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OZET

CIPURA (SPARUS AURATA, LINNEAUS 1758) LARVALARININ KORTIiZOL
SEVIYELERI UZERINE TiICARI BESLEME PROSEDURUNUN ETKILERI

Bu calismanin amaci cipura larvalarinin (Sparus aurata) kortizol seviyeleri
Uzerine ticari yemler Gemma Micro (50-100 ) ve Caviar (100-200p) ve canli yemlerin
Zenginlestirilmis Rotifer, Artemia naupli ve Artemia metanaupli etkilerini belirlemekti.
Ayni zamanda, larvalarin proteaz aktiviteleri tizerine kullanilan ticari ve canli yemlerin
inhibisyon etkileri de belirlendi.

Cipura larvalarinin prelarval asamasinda gozlenen en disuk ve en yiksek proteaz
aktiviteleri sirasiyla 0,77+0,36 U/mg protein (0. gln) ve 4,77+0,7 U/mg protein (4. gun)
oldu. Larvalarin postlarval asamasinda gozlenen en dusik ve en yilksek proteaz
aktiviteleri sirasiyla 5,75+0,51 U/mg protein (25. gin) ve 111,57+0,74 U/mg protein
(15. giin) oldu. Zenginlestirilmis rotiferler en dustk proteaz aktivitesine (17,98+2,82
U/mg protein) sahipti. Artemia naupli ve Artemia metanaupli’nin proteaz aktiviteleri
sirasiyla 34,67+0,88 U/mg protein ve 317,16+2,67 U/mg protein olarak bulundu. Canli
yemler, zenginlestirilmis rotiferlerle beslemenin 10. ginid disinda larvalarin proteaz
aktiviteleri Gzerine pozitif katkilara sahipti.

Gemma Micro (50-100 p)’nun en disuk inhibisyon yizdesi %13,17 (5. gun)
olarak belirlendi.. Gemma Micro (50-100 p) 20. ve 25. gunlerde cipura larvalarinin
proteaz aktiviteleri Uizerinde Caviar (100-200 p)’dan daha disuk inhibisyonlara sahipti.

Cipura larvalarinin kortizol degerleri arasinda o6nemli farkliliklar gdzlendi
(p<0,05). Cipura larvalarinin en disik ve en yuksek kortizol degerleri sirasiyla
0,099+0,009 ng/g (35. glin) ve 4,033+0,38 ng/g (10. glin) olarak bulundu. Cipura
larvalari, anaclardan gelen kortizol c¢ikistan sonra  prelarval  ddénemde
dustralememesinden dolayi ilk beslemenin baslangicinda yiksek kortizol degerlerine
sahipti (1,199+0,15 ng/g).

Sonug olarak; 1) ilk beslemenin baslangicinda yilksek kortizol degerlerinin
sebepleri gelecekte arastirilmasi gerekir 2) Cipura larvalarinin ilk 10 gunlik besleme
periyodu, bu asamada kullanilan rotiferlerin cipura larvalarinin proteaz aktiviteleri
Uzerindeki negatif etkileri ve besinsel yetersizliklerinden dolay kritik bir 6neme sahiptir
3) Kuru yemlere gecis asamasinda Artemia naupli ve Artemia metanaupli ticari yemlerle
basarili bir sekilde kullanilabilirken, zenginlestirilmis rotiferlerin ticari yemlerle
kullanimi 6nerilmez 4) Gemma Micro (50-100 p), Artemia naupli ile birlikte daha
erken donemlerde kullanilabilir.

2014, 69 sayfa
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ABSTRACT

THE EFFECTS of COMMERCIAL FEEDING PROCEDURES on CORTISOL
LEVELS of GILTHEAD SEABREAM (SPARUS AURATA, LINNEAUS 1758)
LARVAE

The aims of this study were to determine the effects of commercial diets (Gemma
Micro (50-100 p) and Caviar (100-200p)) and live foods (Enriched Rotifer, Artemia
nauplii and Artemia metanauplii) on the cortisol levels of the gilthead seabream (Sparus
aurata) larvae and also, the inhibition effects of commercial diets and live foods used
on protease activities of larvae.

The lowest and highest protease activities observed in the prelarval stage of
gilthead seabream larvae were 0.77£0.36 U/mg protein (day 0) and 4.77+0.7 U/mg
protein (day 4), respectively. The lowest and highest protease activities observed in the
postlarval stage of larvae were 5.75+0.51 U/mg protein (day 25) and 111.57+0.74 U/mg
protein (day 15), respectively. Enriched rotifer had the lowest protease activity
(17.98+2.82 U/mg protein). The protease activities of Artemia nauplii and Artemia
metanauplii were found as 34.67+0.88 U/mg protein and 317.16+2.67 U/mg protein,
respectively. Live foods had positive contributions on protease activities of larvae
except for 10th day of feeding with enriched rotifer.

The lowest inhibition percent of Gemma Micro (50-100 p) was determined as
13.17% (day 5). Gemma Micro (50-100 p) had lower inhibitions on protease activities
of seabream larvae than those of Caviar (100-200 p), especially day 20 and day 25.

The significant differences between cortisol levels of seabream larvae were
observed (p<0.05).The lowest and highest cortisol levels of seabream larvae were found
0.099+0.009 ng/g (day 35) and 4.033+£0.38 ng/g (day 10), respectively. Seabream larvae
had high cortisol levels at the beginning of exogenous feeding due to the maternal
cortisol was not reduced in prelarval stage after hatching (1.199+0.15 ng/g).

In conclusion, (1) the reasons of the high cortisol levels at the beginning of
exogenous feeding should be investigated in future, (2) the first 10-day feeding period
of seabream larvae had a critical importance due to the rotifers used in this stage are the
nutritional deficiencies and the negative effects on protease activities of seabream
larvae, (3) Artemia nauplii and Artemia metanauplii in weaning stage can successfully
be used together with commercial diets but not the enriched rotifer, (4) Gemma Micro
(50-100 p) can be used in earlier periods together with Artemia nauplii.

2014, 69 pages
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1. GIRIS

Ulkemiz su drunleri dretimi ve avcihi@ ile ilgili su kaynaklarl potansiyeli
acisindan oldukca zengindir. Yakin zamana kadar tlkemizde su Grlnleri Gretimi avcilik
yoluyla yapilirken, balik¢i teknelerinin sayilarindaki ve guclerindeki artislar ile birlikte
kontrolstiz avcilik sonucu balik stoklarinda meydana gelen azalmalar avcilik yolu ile
uretimin ekonomikligini ve surddrebilirligini ortadan kaldirmistir (Celikkale ve ark.,
1999).

Dinyada ve (lkemizde ilk yetistiricilik calismalari dogadan yavru toplama,
kuluckahane ortamlarina adaptasyon ve sonrasinda tam kontrolli Uretim seklinde
yapiimaktaydi. Bu Uretim yontemi, istenilen zamanda istenilen miktarlarda Greticilere
yavru saglayamadigi icin, ana¢ beslemeden itibaren tam kontrollii Gretim sekline
dontusmistir. Ulkemizde tam kontrolli su Griinleri Gretiminin diger diinya ulkelerine
gore ge¢ baslamasinin nedeni ilk donemlerde bilingsiz ve teknolojik gelismelerden
habersiz olarak yapilmasindan kaynaklanmaktadir. Bu konudaki egitim-ogretim
faaliyetlerinin baslamasi ve teknolojik gelismeleri takip eden isletmelerin Arastirma-
Gelistirme (AR-GE) birimlerinin 6zverili calismalari sonucunda sektor kisa bir sire
icinde Akdeniz llkeleri icinde s6z sahibi olacak noktaya gelmistir. F.A.O. kaynaklarina
gore, Sekil 1.1 Dinya su Griinleri dretim degerlerini, Sekil 1.2 Ulkemiz su Urnleri
tretim degerlerini ve Sekil 1.3 Ulkemiz yetistiricilik Gretiminde cipura dretiminin

payini gostermektedir (Anonymous, 2014) .

Diinya Su Uriinleri Uretimi
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Ulkemiz Su Uriinleri Uretimi
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Sekil 1.2. 2008-2012 yillar1 arasinda tlkemizin yetistiricilik ve avciliktan gelen toplam
su Urlnleri Uretimi ve bu Uretimde gipura yetistiriciliginin pay!

Ulkemiz Yetistiricilik Uretiminde Cipura Uretiminin Pay!
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Sekil 1.3. 2008-2012 yillar1 arasinda ¢ipura bahiginin tlkemizdeki toplam yetistiricilik
uretimindeki payi

Deniz baliklarinin tam kontroll Gretimleri esnasinda en blylk problemler larval
donemde ortaya ¢ikmaktadir. Kendine 6zgu yetistiricilik sistemlerine ihtiya¢ duyulan bu
sistemlerde dikkat edilmesi gereken konularin basinda;

» Anag balik yonetimi,
» Besleme programlari,

» Mikrobiyel kontroller gelmektedir.

Anac¢ besleme, kaliteli ve direnci yiksek doéllenmis yumurta elde edebilmek

acisindan biyuk 6nem tasimaktadir. Kaliteli ve direnci yiksek yumurtalar, prelarval ve



postlarval Uretim esnasinda meydana gelebilecek cevresel, besleme programlari ve
mikrobiyel kontrolstzliklerden kaynaklanabilecek olumsuzluklara karsi larvalarin
yasama orani ve direncini arttirmaktadir. Prelarval dénemlerde larvalara bir beslenme
programi uygulanmadigi icin burada dikkat edilmesi gereken konularin basinda su
kalite parametreleri ile diger abiyotik (pH, sicaklik, 1sik) faktorler gelmektedir.
Postlarval doneme gecilmesiyle birlikte besleme programi, bilhassa yem se¢imi, yemin
buyuklagi ve mikrobiyel kontroller yiiksek larva yasama orani elde edebilmek
acisindan biyuk 6nem tasimaktadir. Postlarval dénemlerde yem secimine ve besleme

programinin belirlenmesine etki eden faktorlerin basinda;

» Larvanin agiz acikhgt,
» Larvanin sindirim sistemindeki enzimler gelmektedir.
Larvanin agiz acikligr ve sindirim sisteminin enzimsel durumu dogrudan dogruya;
» Yumurta cap! ve kalitesine,
» Prelarval donemdeki besin kesesinin tiiketilme silresine ve bilhassa abiyotik

faktorlerdeki degisimlere baghidir.

Disaridan ilk yem almaya baslayan larvalara verilen canli yemlerin ve
mikroyemlerin blyUklugi de yemlemenin etkinligi ve larvalarin yasayabilirlikleri
Uzerinde 6nemli etkiye sahiptir. Yumurta capi buyik olan ve prelarval dénemi uzun
strede gecirerek postlarval doneme ulasan larvalarin postlarval dénemdeki biyotik ve

abiyotik olumsuzluklara karsi direncinin daha ytiksek olacagi bilinmektedir.

Postlarval doneme gelen bir larvanin sindirim sisteminin enzimsel durumu,
besleme programi kapsaminda verilen yemin sindirilip sindirilemeyecegi konusunda net
bilgiler vermektedir. Ornegin salmon larvalarinin sindirim sistemi uzun bir inkiibasyon
stresi gecirmis olmalarindan dolayi iyi gelismis olup, disaridan ilk yem almaya
basladiklari dénemde ciddi problemler yasanmamaktadir. Buna Kkarsilik cipura gibi
deniz baliklarinin birgogunun yumurta keselerini cevresel faktorlerin etkisiyle kisa
stirede tuketiyor olmalari, postlarval ddnemin baslangicinda dezavantaj olarak karsimiza
citkmaktadir. Bu nedenle deniz baliklarinin ilk beslenmeye basladiklari zaman verilecek

yemlerin seciminde dikkat edilecek hususlar;



» Larvanin agiz agikhgina uygun olmali,
» Sindirimi kolay olmali,

» Larvalarin besin taleplerini karsilayabilmelidir (Altan,1998).

Rotiferler (Brachionus plicatilis) ve Artemia naupli’leri, deniz baliklari ve tatli su
baliklarinin larval donemlerinde canli yem olarak yogun bir sekilde kullaniimaktadir.
Kdltdr sartlarinda bu yemlerin yogun kullaniimalarina ragmen bazi dezavantajlara sahip
olduklari bilinmektedir. Bunlar ;

» Laboratuar ve enerji yatirimlarinin yiiksek olmasi,

» Sabit bir besin kompozisyonlarinin olmamasi,

» Bilhassa Artemia konusunda disa bagimli olmamiz, iklimsel degisimlerden
dolay! Artemia’nin stoklarinda dinya genelinde bir azalma ve buna baglh olarak
fiyatlarindaki artis,

» Surduralebilir bir kaynak olmamasidir.

Yukarida bahsedilen nedenlerden dolayi, su drlnleri sektori son yillarda daha
strddrdlebilir, besin kompozisyonu sabit tutulabilir, daha ekonomik ve canli yemlerde
mevcut olmayan bazi besin maddelerinin larvaya gecisine izin verebilen mikroyemlerin

uretimi Uzerine yogunlasmistir.

Cipuranin larval donemlerinde gozlenen yiksek 6lim oranlari ve canli yemden
mikroyeme gecislerde yasanan problemlerden dolayi ticari tretimlerinde halen sorun
yasandigl bilinmektedir. Deniz baliklari (zerinde yuratilen calismalarda, larval
donemlerde gozlenen yiksek o6lim oranlarinin besinsel ihtiyaclarinin tam olarak
karsilanamamasindan ve bu yemlerde kullanilan hammaddelerin larvalarin proteaz
aktiviteleri Gzerinde negatif etkilerinden kaynaklandigi bildirilmistir (Yufera ve ark.,
1996).

Deniz baliklarinin larval dénemlerinde besinsel agidan zenginlestirilmis canl
yemlerin kullaniimasi durumunda yasama oranlarinin arttig bildirilmistir (Alpaz, 1996;
Kolkovski ve ark., 1993). Buna Karsilik arastiricilar, canli yemlerin verilmedigi ve
sadece yapay yemlerin kullaniimasi durumunda deniz balik larvalarinin yasama ve
blylme oranlarinin distigunu bildirmislerdir (Yufera ve ark., 1996; Fernandez-Diaz ve

Yufera, 1997). Boyle bir sonucun ortaya ¢ikmasinda; yemin fiziksel ve biyokimyasal



Ozellikleri kadar larvanin enzim faaliyetleri (zerindeki etkilerinin de 6nemli rol
oynadigi  dusiintlmektedir. Larvanin enzim faaliyetlerini indirgeyen protein
kaynaklarinin daha zor hidrolize oldugu ve buna bagli olarak sindirimlerinin de
guclestigi tespit edilmistir (Yufera ve ark., 2000). Deniz baliklar larva yetistiriciliginde
canl yemleri tamamen veya kismen ikame edebilecek alternatif mikroyem simdiye

kadar Uretilememistir.

Kolkowski ve ark. (1997a), cipura larvalarinin canli ve mikro partiktl yemlerle
beslemenin larvalardaki sindirim hormonlari Uzerine, Ozellikle bombesin hormonu
uzerindeki etkilerini  belirlemek amaciyla c¢alismalar yapmislardir. Bombesin
hormonunun, mide duvarlarina kan sirkilasyonunu arttirmasina ilave olarak, HCI
salinimi ve midenin peristaltik hareketini aktive etmesi gibi sindirimi cesitli yollarla
etkiledigi bilinmektedir. Calismada, canli yem Artemia ile beslenen grupta, mikro
partikil yemle beslenen gruba gore yaklasik %300 kadar daha yiiksek bombesin
hormonunun arttigini gézlemlemislerdir. Fakat ¢calisma sonunda, bu endokrin cevabinin
artisini aciklayabilecek Artemia da sorumlu olabilecek besin faktorleri hakkindaki
bilgiler bir netlik kazanmamistir. Diger arastiricilar tarafindan yapilmis olan calismalar
sonucunda elde edilen bilgilere gore, serbest aminoasitlerin bu endokrin cevabi
tetikleyebilece@i dusiintlmektedir. Daha dogrusu larvalarin canli yemlerinde bulunan
serbest aminoasitlerin, larval sindirim sistemi tam olarak fonksiyonel olmayan yada
gelismekte olan larvalarda sindirim islemlerini tamamlamak icin larvada bulunan
endokrin faktorleri harekete gecirmis olabilecegi dustnilmektedir (Koven ve ark.,
2001). Bunlara ilaveten, bazi balik larvalarinda cozulebilir proteinlerin ,  serbest
aminoasitlere gore sindirim hormonlari (zerinde daha iyi bir tetikleyici oldugu
bildirilirken (Koven ve ark., 2002), bazen tersi bir durumunda gerceklesebilecegi

belirtilmistir (Cahu ve Zambonino Infante, 1995 a,b).

Yemlerde besinsel olmayan faktorlerin bulunmasi protein sindirilebilirligini
etkilemekte, blyimeyi azaltmakta ve olumsuz fizyolojik etkilere sebep olmaktadir (Olli
ve ark., 1994). Ayni zamanda bu faktorlerin bazilari baliklarin sindirim mekanizmasi
uzerinde de olumsuz etkilere neden olmaktadir (Alarcon ve ark., 1999). Arastirmacilar,
cipura larvalar ve karideslerin proteaz aktiviteleri tUzerine mikroyemlerin Gretiminde

kullanilan bazi yem hammaddelerinin (ovalbumin, hemoglobin, siibye unu, kazein)



inhibisyon etkileri hakkinda bilgi vermislerdir (Alarcon ve ark., 1997; Alarcon ve ark.,
1999; El-Sayed ve ark., 2000).

Biyotik ve abiyotik stres faktorlerinin bu problemler lzerinde 6nemli bir rol
oynadigi tahmin edilmektedir. Deniz bahgi larva kultlri ¢calismalarinda cogunlukla isik,
tuzluluk, sicaklik gibi abiyotik stres faktorlerinin etkilerinin arastirildigi, ancak besin
kalitesindeki dalgalanmalar sonucu ortaya cikabilecek etkilerin simdiye kadar
calistimadigr  bilinmektedir.  Yeterli  miktarda beslenemeyen larvanin  bu
memnuniyetsizligini hicresel ve fizyolojik tepkilerle veya her iki tepki sekliyle
gosterdigi ve bu tepkilerin larval beslenme sorunlarinin ¢éziiminde anahtar rol
Ustlenecegdi dustinulmektedir.

Calisma konusunun ortaya koyacagl bu yaklasimda, ticari ve alternatif trlerin
kaltur cahismalarinda basariya ulasabilmek icin dncelikle besinden kaynaklanan stres
faktorlerinin elimine edilmesi gerekmektedir. Bu baglamda, besin kalitesinin larval
donem fizyolojisi zerinde ¢ok 6nemli bir role sahip oldugu ve besin-stres iliskisi
cozllebildigi 6lclde ticari ve alternatif tirlerin sorunlarina da ¢6zim getirilebilecegi
dustnilmektedir.

Yapilan calismalarda cipura ile ilgili besleme programlari gelistirilmis olsa da,
mevcut besleme programinda kullanilan canli ve mikroyemlerin cipura larvalarinin
besinsel ihtiyaclarini ne Olclde karsiladigi konusunda tatmin edici bir gosterge
bulunmamaktadir. Bu baglamda gelistirilmis olan mevcut besleme programinda
kullanilan canli ve mikroyemlerin test edilmesi ve larval donemde verilen yemlerle ilgili
memnuniyetin fizyolojik olarak ortaya konmasi gerekmektedir. Bu nedenle, belli bir
besleme programina gore ticari olarak uUretimi yapilmakta olan c¢ipuranin larval
donemlerinde kullanilan canli ve mikroyemlerin, larvalarin Gzerinde yaratmis oldugu
stres seviyelerinin belirlenmesi, sektdrde faaliyet gosteren isletmelerin bilhassa ¢ipura
larvalarinin ticari besleme programlarinda kullanacaklari yemlerin se¢iminde yol
gosterici olacaktir. Bu calismada kullanilacak yaklasimla isletmelerin ticari besleme
proseduriindeki yem arayislari esnasindaki ekonomik kayiplar 6nlenmis olacaktir.

“Cipura (Sparus aurata, Linneaus 1758) Larvalarinin Kortizol Seviyeleri Uzerine
Ticari Besleme Prosedirinin Etkileri” isimli ve Yuksek Lisans tezi olarak planlanan bu
calismada, cipura larvalarinin besleme prosedurunde kullanilan canli ve mikroyemlerin

neden oldugu fizyolojik tepkilerin ortaya konmasi amaclanmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Bu bolimde cipura baliginin sistematigi, biyolojisi, yetistiricilik sartlari, beslenme
oOzellikleri, sindirim sisteminin gelisimi ve stres hormonlarinin yani sira konuyla ilgili

oldugunu distndugimiz 6nemli calismalar 6zetlenmistir.

2.1. Cipura (Sparus aurata, L. 1758) Baliginin Sistematigi

Cipura baliginin sistematikteki yeri Cizelge 2.1’de verilmistir.

Cizelge 2.1. Cipura (Sparus aurata, L. 1758) baliginin sistematigi

Filum :Chordata

Alt Filum ‘Vertebrata

Sinif :Osteichtyes

Takim :Perciformes

Alt Takim :Percoidei

Familya :Sparidae

Cins :Sparus

Tar :Sparus aurata L.1758

2.2. Cipura (Sparus aurata, L. 1758) Baliginin Biyolojisi

Gunumuzde ticari olarak Uretimi yapilmakta olan cipura (Sparus aurata, L.
1758) baliklari genellikle kumlu ya da camurlu biotoplarla nehir agizlarinda ve
lagiinlerde yogun olarak bulunmaktadirlar. Genellikle iklimsel agidan tropikal,
subtropikal ve iliman bélgeleri tercih eden cipura baligina Moritanya’dan ingiltere’ye
kadar olan tum Atlantik kiyilariyla birlikte, Ulkemizde daha ¢ok Akdeniz ve Ege
denizinde rastlanmaktadir. Karnivor olarak beslenen bu baliklarin boylari genellikle 70
cm’ye agirhklar ise 4-8 kg’a kadar ulasabilir. Yapilan calismalar, karnivor olarak
bilinen bu turun dzellikle Crustacea ve Mollusca’larla beslendigini net bir sekilde ortaya
koymustur. Su sicakliginin 6-32 °C ve deniz tuzlulugunun ise %o 0,5-40 oldugu sularda
cipura baliklari yasamlarini devam ettirebilmektedirler. Bu baliklarin istedigi optimum

pH araligi ise 6,5-9 olarak bildirilmistir. Cipura baliklarinin en iyi gelisimi icin sicaklik



degeri de 22-25°C olup, Ulkemizde Ureme dénemi Ekim-Ocak aylaridir (Alpaz, 1996;
Tucker, 2000).

2.3. Cipura (Sparus aurata, L. 1758) Yetistiriciliginde Kultlr Sartlari

Cipura larvalarin larval dénemleri Uzerine yapilan ¢alismalar, ilk donemlerinde
en iyi yasama oraninin 16-22°C oldugunu ortaya koymustur. Ozellikle, pek cok
arastirict tarafindan da kabul edildigi gibi, prelarval dénemde optimal gelisimin
gozlendigi sicaklik 16°C’dir (Polo ve ark.,1990; Sizer, 1998). Prelarval ve postlarval
asamada %o 15-38’lik tuzluluk oraninin yasama oranini arttirdigi bildirilmektedir.
Cipura larvalarinda 100-150 llix arasinda ve 24 saat aydinlatma optimum gelisim icin

onemlidir. O, degeri larva besleme déneminde 5mg/L’nin altina dustrdlmemelidir.

2.4. Cipura (Sparus aurata, L. 1758) Yetistiriciliginde Larval Donem

Cipura larvalarinda kritik donem yumurtadan ciktiktan sonra baslamaktadir.
Cipura larvalari yumurtadan ¢iktiginda yaklasik olarak 2,6-3,0 mm boyda olup, besin
kesesine sahiptirler. Besin kesesinin tlketildigi ve disaridan yem aliminin basladigi
zamana kadar gecen dénem prelarval donem olarak bilinmektedir (Muhtaroglu, 1988;
Alpaz, 1996). Bu donemde besin rezervlerinin en iyi sekilde kullanilmasi larval
yasamay! etkileyen en Onemli faktorlerden biridir. Bu rezervlerin en iyi sekilde
kullanimi (izerine yapilan bir calismada prelarval asamada ortamin karanlik ve su
sicakliginin 16°C olmasi gerektigi belirtilmistir. Bu sartlarda keseyi tiiketen larvalarin,
aydinhk ortamlarda ve 16°C’den yiksek sicakliklarda tlketenlere gore besin kesesi
rezervlerini daha iyi kullandigi ve postlarval donemdeki direncinin daha yiiksek olacag!
bildirilmistir. Yani, boydaki artis ile vitellisun tiketilmesi yakindan iliskili olup
bilhassa sicakliga bagl olarak degismektedir (Muhtaroglu, 1988; Alpaz, 1996; Sizer,
1998).

Prelarvalarda 4.glin gozler pigmentlenip agdiz acildigi zaman postlarval dénem
baslamis olur. Bu dénemde postlarva yem almaya hazirdir. Agiz acildiginda vitellis
kesesinin biylk bir kismi tuketilmis durumdadir. Postlarval asama yaklasik olarak 40.
gune kadar devam eder (Pillay, 1995; Tucker, 2000). Postlarval asamanin baslangicinda
bas ve vicut yaklasik ayni yikseklikte olup, genelde toplam boyun 1/3’0 kadardir.
Postlarval asama genelde 28-30 mm’de son bulur. Bu safha icinde larvada sindirim



sistemi hava kesesi olusumu baslamakta ve devam etmektedir (Muhtaroglu, 1988;
Alpaz, 1996).

2.5. Cipura (Sparus aurata, L. 1758) Larvalarinda Sindirim Sistemi Gelisimi

Deniz baliklarinda sindirim sisteminin gelisimi tzerine yapilan calismalar balik
larvalarinin kiiciik boylarda olmasinin yarattigi zorluklara ragmen son zamanlarda hizli
ve yogun bir sekilde devam etmektedir. Su Urinleri yetistiriciliginde kullanilan yesil su
teknigi ve diger tekniklerde ortamda canli yemlerin bulunmasinin sonuclari 6nemli
sekilde etkiledigi bildirilmistir (Kolkovski ve ark., 1997a,b). Tum deniz baliklarinda
larvalar erginlerine gore daha dusik sindirim fonksiyonuna, daha disuk enzim

uretimine ve daha basit bir yapiya sahiptirler (De Silva, 1998; Navarro, 1998).

Embriyonal asamada muskular segmentasyon ile 6n, orta ve son bagirsak
meydana gelir. Embriyonal dénemdeki gelisme daha ¢ok abiyotik faktorlere baghdir.
Cipura larvalarinda sindirim sisteminin olusumu agzin acilmasi ve disaridan
beslenmenin baslamasiyla birlikte hizli bir sekilde gelismeye devam eder. Agzin
acllmasi ve ilk beslemenin baslamasi ile sindirim sisteminin gelisimi, larva besleme
asamasinda kullanilan yemlere ve bu yemlerin larvalarin besin ihtiyaclarini karsilayip
karsilamamasina gore degiskenlik gdstermektedir. Cipuranin postlarval asamasinda
sindirim sisteminin gelisimini 3 asamada incelemek mimktndir. Bunlar;

» 4-10. gunlik ddénem; Agiz acilmis, farinks ve 0Ozefagus’un epitel

olusumu baslamistir. Pankreas dis salgi salgilamaya baslar ve karaciger
de rezervler olusur (De Silva, 1998). Yani sekonder salgilar heniz
olusmamistir (Muhtaroglu, 1988; De Silva, 1998). Karaciger ve pankreas
yumurtadan  ¢ikis  aninda  olusmustur  ve  besin  kesesinin
absorbsiyonundan sonra fonksiyonel hale gelir. Tat alma hicreleri ¢ok
sayida olup, larva biyudukce fonksiyonellesmektedir (Navarro, 1998).
Kas tabakalari tam olarak fonksiyonel olmadigi icin sindirim kanalinda
bulunan silli hucreler gidalarin tasinmasinda etkin bir rol oynarlar (De
Silva, 1998). Sindirim kanah fonksiyonel olmadigi igin besinlerin
bagirsak boyunca gegisi hizh olup, gidalarin absorbsiyon verimi distktir
(Navarro, 1998).



» 10-30 gunluk ddnem; Besin kesesi tiketilmis, hava kesesi sisirilmis,

safra kesesi ve pankreas tam aktif degildir. Epitelyum mide gastrit
salgilamaya baslamistir. Bagirsak mukositleri bu dénemin baslangicinda
gorilse de, bagirsak silleri safhanin sonuna dogru gorilebilmektedir (De
Silva, 1998). Bu safhada ayni zamanda bagirsak ve mide arasinda bir
kapakcikta gozlenmektedir.

> 30.ginden sonraki donem; ince bagirsak ve mide arasindaki

kapakciklar tam olarak sekillenmis olup, mide aktif olarak faaliyete
gecmistir (Muhtaroglu, 1988; De Silva, 1998). Sindirim sistemi ergin
bireylere benzer fonksiyonlara sahiptir.

2.6. Cipura (Sparus aurata, L. 1758) Larvalarinda Beslenme

Agzin acilmasi ile prelarval donemden postlarval doneme giren ¢ipura larvalarinin
canli yemlerle besleme periyodu baslamaktadir. Prelarvalar bu déneme girdikleri zaman
tam olarak besin rezervlerini tiketmis degillerdir. Bir taraftan kalan besin rezervlerini
tiketirlerken, diger taraftan ortamda bulunan canli yemlerle beslenmeye
calismaktadirlar. ilk beslenmeye basladiklari dénemde besin olarak verilecek yemlerin
boyutunun 60-100p civarindaki rotiferler olmasi gerekmektedir (Alpaz, 1996; Tucker,
2000). Bu donemde verilen rotiferlerin ¢ok zayif hareket etme yeteneginde olmasi, hem
larvalari cezp etmekte hem de larvalar tarafindan kolayca yakalanmasina firsat
vermektedir (Kolkovski ve ark., 1997a). Nitekim larvalarin bu dénemdeki avcilik
yetenekleri ¢ok gelismemistir. Larvalara verilen rotifer boyutu larval dénemin sonuna
dogru 300u’a kadar buyatdilur (Pillay, 1995; Alpaz, 1996). Larvalar 15. gunden itibaren
asama asama Artemia naupli’ye ahstirtlir. Tanklara verilen rotifer sayisi azaltilarak,
Artemia naupli sayisi arttirilarak gecis kademeli olarak saglanir. 30. guine kadar Artemia
naupli ile beslemesi yapilan larvalara, 30-40. glnler arasinda Artemia metanaupli
verilmektedir (Alpaz, 1996; Tucker, 2000). Artemia naupli ve Artemia metanaupli ile
besleme dénemlerinde az miktarlarda mikroyem girilmesi, mikroyemlere gecis
acisindan  6nemlidir. Bu besleme protokolleri, isletmelere gore degiskenlik
gbsterebilmektedir. Besleme protokollerinde gozlenen degisikliklerin ana¢ beslemeden,
yumurta kalitesinden ve prelarval donemdeki abiyotik faktdrlerden etkilendigi

bilinmektedir.
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Bilhassa canli yemlerle besleme asamalarinda ortama alg verilmesi (¢ agidan
oldukga 6nemlidir. Bunlar;
» Ortamin pH-O, dengesini saglamak,
> Larva tankinda uzun sire kalan canli yemlerin besin kompozisyonlarinda
meydana gelen azalmayi minimize etmek (Alpaz, 1996; Tucker, 2000).
> Alglerin balik larvalarinin sindirim enzimleri Uzerindeki tetikleyici etkisidir
(Cahu ve ark.,1998)

2.7. Canli Yemlerde Sindirim Enzim Calismalari

Balik larvalarinin birkac¢ tdrtinde alinan gidanin sindirilebilirligi icin yeterli
sindirim enzimi Uretildigi gosterilmistir. Canli yemlerden larvalara aktarilan sindirim
enzim katkisinin besleme periyodunun baslangicinda ¢ok dustk oldugu, genellikle
toplam enzim aktivitesinin % 6’sini  ge¢cmedigi bildirilmistir. Yash larvalarin
sindirimine canh yemlerden gelen dissal enzimlerin énemli bir katkisinin olmadig
sOylensede, beslemenin ilk asamalarinda o6nemli bir rolinin oldugu tahmin

edilmektedir.

Canli yemlerin sahip oldugu enzimlerin, sindirim sistemi tam olarak fonksiyonel
olmayan larvalarda sindirime yardimci oldugu bilinmektedir. Munilla-Moran ve ark.
(1990), 3 glnlik kalkan bahiginin sindirim enzimlerine canli yemlerin katkilarini, % 15-
27 amilaz, % 43-60 proteaz ve % 89-94 esteraz seklinde bildirmislerdir. Arastiricilar,
bireyler arasinda sindirim enzimlerinin Gretimlerinde gézlenen varyasyonlarin bazi
larvalarda gidanin digerlerinden daha iyi sindirilmesiyle sonuclanacagini bildirmislerdir
(Munilla-Moran ve ark., 1990). Bundan dolayi larvalardan daha iyi biyime ve yasama
orani elde edilmesi mimkunddr. Larvalarin yasama oranlarindaki kayiplar ilk besleme
esnasinda ya da yem degisiklikleri (6zellikle mikroyeme gecis donemlerinde) yapildigi
zaman gorulmektedir. Buna karsilik bazi larvalar bu yem degisikliklerine adapte
olabilmektedirler. Dusiik enzim seviyeleri gidanin kugik miktarlarini sindirmek igin
yeterli olabilmektedir. Buna Karsilik yuksek alim oranlarinda (Artemia naupli’de
gozlendigi gibi) larval enzimler cok seyreltik olabilir, bu nedenle canli yemler
parcalanamayabilir ve enzimler larval sindirim sistemine salinmazlar.

Artemia’nin sindirilebilirligi  Artemia’nin yasiyla, bahgin turi ve vyasiyla
degiskenlik gosterebilir. Artemia’nin ¢ikistan 12 saate kadar (Instar 1l metanaupli)
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sindirim sistemi acgik olmayip, Artemia’dan larvalara dissal sindirim enzimlerinin
girisinin sinirh oldugu goéruldr. Bu durum Artemia’yl bazi deniz baliklarinin erken
donemleri icin daha az sindirilebilir yapmaktadir. Bu dénemden sonra, Artemia’nin
sindirim enzimlerinde cikista go6zlenen miktarinin yaklasik 5 kati kadar artis
gorilmektedir (Pan ve ark., 1991). Diger taraftan dekapsile edilmis Artemia
yumurtalarinin sindirilebilirlik acisindan direncli oldugu bildirilmistir (Dendrinos ve
Thorpe, 1987).

Canli gidalarin ringa (Clupea harengus) larvalarinda dissal tripsin salgisina
ilaveten icsel tripsin salgisinin da artisinda 6nemli bir rol oynadigi bildirilmistir
(Pedersen ve Hjelmeland, 1987).

Warner ve ark. (1995), vyaptiklari calismada, Artemia yumurtalarindaki
proteazlarin ¢ogunun sistein proteaz grubundan oldugu, bu proteaz sinifinin alkalin
pH’da aktif olmadiklarini bildirmislerdir (Warner ve Shridhar, 1985). Bu nedenle
sindirim sistemi fonksiyonel olmayan larvalar igin dissal enzim katkisinin 6nemi, deniz
ve tath su larva kiltirinde yaygin olarak kullanilan canli yemlerden biri olan Artemia
icin azalmistir. Garcia-Ortega ve ark. (1998), dekapsile edilmis Artemia yumurtalari ile
yeni ¢ikmis Artemia naupli arasinda da besinsel kompozisyon ve enzimsel aktivite
arasinda ¢cok oénemli farkliligin olmayacagini bildirmislerdir. Buna karsilik Naz ve ark.
(2011), Artemia naupli ve Artemia metanaupli arasinda enzimsel farkliliklarin
istatistiksel olarak dnemli oldugunu tespit etmislerdir.

Garcia-Ortega ve ark. (2000), tarafindan, dekapsule edilmis Artemia yumurtalari
ile Dbeslenen karabaliklarin (Clarias gariepinus) sindirim sistemlerindeki proteaz
aktivitesini belirlemek Uzere vyaptiklari calismada, dekapsile edilmis Artemia
yumurtalarinin larvalarin proteaz aktiviteleri Gizerine %1’den daha az bir katki yaptigi,
buna benzer dusik katki oranlarinin levrek larvalarinda (Zambonino Infante ve Cahu,
1994a) ve cipura larvalarinda (Moyano ve ark., 1996) gozlendigi bildirilmistir.

Kumar ve ark. (2005), Daphnia carinata’nin proteaz aktivitelerinin belirlemek
icin yaptiklari calismada, en yiuksek ve en dislk proteaz aktivitesinin 0,55 U/mg protein

ve 0,28 U/mg protein arasinda degistigini bildirmislerdir.
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2.8. Baliklarda Sindirim Enzim Calismalari

Enzimler proteinlerden yapilmislardir. Enzimler, etki ettigi maddenin sonuna
“=az” eki getirilerek ya da katalizledigi tepkimeye gore isimlendirilirler. Ornegin
proteinlere etki eden enzimler “proteaz” olarak adlandirilirlar. Enzimler hiicrelerde
zincirleme sekilde calismaktadirlar. Bir enzim reaksiyonunun son drind digerinin
substratini yapar. Ornedin amilaz enzimi nisastayi parcalayarak, maltoza cevirir. Maltaz
enzimi ise bu son GrinG kullanarak maltozu, glikoza cevirir. Bu reaksiyonlar hicrede

meydana gelen enerji talebi dogrultusunda devam etmektedir.

Enzimler protein (apoenzim) ve koenzim olmak Uzere 2 kisimdan meydana
gelmektedirler. Protein kismi enzimin hangi substrata etki edecegini belirlerken,
koenzim kismi ise enzimin esas islevsel olan kismidir. Alman kimyaci EMIL FISCHER
tarafindan, enzimin hangi substrata etki edecegini belirleyen apoenzim kismiyla substrat
arasinda anahtar- kilit uyumunun oldugu bildirilmistir. Enzimler tzerinde, sicakhk, pH
ve substratin etkili oldugu bilinmektedir.

Sicaklik etkisi; Enzimlerin en iyi calisabilecegi optimum sicakliklar vardir. Bu

sicakliklarin altinda ya da Ustinde enzim aktivitelerinde dalgalanmalar meydana
gelmektedir. Yiksek sicakliklarda (55-60°C) ve disuk sicakliklarda (0°C) enzimler
etkisiz hale gelmektedirler.

pH_EtkKisi; Enzimlerin en iyi calisabilecegi pH araliklari vardir. Bu araliklarin
disinda tam olarak fonksiyonel degildirler. Ornegin; proteini parcalayan pepsin
pH=2"de maksimum calisirken, yine protein metabolizmasi ile ilgili tripsin pH=8,5"de
maksimum bir sekilde ¢alismaktadir.

Substrat Etkisi; Sicaklik ve pH optimum sartlarda tutulursa, enzim-substrat

konsantrasyonu arasindaki orana gore reaksiyon hizinda degisiklikler gortlmektedir.
Fakat enzim substrata doyduktan sonra substrat konsantrasyonundaki degisimler
reaksiyon hizini etkilememektedir (Akyurt, 2004).

Proteazlar peptit baglarini hidrolize eden enzimler olarak bilinirler. Proteazlar etki
gosterdikleri yere gore ekzopeptidazlar ve endopeptidazlar olarak ikiye ayrilirlar (Palma
ve ark., 2002). Ekzopeptidazlar substratin amino ya da karboksil ucundaki peptit bagini
parcalarken, endopeptidazlar substratin terminal ucunun uza§indaki peptit baglarini
parcalamaktadirlar. Ekzopeptidazlar, peptit zincirinin serbest N-ucuna etki ederek tek
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bir aminoasitin, dipeptitin ya da tripeptitin ayrilmasini saglayan aminopeptidazlar ve

peptit zincirinin C-ucuna etki ederek tek bir aminoasitin ya da dipeptitin ayrilmasini

saglayan karboksipeptidazlar olarak iki gruba ayrilmakta olup, substrat 6zgunlugine

gore kendi iclerinde farklilik gostermektedirler. Endopeptidazlar ise enzim aktif yerini

isaret
N- ve

eden katalitik mekanizmalarina gére siniflandirilirlar. Ozellikle peptit zincirinin
C- ucundan uzakta veya polipeptit zincirinin i¢ bolgelerine etki ederek kendilerini

gosterirler.

Proteazlar literatiirde;

>

YV V. V V V V

Serin Proteazlar,

Aspartik Proteazlar,

Glutamik Proteazlar

Asparjin Proteazlar

Sistein Proteazlar,

Metalloproteazlar

Treonin Proteazlar olarak 7 gruba ayrilmaktadir (Rawlings ve ark., 2010)

Bunlardan asagida verilmis olan 5 tanesi bitkilerde tanimlanmistir (Rawlings ve

ark., 2010).

>

YV V V V

Serin Proteazlar,
Aspartik Proteazlar,
Sistein Proteazlar,
Metalloproteazlar
Treonin Proteazlar

Proteolitik enzimler gida endustrisinde de yaygin olarak kullaniimaktadir. Gida

teknolojistleri deniz kaynaklarindan yiksek kalitedeki proteinleri ekstrakte etmek icin

bu enzimleri kullanmaya baslamislardir (Cano-Lopez ve ark., 1987; Mackie, 1982;
Stefanson, 1988).

>
>
>

Endistriyel proteazlar;

Orjinlerine gore (bitkisel, hayvansal veya mikrobiyel kaynaklar),
Katalitik mekanizmalarina gore (ekzopeptidazlar veya endopeptidazlar),
Ozgunliiklerine gore (6zel bir peptit bag hedefi veya tercih ettigi ayirma yeri),
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> Katalitik aktiviteye katilan aminoasit veya prostetik grubun kimyasal dogasina
gore (serin proteazlar, sistin proteazlar, aspartik proteazlar, metallo proteazlar)

ayrilmaktadirlar.

Baligin bir yemi sindirebilme yetenegi uygun sindirim enzimlerinin
mevcudiyetine baghdir. Spesifik enzim aktivitelerinin (proteazlar, lipazlar) élgtimleri
sindirim sistemlerinin kapasiteleri ve yem bilesenlerinin turlerin gelisim ddnemleri
esnasinda kullanilabilme potansiyelleri hakkinda bilgi saglarlar (Buddington ve ark.,
1997). Sindirim islemi midede baslayan ve bagirsaklarda devam eden bir islemdir. Bu
islem esnasinda alinan materyaller proteinler, sekerler ve yaglar sirasiyla aminoasitler,
basit sekerler ve yag asitleri gibi daha kiglk molekullere hidrolize olurlar. Baliklar
genellikle beslenme aliskanliklarinda farkli anatomik ve fonksiyonel 6zelliklerini
yansitan degiskenlikler gostermektedirler. Baliklarin hem besinsel hem de fizyolojik
karakteristikleri gida kaynaklarinin genis kullanimina misaade etmektedir. Bu sayede

degisen cevre sartlarina adaptasyon saglanabilmektedir.

Sindirim sistemi igindeki enzimlerin aktivitesinin ve dagilimlarinin belenme
aliskanhklarindan etkilendigi bildirilmistir (Lundstedt ve ark., 2002). Herbivor
baliklarin, karnivor baliklardan daha uzun bir sindirim sistemine sahip oldugu ve
onlarin polisakkarit ihtiva eden yem hammaddelerini hidrolize etme yeteneklerinin daha
yiksek oldugu bildirilmistir. Buna karsihik karnivor baliklar, herbivor baliklarla
karsilastirildiginda daha kisa bir sindirim sistemine sahip olup, proteinlerin hidrolizinde
daha aktiftirler. Ayni zamanda, karnivor baliklarda amilaz ve lipaz aktivitesinin de
sindirim sistemlerinde kiglk yuzdelerde temsil edildigi bildirilmistir (Chakrabarti ve
ark., 1995; Hidalgo ve ark., 1999). Karnivor baliklarin yem rasyonlarin da proteinler ve
yaglarin temel besin ve enerji kaynagi olarak 6nemli rol oynadiklari bildirilmistir (Chou
ve ark., 2001). Baliklarda alinan gida midede ilk 6nce asit proteaz pepsin tarafindan
hidrolize edilmekte, daha sonra alkalin enzimlerle (tripsin, kimotripsin,
karboksipeptidazlar ve lipazlar) hidrolize edilmektedirler (Halver, 1989).

Larvalarin sentezledigi pankreatik enzimlerin icerigi ve aktivitesi genelde
yumurtadan cikista dusoktir. Keseli larval donem gelisimi esnasinda enzimlerde,
gidadan bagimsiz bir artis oldugu kabul edilir (Zambonino Infante ve Cahu 1994a,b).
Prelarval donemden sonra dis beslenmenin basladigi ilk glnlerde, hem beslenen hem de
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ac kalan larvalarin enzimatik aktivitelerinde dalgalanmalar gézlenmektedir. Larvalarin
gelisimi ve besleme sartlarina vermis olduklari cevaplar bu kisa period esnasinda
oldukca kritik 6neme sahiptir. Bu donem larvalarda genellikle artan 6lim ve dusuk
gelisim oranlariyla karakterize edilmektedir (Blaxter, 1988). Sindirim sisteminin
gelisimiyle birlikte, larvalar yeterli miktarda gida ile beslenebiliyorlarsa enzim sentezi
artma egiliminde olur. Enzim salgisinin miktari larvanin yem alim miktarina ve yem
formilasyonunda kullanilan hammaddelere bagimli oldugu goérilmektedir (Zambonino
Infante ve Cahu, 2001).

Pankreatik hucreler dis beslemenin baslangicindan 6nce sindirim enzimlerini
sentezlemeye bagslarlar (Hoehne-Reitan ve ark., 2001a,b). Deniz baligi larvalarinda
sindirim enzimlerinin (mide enzimleri disinda) disaridan yem almaya baslamasindan
once mevcut oldugu goralur. Bu enzimlerin lipazlar, tripsin, kimotripsin, amilaz,
aminopeptidaz, maltaz ve alkalin fosfataz oldugu bilinmektedir. Pankreatik ve bagirsak
enzim aktivitelerinin ilk beslemenin baslangicinda genelde disik oldugu goérilmektedir.
Buna karsilik dis beslemeye gecildikten sonra larvalara verilen yemin memnuniyet
derecesine gore artislar olacagi bildirilmistir (Hoehne-Reitan ve ark., 2001a,b). En
o6nemli larva sindirim enzimleri lipazlar gibi lipolitik enzimler ve tripsin gibi proteolitik
enzimlerdir. Bunlar ekzokrin pankreasta Uretilir ve sindirim sistemine salinirlar. Bu
enzimler safra tarafindan dretilen alkali bir ortamda aktif olurlar. Larvalarin sindirim
enzimleri Gzerine yapilan kantitatif calismalarin ¢cogu pankreatik hiicrelerin tripsonejen
(tripsinin inaktif formu) ve safra tuzu bagh lipazin dis beslemeye baslamadan 6nce
sentezlendigini gostermistir. Bahsedilen enzimler larval gelisime bagli olarak benzer bir
yol izlemektedir.

Zambonino Infante ve Cahu (1994a), tarafindan yapilan calismada 25. glnden
sonra canli yem ve mikroyem gruplari olusturularak besleme yapilmistir. Elde edilen
sonuclar mikroyemle beslenen gruptaki gelisim durumunun canli yem grubuna gore
dusiik olsa da, enzimatik aktivitenin mikroyem grubunda tripsin aktiviteleri disinda
daha yiiksek seviyelerde oldugu bildirilmistir. Bu calismada, amilaz, l6sin-alanin
peptidaz ve alkalin fosfataz enzimlerinin yem degisimine baglh olarak degisim

gosterdigi belirlenmistir.
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Cahu ve Zambonino Infante (1994), yaptiklari calismada canli yemlerin ve
mikropartikil yemlerin levrek larvalarinin tripsin aktivitesinde farklilik yaratmadigini
bildirmislerdir. Bu sonuclari, tripsin aktivitesinin larvalara verilen yemlerin protein ve
aminoasit profillerinden etkilendigini belirten Tseng ve ark. (1982)’nin sonuglari
destekler niteliktedir. Bunun yani sira, Naz (2007), yaptigi ¢alismada cipura larvalarinda
tripsinin besinsel adaptasyonunu kontrol eden mekanizmanin 36.gune kadar etkin
olmadigini bildirmistir. Naz (2007), ayni zamanda tripsini kontrol eden kolesistokinin
(CCK) hormonunun 32. ve 36. ginlerde ylksek seviyelerde oldugunu ortaya

koymustur.

Cahu ve Zambonino Infante (1995a), levrek (Dicentrarchus labrax) larvalarinin
sindirim enzimleri Gzerine farkli nitrojen kaynaklarinin etkilerini belirlemek amaciyla
yaptiklari calismada, 25. giinde % 10 aminoasit karisi, % 10 kazein hidrolizati, ve % 10
balik unu iceren mikroyemler kullanmiglardir. Bu galismada kontrol grubu olarak canli
yem kullaniimistir. Larval gelisim kullanilan mikroyemler arasinda benzerlik gostermis,
fakat kontrol grubundan onemli seviyede daha disik bulunmustur. Yasama orani
mikroyemle beslenen gruplar icinde en yiksek kazein hidrolizat grubunda gozlenmistir.
Aminoasit grubunun tripsin enzim salgisini tetikledigi, kazein hidrolizat grubunda ise
ekzokrin pankreas salgilarinin azaldigi tespit edilmistir. Losin-alanin peptidaz aktivitesi
tim mikroyem gruplarinda yiksek seviyelerde kalirken, kontrol grupta larvalarinin
gelisimi esnasinda aminopeptidaz N’in arttigi gézlenmistir. Calismanin sonuclari klasik
yem rasyonlarinin sindirim sistemi gelisimini erteledigini, buna karsilik protein

hidrolizat iceren yemlerin bu ertelemeyi engelleyebileceg@ini gostermistir.

Perez ve ark. (1996), levrek (Dicentrarchus labrax) larvalarini 15-35. gunler
arasinda farkli protein ve karbonhidrat icerikli yemlerle besleyerek, yasama, gelisme
oranlari ile birlikte amilaz ve tripsin enzim aktivitelerini tespit etmislerdir. En iyi
gelisme ve yasama oraninin %50 protein, %17 karbonhidrat iceren yemle beslenen
grupta oldugunu bildirmislerdir. Amilaz aktivitesinin 18. gunden sonra yemlerin
karbonhidrat iceriginin artisina paralel olarak arttigi, 35. giinde ise yemlerin protein
icerigindeki artisa paralel olarak tripsin aktivitesinin de arttigini bildirmislerdir. Calisma
sonucunda amilaz aktivitesinin larval dénemde yeterli oldugunu, enzim aktivitesinin de

aw -

yasa bagli olarak degistigi arastiricilar tarafindan bildirilmistir.
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Cahu ve ark. (1998), levrek (Dicentrarchus labrax) larvalarinin sindirim enzimleri
Uzerine alglerin etkilerini  belirlemek amaciyla yaptiklari c¢alismada, alglerin
mevcudiyetinin tripsin ve alkalin fosfataz gibi enzimsel aktiviteler zerinde olumlu
etkilerinin yani sira yasama oranini da Yyukselttigi sonucuna ulasmislardir. Ayni
zamanda alglerin dretim tanklarinda bulunmasinin hicre membranlarinin hidrolitik
fonksiyonlarinin baglamasina firsat vermesiyle sindirim enzimlerinin aktiviteleri

uzerinde tetikleyici bir role sahip olduklarini bildirmislerdir.

Riberio ve ark. (1999), dil baligi (Solea senegalensis) larvalarinda sitozolik
enzim olan l6ésin-alanin peptidazda go6zlenen azalma ve sindirim sisteminin
gelismisliginin gostergelerinden biri olan alkalin fosfataz aktivitelerinde elde edilen
bilgilere dayanarak, 25. gtinde sindirim sisteminin fonksiyonel oldugunu bildirmislerdir.

Martinez ve ark. (1999), dil (Solea senegalensis) baliginin larval gelisim
donemlerindeki sindirim enzim aktivitelerini belirlemeye yonelik yaptiklari calismada,
asit proteaz aktivitelerinin ilk ginlerde disuk oldugu 12. glinde artis gosterdigi, 12.
ginden 20. glne azalma egilimine girdigi, bu tarihten itibaren ise artis egiliminde
oldugu tespit edilmistir. Buna karsilik alkalin proteaz aktivitesinin ilk dénemlerde
yiksek seyrettigi 12. gline kadar azaldi§i, 12. ginden 25. gune kadar nispeten sabit
kaldigi, 25. glinden itibaren asit proteaz aktivitesindeki artisa karsilik azalma gosterdigi
bildirmiglerdir.

Balik larvalarinin enzim aktivitelerinde meydana gelen degisimleri;

» Canli gidalarin kompozisyonlarindaki degisimlere cevap,

» Yeni organ ve dokularin gelisimi,

» Buylmenin bir sonucu olarak agiklamak mimkdndur.

Martinez ve ark. (1999), alkalin proteaz aktivitesindeki azalmanin metamorfozun
baslamasiyla iliskili oldugunu gdstermistir.

Moyano ve ark. (1999), farkh bitkisel kaynaklarin ¢ipura (Sparus aurata), tilapya
(Oreochromis niloticus) ve dil (Solea senegalensis) baliginin proteaz aktiviteleri
Uzerindeki inhibisyon etkilerini belirlemek amaciyla yaptiklari calismada, Sparus
aurata (25-50 g), Oreochromis niloticus (14-20 g), Solea senegalensis (70-90 g)’in
proteaz aktivitelerini sirasiyla 244+35 U/mg protein, 1297+86 U/mg protein, 37£5
U/mg protein olarak bildirmislerdir.
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Alarcon ve ark. (1999), in vitro analizler kullanarak mikro kapsullerin icerigindeki
protein kaynaklarinin cipura larvalarinda proteaz enzim aktivitesi Uzerine etkilerini
calismislardir. 8 glnlik c¢ipura larvalarinda protein kaynagi olarak albumin
kullaniimasinin % 60 gibi énemli bir oranda proteaz aktivitesini dustrdigunu, kazein ve
kalamar unu gibi protein kaynaklarinin kullaniminin ise proteaz aktivitesinin
degismesine neden olmadigini bildirmislerdir. Bu calismanin sonucunda, larval balik
beslemesinde kullanilacak mikro kapsillerin yapiminda hammadde olarak kalamar

ununun en iyi aday oldugunu belirtmislerdir.

Garcia-Ortega ve ark. (2000), dekapsiile edilmis Artemia yumurtalari ile beslenen
karabaliklarin (Clarias gariepinus) sindirim sistemlerindeki proteaz aktivitesini aglik,
bir 6gun besleme ve surekli besleme esnasinda tespit etmislerdir. Calisma sonuglarina
gore, aclik esnasinda proteaz aktivitesinin azaldigi, gunde bir 6gun besleme yapilan
grupta besleme sonrasi 3. saat ve 12. saatte proteaz aktivitelerinde artis gozlendigi ve
istatistiksel olarak onemli oldugu tespit edilmistir. Her 4 saatte beslenen karabalik
larvalarinin proteaz aktiviteleri, ginde bir kere beslenen grupta bulunan degerlerden
istatistiksel bakimdan farkliliklar gostermistir. Bu calismada, dekapsile edilmis Artemia

yumurtalarinin % 1’den daha az bir katki yaptigi bildirilmistir.

Yufera ve ark. (2000), cahsmalarinda cipura (Sparus aurata) larvalarinin ilk
beslenmesinde protein duvarl farkli tipteki mikro kapsulleri kullanmiglardir. Kullanilan
yemlerin hicbiri kontrol grubu olan canli yemlerden saglanan gelisme ve yasama oranini
vermezken, sindirim sisteminde yemlerin kolayca parcgalanabildigi, bazi dememe
gruplarinda histolojik incelemeler sonucunda bagirsak epitelyum yapisinin ¢ok iyi
durumda oldugunu tespit etmislerdir. Calisma sonucunda 4. giinde proteaz aktivitesinin
basladigl, larvanin yasina bagh olarak bu proteaz, amilaz ve alkalin fosfataz
aktivitelerinin gelistigini, fakat ilk bir ay proteaz enzim cesitliliginin artmadigini
bildirmislerdir. Ayrica; mikroyemlerin gelisiminde dikkat edilmesi gereken en 6nemli

konulardan birinin yem hammaddesinin se¢imi oldugunu belirtmislerdir.

Naz (2007), cipura larvalarinin farkli aminoasitlerle  zenginlestirilmis
Artemia’larla beslendikleri zaman enzimatik degisimlerini belirlemeye yonelik yapmis
oldugu calismada, losin-alanin peptidaz aktivitesinin en disuk degerinin 28. giinde

gozlendigini, aminopeptidaz-N enzim aktivitesinin 28. guinden sonra artma egiliminde
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oldugunu, alkalin fosfataz enzim aktivitesinin 20. glinde en yuksek degerlere ulastigini,
tripsini kontrol eden mekanizmanin 36. giinden sonra aktif oldugu ve kolesistokinin

(CCK) hormonunun 32. glin ve 36. gunlerde, yiksek seviyelere ulastigi belirtilmistir.

2.9. Stres Hormonlari
2.9.1. Baliklarda Stres Metabolizmasi

Baliklar, dogal veya kiltur sartlarinda dinamik cevreden dolayi sirekli olarak
stres faktorleri tarafindan uyariimaktadirlar. Bu stres faktorlerinin siddeti ve suresi balik
tarafindan bir tepkinin olusturulup olusturulmamasinda 6nemli rol oynamaktadir.
Stresin homeostazi kavrami ile iliskili oldugu bildirilmistir (Chrousos ve Gold, 1992).
Homeostazi ise canlilarin fizyolojik denge hali olarak tanimlanmis olup, yasam
fonksiyonlarinin yerine getirilebilmesi icin 6énemlidir. Homeostazi dengesini bozmay!
hedefleyen faktorlere karsilik canlilar bu dengelerini muhafaza edebilmek igin bazi
davranis ve fizyolojik degisimler gostererek stres cevabi meydana getirmektedirler
(Johnson ve ark., 1992).

Baliklarda stres olusturabilen faktorler fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak
gruplandirilabilir. Stres tipleri ise akut ve kronik olmak tzere iki sekildedir. Akut stres
canlinin ani ve siddetli olarak soka ugratiimasi, kronik stres ise uzun zaman diliminde,
kesintisiz olarak uyariimasidir. Akut veya kronik olarak ortaya cikan fiziksel, kimyasal
ve biyolojik faktorlere karsi, bahigin ortaya koydugu fizyolojik degisimler “stres cevabi1”
olarak adlandiriimaktadir (Wedemeyer ve ark., 1990).

Akut stres baliklarda birbirini izeleyen iki tepkide kendini gosterir (Gamperl ve
ark., 1994).

Birincil _tepki; Enerji ihtiyacini karsilamaya yonelik endokrin tepkidir.

Katekolaminler kisa dénemde glikojenez araciligiyla enerji saglama gorevi Ustlenirken,
kortizol ise uzun donemde glikojen, lipit ve protein katabolizmasini uyararak enerji
saglama gorevini Ustlenir (Gamperl ve ark., 1994).

Ikincil tepki; Metabolik adaptasyonla ilgilidir. Su Griinleri yetistiriciliginde
bilhassa yogun stok kosullarinda fizyolojik denge kurulamaz ve buna bagh olarak dis

etkenlere karsi direng azalir (Van Weerd ve Komen, 1998).

20



Bir  faktorin  stres  olusturucu  potansiyelinin ~ olup  olmadiginin
degerlendirilebilmesi icin, canli agisindan bir enerji maliyetinin olmasi gerekmektedir.
Baliklarda stres esnasinda enerji ihtiyacinin arttigi gorilmektedir (Davis ve Peterson, 2006).
Akut stres metabolik aktivitelerde hizli gerceklesen gecici durumlardir.

Akut stresin belirlenmesinde;

» Plazma kortizol seviyeleri (Ruane ve ark., 2001),
» Glikoz seviyeleri (Martins ve ark., 2006),
» Davranislarda gozlenen degisimler (Xu ve ark., 2006) kullanilabilir.

Kortizol ve glukoz serumda bulunan dnemli bilesenler olup, baliklarda fizyolojik
durum hakkinda indikator olarak kullanilmaktadirlar. Kortizol, adrenal korteks
tarafindan Uretilen, canlinin strese gosterdigi tepkiyle iliskili bir kortikosteroid
hormondur. Plazma kortizol dizeyinin yas, beslenme, beslenme sonrasi durum ve
mevsim gibi birgok faktorden etkilendigi bildirilmistir (Wedemeyer ve ark., 1990). Ayni
zamanda kortizollin, dogrudan ve dolayli olarak baliklarin stres tepkilerinde énemli bir
rol oynadigi bildirilmistir (Wendelaar Bonga, 1997; Mommsen ve ark., 1999).

Stres tepkilerinin baliklarda meydana getirdigi negatif durumlara karsilik
organizmanin mdicadele edebilmesinin enerjiyle baglantili oldugu bilinmektedir.
Glukoz, stres tepkilerinde organizmanin ihtiyag duydugu enerjiyi saglamaktadir.
Kortizol’tn baliklarda glukoneojenez ve glikojenoliz yoluyla glukoz Gretimini artirdigi
ve bu nedenle plazma glukoz diizeyinde yikselmelere neden oldugu bilinmektedir
(lwama ve ark., 1999). Glukozun yiiksek konsantrasyonlari baligin stres faktorlerine
maruz kaldigini ve yogun bir sekilde enerji kaynaklarini kullanmaya basladigini
gostermektedir. Bu esnada, azalan glukoz konsantrasyonu enerji kaynaklarinin
tiketildigini ve buna baglh olarak organizmanin durumunun kétlye gittigini gosterir
(Timur ve Timur, 2003).

Wedemeyer ve ark. (1990)’a gore baliklardaki stres cevabi esnasinda, kortizol
salgilanmasi asagidaki sekilde tanimlanmistir.

> 1lk tepki noroendokrin bilesenleri icermektedir. Stres faktorleri kromafin

dokudan katekolamin salgilamasini baslatmaktadir. Bunlar adrenalin ve

noradrenalinlerdir.
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» Katekolaminlerin salgilanmasiyla birlikte hipotalamik hipofiz bezi sistemi
uyartimaktadir. Bu durum hipotalamustan kortikotropin salgi hormonunun
serbest kalmasini saglamakta ve hipofiz bezinden adrenokortikotropik hormon
(ACTH) salgilanmasina neden olmaktadir.

» ACTH’In bobrekler arasi bezi tetiklemesiyle kortizol hormonunun sentezi ve
salgilanmasi gerceklesmektedir.

Kortizolin en iyi bilinen etkilerinden biride, karbonhidrat olmayan maddelerden
karacigerde glikoz olusumunu (glikojenez) artirmasidir. Kortizol bu gorevi;

» Plazmadaki aminoasitlerin karaciger hicrelerine girisini saglayarak,

» Karacigerde glikojenezde rol oynayan enzimlerin olusumunu saglayarak,

» Karaciger disindaki dokulardan, &zellikle kan ve lenfoit dokulardan
aminoasitlerin salinimini tesvik ederek gerceklestirmektedir.

Kortizol basta kaslar olmak Uzere karaciger disindaki dokulardan aminoasitlerin
serbest hale gelmesine, hicre disi sivilara ve kana ge¢cmesine neden olmaktadir. Boylece
plazmada, karacigerde glikoza dénustirilmek Uzere daha ¢ok aminoasit bulundurulur.
Bu hormon etkisiyle aminoasitlerin plazmadan daha dogrusu hicre disi sividan
karaciger hucrelerine tasinimi hizlanir ve karbonhidrat olmayan maddelerden glikoz

olusumu artar.

Baliklarin bu degisikliklere gostermis olduklari fizyolojik tepkilerin 6lgtlmesi,
yetistiricilik yéntemlerinin optimize edilmesinde 6nemli katkilar saglamistir. Kronik
stresin engellenmesi baligin saglik durumu ve buyime performansi agisindan su drunleri
yetistiriciliginde oldukca dénemlidir. Kronik stres durumlarinda kortizol seviyesi negatif
feed-back mekanizmalari nedeniyle ylkselmez (Procarione ve ark., 1999). Yogun balik
yetistiriciliginde, stres faktorlerinin neden oldugu kronik strese baliklar adapte olamamakta

ve sonucta buytmeleri olumsuz etkilenmektedir.
2.9.2. Kortizol Hormonu Uzerine Yapilan Calismalar

Stres faktorlerine maruz birakilmamis baliklar  kortizol iceren yemlerle
beslendiklerinde plazma kortizol konsantrasyonlarinin uzun sureli olarak yuksek
seyrettigi gdzlenmis bu durumun blyiime ve kondisyon (izerinde negatif etkileri oldugu
belirtilmistir (Barton ve ark., 1987). Diger taraftan baliklara kortizol enjekte edilmesi

sonucunda, kortizol konsantrasyonlarinda artis gézlenmis ve bu durum;
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» Gonadal steroidlerin azalmasina,
» Gonadotropik hormon seviyelerinin azalmasina,
» Gonad buyiklagunun dasmesine neden olmustur (Foo ve Lam, 1993).

Plazma kortizol konsantrasyonundaki dalgalanmalarin blyukliginin ve siresinin
tirlere (Davis ve Parker, 1986) ve su sicakligina (Sumpter ve ark., 1985) bagli olarak
degisim gosterdigi tespit edilmistir. Salmonid baliklarin ilk kortikosteroid stres cevabini
su sicakhgina bagh olarak kulugka doéneminin ikinci ve besinci haftalarinda

gosterdikleri bildirilmistir (Pottinger ve Mosuwe, 1994).

Baliklarda yumurta ¢ikisi 6ncesi tiroid ve kortizol hormonlarinin bulundugu tespit
edilmistir. Bu hormonlarin fonksiyonel tiroid dokusu ve bdbrekarasi hicreler
embryogenesiste gelismedigi icin anag orjinli oldugu bildirilmistir (Mylonas ve ark.,
1994; Berry ve ark., 1995; Szisch ve ark., 2005).

Strese maruz birakilmamis dinlenme donemindeki baliklarda plazmadaki kortizol
hormonunun konsantrasyonunun 5 ng/ml’den az oldugu ve stres fakttrlerine maruz
kalmalariyla birlikte 30 dakika icinde 100 kat artis gosterdigi bildirilmistir (Barton ve
Iwama, 1991).

Morgan ve ark. (1997), tilapyalari (O. mossambicus) tatll sudan %o 12 ve %o 25
tuzlu sulara aktardiklari calismalarinda, tuzlu sulara aktarimdan 1 gin sonra plazma

kortizol ve glikoz seviyelerinin yukseldigini bildirmislerdir.

Pottinger ve Carrick (1999), disi gokkusagi alabaliklarinda yumurtlamadan énce
ve yumurtlamadan sonrasini igine alan 21 aylik donemdeki yiksek stresin etkisini
plazma kortizol ve plazma glikoz degerleriyle belirlemeye calismislardir. Calisma
sonucunda plazma kortizol ve plazma glikoz seviyesinin biyimeye herhangi bir etkisi
olmadigini, ancak diger cevresel etkenlerle beraber olusan stresin belirlenmesinde

kortizol seviyesinin belirleyici olabilecegini bildirmislerdir.

Montero ve ark. (1999), yiuksek stok yogunlugunda Uretilen stres altindaki juvenil
cipuralarda bazi fizyolojik ve biyokimyasal parametrelerin degisimini arastirmislardir.

Calismada yuksek stok yogunlugunun Kkronik stres vyarattigi, yiksek stok
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yogunlugundaki baliklarin plazma kortizol seviyesinin distk stok yogunluguna gore
dort kat arttigi bildirilmistir.

Rottlant ve ark. (2000), cipura baliklari Gzerinde yaptiklari ¢alismada iki stres
faktorin kullanarak glikoz, kortizol ve ACTH seviyelerini belirlemislerdir.
Birincisinde baliklari normal tanklardan alip, daha kugciik hacimli tanklara koymuslar,
ikincisinde ise kortizol igerikli yemle beslemislerdir. ilk stres tepkisi sonrasinda
kortizol ve ACTH seviyelerinde artis gorilmesine ragmen, ikinci stres faktoriinde

kortizolun, ACTH’1 baskiladigi tespit edilmistir.

Sloman ve ark. (2001), kortizol konsantrasyonlarinin davranis parametreleriyle
iligkili oldugunu bildirmistir.

Stoltze ve Buchmann (2001), iki farkh su sicakhginda Gyrodactylus derjavini ile
infekte edilen yavru gokkusagi alabaliklarinin kortizol seviyelerini belirledikleri
calismada, her iki su sicakliginda da, infekte baliklardaki kortizol seviyesinin arttigini
bildirmiglerdir.

Ureme, aglik, yogun stoklama ve Kirleticiler gibi bircok faktoriin baliklarda strese
neden oldugu bildirilmistir (Almeida ve ark., 2001). Kortizol’in baliklarda antigonadal

etki gosterdigi bildirilmistir (Bisson ve Hontela, 2002).

Cipura (S. aurata) ve levrek (D. labrax) ile yapilan bir calismada baliklarda
kronik stres neticesinde plazma kortizol, plazma glikoz seviyeleri ve diger bazi
parametrelere bakilmistir. Calismanin sonuglari, plazma kortizol seviyelerinin artisinin
kronik stres durumunu ortaya koymada indikator olarak kullanilabilecegi bildirilmistir
(Caruso ve ark., 2005).

Szisch ve ark. (2005), cipura larvalarinin tiroid ve kortizol hormonlarinin
ontogenisi Uzerine yaptiklari calismada, kortizol degerlerinin yumurtada 0,83+0,02
ng/g, cikista 0,39+0,03 ng/g, ilk beslemede 3,40+0,19 ng/g olarak belirlemislerdir. Bu
asamadan sonra kortizol degerlerinde strekli bir artis gézlendigi, ¢ikistan sonraki 23.
gunde 7,38+1.16 ng/g, 29. ginde 7,53+0,96 ng/g ve 45. ginde 14,55+2,82 ng/g

degerlerine ulasildigi bildirilmistir. Calisma esnasindaki en ylksek kortizol degerleri,
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52. ginde ve 71. gunde sirasiyla 14,82+2,71 ng/g ve 14,82+3,12 ng/g olarak
kaydedilmistir.

Pek cok calismada stoklama yogunlugunun artmasi ile baliklarin plazma kortizol
seviyelerinde yukselis tespit edilmistir (Costas ve ark., 2008). Yiksek stoklama
kosullarinda su kalitesinde gerceklesen dismelerin de baliklarda blyumeyi olumsuz
etkiledigi, yem alimini ve yemden yararlanmayi distrdigu bildirilmistir (Bjornsson ve
Olafsdottir, 2006).

Jorgensen ve Buchmann (2007), Ichthyophtirius multifiliis ile infekte edilen

gokkusagi alabaliklarindaki kortizol seviyesinde artis oldugunu bildirmislerdir.

Tuna Kelestemur ve Ozdemir (2008), nakil isleminin gokkusagi alabaliklarinin
plazma kortizol ve glikoz diizeylerine etkisini arastirdiklari ¢alismada, nakil isleminin
kortizol seviyelerini arttirdigini, 24 saat sonra ise eski seviyelerine geldigini

bildirilmistir.

Rafatnezhad ve ark. (2008), mersin baligi juvenillerinde stok yogunlugunun
plazma kortizol ve glikoz konsantrasyonu udzerine 6nemli bir etki yapmadigini
bildirmislerdir. Bu durum mersin baliklarinin kaltir kosullarinda yiiksek stoklara

toleransli oldugunu gostermektedir.

Marco ve ark. (2008), farkli stoklama yogunluklari ve akut stresin levrek baliklari
uzerindeki fizyolojik tepkilerini belirlemek icin yaptiklari ¢calismada, 45 kg/m? ve daha
Ustd olan stoklama yogunlugunun daha yiksek serum Kkortizol seviyelerine yol
acacagina ve enerji durumunu etkileyebildigine dikkat cekmislerdir. Ayni balik turd ile
daha yiksek stoklama yogunluklarinda calisan Sammouth ve ark. (2009), stres
indikatorlerinden Kkortizol seviyesine bakarak levregin 70 kg/m*e kadar bilyiime

parametrelerinde herhangi bir olumsuz etki olmadan yetistirilebilecegini gostermistir.

Santos ve ark. (2010), tarafindan yapilan calismada ise, Avrupa levreQi
(Dicentrarchus labrax)’inde artan stok yogunluklarinin baliklar tzerinde kronik stres
etkisi yarattigi ve sonugta yem alimini ve buylmeyi distrdugi belirlenmistir.

Bayrak (2013), gokkusagi alabahginin stoklama oranlari ve refahi (zerine

yaptiklari calismada artan kortizol konsantrasyonlarinin - Greme hormonlarini
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baskiladigini boylece oogenez ve spermatogenezi olumsuz etkileyerek gamet kalitelerini

disurdugund bildirmiglerdir.
2.10. Sindirim Hormonlari

Deniz baliklarinin larva vyetistiriciliginde, prelarval dénemden sonra ilk
beslenmeye baslama donemleri sindirim sistemlerinin henliz tam olarak fonksiyonel
olmadigi dénemlere rastlamaktadir. Deniz baliklarinin sindirim sistemlerinin gelisimi
uzerine simdiye kadar bircok calisma yapilmistir (Walford ve Lam,1993; Segner ve
ark., 1994; Cahu ve Zambonino Infante, 1995a,b; Luizi ve ark., 1999; Ronnestad ve
ark., 2000a,b). Baliklarda bagirsak hormonlarinin dagilimi konusunda da bazi
calismalar mevcuttur (Holmgren ve ark., 1982; Reinecke ve ark., 1997; Kurokawa ve
ark.,2000; Kamisaka ve ark., 2001).

2.10.1. Bombesin

Kolkovski ve Tandler (1995), serbest aminoasitlerin, pankreatik enzimlerin
salgisini kontrol eden bombesin gibi hormonal faktdrlerin salinimini tesvik ettigi

bildirmislerdir.

Kolkovski ve ark. (1997a), mikropartikil ve canli yemlerin bombesin hormonu
Uzerine olan etkilerini incelemislerdir. Sadece canli yemle beslenen grupta, yalnizca
mikro partikil yemle beslenen gruba gore % 300 daha fazla bombesin hormonunun
tespit edildigi, fakat burada kullanilan canli yemdeki tetikleyici faktoriin hala belirsiz

oldugunu bildirmislerdir.

Kolkovski ve ark. (2000), juvenil tatli su levreklerinin (Perca flavescens)
beslenmesinde kullanilan yemlere hormon ve sindirim enzimi ilavesinin, bu baliklarin
blyume ve enzimatik aktivitesi Uzerine olan etkilerini incelemislerdir. Bu hormon ve
enzim ilavesinin baliklarin sindirimine katkisinin olup olmayacagi hipotezi bu ¢alisma

ile test edilmistir. Bu ¢alismada test edilen diyetler;

» Ticari alabalik baslangi¢ yemi,
» Yiuksek oranda balik ve kalamar unu igeren yem,
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» Deneysel diyete % 0,1 oraninda ilave edilen bombesin (sindirim
hormonu),

> Deneysel diyete % 0,1 oraninda ilave edilen pankreatin (sindirim
enzimi)’dir.

Cahisma sonunda, dort farkli yemle beslenen baliklar benzer bir gelisme
gOstermistir. Yasama orani acisindan deneme gruplari arasinda 6nemli bir farklilik
gbzlenmemis, buna ilaveten yiiksek bir yasama orani elde edilmistir. Deneme gruplari
arasinda tripsin, kimotripsin ve pepsin’in aktiviteleri arasinda ©onemli farklilik
bulunmamistir. Bu ¢alisma, tath su levregi juvenillerinde sindirim hormonu ve
enzimlerinin yemlere ilavesinin gerekli olmadigini ortaya koymustur. Hormon ve enzim
ilavesine baliklarin ihtiya¢ duymamasi bu baliklarin sindirim sistemlerinin tam olarak

gelistigine isaret etmistir.

2.10.2. Kolesistokinin

Kolesistokinin (CCK) hormonu sindirim islemlerinde en 6énemli dlzenleyici
hormonlardan biri olarak bilinmektedir. CCK bagirsak hatti boyunca epitelyum hicreler

etrafinda dagilan endokrin hiicreler tarafindan tretilmektedir.

CCK'’nin fonksiyonlari;

» Safranin salinimi,
» Pankreatik sindirim enzimlerin salinimi,
» Mide boslugunun diizenlenmesidir.

Kolesistokininle ilgili balik larvalarinda yapilan calismalar hala yetersizdir.
insanlar Gzerinde yapilan calismalarda CCK’min en popiiler stimulantinin  di-tri
peptidleri ihtiva eden proteinler ve kismen sindirime ugramis yag Urtnleri oldugu
bildirilmistir (Liddle, 2000).

Koven ve ark. (2002), ringa bahklari Gzerinde yaptiklari calismada ¢Ozulebilir
proteinin, serbest aminoasitlerden daha hizli ve daha biylk miktarda CCK tetikledigini
(tim vicut homojenatinda) bildirmislerdir. Buna ilaveten triptik aktivitelerinin de
proteinle beslenen larvalarda arttigini, buna Kkarsilik serbest aminoasitlerle beslenen

larvalarda bir degisim g6zlenmedigini belirtmislerdir.
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Cahu ve Zambonino Infante (1995b), deniz levrekleri (Dicentrarchus labrax)
Uzerinde vyaptiklari calismada, protein hidrolizati (kazein)’nin tripsin aktivitesini
indirgedigi tespit etmisler. Buna karsilik serbest aminoasitlerin bir karisimi ile beslenen
larvalarda tripsin aktivitesinde bir artis oldugunu gézlemlemislerdir.

Liddle (2000), triptofan ve fenilalanin’in CCK salgisini situmule etmek igin
potansiyel Griinler oldugu bildirmistir.

Koven ve ark. (2002), yaptiklari bir calismada, sindirim kanah dolulugunun CCK
salgilamasinda etkili olmadigini bildirmislerdir.

Benthley (1998), besleme esnasinda proteolitik enzim salgisinin diizenlenmesinin
sindirim hormonlarini ihtiva eden birgok komponent tarafindan kontrol edildigi
bildirmistir. Bu arastirici, CCK hormonunun vertebratalarda sindirim esnasinda tripsin
gibi pankreatik enzimler ve safranin saliniminin dizenlenmesinde anahtar bir roli
olmasindan dolay! olduk¢a 6nemli oldugunu belirtmistir. Bu konu Uzerinde yapilan
diger calismalarda, tripsin’in diger proteolitik enzimleri aktive etmesinden dolayi
sindirim islemlerinde anahtar bir enzim olarak hizmet ettigi belirtilmistir (Holst ve
Schmidt, 1994; Liddle, 1995).

Ueberschar (1988), larval asamada tripsin’in en Onemli proteolitik sindirim
enzimi oldugunu ve genelde ¢ikistan sonra tespit edildigini bildirmistir.

Chey (1993), serbest aminoasitlerin pankreatik enzimlerin salgilanmasini kontrol
eden somatostanin ve CCK gibi hormonal faktorlerin salinimini tetikledigini

bildirmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Arastirma Yeri

Bu arastirmanin deneysel asamasi, EGEMAR SU URUNLERI Gida San. ve
Tic. A.S.” de, analiz asamasi ise Sileyman Demirel Universitesi Egirdir Su Urtnleri
Fakiiltesi VYetistiricilik laboratuari ile Silleyman Demirel Universitesi Arastirma ve

Uygulama Hastanesi Biyokimya laboratuarinda gerceklestirilmistir.
3.1.2. Denemede Kullanilan Larvalar

Bu arastirmada yumurtlama tanklarina alinan anaclardan, sicaklik 17°C’ye
gelince tamamen dogal kosullarda yumurta alinmistir. Doéllenmis yumurtalar tank
disindaki rekuparatorlerde toplanip, gerekli tartim ve dezenfeksiyon islemleri
yapildiktan hemen sonra konik inkiibasyon tanklarina aktarilmistir. inkiibasyon
tanklarinda yumurtadan c¢ikan keseli larvalar 8 tonluk yogun larva Uretim tankina 125
adet/lt olarak stoklanmistir. 25. gunden sonra larvalar 15 tonluk sorvaj tanklarina

alinmistir.
3.1.3. Denemede Kullanilan Tank Sistemi

Kullanilan tanklarin i¢ kismi larvanin bu doénemdeki gereksiniminden dolayi
siyah renklidir. Besleme asamasinda tanklarin tabaninda biriken atiklar sifonla iki gtinde

bir temizlenmistir.

3.1.4. Denemede Kullanilan Canli ve Mikroyemler

Cipura larvalarinin ticari besleme prosedurinde;

Alg olarak Nanochloropsis sp.,

Rotifer olarak Brachionus plicatilis (SS- ve S- tip rotifer)

Artemia naupli ile Artemia metanaupli (AF ve EG serisi)

Mikroyem olarak ise GEMMA Micro (50-100u) ve Caviar (100-200p)

kullantimustir.

YV V V V
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Rotifer dretimi 3,2 tonluk tanklarda yapilmis olup, besleme esnasinda Algamac
Protein Plus, zenginlestirme esnasinda da S.presso kullaniimistir. Rotifer tretimindeki
su sicakhgr 24-26°C, oksijen 8-12 ppm, pH ise 7-8 arasinda tutulmustur. Rotifer
kalturinde stok miktari 1500-2000 adet/ml olmustur. Rotifer Uretiminde 14-16 saat 6n

besleme, 7-8 saat zenginlestirme yapilmistir.

Artemia yumurta acilimi ve zenginlestirme islemi 4 tonluk tanklarda yapilmis
olup, 1 m*e 2-2,5 kg artemia yumurtasi konulmustur. Artemia naupli besleme
asamasinda kucik boyutlu ve zengin icerige sahip olmasindan dolayr AF tip, Artemia
metanaupli besleme asamasinda ise EG tip Artemia’nin kullanimi tercih edilmistir.
Artemia’nin zenginlestirme isleminde S.presso kullanilmis olup, zenginlestirme stresi
24 saat olarak ayarlanmistir. Artemia Uretimindeki su sicakligi, 24-26°C, oksijen 8

ppm’in altina dustrilmemis, pH ise 7,5-8,5 arasinda tutulmustur.
3.2. Ornekleme

Cipura anaglarindan yumurta alimi, larvalarin beslenmesi ve 6rnekleme islemleri
EGEMAR Su Urlnleri Gida San. ve Tic. AS.’ye ait kuluckahanede
gerceklestirilmistir (Sekil 3.1). Cipura larvalari ilk beslenmeye basladiklari donemden
40. giine kadar orneklenmistir. Orneklemeler ticari besleme prosediiriiniin uygulandi§i 8
tonluk larva retim tankindan ve 15 tonluk sorvaj tankindan yapilmistir. Ornekleme
islemi sabah saatlerinde larvalara yem verilmeden 0Once yapilmistir. 200-300u g6z
acikhgina sahip plankton agi ile hazirlanan stizme dizenegi kullanilarak larvalar
tanklardan toplanmis ve sogutulmus tath su ile yikanarak tuzdan arindiriimistir. Stizme
dizeneginde toplanan larvalar spatil yardimi ile 3 ml’lik kriyojenik tuplere
aktarilmistir. Kriyojenik tipler vial tutucuya tutturularak Air Liquide GT 40 marka sivi
nitrojen tankina konmuslardir. Larva o6rnekleri isletmeden Sileyman Demirel
Universitesi Egirdir Su Uriinleri Fakltesi laboratuarlarina getirilene kadar -196°C’de
muhafaza edilmistir. Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi laboratuarlarina getirilen larvalar -

80°C derin dondurucuya konarak analiz asamasina kadar muhafaza edilmistir.
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3.2.1. Denemedeki Ortam Sartlari

Cipura anaclarindan tamamen dogal kosullarda yumurta alimi gerceklestirilmistir.
Yumurtalar gerekli sterilizasyon islemlerinin ardindan 17°C’de tamamen karanlk
ortamda inkiibasyon tanklarina alinmistir. inkiibasyon tanklarinin konik tabanindan
havalandirma yapilarak yumurtalarin tank iginde homojen dagilimlari saglanmistir.
Yumurtadan ¢ikis esnasinda ve prelarval dénemde gelisimin daha iyi olmasi igin
ortamin karanlik olmasina dikkat edilmistir. Besin kesesinin tiketiminin ardindan
inkibasyon tanklarindan alinan larvalar 8 tonluk larva uretim tanklarina konulmustur.
Alg girisi yapilarak 50 lux aydinlatma uygulanmistir. Bu esnada larvalarda agiz acilimi
oldugu icin canli yem olarak rotifer girisi yapilmistir. Larvanin agiz biyuklugundeki
degisimlere gore canli yemler Artemia naupli, Artemia metanaupli olarak
degistirilmistir. Besleme periyodunda belirtildigi gibi canli yem dénemlerinde larvalari
mikroyeme alistirmak igin mikroyem girisi de yapilmistir. Larvalar 25. giinden sonra
sorvaj tanklarina alinarak beslemelerine devam edilmistir. Ornekleme esnasinda
tuzluluk 30-37 ppt, su sicakhgi 17-20°C, oksijen ise 7,8-8,3 arasinda degismistir. Cipura
(iretimi esnasinda 4. giine kadar 0,4 m®saat, 7. giine kadar 0,6 m®saat, 12. giine kadar
0,8 m®/saat, 17. giine kadar 1 m*/saat, 22. giine kadar 1.2 m*/saat, 27. giine kadar 1,4
m?*/saat, 30-40. giinler arasinda 2 m*/saat olarak su degisimi yapilmistir.

3.2.2. Beslenme Programi

Cizelge 3.1°de cipura larvalarinin postlarval dénemdeki besleme prosedir

ayrintili olarak verilmistir.
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Cizelge 3.1. Cipura larvalarinin ticari besleme proseduri

LARVA ALG ROTIFER ARTEMIA MIKROPARTIKUL

YAS (GUN) 10° hiicre/ml  (adet/ml) AF (adet/ml) EG (adet/ml) 50-100 p 100-200 p
(%) (%)

) - - - - - -

0 - - - - - -

5 3-3,5 8-13 - - - -
10 5-55 8-13 - - - -
15 7-8 8-13 1-1,5 - - -
20 7-8 8-13 2-3 2-3 - -
25 - - 7-8 5 -

3.2.3. Analizler

EGEMAR Su Urunleri Gida San. ve Tic. A.S.’ye ait kulugkahanede ticari
olarak Uretimi yapilan cipura larvalarindan 40. gline kadar, her 5 giinde bir 6rnekleme
yapilmistir. isletme kosullarinda sivi nitrojen tankinda -196°C’de, Egirdir su triinleri
fakiltesinde -80°C’de muhafaza edilen larvalarda ilk olarak proteaz aktiviteleri

belirlenmistir.

Daha sonra ticari besleme prosediriinde kullanilan canli  yemlerin
(Zenginlestirilmis Rotifer, Artemia naupli ve Artemia metanaupli) ve mikroyemlerin
(GEMMA Micro (50-100p) ve Caviar (100-200p)) larvalar uzerinde yaratmis olduklar

inhibisyon etkileri analiz edilmistir. Bu ¢alisma esnasinda ticari besleme proseduriniin
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ileri safhalarinda yaygin olarak kullanilan Caviar (200-300u) ve Caviar (300-500p)
yemleri de test edilmistir.

Son olarak larvalarda stres indikatorli olan kortizol aktiviteleri belirlenmistir.
Larva orneklerinin asagidaki gibi hazirlanan solisyonlarinin analizleri 3 tekerrirli
olarak yapilmistir. Proteaz ve inhibisyon analizleri Stleyman Demirel Universitesi
Egirdir Su Urlinleri Fakdltesi laboratuarlarinda yapilmis olup, kortizol analizleri ise
Sileyman Demirel Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Biyokimya

laboratuarinda gerceklestirilmistir.
3.2.3.1. Cipura Larva Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Cipura larvalari distile su ile homojenize edildikten sonra, érnekler 16000 g, 30
dakika (+4°C) sure ile santrifijlenmistir. Elde edilen slpernatantlar analizlerde

kullaniimak tizere -80°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.3.2. Protein Solusyonlarinin Hazirlanmasi

Cahismada kullanilacak protein kaynaklari (Zenginlestirilmis Rotifer, Artemia
naupli, Artemia metanaupli, GEMMA Micro(50-100u), Caviar (100-200u), Caviar
(200-300) ve Caviar (300-500u)) 100 mg/ml’lik konsantrasyonlarda distile su ile
hazirlandiktan sonra homojenize edilmistir. Homojenize olan érneklere 15000 g de 10
dakikalik bir santriftj islemi uygulanmistir. Elde edilen supernatantlar analizlerde
kullaniimak tizere -80°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.3.3. Protein Analizi

Cipura larva ekstraktlarinin, ¢cézilebilir protein konsantrasyonlari Bradford (1976)
tarafindan gelistirilen bir protein renk (dye) ¢dzeltisine dayali yontem ile belirlenmistir
(Biorad Protein Assay, Cat. No: 5002). Biorad kit prosedurleri uygulandiktan sonra
UV-MINIi 1240 (SHIMADZU) spektrofotometrede 595 nm’de 6lciimler yapilistir.
Elde edilen degerler proteaz ve inhibisyon sonuglarinin mg protein seklinde ifade

edilmesinde kullaniimistir.
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3.2.3.4. Cipura Larvalarinin Proteaz Aktivitelerinin Belirlenmesi

Cipura larva ekstraklarinda proteaz aktiviteleri Walter (1984) tarafindan
belirtilen metoda gore belirlenmistir. Substrat olarak kazein kullaniimis olup, kazein
solusyonu 10 g/l konsantrasyonda (buffer: 50 mM Tris HCI, pH:8,5) hazirlanmistir.
Substrat ve larva ekstraktlarinin inkibasyon reaksiyonu 0,5 ml trikloroasetik asitin
(TCA, 120 g/l konsantrasyonunda) ilavesi ile durdurulmustur. Proteaz aktiviteleri,
dakikada salinan tyrosin miktarinin pg cinsinden ifadesi olarak verilmistir (U/mg

protein).

3.2.3.5. Mikroyemlerin ve Canli Yemlerin Cipura Larvalarinin Proteaz
Aktiviteleri Uzerindeki inhibisyon Etkileri

Bu asamada daha ©nceden hazirlanmis olan protein solisyonlarinin
(Zenginlestirilmis Rotifer, Artemia naupli, Artemia metanaupli, GEMMA Micro (50-
100p), Caviar (100-200p), Caviar (200-300p) ve Caviar (300-5001)) cipura larvalarinin
proteaz aktivitesi Uzerindeki inhibisyon etkileri analiz edilmistir. Analizlerde Garcia-
Carreno (1996) tarafindan tanimlanan yontem kullanilmistir. Oncelikle larva, buffer ve
protein solusyonlari oda sicakliginda inkiibe edilmis, daha sonra kazein solusyonu ilave
edilerek tekrar inklbasyona tabi tutulmustur. Reaksiyon 0,5 ml TCA (120 g/l
konsantrasyonunda) ilavesi ile durdurulmustur. Kérler benzer sekilde hazirlanmis olup,
TCA kazein solusyonundan once ilave edilmistir. Proteaz inhibisyonu kontrol
grubundakine gére azalan proteaz aktivitesi olarak hesaplanmistir. Sonuclar % degerler

olarak verilmistir.
3.2.3.6. Kortizol Analizi

Cipura larvalarin kortizol ekstraktlarinin elde edilmesinde Alderman ve Bernier
(2009) tarafindan tanimlanan metot kullanilmistir. Kortizol analizleri ise FISH
CORTISOL ELISA KIT (CUSABIO BIOTECH CO.,Ltd) prosedurlerine uygun
olarak yapilmistir. Yikama islemleri BIOTEK marka ELx50 otomatik yikama cihazi
kullanilarak (Sekil 3.2), okuma islemleri ise RAYTO marka RT-6000 ELISA
READER kullanilarak 450 nm “de yapilmistir (Sekil 3.3).
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Cipura larvalarinin kortizol ekstraktlari asadidaki sekilde hazirlanmistir.

» Cozdurdlen larvalar, tartildiktan sonra 500 ul PBS’de homojenize edilmistir.

» Homojenizasyon sonrasinda homojenizatér ucu 500 pl PBS ile yikanmistir.
Ornek gegisleri arasinda kontaminasyonu 6nlemek amaciyla % 100’liik ethanol
ve de iyonize su ile iyice temizlenmistir.

> Elde edilen homojenatlar 10 ml’lik tiplere alinarak 5 ml di etil ether ilave
edilmistir.

> 1 dakika vortekslendikten sonra 3500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

» Sari renkli kortizol tabakasi alinir. Speed-VAC cihazi kullanilarak eter hizli bir
sekilde ortamdan uzaklastirilir. Buharlastirma sonrasi ornekler -20°C’de
ELISA KIiT prosediirleri uygulanana kadar muhafaza edilmistir.

ELISA KIT prosediirlerinin uygulanmasindan dnce 6rnekler 1 ml PBS ile tekrar

olusturulmus ve +4°C’de gece boyu inkiibe edilmistir (Sekil 3.4).
3.2.4. istatistiksel Analizler

Elde edilen canli yem ve mikroyemlerin proteaz aktivite ve kortizol degerleri tek
yonlu varyans analizi (one-way ANOVA) yontemi ile degerlendirilmistir. Ortalamalar
arasindaki farkliliklar ise Duncan c¢oklu karsilastirma testi yapilarak belirlenmistir
(p<0.05). Sonuclar ortalama *standart hata seklinde verilmistir. Arastirma sonucundan
elde edilen butin veriler SPSS 9.0 istatistik paket programi kullanilarak analiz
edilmistir (SPSS, 1993).
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Sekil 3.1. Kortizol analizi esnasinda kullanilan ELISA yikama Unitesi

Sekil 3.2. Kortizol analizi esnasinda kullanilan RAYTO marka RT-6000 ELISA
READER
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Sekil 3.3. Kortizol analizleri igin 6n hazirliklar, pipetleme ve inkibasyon asamalari
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Bu calisma ile c¢ipura larvalarinin ticari besleme prosedirtinde kullanilan
yemlerin, larvalarin proteaz aktiviteleri tzerindeki etkileri ve bu yemlere larvalarin

vermis olduklari fizyolojik tepkilerin test edilmesi amaclanmistir.

4.1. Cipura Prelarvalarinin ve Postlarvalarinin Proteaz Aktivitelerinin

Belirlenmesi

Cipura larvalarinin prelarval dénemlerindeki proteaz aktiviteleri incelendiginde
en disik aktivitenin larvanin yumurtadan ilk c¢ikis yaptigi 0. giinde 0,77+0,36 U/mg
protein, en yuksek aktivitenin ise postlarval déneme gecis yapmaya basladigi 4. giin de
4,77+£0,7 U/mg protein olarak gozlendigi tespit edilmistir (Sekil 4.1). 3. gindeki
prelarvalarin proteaz aktivitelerinde bir azalma g6zlenmistir (1,91+0,23 U/mg protein).
Prelarvalarin 0. gun, 1. gln, 2. giin, 3. glin ve 4. gln proteaz aktivitelerinin ortalamalari

arasindaki farkhlklarin, istatistiksel agidan énemli oldugu gézlenmistir (p<0,05).

Cipura Prelarval Dénem
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Sekil 4.1. Cipura larvalarinin prelarval (0-4. glin) donemlerindeki proteaz aktivitelerinde
go6zlenen degisimler

0. glin, 1. gun, 2. gin ve 3. gun prelarvalarinda gozlenen proteaz aktivitelerinin

ortalamalari arasinda istatistiksel farklilik bulunmadigi (p>0,05), buna karsilik 4. giin
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grubunun sadece 0. gun ve 3. gin prelarvalarinin proteaz aktivitelerinin ortalama

degerlerinden istatistiksel olarak farkl oldugu tespit edilmistir (p<0,05).

Cipura  larvalarinin ~ postlarval ~ donemlerindeki ~ proteaz  aktiviteleri
degerlendirildiginde en distk aktivite 25. glinde 5,75+£0,51 U/mg protein, en yuksek
aktivite ise 15. gin de 111,57+0,74 U/mg protein olarak gozlenmistir (Sekil 4.2).
Postlarval doneme gegis yapmaya basladigi 4. giin de 4,77+0,7 U/mg protein olarak
gOzlenen proteaz aktivitesi, postlarval déneme gecis yaptigi ilk gunde (5. giin) artis
gostererek 14,04 +1,09 U/mg protein olmustur. 5. glinden 15. giine kadar postlarvalarin
proteaz aktivitelerinde yukselme egilimi gdzlenmis olup, 15. ginde calisma suresi
icindeki en yuksek proteaz aktivite degerine ulastimistir (111,57+0,74 U/mg protein).
15. glinden sonra 25. gine kadar postlarvalarin proteaz aktiviteleri disme egiliminde
olmustur. 25. glnde postlarvalar en disuk proteaz aktivitesine sahip olmuslardir
(5,75+£0,51 U/mg protein). 25. gunden itibaren postlarvalarin proteaz aktivitelerinde
artis egilimi baslamis olup, calismanin sonunda proteaz aktivite degeri 47,13+0,79
U/mg protein (40. gunde) olmustur. Postlarvalarin 5. giinden 40. glne kadar olan tim
yas gruplarinin proteaz aktivitelerinin ortalamalarinin birbirlerinden farkli oldugu, bu

farkliliklarinda istatistiksel olarak 6nemli oldugu tespit edilmistir (p<0,05).

Cipura Prelarval [0-4.Giin) ve Postlarval (5-40.Giin) Donemler
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Sekil 4.2. Cipura larvalarinin prelarval (0-4. glin) ve postlarval (5-40. gun)
donemlerindeki proteaz aktivitelerinde gozlenen degisimler
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Balik larvalarinda toplam spesifik enzim aktivitesinin hem doku agirhginda hem
de doku proteinlerinin her graminda ki enzim aktivitesinde gozlenen artistan dolayi yasa
bagl olarak artis gosterdigi bircok arastirici tarafindan bildirilmistir (Martinez ve ark.
1999; Ribeiro ve ark. 1999; Zambonino Infante ve Cahu, 2001). Arastiricilar ayni
zamanda, spesifik enzim aktivitesindeki azalmalarin, enzim sentezinde bir azalmadan
kaynaklanmadigini, daha ¢ok doku proteinlerindeki artisin bir sonucu oldugunu ortaya
koymuslardir. Zambonino Infante ve Cahu (1994b) tarafindan yapilan calismada
sindirim enzimlerinin yem degisimine baglh olarak degisim gosterdigi belirlenmistir.
Perez ve ark. (1996), amilaz aktivitesinin 18. ginden sonra yemlerin karbonhidrat
iceriginin artisina paralel olarak arttigini, 35. giinde ise yemlerin protein icerigindeki
artisa paralel olarak tripsin aktivitesinin de arttigini bildirmislerdir. Naz (2007), yaptigi
calismada cipura larvalarinda tripsinin besinsel adaptasyonunu kontrol eden
mekanizmanin 36. gine kadar etkin olmadigini bildirmistir. Pankreatik ve bagirsak
enzim aktivitelerinin ilk beslemenin baslangicinda genelde disik oldugu goérilmektedir.
Sindirim  sisteminin  gelisimiyle birlikte, larvalar yeterli miktarda gida ile
beslenebiliyorlarsa enzim sentezinde artma egiliminin olacagi bildirilmistir (Hoehne-
Reitan ve ark., 2001a,b). Enzim salgisi miktarinin larvanin yem alim miktarina ve yem
formulasyonunda kullanilan hammaddelere bagimh olduguna dikkat cekilmistir
(Zambonino Infante ve Cahu, 2001).

Cipura larvalarinin prelarval (0-4. giin) ve postlarval dénemleri (5-40. gin)
arasindaki proteaz aktivitesindeki dalgalanmalarin;

» Doku protein konsantrasyonlarindaki degisikliklerinden,

» Postlarval dénemde sindirim sisteminin gelisiminin bir sonucu olarak
ticari besleme programinda kullanilan canli ve mikroyemlere Karsi
vermis oldugu tepkilerden,

» Ticari besleme programinda kullanilan canli ve mikroyemlerin
biyokimyasal kompozisyonlarina vermis oldugu tepkilerden,

> Ticari besleme programindaki mikroyemlerin rasyonlarinda kullanilan
yem hammaddelerine karsi gostermis oldugu tepkilerden,

» Naz (2007)’de belirtilen kolesistokinin (CCK)-tripsin iliskisi, mevcut
calismada ki 25. gunden sonra ki proteaz aktivitelerinde gozlenen

artislari desteklemektedir.
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4.2. Mikroyemlerin Cipura Larvalarinin Proteaz Aktiviteleri Uzerindeki
Inhibisyon Etkileri

Mevcut calismanin ticari besleme prosedirinde larvalarin sorvaj tankina
alinmasi ile birlikte kullanilan yemler Gemma Micro (50-100u) ve Caviar (100-
200p)’dir. Ticari besleme prosedirlerinde yaygin olarak kullanilan Caviar (200-300p)
ve Caviar (300-500u) mikroyemleri de bu galisma kapsaminda test edilmistir (Sekil
4.3). Gemma Micro (50-100u) en dusik inhibisyon yizdesini 5. giinde % 13,17 olarak
gostermistir. 10. ve 15. giinlerde %29,99 ve %7,67’lik inhibisyon degerleri ile Caviar
(100-200p)’1n, Gemma Micro (50-100p)’ya gore Ustun oldugu dikkat cekmektedir. 20.
ve 25. glnlerde sirasiyla % 19,59 ve % 37,28’lik inhibisyon yuzdesiyle Gemma Micro
(50-100)’nun, Caviar (100-200u)’dan daha iyi bir yem oldugu goézlenmektedir. 30.,
35. ve 40. ginlerde sirasiyla % 36,93, % 14,62 ve % 16,18’lik inhibisyon yuzdeleriyle
Caviar (100-200un)’in Gemma Micro (50-100u)’ya gore daha iyi bir performans
sergiledigi tespit edilmistir.

Cipura Postlarval Donem
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Sekil 4.3. Mikroyemlerin cipura larvalarinin proteaz aktiviteleri Gzerindeki inhibisyon
Degerleri (%)

Diger taraftan 10. ve 20. glinlerde Caviar (200-300p)’In sirasiyla % 23,78 ve %
12,87’lik inhibisyon yizdeleriyle, Gemma Micro (50-100p) ve Caviar (100-200p)’dan

daha iyi bir performans sergiledigi goralmustar. 30., 35. ve 40. ginlerde sirasiyla %
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36,93, % 14,62 ve % 16,18’lik inhibisyon ylzdeleriyle iyi bir performans sergileyen
Caviar (100-200p)’a yakin inhibisyon yuzdeleri, 35. ve 40. gunlerde Caviar (200-300t)
ve Caviar (300-500p)’dan elde edilmistir.

Deniz bahigi larvalarinin besinsel problemlerini ¢dzmek icin, larvalarin
beslenmesinde potansiyel olarak kullanilabilecek yem hammaddelerinin inhibisyon
etkilerinin incelenmesi kadar, uretilmis olan yemlerin larvalarin sindirim sistemi
Uzerindeki etkilerine yonelik calismalarinda 6nemi oldukca fazladir. Simdiye kadar
yapilan calismalarda deniz bahgi larvalarinin sindirim enzimlerinin fonksiyonel
Ozellikleri, biyokimyasal karakteristikleri tanimlanmistir (Alarcon ve ark., 1998; Perez-
Jimenez ve ark., 2009). Arastiricilar, ¢ipura larvalari ve karideslerin proteaz aktiviteleri
uzerine mikroyemlerin  Oretiminde kullanilabilen bazi yem hammaddelerinin
(ovalbumin, hemoglobin, slbye unu, kazein) inhibisyon etkileri hakkinda bilgi
vermigslerdir (Alarcon ve ark., 1997; Alarcon ve ark., 1999; El-Sayed ve ark., 2000).

Gemma Micro (50-100u) ve Caviar (100-200u) arasinda go6zlenen bu
farkhihklarin, bu yemlerin Uretimlerinde kullanilan hammaddelerin farkli olmasindan
kaynaklanmaktadir. Alarcon ve ark. (1999), mikroyemlerin balik larvalari tarafindan
sinirh faydalanmasinin yem hammaddelerinin larvalarin proteaz aktivitelerini kismi
inhibisyonuyla iliskili olabilecegini bildirmistir. Alarcon ve ark. (1999), 8 gunlik cipura
larvalarinda mevcut proteaz aktivitesinin % 60’dan fazlasini ovalbuminin inhibe ettigini
rapor etmistir.  Alarcon ve ark. (1997), ovalbumin iceren ticari olarak (Gretilen
mikroyemler karides proteazlari Uzerinde test edildiginde de benzer sonuclar
almislardir. Kolkovski ve Tandler (2000), ¢ipura larvalarinin yemlerinde % 50’den daha
fazla kalamar hidrolizati kullanildiginda biylmede azalma oldugunu belirlemislerdir.
Diger taraftan, Alarcon ve ark. (1999), subye ununun 8 ginlik cipura larvalarinin
proteaz aktivitesini etkilemedigini, mikroyemlerin hazirlanmasinda iyi bir aday
olabilecegi gosterilmistir. Moyano ve ark. (1999), cipura proteaz aktivitesinin soya
ununda bulunan proteaz inhibitdrine karsi ¢ok hassas oldugunu rapor etmistir. EI-Sayed
ve ark. (2000), tilapya’nin toplam proteaz aktivitesi tizerine soya ununun % 60’dan daha
yuksek oranlarda inhibe ettigini ortaya koymustur.

Bilindigi Uzere larvalarin farkl doénemler farkli besinsel talepleri olmaktadir.
Besin  gereksinimlerini  karsilayabilen  yemlerle  beslendikleri zaman bu

memnuniyetlerini fizyolojik olarak gosterebilmektedirler. Yukarida Gemma Micro
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(50-100u) ve Caviar (100-200p) icin verilmis olan % degerler larvalarin sunulan
yemlerden memnuniyetsizliklerinin gostergesidir. Bu degerler ticari besleme prosedrt
esnasinda cipura larvalarinin  vermis olduklari stres tepkileri ile birlikte
degerlendirildiginde, Gemma Micro (50-100p)’nun ¢ipura larvalarina sérvaj déneminin
baslangicinda (25. giin) Artemia metanaupli ile birlikte verildigi, bu dénemde ¢ipura
larvalarinin fizyolojik stres tepkilerinden kortizol degerlerinde istatistiksel olarak bir
degisim gozlenmedigi, 30. glinde de yine Artemia metanaupli ile birlikte verildiginde
kortizol degerinde dlsls go6zlenmesine ragmen bunun istatistiksel acidan 6nemli
olmadigi belirlenmistir. Artemia metanauplinin verilmedigi (35. giinde), Gemma Micro
(50-100p) ile Caviar (100-200p)’in birlikte verildigi durumda da kortizol degerlerinde
diusme gozlenmistir fakat bu durum istatistiksel olarak énemli bulunmamistir. Buna
karsilik Caviar (100-200u)’in yalniz verildigi 40. giinde kortizol degerlerinde
istatistiksel olarak 6nemli olmayan bir yukselme goézlenmistir.

Bu veriler, Gemma Micro (50-100u)’nun daha dusik inhibisyon gosterdigi ticari
besleme prosedurindeki Artemia naupli’nin girisinden itibaren kullaniminin bir risk
olusturmayacagina, buna karsilik sindirim sistemi fonksiyonel olmus 40. gundeki ¢ipura
larvalarina yalniz sunuldugunda, Gemma Micro (50-100p) ile birlikte sunulduklarindan
daha yiiksek bir fizyolojik stres tepkisine (kortizol) yol acan Caviar (100-200p)’in ise
daha erken donemlerde kullaniminin riskli olacagina isaret etmektedir.

4.3. Canli Yemlerin Proteaz Aktiviteleri

Ticari besleme prosedirinde 20. gune kadar yalniz, 25. gun sonrasinda
mikroyemlerle birlikte 30. gunune kadar kullanilan canli yemlerin (zenginlestirilmis
Rotifer, Artemia naupli ve Artemia metanaupli) proteaz aktivitelerinde gozlenen
degisimler Sekil 4.4’de verilmistir. Canli yemlerin proteaz aktiviteleri istatistiksel
acidan degerlendirildigin de, ortalamalar arasindaki farkhliklarin &nemli oldugu
belirlenmistir (p<0,05). En dusik proteaz aktivitesini zenginlestirilmis rotifer
(17,98+2,82 U/mg protein) gostermistir. Artemia naupli ve Artemia metanaupli’nin
proteaz aktivite degerleri sirasiyla 34,67+0,88 U/mg protein ve 317,16+2,67 U/mg
protein seklinde belirlenmistir.
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400
350
300
250
200
150
100

50

0 —

Zenginlestiriimis Rotifer Artemia naupli Artemia metanaupli

Proteaz Aktivite Degerleri
(U/mg protein)

Sekil 4.4. Ticari besleme prosediriinde kullanilan canli yemlerin proteaz aktivitelerinde
gozlenen degisimler

Rotiferler (Branchionus plicatilis) ve Artemia naupli’leri dunyada ticari bir
potansiyele sahip deniz baliklarinin larval donemlerinde canlhi gida kaynagi olarak
yaygin bir sekilde kullaniimaktadirlar. Bu yemler larva yetistiriciliginde vazgecilmez
gibi gorinse de, giinimdizde, bu tir canli yemlerin yogun Uretimleri igin laboratuar ve
enerji yatirimlarinin ¢ok yiksek olmasi ve besinsel kompozisyonlarinin sabit
tutulamamasi gibi nedenlerden dolay! larva yetistiriciliginde mikro yemlere gegisi
hizlandirmak igin calismalar blyuk bir hizla devam etmektedir (Roselund ve ark.,
1997). Ayni zamanda Artemia’ninda dogal populasyonlarinin azalmasi ve buna bagli
olarak fiyatlarinda go6zlenen asiri yukselmeler bu gecisin su drinleri yetistiriciliginin
devamlih@i agisindan oldukga 6nemli oldugunu gdstermektedir.

Naz ve ark. (2011), tarafindan ydritulen bir calismada Artemia metanaupli,
Artemia naupli, zenginlestrilmis rotifer ve rotiferin proteaz aktiviteleri sirasiyla
481,31+£22,10 U/mg protein, 253,48+6,54 U/mg protein, 139,42+18,38 U/mg protein,
114,26+20,19 U/mg protein olarak bulunmustur. Rotifer ve zenginlestirilmis rotifer
arasinda istatistiksel olarak farklhilik gozlenmemistir (p>0,05). Buna karsilik Artemia
metanaupli, Artemia naupli ve rotifer gruplari arasindaki farkhliklarin istatistiksel
olarak 6nemli oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Artemia grubunda g6zlenen proteaz
aktivitesinin, rotifer grubuna goére daha yiiksek oldugu ve bu farklarin istatistiksel olarak

onemli oldugu belirlenmistir (p<0,05). Mevcut calismada, zenginlestirilmis rotifer,

44



Artemia naupli ve Artemia metanaupli’nin proteaz aktiviteleri sirasiyla 17,98+2,82
U/mg protein, 34,67+0,88 U/mg protein, 317,16+2,67 U/mg protein olarak
bulunmustur. Canli yem gruplari arasinda istatistiksel olarak farklilik tespit edilmistir
(p<0,05). Naz ve ark. (2011), tarafindan yapilmis olan calismada elde edilen canl
yemlerin proteaz aktivite degerleri ile mevcut calismada elde edilen degerler arasinda
farkliliklar bulunmustur.

Toplam spesifik enzim aktivitesinin balik larvalarinda hem doku agirhginda hem
de doku proteinlerinin her graminda ki enzim aktivitesinde gdzlenen artistan dolay! yasa
bagh olarak artis gosterdigi bildirilmistir (Martinez ve ark. 1999; Ribeiro ve ark. 1999;
Zambonino Infante ve Cahu, 2001). Artemia’nin sindirilebilirligi Artemia’nin yasiyla,
bahgin tirl ve yasiyla degiskenlik gosterebilir. Artemia’nin ¢ikistan 12 saate kadar
(Instar 1l metanaupli) sindirim sistemi acik olmayip, Artemia’dan larvalara dissal
sindirim enzimlerinin girisinin sinirli oldugu gordlir. Bu durum Artemia’yi bazi deniz
baliklarinin erken ddnemleri icin daha az sindirilebilir yapmaktadir. Bu dénemden
sonra, Artemia’nin sindirim enzimlerinde cikista gdzlenen miktarinin yaklasik 5 kati
kadar artis gorilmektedir (Pan ve ark., 1991). Diger taraftan dekapstle edilmis Artemia
yumurtalarinin sindirilebilirlik agisindan direncli oldugu bildirilmistir (Dendrinos ve
Thorpe, 1987).

Bu konudaki mevcut literaturler, Artemia metanaupli ve Artemia naupli arasindaki
proteaz aktivitelerindeki farkliliklarin gelisim ddnemlerinden kaynaklanabilecegi
gorusini  desteklemektedir. Gelisimsel dodnemlerin etkisinin disinda, Artemia’nin
biyokimyasal kompozisyonlari Uzerine global iklimsel degisimlerin etkisi oldugu
bilinmektedir. Global iklimsel degisimlerin Artemia’nin enzimatik aktiviteleri
Uzerindeki etkilerinin de arastiriimasi gerekmektedir. Rotifer grubunda bu enzimatik
degisimler Gzerinde besleme ve zenginlestirme islemlerinin etkili olabilecegi tahmin

edilmektedir.
4.4. Canh Yemlerin Cipura Larvalarinin Proteaz Aktiviteleri Uzerindeki Etkileri

Ticari besleme prosedirinde kullanilan canli yemlerin (zenginlestirilmis Rotifer,
Artemia naupli ve Artemia metanaupli), cipura larvalarinin proteaz aktiviteleri tizerinde

(sadece 10. gun) zenginlestirilmis rotifer disinda pozitif katkisi oldugu belirlenmistir
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(Sekil 4.5). 10. giinde zenginlestirilmis rotiferin ¢ipura larvalarinin proteaz aktiviteleri
uzerinde % 15,19’luk bir inhibisyona neden oldugu tespit edilmistir.

5. gun ve 40. gun arasinda protein kaynagi olarak rotifer disundldiginde, en
dusiik ve en yuksek proteaz katki oranlari sirasiyla 15. ginde % 11,78, 25. gunde %
81,92 olarak gozlenmistir. Rotiferin cipura larvalarinin en disik proteaz aktivitesine
sahip oldugu 25. glinde en yuksek katkiyi sagladigi gozlenmistir.

5. gin ve 40. gun arasinda protein kaynagi olarak Artemia naupli
dustnaldiginde, en dusuk ve en yiksek proteaz katki oranlari sirasiyla 15. glinde %
29,95, 5. glinde % 145,13 olarak gozlenmistir. Artemia naupli’nin gipura larvalarinin en
distik proteaz aktivitesine sahip oldugu 25. gunde % 122,59 gibi bir katki sagladigi
bulunustur.

5. gin ve 40. gin arasinda protein kaynagi olarak Artemia metanaupli
distinuldiginde, en disuk ve en ylksek proteaz katki oranlari sirasiyla 15. giinde %
130,66, 25. ginde % 1093,22 olarak tespit edilmistir. Artemia metanaupli’nin ¢ipura
larvalarinin en disuk proteaz aktivitesine sahip oldugu 25. giinde en yiksek katkiyi
sagladigr gozlenmistir. Artemia naupli ve Artemia metanaupli’nin cipura larvalarinin
proteaz aktiviteleri (zerine olan pozitif katki oranlarindaki dalgalanmalarin benzer
oldugu, Artemia metanauplinin hem rotifer hem de Artemia naupli’den daha yiksek
katki sagladigi gozlemlenmistir.

Canli yemlerin (zenginlestirilmis Rotifer, Artemia naupli ve Artemia metanaupli),
cipura larvalarinin proteaz aktiviteleri (zerinde pozitif katkilarinin oldugu tespit
edildikten sonra, canli yemlerin bireysel katkilari ve inhibisyon yiizdeleri hesaplanarak
Sekil 4.6’da verilmistir.

Canli yemlerin, cipura larvalarinin proteaz aktiviteleri Uzerinde sadece 10. gin
zenginlestirilmis rotifer disinda pozitif bireysel katkisi oldugu belirlenmistir. 10. glinde
zenginlestirilmis her bir rotiferin cipura larvalarinin proteaz aktiviteleri Gzerinde %
0,006 ’lik bir inhibisyona neden oldugu tespit edilmistir.

5. gun ve 40. gun arasinda protein kaynagi olarak rotifer disunuldiginde, en
dusiik ve en yiksek bireysel proteaz katki oranlari sirasiyla 15. ginde % 0,005, 25.
giinde % 0,034 olarak godzlenmistir. Rotiferin ¢ipura larvalarinin en dustk proteaz
aktivitesine sahip oldugu 25. glinde en yiksek bireysel katkiyi sagladigi gézlenmistir.
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Sekil 4.5. Ticari besleme prosedirinde kullanilan canli yemlerin proteaz katki ve
inhibisyonlar

5. gin ve 40. gun arasinda protein kaynagl olarak Artemia naupli
dustnlldiginde, en disuk ve en yuksek bireysel proteaz katki oranlari sirasiyla 15.
ginde % 0,094, 5. gunde % 0,454 olarak goOzlenmistir. Artemia naupli’nin ¢ipura
larvalarinin en dlsuk proteaz aktivitesine sahip oldugu 25. giinde % 0,383 gibi bir
bireysel proteaz katki sagladigi bulunustur.

5. gin ve 40. gin arasinda protein kaynagi olarak Artemia metanaupli
distinuldiginde, en disuk ve en yuksek bireysel proteaz katki oranlari sirasiyla 15.
ginde % 0,408, 25. ginde % 3,416 olarak tespit edilmistir. Artemia metanaupli’nin
cipura larvalarinin en dislk proteaz aktivitesine sahip oldugu 25. glinde en yuksek
bireysel katkiyr sagladigi gozlenmistir. Artemia naupli ve Artemia metanaupli’nin
cipura larvalarinin proteaz aktiviteleri Uzerine olan pozitif katki oralarindaki
dalgalanmalarin benzer oldugu, Artemia metanauplinin hem rotifer hem de Artemia
naupli’den daha yuksek bireysel katki sagladigi gézlemlenmistir.

Larvalarin beslenmesinde Artemia ve mikro yemlerin beraber kullanimi sirasinda
dolayli olarak kimyasal ve goérsel uyarim ile Artemia’nin sindirim enzimi katkisinin
mikro yemlerin sindiriminde etkili oldugu bildirilmistir (Kolkovski ve ark., 1993).
Avrastiricilar, deniz baliklari larvalarinda mikro yemlerin performansinin, canli yemlerle
birlikte kullanildiklari zaman arttigini ortaya koymuslardir (Cahu ve Zambonino
Infante., 2001; Koven ve ark., 2001).
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Sekil 4.6. Ticari besleme prosedirinde kullanilan canli yemlerin bireysel proteaz katki
ve inhibisyonlari

Simdiye kadar ydratulen ¢alismalar, canli yemlerin, sindirim sistemi tam olarak
fonksiyonel olmayan balik larvalarinin sindirimine katki sagladigini, ayni zamanda
larvalara mikroyemlerle beraber verildikleri zaman mikro yemlerin sindirilebilirligini
onemli Olcude duzenledigini gostermektedir. Tarler arasinda sindirim sisteminin
gelisimlerinde gdzlenen farkliliklardan dolayi canli yemlerin katki oranlari konusunda
simdiye kadar yapilan calismalarda net bir deger ortaya konamamistir. Sindirim sitemi
larval donemde iyi gelisen larvalar icin canli yemlerin dustik bir enzimsel katkisindan
bahsedilirken, ilkel bir sindirim sistemine sahip bir larva icin canli yemlerin enzimsel
katkisinin hayati 6nem tasidigi konusunda bir fikir birligi ortaya ¢cikmistir.

Canli gidalarin ringa (Clupea harengus) larvalarinda dissal tripsin salgisina
ilaveten icsel tripsin salgisinin da artisinda 6nemli bir rol oynadigi bildirilmistir
(Pedersen ve Hjelmeland, 1987). Munilla-Moran ve ark. (1990), 3 ginlik kalkan
baliginin sindirim enzimlerine canli yemlerin katkilarini, % 15-27 amilaz, % 43-60
proteaz ve % 89-94 esteraz seklinde bildirmislerdir. Kurokawa ve ark. (1998), yaptiklari
bir calismada rotiferlerin balik larvalarina proteaz katkisinin % 0,6 oldugunu
bildirmislerdir. Garcia-Ortega ve ark. (2000), tarafindan yapilan bir calismada
dekapsile edilmis Artemia yumurtalarinin larvalarin proteaz aktiviteleri Gzerine %

1’den daha az bir katki yaptigi, buna benzer dusiik katki oranlarinin levrek larvalarinda
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(Zambonino Infante ve Cahu, 1994a) ve cipura larvalarinda (Moyano ve ark., 1996)
gozlendigi bildirilmistir. Cahu ve Zambonino Infante (1995a), Artemia katkisinin % 5
oldugunu bildirmistir.

Canli yemlerin sahip oldugu enzimlerin, sindirim sistemi tam olarak fonksiyonel
olmayan larvalarda sindirime yardimci oldugu bilinmektedir. Karabalik (Clarias
gariepinus) ve levrek (Dicentrarchus labrax) gibi bazi baliklarin larval dénemde gerekli
sindirim yetenegine sahip olduklarindan dolayi bir gidanin sindirimi igin canl gidadan
gelen proteazlara ihtiya¢ duymadiklari bildirilmistir (Verreth ve ark., 1992; Zambonino
Infante ve Cahu, 1994a; Moyano ve ark., 1996).

Warner ve ark. (1995), vyaptiklari calismada, Artemia yumurtalarindaki
proteazlarinin ¢ogunun sistin proteaz grubundan oldugu, bu proteaz sinifinin alkalin
pH’da aktif olmadiklarini bildirmislerdir (Warner ve Shridhar, 1985). Garcia-Ortega ve
ark. (1998), dekapsule edilmis Artemia yumurtalari ile yeni ¢ikmis Artemia naupli
arasinda da besinsel kompozisyon ve enzimsel aktivite arasinda ¢cok énemli farkliligin
olmayacagini bildirmislerdir. Naz ve ark. (2011), Artemia naupli ve Artemia metanaupli
arasinda enzimsel farkliliklarin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu tespit etmislerdir.

Canli yemlerin larvalarin proteaz aktiviteleri Uzerindeki katki oranlari konusunda
cok farkl degerler bildirilmis olup, bu konuda bir netlik heniz saglanamamistir. Bu
konuda literatiirde verilen degerlerin farkli olmasina ragmen, canli yemlerin sindirim
sistemi tam olarak fonksiyonel olmayan larvalarin kritik dénemlerinde énemli bir katki
sagladiklari konusunda fikir birliginin ortaya ciktigi soylenebilir. Mevcut c¢alisma
sonuglarida bu katkinin oldugunu desteklemektedir. Bu katki oranlarinin;

» Tur ici ve tdrler arasindaki sindirim sisteminin gelisiminde gdzlenen
farkliliklara gore,

> Beslenme programinda kullanitlan yemlerin proteaz aktiviteleri
uzerindeki etkilerine gore,

> Rotiferlerin beslenmesi ve zenginlestirilmesi esnasindaki degisimlere
gore,

> Artemia’nin gelisim dénemlerine gore,

» Artemia’nin tipine gore,

> Artemia’nin global iklimsel degisimlerden etkilenme derecesine gore
degisiklik gosterecegi dikkate alinmalidir.
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4.5. Kortizol Analizi

Bu calismada, ticari besleme prosedurinun gipura larvalarinin 5. glinden 40. gline
kadar her 5 gunlik donemdeki kortizol seviyelerinin degisimleri belirlenmistir  (Sekil
4.7). Ozellikle ticari besleme prosediri esnasinda kullanilan canli  yemlerin
(zenginlestirilmis Rotifer, Artemia naupli ve Artemia metanaupli) ve mikroyemlerin
(Gemma Micro (50-100u) ve Caviar (100-200u)), cipura larvalan Uzerindeki etkileri
belirlenmeye cahisiimistir. Calisma sonunda elde edilen kortizol degerleri istatistiksel
olarak degerlendirildiginde 35. gin, 40. gin, 30. gln, 15. gun, 25. gin ve 20. gin
kortizol degerlerinin istatistiksel olarak birbirlerinden farkli olmadigr bulunmustur
(p>0,05). Buna karsilik 5. gin ve 10. gine ait cipura larva kortizol degerlerinin
birbirlerinden ve diger yas gruplarindan istatistiksel olarak énemli farkliliklara sahip
oldugu tespit edilmistir (p<0,05). En dusik ve en ylksek kortizol seviyeleri sirasiyla
35. gunde 0,099+0,009 ng/g ve 10. gunde 4,033+0,38 ng/g olarak belirlenmistir.

GCalismada elde edilen kortizol degerleri incelendiginde, prelarval dénemden
postlarval doneme yiiksek bir kortizol gecisinin oldugu g6zlenmektedir (1,199+0,15
ng/g). Bu kortizol degerini etkileyen faktorler; agiz acilimi gerceklesmis olan cipura
larvalarinin ilk yem alma gayretleri ve alinan yemin besin gereksinimleri karsilayabilme

potansiyelinin olup olmamasidir.

Cipura Postlarval Donem

5
S 4.5
5 33 7 X
5 o VAR
> 2,5 ~ N
[
© 15
£ T \
S \
¥ 0,5 — ——

0 T T T T T T T

5 10 15 20 25 30 35 40
Gun

Sekil 4.7. Cipura larvalarinin 5. giinden ve 40. gtine kadar olan her bes giinliik
donemdeki kortizol seviyeleri
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Agiz aciliminin gergeklesmesiyle birlikte postlarvalara canli yem olarak
zenginlestirilmis rotifer verilmektedir. Zenginlestirilmis rotiferin ¢ipura larvalari
Uzerinde 5. glnde pozitif yonde bir proteaz katkisi oldugu gozlenmektedir. Buna
karsilik 10. glnde zenginlestirilmis rotiferin cipura larvalarinin proteaz aktivitesini
negatif yonde etkiledigi gdzlenmektedir. Zaten 5. glinde tim ¢alisma periyoduna goére
yuksek bir kortizol degerine sahip olan cipura larvalarinin, besin olarak verilmis olan
zenginlestirilmis rotiferinde proteaz aktivitesini negatif yonde etkilemesiyle birlikte
kortizol degeri ¢calisma esnasinda kaydedilen en yiiksek degere ulasmistir (4,033+0,38
ng/g).

10. glinden sonra larvanin sindirim sisteminin gelisimi ve ortama Artemia
nauplinin girisi ile birlikte kortizol seviyelerinde 6nemli disusler kaydedilmistir. 15.
ginde kortizol seviyeleri, 10. giinde g06zlenen ylksek kortizol degerlerinden
0,321+0,065 ng/g degerine kadar dusmustur. Bu disuste etkili olan faktorleri, cipura
larvalarinin proteaz aktivitelerindeki artis ve Artemia naupli’nin hem besinsel hem de
proteaz katkisi bakimindan rotiferden yiksek olmasi seklinde siralamak mumkuandr.

15. gunden 20. gune gecerken kortizol deQerlerinde istatistiksel olarak 6nemli
olmayan (p>0,05) bir yikselme gozlenmistir. Bu yikselmede etkili olan faktorleri,
cipura larvalarinin proteaz aktivitelerinde gozlenen dusts ve bu distsun istatistiksel
acidan énemli olmasini engelleyen hem besin degeri hem de proteaz katkisi ylksek olan
Artemia metanaupli’nin girisi seklinde siralamak miumkandur.

25. glnde cipura larvalari en disuk proteaz aktivitesine sahip olmasina ragmen
20. guinden 25. gune geciste kortizol seviyelerinde istatistiksel olarak 6nemli farkliliklar
gozlenmemistir (p>0,05). Bu asamada etkili olan faktoriin, hem besin degeri hem de
proteaz katkisi yuksek olan Artemia metanaupli’nin girisi oldugu gorilmektedir.
Artemia metanaupli ile birlikte girilen Gemma Micro (50-100u)’nun % 37,28’lik bir
inhibisyon yaratmasinin ve c¢ipura larvalarinin proteaz aktivitelerinde gozlenen dususun,
kortizol seviyeleri Uzerinde 6nemli degisiklik yaratmadigi tespit edilmistir.

25. glinden, 30. gine geciste kortizol seviyelerinde istatistiksel olarak onemli
olmayan bir dustis gézlenmistir. Bu dénemde Gemma Micro (50-100u)’nun % 45,58’lik
bir inhibisyon yaratmasina karsilik, Artemia metanaupli’nin yiksek proteaz katkisinin
ve cipura larvalarinin proteaz aktivitelerinde go6zlenen artisi kortizol degerinin

dustsiinde etkili faktor olarak siralamak mimkunddr.

o1



30. gunden sonra ¢ipura larvalarinin proteaz aktiviteleri strekli bir yikselme
egiliminde olmustur. 30. ginden 35. gune geciste Kkortizol seviyelerinde dusus
g6zlenmistir. Canli yemlerin verilmemesine ragmen, Gemma Micro (50-100u)’nun %
30,95’lik inhibisyon ve Caviar (100-200u)’in % 14,62 lik bir inhibisyon yaratmasi
kortizol degerlerinin yikselmesine neden olmamistir. Bu dénemde elde edilen veriler
Uzerinde cipura larvalarinin yiksek proteaz aktivitelerinin en 6nemli faktor oldugu
gorulmektedir.

35. gunden 40. gine geciste kortizol seviyelerinde istatistiksel olarak 6nemli
olmayan bir artis gozlenmistir. Cipura larvalarinin proteaz aktivitesi ve gucinin
artmasina ragmen bu asama larvalara sadece Caviar (100-200)’in verilmis olmasindan
kaynakli bir stres cevabinin etkisi oldugu gortulmektedir.

Salmonid baliklarin ilk kortikosteroid stres cevabini su sicakligina bagl olarak
kulucka déneminin ikinci ve besinci haftalarinda gosterdikleri bildirilmistir (Pottinger
ve Mosuwe, 1994). Baliklarda yumurta ¢ikisi 6ncesi tiroid ve kortizol hormonlarinin
bulundugu tespit edilmistir. Bu hormonlarin fonksiyonel tiroid dokusu ve bébrekarasi
hlcreler embryogenesiste gelismedigi icin anac orjinli oldugu bildirilmistir (Mylonas
ve ark., 1994; Berry ve ark., 1995; Szisch ve ark., 2005). Bayrak (2013), gokkusagi
alabahginin stoklama oranlari ve refahi tzerine yaptiklar ¢alismada artan kortizol
konsantrasyonlarinin  tGreme hormonlarini  baskiladigini  bdylece oogenez ve
spermatogenezi olumsuz etkileyerek gamet Kalitelerini distrdugini bildirmislerdir.
Mevcut ¢calismada da prelarval dénemlerde kortizol degerlerine rastlaniimasi, sonuclarin
literatdrler tarafindan desteklendigini gostermektedir.

Szisch ve ark. (2005), cipura larvalari Uzerine yaptiklari calismada, kortizol
degerini  yumurtada 0,83+0,02 ng/g, ilk beslemede 3,40+0,19 ng/g olarak
belirlemislerdir. Bu asamadan sonra kortizol degerlerinde surekli bir artis gézlendigi,
cikistan sonraki 23. giinde 7,38+1.16 ng/g, 29. giinde 7,53+0,96 ng/g ve 45. glnde
14,55+2,82 ng/g degerlerine ulasildigi bildirilmistir. Mevcut calismada, ilk beslemede
kortizol degeri 1,19+0,15 ng/g, 25. glinde 0,43+0,02 ng/g, 30. giinde 0,16+0,02 ng/g ve
40. glinde 0,12+0,03 ng/g olarak bulunmustur.

Calismadan elde edilen kortizol degerleri, Szisch ve ark. (2005), tarafindan
bulunan kortizol degerlerine gore daha disuk seviyelerdedir. Bu durum anag besleme,

prelarval dénem abiyotik faktorler ve postlarval besleme konularinda sektériin son 10
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yilda asama kaydettigini gostermektedir. Bu gelismeye karsilik, larvalar Gzerindeki anag
orijinli kortizol katkilari konusunda eksikliklerin giderilmesi, bilhassa postlarval
dénemin baslangicindan itibaren ilk 10 giinlik dénemdeki beslemeye bagh eksikliklerin
giderilmesi, kitle halinde larval 6limlerin 6nlenmesinde etkili olacaktir.

Galisma sonuclarindan da gorilecegi gibi prelarval donemden yuksek bir stres
yuki ile ¢itkmis cipura postlarvalarinin, proteaz katkisi ve besin degeri distk bir canli
yemle beslemenin sonuclart 10. gin kortizol degerlerinde kendini gdstermektedir.
Cipura larvalarinda yiksek o6limlerin bu asamalarda gerceklestigi bilinmektedir.
Prelarval donemde stres sadece abiyotik faktorlerden kaynaklanmaktadir. Prelarvalar
anaclardan gelen kortizol yikund bu dénemde abiyotik sartlar optimum tutulabildigi
slirece tamamen postlarval déneme tasimakta, bu dénemde de sindirim sisteminin az
gelismis olmasi, sunulan canli yemin proteaz katkisinin ve besin degerlerinin disik
olmasi gibi faktorler mevcut stres yukini azaltmak yerine arttirmaktadir. Bu artan stres
yukunt tolere edemeyen postlarvalarda kitlesel olimler gerceklesmektedir. Kitlesel
olumleri énlemek icin;

» Anaclarin strese girmesini 6nlemek icin biyotik ve abiyotik fakttrlere
dikkat edilmelidir. Yani, anaclardan prelarvalara gecen stres yukunu
minimize etmek,

» Prelarval donemde abiyotik sartlari optimum seviyelerde tutmak,

» Postlarval donemde abiyotik sartlarla birlikte, larvalara sunulan yemin
besin kalitesine ve sindirim sistemi gelismemis olan larvalarin sindirim
gucuna arttirabilmesine dikkat edilmelidir.

Artemia naupli ve Artemia metanaupli ile besleme donemlerinde cipura
larvalarinin  Kkortizol seviyelerinde istatistiksel olarak onemli  degisiklikler
gbzlenmemistir (p>0,05). Artemia naupli’nin zenginlestirilmis rotiferle besleme
asamasindan gelen stres yukinin azaltiimasinda etkili oldugu dikkat ¢cekmistir (p<0,05).
Artemia naupli’nin bu stres yukinin azaltilmasinda zenginlestirilmis rotifere gore besin
kompozisyonunun ve yuksek proteaz katkisinin etkili oldugu soylenebilir. Artemia
metanaupli’de stres yukinin Artemia naupli’ye gore istatistiksel olarak 6nemli olmasa
da daha dusuk seviyelere getirilmesinde etkili olmustur (p<0,05). Artemia

metanaupli’nin ¢ipura larvalarinin stres yukunu daha dustk seviyelere getirmesindeki
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baslica etkenin proteaz katkisinin Artemia naupli ve zenginlestirilmis rotiferden daha
yuksek olmasindan kaynaklanmaktadir.

Gemma Micro (50-100u)’nun calismada elde edilmis olan en yiiksek inhibisyon
degerinde (% 45,88) Artemia metanaupli ile birlikte verildigi zaman ¢ipuranin stres
tepkisi Uzerinde 6énemli bir etkisinin olmadigi belirlenmistir. Bu ¢alismada 25. giinde
verilmeye baslanan Gemma Micro (50-100p)’nun Artemia metanaupli’nin yiksek
proteaz katkisi ile birlikte, cipura larvalarinin proteaz aktivitelerinde dususler
gortlmesine ragmen iyi bir performans sergiledigi tespit edilmistir. Gemma Micro (50-
100u)’nun yine Artemia metanaupli gibi ¢ipura larvalari Gzerinde ylksek bir proteaz
katkisina sahip olan Artemia naupli ile birlikte daha erken dénemlerde girilmesinin,
mikroyemlere adaptasyonda etkili olabilecegi gorisind calisma  sonuglari
desteklemektedir. Buna karsilik Caviar (100-200u)’in Gemma Micro (50-100p) ile
birlikte girilmesi onerilirken, tek basina 40. giinden 6nce girilmesinin kortizol seviyeleri
arttirma  yonunde istatistiksel olarak ©nemli farkliliklar yaratma olasiligi dikkat

cekmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Ulkemiz ticari olarak uretimi yapilmakta olan deniz baliklarindan gipura ve levrek
uretimi konusunda Akdeniz lkeleri arasinda s6z sahibi konumdadir. Dinya genelinde
dogal stoklarda meydana gelen azalmalardan dolayr avcilik Gretiminin dusmesiyle

birlikte, su Grlnleri yetistiriciliginden elde edilecek Uretimin énemi artmaktadir.

Su drdnleri yetistiriciliginin larval donemlerinde rotifer ve Artemia’ya ihtiyac
duyuldugu bilinmektedir. Rotifer ve Artemia gibi canli yemler konusunda disa bagimli
olusumuz, laboratuar dretim maliyetlerinin ylksek olmasi, Ulkemiz su drinleri
sektorunde faaliyet gosteren isletmecilerin dis pazarda rekabet giclnl azaltmaktadir.
Bununla birlikte, Artemia’nin global iklimsel degisimlerden dolayl dogal Gretim
alanlarindaki stoklarinin azalmasi ve fiyatlarinda go6zlenen yikselmeler (Gretim
maliyetlerini gunden gune arttirmaktadir. Artemia stoklarinin gelecekte su urinleri
yetistiriciliginin larval donemlerinde istenen miktari karsilayamamasi ihtimali, su
drinleri yetistiriciliginin stirdiiriilebilirligini  tehlikeye sokmaktadir. Ulkemizin dis
pazarda rekabet glicunun arttiritimasi ve su Urtnleri yetistiriciliginin strdirtlebilirligini
saglamak icin, canli yemlere olan bagimhigin en kisa zamanda ortadan kaldiriimasi
gerekmektedir. Bu nedenle arastirmacilar canli yemleri ikame edebilecek
mikroyemlerin Gretimine yonelik calismalar tizerinde yogunlasmislardir. Simdiye kadar
yurutilen calismalardan elde edilen sonuglar, canli yemleri tam olarak ikame edebilecek
ve larvalarin besin gereksinimlerini tam olarak karsilayabilen bir yemin dretimini
saglayamamistir.

Mikroyemlerin Gretimi esnasinda temel yem hammaddelerinden biri olan balik
ununa baski artmakta, yakin gelecekte su Urlnleri yetistiricilik sektoruntn talebini
karsilamada yetersiz kalacagi tahmin edilmektedir. Bu nedenle ¢alismalar balik ununu
ikame edebilecek alternatif protein kaynaklarin bulunmasi yoninde yogunlasmistir.
Larvalarin besin gereksinimleri karsilayabilen mikroyemlerin Gretiminde, rasyonlarda
kullanilacak yem hammaddelerinin se¢imi, saglikli larvalarin dretimi, yasamasi ve iyi
bir blytime performansinin elde edilmesi acisindan buytk énem tasimaktadir.

Mikroyemlerde kullanilan protein kaynaklarinin larvalarin proteaz aktiviteleri
Uzerinde olumsuz etkileri oldugu bilinmektedir. Buna karsilik canli yemlerin, sindirim

sistemi tam olarak gelismemis larvalarin enzimsel aktiviteleri Gizerine olan katkilari,
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mikroyemlere gore énemli bir avantaj saglamaktadir. Mikroyemlerde kullanilan yem
hammaddelerinin dogru se¢imi, dogru oranlarda kullanimi, yiksek bir performansa
sahip bir yem hammaddesinin disuk bir performansa sahip yem hammaddesiyle birlikte
kullanilmamasi larva (retiminde basariyr etkileyen temel unsurlardir. Protein
kaynaklarinin bireysel etkilerinin test edilmesi ve performansi yuksek olanlarin larva
Uretiminde basari saglayacagi duslncesiyle hareket etmek, nedenleri tespit edilemeyen
kitlesel Olimlere neden olmaktadir. Protein kaynaklarinin rasyonda bulunan diger
protein kaynaklariyla birlikte hareket edecegi gdzden kaciriilmamahdir. Bu nedenle
bireysel etkiler test edildikten sonra son driin olan mikroyemlerinde ticari boyutta
yetistiricilikte kullanilmadan 6nce test edilmesi isletmelerin kitlesel dlimlere yonelik
ekonomik kayip yasamamalari agisindan blyik 6nem tagimaktadir.

Bu calisma kapsaminda, ticari besleme prosedirinde kullanilan canli ve
mikroyemlerin cipura larvalarinin proteaz aktiviteleri Gzerindeki etkileri arastirilmistir.
Ayni zamanda bu yemlerle beslenen larvalarin tzerindeki fizyolojik stres seviyeleri de
(kortizol) belirlenmistir.

Calismadan elde edilen sonuclar, prelarval dénemden postlarval déneme yilksek
bir kortizol gegisinin oldugunu goéstermektedir. Bu yuksek kortizol gegisine ilaveten ilk
agiz aciliminda rotifer gibi besin degeri ve enzim katkisi diisiik olan bir canli yemin
kullanimi 10. glinde kortizol seviyelerinin postlarval donemin en yiksek seviyelerine
ctkmasina neden olmustur. 10. giine kadar olan kritik dénemi atlatabilmek icin prelarval
donemden daha disik bir kortizol gecisinin olmasi gerekmektedir. Prelarval dénemde
abiyotik faktorler disinda stres faktorid bulunmadigi  bilinmektedir. Abiyotik
parametreler optimum seviyelerde tutuldugu takdirde postlarval déneme kortizol
gecisinin en dusik seviyelerde olmasi, ancak anaclardaki stresin disurilmesiyle
mimkunddr. Anaclardan yumurta ve prelarvalara aktarilan stresin disik olmasi,
postlarval asamaya daha disuk bir kortizol dederiyle gegisi saglayacaktir. Buda Kkritik
donemdeki larvanin mukavemetini arttirabilecektir.

Artemia naupli ve Artemia metanaupli ile besleme donemlerinde cipura
larvalarinin  Kkortizol seviyelerinde ©6nemli degisiklikler gdzlenmemistir. Calisma
sonuglari, Artemia naupli’nin zenginlestirilmis rotiferle besleme asamasindan gelen
stres yukinin azaltilmasinda etkili oldugunu gostermistir. Artemia metanaupli’de stres

yukunin Artemia naupli’ye gore daha dusik seviyelere getirilmesinde etkili olmustur.
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Gemma Micro (50-100u)’nun calismada elde edilmis olan en yiiksek inhibisyon
degerinde (% 45,88), Artemia metanaupli ile birlikte verildigi zaman cipura larvalarinin
kortizol deQerleri Gzerinde 6nemli bir etkisinin olmadigi belirlenmistir. Bu ¢alismada
25. gunde verilmeye baslanan Gemma Micro (50-100u)’nun Artemia metanaupli’nin
yuksek proteaz katkisi ile birlikte, cipura larvalarinin proteaz aktivitelerinde dususler
gorilmesine ragmen iyi bir performans sergiledigi tespit edilmistir.

Calisma sonuclari;

» Zenginlestirilmis rotiferle beslemenin larvalarin kortizol degerlerini arttirdigini,

» Prelarvadan postlarvalara gegen stresin distik olmasi ile distik besin ve enzim
katkisina sahip zenginlestirilmis rotiferle beslemenin yapildigi ilk 10 gunlik
kritik donemin daha rahat bir sekilde gecirilecegini ve bu sayede kitlesel larval
6limlerin 6nlenebilecegini,

> Artemia naupli ve Artemia metanaupli ile beslemenin kortizol degerleri tizerinde
onemli degisiklikler yaratmadigini,

» Artemia metanaupli ile Gemma Micro (50-100)’nun birlikte kullaniminin
kortizol degerleri tizerinde énemli degisiklikler yaratmadigini,

» Gemma Micro (50-100p)’nun yine Artemia metanaupli gibi cipura larvalari
Uzerinde yuksek bir proteaz katkisina sahip olan Artemia naupli ile birlikte daha
erken donemlerde girilmesinin, mikroyemlere adaptasyonda etkili olabilecegini,

» Gemma Micro (50-100u) ve Caviar (100-200u)’in 35. ginden sonra birlikte
girilmesinin kortizol degerleri Gizerinde 6nemli degisiklikler yaratmadigini,

» Caviar (100-200u)’in tek basina 40. ginden Once girilmesinin kortizol

degerlerini yikseltme egiliminde oldugunu gdéstermistir.

Oneriler:

» Anaclardan, yumurta ve prelarvalara gegen stres yukinin minimize edilmesi,
» Prelarvalardan postlarvalara gecen stres yikinian optimum gelisimi tesvik eden
abiyotik faktorlerin kultlr ortaminda saglanmasi ile minimize edilmesi,

» Artemia metanaupli ile Gemma Micro (50-100p)’nun birlikte kullanilabilecegi,
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» Gemma Micro (50-100p)’nun yine Artemia metanaupli gibi cipura larvalari
Uzerinde yuksek bir proteaz katkisina sahip olan Artemia naupli ile birlikte daha
erken donemlerde kullanilabilecegi,

» Gemma Micro (50-100u) ve Caviar (100-200u)’in 35. ginden sonra birlikte
kullanilabilecegi,

» Caviar (100-200u)’in  tek basina 40. ginden o6nce kullaniimamasi

onerilmektedir.
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