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Oz: Bu galismada, disi gokkusag1 alabaligindan elle sagim yoluyla elde edilen ve ovaryum sivisi igerisinde saklanan
yumurtalarin kisa siireli muhaftazasi (4°C) siiresince farkli zamanlarda déllenme yetenekleri tespit edilmistir. Deneme
3 tekerriirlii olacak sekilde dizayn edilmistir. Sagimdan hemen sonra 0. dk, 1. saat, 2. saat, 3. saat, 4. saat, 5. saat ve
6. saat olmak iizere 7 farkl1 deneme grubu olusturulmustur. 5. saat ve 6. saat’lik gruplarda ovaryum sivisi ile birlikte
dogal bagisiklik giglendirici olarak ogul otu (Melissa officinalis) ve kisnis (Coriandrum sativum) bitki 6ziitleri
kullanilmistir. Her bir deneme grubunda 35-40 gr (~250 adet) yumurta olmasina dikkat edilmistir. Yiizde 0,3’liik NaCl
¢Ozeltisi sperm aktivasyon soliisyonu olarak kullanilmis ve dolleme islemi gergeklestirilmistir. Dlleme isleminde
kullanilan erkek gokkusagi alabaliklarindan sagim yoluyla elde edilen spermanin 6zellikleri délleme isleminden dnce
151k mikroskobu altinda siibjektif olarak tespit edilmistir. Her bir sperma 6rneginin hareketlilik yiizdesi ve siiresi 3 kez
kontrol edilerek ortalama degerleri alinmistir. Hareketlilik degeri 90 ve iizerinde olan sperma délleme isleminde
kullanilmistir. Dollenen yumurtalar kapali devre sistemine bagli kulugka dolabinda inkiibe edilmis (12°C) ve hayatta
kalma oranlari tespit edilmistir. Kisa siireli yumurta muhafazasi sonrasi deneme gruplarinin kontrol grubuna kiyasla
dollenme oranlarinda bir farklilik goriilmemistir. Belirli zamanlarda deneme gruplarindan 6rnekler alinarak stereo
mikroskopta embriyolojik gelisimleri takip edilmistir. Ovaryum sivisina Kisnis bitki 6ziitii eklenen grupta 14. giin
itibariyle hayatta kalan yumurta olmadigi, ogul otu eklenen grupta ise 2 giin gecikmeli olarak embriyolojik gelisimin
tamamlandigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Gokkusagi alabaligi, kisa siireli yumurta muhafazasi, embriyolojik gelisim, ogul otu (Melissa
officinalis), kisnis (Coriandrum sativum)

Monitoring Embryological Development and Determination of Survival Ratios After Short-term Storage of
Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss) Eggs Using Lemon Balm (Melissa officinalis) and Coriander
(Coriandrum sativum) Plant Extract

Abstract: In this study, fertilization ability of eggs, obtained by artificial stripping from female rainbow trout, after
short term storage within ovarian fluid (4°C) was determined at different times. This experiment was conducted in
triplicates. Seven different experimental groups were established and included 0. Min, 1. h, 2. h, 3. h, 4. h, 5. hand 6.
h after artificial stripping. Besides ovarian fluid, methanolic extracts of lemon balm (Melissa officinalis) and coriander
(Coriandrum sativum) were used in the 5. and 6. h groups as natural immune booster. Every experimental groups were
composed of 35-40g (~250) eggs. A 0.3 NaCl solution was used in sperm activation and fertilization procedure was
performed. Sperm was collected from male rainbow trout and first checked for motility was determined under a light
microscope before fertilization. Percentage of motilite and motility time of each sperm sample was controlled 3 time.
Sperm which have motility value over 90 were used in fertilization. Fertilized eggs were incubated in vertical
incubators (12°C) connected to a recirculating system and their embryological development and survival ratios were
determined. There was no difference in the fertilization rates of the experimental groups after short-term egg storage
compared to the control group. Embryological development of the experimental groups was investigated by stereo
microscope at specific times. In the group added coriander plant extract to ovary fluid, it was found that there were
no surviving eggs as of the 14th day, and the embryological development was complated with a delay of 2 days in the
group that added lemon balm.

Keywords: Rainbow trout, short-term storage of eggs, embryological development, lemon balm (Melissa officinalis),
coriander (Coriandrum sativum)
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GIiRiS

Somon baliklarinda, oviilasyon sirasinda viicut bogluguna birakilan yumurtalar “coelomic” ya da “ovaryum
svist” olarak adlandirilan sivi igerisinde muhafaza edilir (Coffman ve Goetz, 1998). Yumurtalar bu sivi igerisinde
baligin abdomen kisminda bir hafta siireyle dllenebilme yetenegini kaybetmeden tutulabilir (Springate ve ark., 1984).
Somon balig1 yumurtalarinin sagimdan sonra ovaryum sivisi ve streptomisin ya da penisilin eklenmis suni soliisyonlar
igerisinde kisa siireli muhafaza kosullarinin tespit edilmesi amaciyla birkag ¢alisma yapilmistir. Bu c¢aligmalarda
yumurtalar, muhafaza edildigi sicaklik derecesine bagli olarak birka¢ giine kadar ovaryum sivisi igerisinde
dollenebilme yeteneklerini kaybetmeden saklanabilmistir (Withler ve Morley, 1968; Jensen ve Alderdice, 1984).
Doéllenmemis somon gametlerinin kisa siireli muhafazasina; erkeklerin disilerden daha sonra olgunlastiginda, erkek
baliktan elde edilen spermanin kalitesi diisiik oldugunda ya da inkiibasyon basamaklarinda beklenmedik problemlerle
kargilagilma ihtimaline karsi onlem alinmasi gerektiginde ihtiya¢ duyulmaktadir (Springate ve ark., 1984).
Yumurtalarin ovaryum sivist icerisinde saklanmasi sirasinda mikrobiyal hareketliligin zamanla arttig1 ¢aligmalarda
belirtilmistir (Bonnet ve ark., 2003; Goetz ve Coffman, 2000; Holcomb ve ark., 2005).

Ogul otu (Melissa officinalis) Akdeniz bolgesi ve Orta Asya orijinli olan daha sonrasinda tiim diinyada yayilig
gosteren kignis (Coriandrum sativum), gévde, kok ve meyvesinde bulundurdugu esansiyal yaglarin antiseptik ve
antifungal etkisinden dolay: birgok calismada dogal besin koruyucu olarak kullanilmistir (Du, 1999; Song ve ark.,
2003; Zhao ve ark., 2011; Cao ve ark., 2012).

Bu ¢alismada, somon tiirii olan gokkusagi alabaligi yumurtalarmin ovaryum sivisi igerisinde kisa siireli
muhafazs1 gergeklestirilmis ve muhafaza siiresinin embriyolojik gelisim ile yasama oranlar1 {izerine etkisi
gozlemlenmistir. Gokkusagi alabaligi yumurtalarinin kisa siireli muhafazsi sirasinda ovaryum sivisinda meydana
gelebilecek ve yumurta kayiplarina neden olabilecek olan mikrobiyal etkinin azaltilmasi amaciyla deneme gruplarinin
birkagina antimikrobiyal etkisinin oldugu daha 6nceki ¢alismalarda tespit edilmis olan bitki ekstraktlari uygulanarak
etkisi belirlenmistir. Su {iriinleri yetistiricilik stireclerinde sentetik {iirlinler yerine dogal bitkisel 6ziit maddelerinin
dolleme esnasinda gelismesi muhtemel mikrobiyal faaliyetleri baskilamasi amaciyla kullanilabilirligi, kullanilan
ekstraktlarin antifungal etkisinin gozlemlenmesi i¢in gokkusagi alabalik yumurtalarinda yiiksek oranda kayip
meydana getiren saprolegniosis lizerine etkili olup olmadigi mantarlasma kaynakli 6len yumurtalarin sayimi
gergeklestirilerek tespit edilmeye ¢alisilmustir.

MATERYAL VE METOT

Calisma; Kastamonu Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Kapali Devre Kulugkahanesinde 12°C sabit su
sicakhiginda yapilmigtir. Arastirmada balik materyali olarak gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) anaglari
secilmigtir. 2-3 yasindaki disi gokkusagi alabaliklarindan sagim yontemiyle yumurta elde edilmis ve yumurtalarin her
bir deneme grubunda 35-40 gr (~250 adet) olmasina dikkat edilmistir.

Disi gokkusagi alabaliklarindan elle sagim yoluyla elde edilen yumurtalarin ovaryum sivisi igerisinde kisa
stireli muhafazas1 (4°C) gergeklestirilmistir. Farkli zamanlarda ki dollenebilme yetenekleri tespit edilmis ve
embriyolojik gelisimleri incelenerek farkliliklar belirlenmistir. Deneme 3 tekerriirlii olacak sekilde yapilmis ve
sagimdan hemen sonra 0.dk, 1.saat, 2.saat, 3.saat, 4.saat, 5.saat ve 6.saat olmak {izere 7 farkli deneme grubu
olusturulmustur. Muhafaza siiresi uzadik¢a ovaryum sivisiyla birlikte muhafaza edilen gruplarda bakteriyolojik
gelisimin gergeklesme olasiliginin artis géstermesinden dolay1 5.saat ve 6.saat’lik gruplarda ovaryum sivisi ile dogal
bagisiklik giiglendirici olan ve antimikrobiyal etkisi oldugu kamitlanmis ogul otu (Melissa officinalis) ve kisnis
(Coriandrum sativum) bitki 6ziitleri kullanilmistir.

Ogul otu (Melissa officinalis) ve Kisnis (Coriandrum sativum) bitki 6ziitleri %40’ lik sulu metanolik ekstrakt
(aqueus methanolic extract) yontemi kullamilarak elde edilmistir. Metanolik ekstrakt hazirlanigi; 50 gr oda
sicakligindan kurutulan bitki toz haline getirilerek %40°1ik metanol icerisinde en az 3 giin bekletilmistir. Daha sonra
karisim siiziilerek kati partikiiller uzaklastirilmistir. Evaporator i¢erisinde metanol ve saf su uzaklastirilip bitki 6ziitii
elde edilmistir. Bitki 6ziitleri kullanilmak iizere 50°C’lik de-iyonize su ile ¢dziindiiriilerek kullanima hazir hale
getirilmistir (Bilen ve ark., 2016b).

Bitki dziitleri 50 ml igerisinde 12 gr olacak sekilde hazirlanmistir. Deney gruplarina 0,24 g/ml olacak sekilde
hazirlanan 6ziitlerden 2 ml alinarak deney gruplarina uygulanmistir. Her bir deney grubu 4 ml ovaryum sivisi
icerisinde +4°C’lik sogutucuda bekletilmistir. Bitki 6ziitii katilan gruplarda ise 2 ml ovaryum sivisi ile 2 ml bitki 6ziitii
karigtirilmagtir.
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Délleme isleminde kullanilacak sperma 6rnekleri de 4°C’de karanlik ortamda muhafaza edilmis ve dolleme
isleminden 6nce hareketlilik yiizdelerine 151k mikroskobu altinda bakilmigtir. Yiizde 0,3’°liik NaCl sperm aktivasyon
soliisyonu olarak kullanilmis, %85’in {istiinde olan sperma 6rnekleri délleme isleminde kullanilmistir. Ayrica; kapal
devre sisteme erkek anag baliklar getirilerek gerektiginde taze sperma eldesi gergeklestirilerek doélleme islemi
gergeklestirilmistir.

Her giin gergeklestirilen kontroller sirasinda 6lii yumurtalarin sifonlanmasi ve sayimi ile deneme gruplarina
ait yasama orani verileri elde edilmistir.

Deneme gruplarmin embriyolojik gelisim gozlemlenmesi stereo mikroskop altinda yumurtalarin canliligini
koruyacak sekilde gergeklestirilmistir.

Deneme gruplarina ait veriler yagama orani verileri Microsoft Office Excel programu ile yiizdesel olarak ifade
edilmistir.

SONUCLAR

Caligsma sonucunda, farkl: siirelerde muhafaza edilmis yumurta gruplarinin embriyolojik gelisim asamalari
genel olarak Sekil 1’de gosterilmistir. Yalmzca ovaryum sivisi igerisinde muhafaza edilen deneme gruplarinda
7.saatte, ogul otu eklenen grupta 8. saatte, kisnis 6ziitii eklenen grupta ise 10. saatte ilk hiicre boliinmesi (2 hiicre
safhasi) gerceklesmistir (Tablo 1). Kontrol grubuyla 6 saat siiresince saklanmig gruplar arasinda embriyolojik gelisim
acisindan fark olmadigi, kisnis Oziiti ilave edilmis (5 saat muhafaza) yumurta grubuyla kontrol grubu
karsilastirildiginda ilk hiicre boliinme zamaninda olusan gecikmenin artarak devam ettigi ve 32 hiicre asamasindan
sonra gelisimin tamamen durdugu gézlemlenmistir (Tablo 1). Embriyolojik gelisimin durmasindan sonra ki 10-12 giin
icerisinde kisnis 0ziitli ilave edilmis deneme grubunda tiim yumurtalarin 61diigii tespit edilmistir (Tablo 2). Bir diger
bitki ekstrakti olan ogul otu 6ziitii ilave edilmis grupta ise hem kontrol grubu hem de 6 saat yalnizca ovaryum sivisi
icerisinde 4°C’de bekletilmis yumurtalarin déllenme sonrasi embriyolojik gelisimleri karsilastirildiginda, ogul otu ile
muamele edilen embriyolarin gelisimlerinin yavas oldugu gézlemlenmistir (Tablo 1).

Deneme gruplarinin yasama orani verileri incelendiginde ise ogul otu 6ziitii ilave edilmis grup %90 yasama
oranma sahipken kisnis ilave edilmis deneme grubunda 30.saatte ulagsmis oldugu 32 hiicre asamasindan sonra hayatta
kalan embriyo olmadigi tespit edilmistir. Kisnis grubunda ki 6lii yumurtalarda mantarlagsma gézlenmemistir. Ogul otu
ile muamele edilmis embriyolarin gelisim siiresi kontrol grubuna gére toplamda 2 giin gecikmeli olmasina karsin 6li
yumurtalarda mantarlagsmanin diger deneme gruplarina gore ¢ok az oldugu, mantarlagma olsa bile canli embriyolara
bulasamadig1 gézlemlenmistir. Kontrol grubu larva ¢ikis oram (6 saat muhafaza) ile ogul otu larva ¢ikis oram ve
hayatta kalma ytizdesi karsilastirildiginda, %10 oraninda larval yasama yiizdesinde artig elde edildigi tespit edilmistir
(Tablo 2).

Tablo 1. Kisa siireli muhafaza sonrasi deneme gruplarina ait embriyolojik gelisim siireleri (12°C sabit su sicakligi)
Embriyolojik 0.saat 1.saat 2.saat 3.saat 4.saat 5.saat 6.saat b.saat 6.saat

gelisim safhasi (kisnis (melisa
ile) ile)
2 Hiicre 7.saat 7.saat 7.saat 7.saat 7.saat 7.saat 7.saat 10.saat 8.saat
4 Hiicre 10.saat 10.saat 10.saat 10.saat 10.saat 10.saat 10.saat 14.saat 11.saat
8 Hiicre 12.saat 12.saat 12.saat 12.saat 12.saat 12.saat 12.saat 18.saat 13.saat
16 Hiicre 16.saat  16.saat 16.saat 16.saat 16.saat 16.saat 16.saat l.giin  18.saat
32 Hiicre 19.saat 19.saat 19.saat 19.saat 19.saat 19.saat 19.saat 30.saat 21.saat
Morula 2l.saat 2l.saat 2l.saat 2l.saat 2l.saat 2l.saat 2l.saat ----- 24 saat
Blastodisk 35.saat 35.saat 35.saat 35.saat 35.saat 35.saat 35.saat = ----- 40.saat
baslangici
Blastula 50.saat 50.saat 50.saat 50.saat 50.saat 50.saat 50.saat  ----- 55.saat
Bud safhas1 60.saat 60.saat 60.saat 60.saat 60.saat 60.saat 60.saat  ----- 66.saat
1/3 epiboli 72.5aat 72.saat 72.saat 72.saat 72.saat 72.saat 72.saat = ----- 80.saat
¥, epiboli 92.saat 92.saat 92.saat 92.saat 92.saat 92.saat 92.saat  ----- 112.saat
2/3 epiboli 112.saat 112.saat 112.saat 112.saat 112.saat 112.saat 112.saat ----- 130.saat
% epiboli 130.saat 130.saat 130.saat 130.saat 130.saat 130.saat 130.saat ----- 144 saat
Blastoderm 144 .saat 144.saat 144.saat 144.saat 144.saat 144.saat 144.saat ----- 155.saat
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Tablo 1. Kisa siireli muhafaza sonrasi deneme gruplarina ait embriyolojik gelisim siireleri (12°C sabit su sicaklig1)
(Devam)

Serbest 155.saat 155.saat 155.saat 155.saat 155.saat 155.saat 155.saat ----  180.saat
kuyruk
yiizgeci

Kalp atisi 180.saat 180.saat 180.saat 180.saat 180.saat 180.saat 180.saat ---- 220.saat

Y4 besin Kkesesi 200.saat 200.saat 200.saat 200.saat 200.saat 200.saat 200.saat ---- 240.saat
vazkulizasyonu

2/3 besin kesesi  220.saat 220.saat 220.saat 220.saat 220.saat 220.saat 220.saat ---- 264.saat
vazkulizasyonu

Kardinal vena  240.saat 240.saat 240.saat 240.saat 240.saat 240.saat 240.saat ---- 288.saat
ile besin
kesesinden
beslenme

“Gozlenme” %  264.saat 264.saat 264.saat 264.saat 264.saat 264.saat 264.saat ---- 312.saat
besin kesesi
vazkulizasyonu

Kuyruk 344.saat 344.saat 344.saat 344.saat 344.saat 344.saat 344.saat ---- 418.saat
kasilmalari.

Anal yiizge¢

belirginlesmesi

Operkulumun  564.saat 564.saat 564.saat 564.saat 564.saat 564.saat 564.saat ---- 612.saat
solungaclar
tamamen
kapatmasi

%/50Ilarva 624.saat 624.saat 624.saat 624.saat 624.saat 624.saat 624.saat ---- 672.saat
cikisi

2 Fosicre icY =
2 hiicre < hiicre 8§ hiicre

7 grin 10 giin notakord olugumu

I14-15 giin gozlenme ve 15 giin 20.giin

kalp atg:

Sekil 1. Embriyolojik gelisim basamaklar:
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Tablo 2. Kisa siireli muhafaza sonrasi deneme gruplarina ait yagama oranlari

Yasama O.saat 1l.saat 2.saat 3.saat 4.saat 5.saat 6.saat 5.saat 6.saat

Oranlari (kisnis ile) (melisa ile)
1.giin %100 %100 %100 %100 %100 %100 %100 %100 %100
2.giin %99 %99 %98 %98 %98 %98 %98 %80 %98
7.giin %95 %95 %93 %93 %93 %93 %93 %50 %95
14.giin %92 %92 %92 %92 %92 %92 %92 %0 %95
16.giin %90 %90 %89 %89 %89 %89 %89 - %95
18.giin %90 %90 %89 %89 %89 %89 %89 - %93
20.giin %88 %88 %86 %86 %86 %86 %86 - %90
22.giin %88 %88 %86 %86 %86 %86 %86 - %90
24.giin %88 %88 %86 %86 %86 %80 %80 - %90
26.giin %88 %88*  %86*  %86*  %86* %80 %80 - %90
28.giin %80*  %80* = ----- %90*

* Yumurtadan cikis

TARTISMA

Lahnsteiner ve Weismann (1999) calismalarinda 3 farkli somon tiiriiniin gametlerinin karanlik ortamda kisa
stireli muhafazasi sonrasi (4 saat-4°C) dollenme oraninda % 10 oraninda diisiis oldugunu tespit etmistir. Goetz ve
Coffman (2000) ise hem antibiyotik ilave edilmis suni ovaryum sivisi igerisinde hem de katkisiz olarak baliktan elde
edilen ovaryum sivisi igerisinde kisa siireli muhafaza edilmis yumurtalarin doéllenmesi amaciyla taze sagilmis
spermayi kullanarak spermin déllenme oranina etkisini ortadan kaldirmis ve yalnizca suni ve dogal ovaryum sivisinin
koruyucu etkisini karsilagtirmistir. Antibiyotik ilave edilmemis dogal ovaryum sivisinda saklanan yumurtalarin
dollenme ve gdzlenme oranlariin (%40+10), suni ovaryum sivisina (65£10) gore diisiik oldugunu tespit etmistir.

Poon ve Johnson (1970), Sauter ve ark.,(1987) ile Goetz ve Coffman (2000) yapmis olduklar1 ¢aligmalarda
balik dollenme oranini etkileyen ovaryum sivisina kan ya da g¢atlamis yumurta sivisi bulagmasinin bakteriyel
kontaminasyon riskini artirmasi ve buna istinaden antibiyotik ilavesinin yapilmasi, uygun olmayan sicaklik derecesi
ve ortamda muhafaza gibi faktorlerin dollenme oranini diisiirdiigiinii (%30+10) ortaya koymuslardir.

Bu calismada; dogal ovaryum sivisi igerisinde yumurtalarin 6 saate kadar 4°C’de karanlik ortamda
muhafazasi ile antimikrobiyal ve antifungal etkiye sahip oldugu bilinen dogal bitki 6ziitleri kullanilarak kisa siireli
yumurta muhafazasi gerceklestirilmistir. Kisa siireli muhafaza sonrasi deneme gruplarinin embriyolojik gelisim,
dollenme ve yasama oranlari ait veriler incelenmistir. Elde edilen veriler incelendiginde 6 saate kadar muhafaza
sonrast dollenme oraninda kontrol grubuna gore farklilik gézlemlenmemistir. Ogul otu (Melissa officinalis)’nun
yumurtanin kisa siireli muhafazasi sonunda doéllenebilme kabiliyetini kaybettirmeden koruyucu etki gosterdigi,
mantarlagsmaya bagli kayiplart da %10’luk oranda engelledigi, kisnis (Coriandrum sativum)’in ise uygulanan dozda
lethal etki gosterdigi daha diisiik dozda kullanilmasi gerektigi tespit edilmistir.
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