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Nil Tilapia (Oreochromis niloticus Linnaeus, 1758) Rasyonuna Vitamin E
(Alfa-Tokoferol Asetat) Katkisinin Bazi Spermatolojik Parametreler ve
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Ozet: Bu calismada, Nil Tilapia baliklarinin rasyonuna vitamin E (Alfa-tokoferol Asetat) katkisinin spermatolojik parametreler
(sperm motilitesi, yogunlugu ve pH’si) ve malondialdehit (MDA) dlzeyleri tzerine olan etkisi arastirildi. Calismada her bir
deneme grubunda 12 balik olmak (izere toplam 48 tilapia baligi kullanildi. Baliklarin beslenmesi igin %32 oraninda ham
protein igeren bir kontrol rasyonu hazirlandi. Bu rasyona 80 mg/kg, 160 mg/kg ve 240 mg/kg miktarlarinda vitamin E ilave
edilerek sirasiyla D1, D2 ve D3 nolu deneme rasyonlari olusturuldu. Tilapia baliklarinin canli agirliklarinin %4’G oraninda
hazirlanan rasyon, 3 ay sireyle giinde ¢ 6glin halinde 25+1 °C su sicakliginda verildi. Calismanin sonunda, D1 ve D3
gruplarinda kontrol grubuna gére MDA diizeylerinin sayisal olarak arttigi ancak bu artisin istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu
belirlenmistir (p>0,05). D2 grubunda sperm motilitesinin ve sperma pH’nin sayisal olarak arttigi, ancak bu artisin istatistiksel
olarak 6nemsiz oldugu (p>0,05) belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Nil tilapia, Vitamin E, Malondialdehid, Spermatolojik parametreler, Alfa-tokoferol asetat.

The Effect of Vitamin E (Alpha-Tocopherol Acetate) Supplements to Nile Tilapia (Oreochromis
niloticus Linnaeus, 1758) Ration on Some Spermatological Parameters and Malondialdeyhde Level

Abstract: In this study, the effect of vitamin E (Alpha-tocopherol Acetate) contribution to the ration of Nil Tilapia fish on
spermatological parameters (sperm motility, density and pH) and malondialdehyde (MDA) levels were investigated. In the
study, a total of 48 tilapia fish, 12 fish in each experimental group, were used. A control diet containing 32% crude protein
was prepared for feeding the fish. To this diet, 80 mg/kg, 160 mg/kg and 240 mg/kg amounts of vitamin E were added to
form D1, D2 and D3, respectively. The ration prepared at the rate of 4% of the live weights of Tilapia fish was given at 251
°C water temperature in three times a day for 3 months. At the end of the study, it was determined that MDA levels were
increased numerically in D1 and D3 groups, but this increase was statistically insignificant (p>0.05). It was determined that
sperm motility and sperm pH were increased numerically in the D2 group, but this increase was statistically insignificant (p>
0.05).
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Giris

coguna tilapia balklari temel olusturmaktadir
(Roderick, 2001).
GUnUmuzde besin ihtiyaglarini karsilamasi

Tilapia baliklari, Ciclidae familyasindan olup
ozellikle Dogu Afrikada vyetistirilir. Tropikal ve
subtropikal bolgelerde yaygin olarak bulunan tilapia

baliklari kolayca dol verebilmesi, cevresel sartlardaki
degisikliklere karsi dayanikliligi ve protein kaynagi
olarak etlerinin lezzetinden dolayl vyetistiricilikte
tercih edilmektedir (Lovell, 1989).

Son yillarda Glkemizin giiney bolgelerinde de
yetistirilme potansiyeli bulunan bu tirtn, diinyada
kullanimi artarak ortalama 1,5 milyon tona ulasmis
ve bunun % 66,6’si yetistiricilikle elde edilmistir. Bu
oneme binaen tilapia baliklari Gzerinde ¢ok sayida
calisma gercgeklestirilmistir. Dlinya nifusunun her
gecen gln artmasindan dolayl besin ihtiyaglarinin
karsilanmasi amaciyla ginimizdeki c¢alismalarin

amacilyla en 6nemli verim olan dél verimi yani
tilapia sayisinin artisi amaclanmistir. Bu ylizden balik
rasyonlarina bircok farkli madde katilarak verim
artisina  bakilmis, katilan katki maddelerinden
ozellikle vitamin E (alfa tokoferol)'nin Ureme
performansini ve doél verimini arttirici, steriliteyi
engelleyici ve antioksidan ozellikleri ile ilgili ok
sayida calisma yapilmistir (Gammanpila ve ark.,
2007; Santiogo ve Gonzal, 2000; Stéphan ve ark.,
1995).

Bliyime, et kalitesi, yem degerleri (zerinde
balik rasyonlarinda vitamin E 6nemli bir etkiye
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sahiptir. Ayrica vyapilan c¢alismalarda vitamin E
dizeyinin  degisiminin  parametrelerde  farkl
bulgulara neden oldugu belirtilmistir (Gatta ve ark.,
2000; Kocabas ve Gatlin, 1999). Vitamin E
mortaliteyi azaltmasi ve ballk immun sistemi
acisindan 6nemli bir besin kaynagidir (Panigrahi ve
ark., 2004; Shiau ve Hsu, 2002).

Balik yetistiriciliginde hastaliklar, bazi olumsuz
cevre sartlari, suda meydana gelen ani kimyasal ya
da fiziksel degisimler stres olusmasina neden olur ve
hlcrede serbest radikal Gretimini arttirir (Ashley,
2007). Boylece yag asitlerinin oksidatif yikimi (lipit
peroksidasyon) gerceklesir (Fang ve ark., 2002). Son
yillarda vitamin E cesitli balik tirlerinde oksidatif
hasara karsli antioksidan ozellik géstermesinden
dolayr Uretimi arttirmak amaciyla kullanilmistir
(Adham ve ark., 2000; Ispir ve ark. 2011).
Malondialdehid (MDA) lipid peroksidasyonun en

onemli  gostergesi olup  hicre membran
batanluginin bozulmasi  sonucu  dizeyleri
artmaktadir (Winston ve Giulio, 1991).

Taze sperma kalitesi su Grtnleri

yetistiriciliginde anag¢ yonetimi acisindan, déllenme
orani ve boylece damizliklardan saglanan toplam
canli yumurta Uretimini etkilediginden ¢cok 6nemli
bir degiskendir. Gunimizde kalitesi iyi olan Nil
Tilapia balik spermleri dondurularak dol verimini
arttirmaya yonelik calismalar yapilmaktadir (Bozkurt
ve ark., 2015). Sperma analizleri, Ureticiye, suni
dollemede kullanilan  spermanin  kullanimina,
saklanabilirligine iliskin protokolleri gelistirmek icin
gerekli verileri saglamaktadir. Sperma miktari,
sperm motilitesi ve yogunlugu sperma kalitesini
belirlemede en yaygin kullanilan o6zelliklerdendir.
(S6nmez, 2016).

Bu calismada Nil Tilapia rasyonuna katilan
vitamin E (Alfa-tokoferol Asetat)’'nin sperm
motilitesi ve yogunlugu, sperma pH’si ve MDA
dizeylerine olan etkisi arastirildi.

Materyal ve Metot

Bu c¢alismada, ergin (2-3 vyas) Nil Tilapia
(Oreochromis niloticus) baliklari kullanildi. Tilapia
baliklarinin beslenmesi amaciyla, kontrol rasyonu
(K1) ham protein orani % 32 olacak sekilde
hazirlandi. Rasyona 80 mg/kg (D1), 160 mg/kg (D2)
ve 240 mg/kg (D3) miktarlarinda ilave edilen toz
vitamin E (Ispir ve ark., 2011) ile rasyonlarin igerigi
Tablo 1 de verildi. Calismada 4 grup icin toplam 48
adet Nil Tilapia kullanildi. Yem miktari baliklarin
canli agirhginin % 4’ i oraninda hesaplanarak giinde
U¢ kez 3 ay sireyle verildi. Ayda bir baliklarin
bulundugu ortamin fiziko-kimyasal degerlerine
bakildi. Ortalama deger olarak su sicakhgi 25 + 1°C,
pH 7,5+0.42 , oksijen miktari ise 7,3 + 0.82 ppm
olarak belirlendi.

Arastirmada  kullanilan tilapia baliklarinin
ortalama agirligi ve toplam uzunluk degerleri ile
testis Olcleri Tablo 2 de verilmistir.

Spermanin alinmasi:  Baliklar  kesildikten
hemen sonra testisleri c¢ikarildi. pH degeri 7.29,
osmotik basinci 0.3 osmol/Lt olan 1 mL % 0.9 NaCl
(serum fizyolojik) icerisinde trimlendi.

Spermatolojik parametrelerin belirlenmesi:
Nil Tilapia balginin testis sperm yogunlugu
hemasitometrik yontemle Tirk ve ark. (2008)'nin
metodu modifiye edilerek belirlendi. Sonugta sperm
yogunlugu (....x10° sperm/0,1 g testis /1 mL) olarak
verildi. 4°C'de saklanan spermalarin motilite
muayeneleri 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 saatlerde yapildi.
Motilite  tayinleri  yapilirken lam  (izerine
sulandirlmis  spermadan 3 uL alinip lamel
kapatildiktan sonra mikroskop altinda (..x 400
blylitmede), 10 ve 10’un katlari seklinde en az 3
veya 5 sahada belirlenip ortalamalari ylizde motilite
orani olarak verildi. Spermanin pH degeri pH metre
kullanilarak élgalda.

Spermada MDA diizeyinin belirlenmesi:
Testisten steril tuplere alinan sperma (1-1,3 mL)
dakikada 3.500 devirde 7 dakika santriftij edildi.
Daha sonra 0,3 ml'lik tlplere alinarak {zerine
perklorik asit ve saf sudan 300’er mL eklenerek
vorteks ile karismasi saglandi. Bu karisim 5 dakika
boyunca 3.500 devirde santrifij edildi. Bu
¢ozeltiden 20 pL ahnarak, 30 mmol KH:POs ve
metanol karisimi olan ve akis hizi 1,5 mL/dakikaya
ayarlanan mobil faz yilksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC) (CECIL 1100 series Cambridge
England) cihazina enjekte edildi. Sonuglar cihaz
verileri alinarak belirlendi- (Atamanalp ve Bayir,
2003; Karatepe, 2004; Sahan ve ark., 2003).

istatistiksel analiz: Calismadan elde edilen
veriler ortalama deger ve standart hata (+xSEM)
olarak sunuldu. SPSS (22.0, Chicago, IL, USA)
istatistik programi verilerin istatistiki
karsilagtirmalar icin  kullanildi. p<0.05 degeri
istatistiki acidan 6nemli kabul edildi.

Motilitede tekrarli 6lgiimler icin Bonferroni
diizeltmeli non-parametrik Friedman testi ve ikili
karsilastirmalar icin de non-parametrik Wilcoxon
testi kullanildi. Diger parametreler (yogunluk, pH,
MDA duzeyleri) icin non-parametrik Kruskal-Wallis
varyans analizi ve ikili karsilastirmalar icin de non-
parametrik Mann-Whitney U testi kullanild.

Bulgular

Kontrol ve farkli miktarlarda rasyonlarina
vitamin E katilarak beslenen Tilapia baliklarinin
sulandirilmis sperma 6rneklerinin  zamana gore
ortalama motilite degerleri Tablo 3’de verilmistir.

Vitamin E ilave edilmeyen kontrol grubu ile 160
mg/kg vitamin E ilave edilerek beslenen baliklardan
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Tablo 1. Arastirmada kullanilan rasyonun igerigi.

Rasyonlar(%)

Yem Ogeleri Kontrol Deneme 1 Deneme 2 Deneme 3
(D1) (D2) (D3)
Balik (hamsi) unu 12 12 12 12
Soya kuspesi (ekstrude)? 43 42,992 42,984 42,976
Bugday unu 42,7 42,7 42,7 42,7
Bitkisel yag 1,9 1,9 1,9 1,9
Antioksidan® 0,1 0,1 0,1 0,1
Vitamin karmasi© 0,25 0,25 0,25 0,25
Mineral karmasi® 0,05 0,05 0,05 0,05
Vitamin E (Alfatokoferol Asetat) 0 0,008 0,016 0,024

2Vitamin E ilavesi nedeniyle deneme rasyonundaki denklestirme islemi, soya kiispesi miktari distrtlerek yapildi.

b Antioksidan (mg/kg premiks): Butyl hydroxytoluene 12,5.

¢ Vitamin karmasinda (mg/kg veya 1U/kg): A vitamini 4000 IU, kolin 500, D vitamini 2000 IU, K vitamini 10, niasin 30,
riboflavin 15, pantothenik asit 50, pridoksin 10, tiamin 10, folasin 5, askorbik asit 200.

4 Mineral karmasinda (Kelestemur, (2012)): Mangan 25, bakir 3, iyot 5, ¢inko 100, kobalt 0,05, demir 44, selenyum

0,3.

Tablo 2. Arastirmada kullanilan baliklarin ortalama (+SEM) agirlik ve uzunluk degerleri ve testis ortalama
(£SEM) agirlik, uzunluk ve kalinlik degerleri.

GRUP

Kontrol
D1
D2
D3

BALIK TESTIS
Agirlik (gr)  Toplam Uzunluk (cm) Agirlik (gr) Uzunluk (cm)  Kalinhk (cm)
28,39+3,51  12,21%0,39 0,74+0,42 7,40+1,06 0,37+0,75
26,65+3,73  12,04%0,53 0,53+0,38 6,61+1,56 0,30+0,13
22,86+6,15 11,37+0,88 0,62+0,48 6,05+1,92 0,34+0,13
22,77#5,57 11,41+0,86 0,34+0,35 5,73%2,41 0,23+0,16

Tablo 3. Yemlerine vitamin E (D1 80 mg/kg, D2 160 mg/kg ve D3 240 mg/kg) ilave edilen ve kontrol grubu balik
spermalarinin zamana bagli ortalama (+SEM) motilite degerleri

Motilite (%)

0O.saat 1.saat 2.saat 3.saat 4.saat 5.saat 6.saat
KNT  85,66+1,49° 76,00+2,63" 59,0046,23°  52,3316,45¢ 43,6616,76° 35,6616,87" 26,666,488
D1 82,66+1,02°  74,00+1,47° 63,00+2,67° 52,16+3,03¢ 42,0043,40¢ 33,163,497 25,333,738
D2 85,42+1,04°  76,85+2,04° 64,85+1,73°  56,57+2,45¢ 47,4243,19¢ 40,5742,95°  33,1443,14¢
D3 82,75£0,99°  75,001,41° 63,75+2,08° 51,00+2,47¢ 42,0043,00¢ 31,75+2,88"  22,25+2,68¢8

a, b, c,d, e, f,g: Herbir grupta zaman dilimleri arasindaki 6nemli farklhg géstermektedir.

Tablo 4. Yemlerine vitamin E (D1 80 mg/kg, D2 160 mg/kg ve D3 240 mg/kg) ilave edilen ve kontrol grubu balik
spermalarinin ortalama (+SEM) yogunluk, pH ve MDA degerleri.

Yogunluk (.. x10°/0,1 gr/1 mL) pH MDA (nmol/mL)
KONT 3,17+0,25 7,83+0,10 3,23+0,51
D1 2,2940,20 7,79+0,09 3,48+0,34
D2 2,92+0,47 8,07+0,13 3,04+0,43
D3 2,24+0,27 7,68+0,18 3,62+0,45
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elde edilen spermalarin motiliteleri
karsilastirildiginda 160 mg/kg vitamin E ilave edilen
baliklarin sperm motilitesini 2. saatten itibaren
sayisal olarak arttigi ancak bu artisin istatistiki
olarak ©6nemsiz diizeyde oldugu belirlenmistir
(p>0.05).

Rasyonlarina vitamin E katilmayan (K1) ve farkh
miktarlarda vitamin E katilan D1 (80 mg/kg vitamin
E), D2 (160 mg/kg vitamin E), D3 (240 mg/kg
vitamin E) grubu baliklarin ortalama sperm
yogunlugu, sperma pH ve MDA dizeylerine ait
degerler Tablo 4’de verilmistir.

Deneme  gruplarnt  ile  kontrol  grubu
karsilastirildiginda sperm yogunlugunun deneme
gruplarinda istatistiki olarak ©6nemsiz diizeyde
diistigl saptanmistir. Deneme gruplari ile kontrol
grubu karsilastirildiginda rasyona 160 mg/kg vitamin
E katilmasinin sperma pH’sini artirdigi belirlenmistir.
Ayrica 80 mg/kg Vitamin E katilmasi ve 240 mg/kg
vitamin E katilmasinin kontrol grubuna gére MDA
diizeyini arttirdigi belirlenirken, sperma pH ve MDA
dizeylerindeki bu sayisal artislarin istatistiksel
olarak Onemsiz duzeyde oldugu tespit edilmistir.
(p>0.05).

Tartisma ve Sonug

Bu calismada rasyona ilave edilen 160 mg/kg
vitamin E’nin baliklarin sperm motilitesini 2. saatten
itibaren sayisal olarak arttirdigi ancak bu artisin
istatistiki olarak  6nemsiz  dizeyde oldugu
belirlenmistir (p>0.05). Gammanpila ve ark. (2007)
yaptiklari ¢alismada, bazi (ireme performanslarinin
iyilestirilmesi icin (toplam yumurtlama sayisi,
toplam sperm sayisi, lretim, verimlilik, ¢ikim orani,
sperm hareketliligi ve sperm canhhgl) O. niloticus
balik yemlerine farkl oranlarda kattigi C (1250 mg
kgl) ve E (300 mg kg?') vitaminlerinin sperm
motilitesi ve yogunlugunu ve sperma hacmini
olumlu yoénde etkilendigi ancak istatistiksel anlamda
bir fark olmadigini belirtmislerdir. Kisa sureli
saklama esnasinda sperm motilitesinin kontrole
gbre artmasi veya bir baska degisle saatlere gore
motilitenin daha yiksek dizeyde seyretmesi
vitamin E nin  etkisinden dolayr oldugu
belirtilmektedir. Ayrica vitamin E’nin, lipit peroksili
ve alkoksil radikalini notralize ederek lipit
peroksidasyonu engelleyerek spermatozoon
motilitesinin artmasina neden oldugu belirtilmistir
(Agarwal ve ark., 2003). Vitamin E; meydana gelen
oksidatif strese ve onun etkilerine karsi koruyucu
ozellige sahiptir ve hiicrenin olimina
geciktirmektedir (Akiyama, 1999).

Yapilan calismada 80 mg/kg ve 240 mg/kg
vitamin E ilavesinin kontrol grubuna goére MDA
diizeyini arttirdigi belirlenmis, ancak bu sayisal
artislarin istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu tespit

edilmistir (p>0.05). Lipid peroksidasyonu,
organizmadaki bircok molekil icin gegerli olan ve
organizmaya zarar veren bir reaksiyonlar zinciridir.
Membrandaki doymamis yag asit baglari, serbest
radikallerle reaksiyona girerek peroksidasyon
Urinlerine neden olur. Bu drlnler membran
yapisina hasar verirler ve indirek olarak reaktif
aldehitler Ureterek hiicre kompanentlerine zarar
verirler (Wang ve Quinn, 1999). MDA lipid
peroksidasyonun en onemli gbstergesidir (Winston
ve Giulio, 1991). Membran bilesenlerine telafisi
olmayan hasarlar (enzim aktivitesi, iyon transportu,
deformasyon) verir. Balik yetistiriciliginde meydana
gelebilecek stres faktérlerine karsi, rasyonlara
bagisiklik sistemini giiclendirici ve koruyucu katki
maddelerinin ilave edildigi calismalar yapilmaktadir
(Benzie, 2003; Kashif ve ark., 2003). Arastirmacilar,
antioksidan 6zelligi bulunan bazi katki maddelerinin
balik rasyonlarina katilmasiyla balklarin kan ve
baska bircok dokusunda MDA dizeylerini azaltarak
lipit peroksidasyonun oniline gecildigini
bildirmislerdir (Coban ve Kelestemur, 2011; Talas ve
ark., 2008). Kelestemur, (2012) yaptiklari calismada
Tilapia balik rasyonlarina 30 mg/kg, 70 mg/kg
miktarlarinda antioksidan etkili beta karoten
ilavesinin MDA dizeyini azalttigi ve istatistiksel
olarak azalmayr 6nemli bulmuslardir. Vitamin E,
indirgeyici bir eleman olarak hiicrede reaktif oksijen
turlerinin  (ROS) fonksiyonlarini ortadan kaldirici
etkisi bulunmaktadir (Akiyama, 1999). Son yillarda
vitamin E cesitli balik tilirlerinde oksidatif hasara
karsi antioksidan 06zellik godstermesinden dolayi
Uretimi arttirmak amaciyla kullaniimistir (Adham ve
ark., 2000). Bununla birlikte, fazla miktarda veya
ROS diizeyinin fazla yikselmedigi hallerde gereksiz
sekilde kullanilmasi, fertilizasyon ve kapasitasyon ile
ilgili olumlu etkileri durdurarak zararh etki
edebilecegi bildirilmektedir (Donnelly ve ark., 1999).

Sonug olarak, bu calismayla Tilapia rasyonuna
80 mg/kg, 240 mg/kg vitamin E ilavesinin MDA
dlzeylerini arttigi, Nil Tilapia rasyonuna, 160 mg/kg
vitamin E katilmasinin sperm motilitesini ve sperma
pH’sini sayisal olarak artirdigl, ancak bu artislarin
istatistiksel olarak ©6nemsiz oldugu (p>0,05)
belirlenmistir. Rasyonlara katilan vitamin E’nin
belirlenen dozlarda ancak daha uzun sireli olarak
baliklarin beslenmesinde kullanilmasinin daha etkili
olacagi kanaatine variimistir.
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	Tablo 3.  Yemlerine vitamin E (D1 80 mg/kg, D2 160 mg/kg ve D3 240 mg/kg) ilave edilen ve kontrol grubu balık spermalarının zamana bağlı ortalama (±SEM) motilite değerleri

