyiikhatipoglu ve Holtz
(8)’un  bulgusudur (7.7-16.8  x 10°
spermatozoon/ml).

Calismada sperma pH’sinin ol¢iimiin-
de kimi arastirmacilarin (7,26) yaptig1 gibi 5.5-
9.0 aralikli pH indikator kagitlar1 kullanilmig-
tir. Elde edilen bulgu (7.02+0.02), yukaridaki
arastirmacilarin  bulgularina  biiyiikk oranda
benzerlik gostermistir. Munkittrick ve Moccia
(26), spermada yaptiklart pH Olc¢timiinde
7.01£0.16 olarak saptamislardir. Sulandirma
ve ¢Oziim sonrasi pH Ol¢iimlerinde bir azalma
kaydedilmistir ki, bunun sebebi sulandirici
icerisine katilan DMSO’nun suyu dis ortama
cekmesi sonucu ortam yogunlugunun artmasi
ve hiicre icindeki Laktik asit tiretiminin artigina
bagli olarak pH’da diisiisiin olmasidir.

Sulandirma  sonrast elde edilen
bulgulardan sulandirici T ve II'ye ait motilite
degerleri  swrasiyla %  83.96%£1.53 ve
%79.79%1.63 bulunmustur. Ayrica pH deger-
leri sulandiric I ve II icin sirastyla 6.87+0,02
ve 6.8120.02 olarak tespit edilmigtir. Bu
degerler, bazi1 arastiricilarin (3,22) bulgulari ile

cok benzerlik gostermektedir. Levanduski ve
Cloud (22), gokkusagialabaligi spermasi
iizerine yaptiklar1 ¢alismada, Cortland Medyu-
mu ile sulandirma sonrasi ortalama spermato-
zoa motilitesini %75.0£19.6 olarak saptamis-
lardir. Bu arastirmacilarla bulgu yoOniinden
benzerlik vardir. Ancak kullanilan sulandirma
medyumu farklidir. Olusan farkin buna bagh
sekillendigi diisiiniilmektedir.

Spermanin dondurulmasi ve c¢oziimii
sonucu elde edilen motilite ve pH bulgulari ise
yine Sulandirict I ve II igin sirasiyla
%77.08%1.44 ; % 72.50%1.44 ; 6.8510.04 ve
6.7910.05 olarak bulunmustur. Sulandirici
I’deki gozle goriiliir motilite artisinin, icerdigi
4 mg/ml oranindaki BSA’ya bagh olarak
olustugu diistiniilmektedir.

Calismanin spermanin sulandirilmasi
ve dondurulmast boliimiinde elde edilen
bulgular kullanilan yontemler ve bulgular
acisindan bazi arastiricilarla (3,12,21,22,25,28)
birebir benzerlik gostermektedir. Buna karsilik
kimi arastirmalarda (17,31,34) farkli sulandiri-
cilarin ( Mounib, Menezo, “Glukoz + DMSO +
Yumurta Sarist”), kryoprotektanlarin = ve
dondurma yoéntemlerinin kullanilmasina bagl
olarak elde edilen bulgular agisindan
farkliliklar olusmustur.

Calismanin amagclarindan olan
spermanin dondurulmasinda uygun kryopro-
tektanin tespitinde ise en uygunu olarak
diistiniilen DMSO (%9) kullanilmis ve literatiir
verileriyle dogru orantili sonucglar alinmistir.
Wheeler ve Thorgaard (34), biiyiik payetlerde
(4.5 ml’'lik) gokkusagr alabaligi spermasini
dondururken, farkli c¢ozme sicakligt ve
siirelerinde ¢alismadan % 49.3 oraninda
fertilizasyon sonucu almislardir.

Stoss ve Holtz (31), pellet yontemiyle
dondurduklar1 gokkusag: alabaligi spermasinda
katki maddesi olarak kullandiklart BSA
(4mg/ml) ve Promine-D’nin (7.5mg/ml) de
etkisiyle %77.5 oraninda fertilizasyon orani
elde etmislerdir. Arastiricilar ayni sartlarda,
20.dakika fertilizasyon oranim1 %81 olarak
bildirmislerdir. Benzer sekilde bu c¢alismada,
Sulandirici I’de bulunan BSA’nin hem sperma-
tozoa motilitesini ve hem de fertilizasyon
oranini arttirdigl saptanmustir.
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Yine ayni c¢alismada arastiricilar (31),
1 dakika, 60 dakika ve 60 dakikanin iizerinde
uygulanan ekilibrasyon siirelerinde fertilizas-
yon oranlarint swrasiyla %73.7; %50.0 ve
%49.2 olarak bildirmislerdir. Ayrica DMSO
oraninin da %10-12 oraninda hem spermatozoa
ve hemde fertilizasyon icin en uygun doz
oldugunu belirtmislerdir.

Sun'i  tohumlama  denemelerinde,
kullanilan teknik ve yontem acisindan biiyiik
oranda benzerlik gosteren bir c¢aligmada
Baynes ve Scott (3) ise gokkusagi alabaligi
spermasinin  dondurulmasi ve ¢Oziim sonu
fertilite tizerine sperma kalitesi, yumurta kali-
tesi ve sulandirict kompozisyonunun etkisini
inceledikleri ¢alismalarinda fertilizasyon dozu
olarak 150-164 x 10° spermatozoon/yumurta
kullanmiglar Bu islemden 15 giin sonra olusan
embriyolarin sayimlar1 yapilmis ve % 67.310.3
oraninda basar1 elde etmislerdir.

Bulgu yoniinden farklilik arzeden bir
calismada ise Munkittrick ve Moccia (25),
DMSO kullanarak dondurduklar1 gokkusagia-
labalig1 spermasi ile yaptiklari sun'i tohumlama
calismasinda, pelet yontemiyle dondurulmus
spermadan  %80%6.0, payet yOntemiyle
dondurulmus spermadan ise %80 fertilizasyon
sonucu alinmaigtir.

Baska bir arastirmada Scheerer (27),
teophylline ile muamele edilerek dondurulmus
gokkusagr alabaligi spermasinda, fertilizasyon-
daki basariy1 arastirdigi ¢alismasinda spermayi
%9 DMSO ve %10 yumurta sarist iceren
Cortland Medyumu ile sulandirip payet
yontemiyle dondurmus ve c¢oziim islemini
10°C’de 30 saniye olarak uygulamustir.
Degerlendirmeyi 14-15. giinlerde olusan goz
lekesi ve 28. giinde yumurtadan cikisa gore
yapmustir. Sonug¢ olarak %35.4%5.3 yavru elde
etmistir. Teknik agidan ¢ok benzer olan bu
calisma sonucglar (%56.08 ve %50.05)
acisindan fazla benzerlik gostermemektedir.
Bunun sebebi olarak da kullanilan sulandirici,
yumurta sarist oraninin farkliligi veya ¢ézme
prosediiriindeki farklilik gosterilebilir.

Yapilan calismada tohumlama sonrasi
yumurtalarin inkiibasyon 1sis1 olarak 10-12°C
kullanilmistir. Elde edilen bulgu bu konuda
literatiir bilgisi olarak faydalanilan Labbe ve
Maisse (19)’nin verileri ile dogrudan benzerlik
gostermektedir.  Arastiricilar  dondurulmusg
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sperma ile yapilan sun'i tohumlamalarda 8°C,
13°C ve 18°C’de olusan fertilizasyon oranlarin
karsilastirmislar ve buna gore sirasiyla oranlari
% 20 - 30; % 60 - 80 ve % 30 - 35 olarak
saptamiglardir.

Literatiir ~ bulgularnn  ile  yapilan
arastirmada  saptanan  bulgular  arasinda
gozlemlenen farkliliklar kullanilan materyalin
tesadiifi secilmis olmasindan, ¢evre sartlarin-
dan ve besleme rejiminden kaynaklanabilecegi
gibi, kullanilan sperma sulandiricilar ile
sulandiricilarin igerdigi komponentlerin miktar
ve oranlarinin farkli olmasindan kaynaklanmis
olabilir. Sulandiric1 I (BSA’l) ile elde edilen
motilite ve fertilite oranlar1 daha yiiksek elde
edilmigtir. Ancak bu yiiksek sonucun,
sulandirict igerisindeki Tris veya BSA ya da
her ikisinden mi kaynaklandigi bilinmemek-
tedir. Bu farkliligin sulandiricinin hangi unsu-
rundan olustugunu belirlemek i¢in daha ileri
calismalarin  yapilmast yerinde olacaktir.
Bunlarin yanisira spermanin sulandirilmasinda
ve dondurulmasinda kullanilan yontemlerin de
bu farkliliklarin ortaya c¢ikmasinda etken
olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu c¢alisma, bu yondeki ¢alismalara bir
zemin olusturmasi agisindan Onem tagimak-
tadir. ilerleyen zaman igerisinde bu calisma
alabalik spermasinin dondurulmasi icin uygun
sulandiricinin  ve kryoprotektanin secilmesi,
dondurulmus spermanin sun'i tohumlamada
kullanilmasi ¢alismalarina 1s1k tutacaktir. Bu
ve benzeri ¢alismalarin tekrarlanmasi sonucu,
ozellikle bu alanda bagvurulan yurtdisindan
dollii yumurta ithali ortadan kalkacak ve bu
olay hem iilke ekonomisi ve hem de yetisirci
acisindan 6nemli kazang saglayacaktir.
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