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OZET

Doktora Tezi

EKSTRAKTE EDILMIS DAMARLICA’NIN (Plantago lanceolata L.)
GOKKUSAGI ALABALIKLARINDA (Oncorhynchus mykiss W.) BUYUME
PERFORMANSI, KAN PARAMETRELERI, BAGISIKLIK SISTEMI VE
ANTIOKSIDAN ENZIM AKTIVITELERI UZERINE ETKISIi

Randa Taher A. ELBESHTI
Kastamonu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Su Uriinleri Yetistiriciligi Ana Bilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Adem Yavuz SONMEZ

Bu tez calismasinda gokkusagi alabaliklarinin (Oncorhynchus mykiss) yemlerine
farkli dozlarda damarlica bitkisi (Plantago lanceolata) 6ziitii ilave edilmis ve bu yem
ile beslenen baliklarin bliylime performansi, kan parametreleri, bagisiklik sistemi ve
antioksidan enzim aktivitesinde meydana gelen degisimler incelenmistir. Bu amacla
damarlicanin (D) sulu metanolik 6ziitii ¢ikartilmis, balik yemlerine %1, %2 ve %3
oraninda katilmistir. Baliklar 3 adet deneme grubu ve 1 adet kontrol grubu olmak
tizere, her bir grup 3 tekerriirli olacak sekilde, 12 adet 100 litrelik tanka
yerlestirilmis ve hazirlanan yemlerle 90 giin boyunca beslenmistir. Gergeklestirilecek
olan analizler i¢in 30, 60 ve 90. giinlerde baliklardan karaciger, kas dokusu ve kan
ornekleri alinmistir. Calismada baliklarin; eritrosit, hemoglobin, hematokrit, ortalama
eritrosit hacmi, eritrosit bagina diisen ortalama hemoglobin miktari, eritrosit basina
diisen ortalama hemoglobin konsantrasyonu, oksidatif radikal salinimi,
myeloperoksidaz aktivitesi, lizozim aktivitesi, stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi,
katalaz (CAT) aktivitesi, glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitesi, glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz (G6PDH) aktivitesi, lipit peroksidasyonu, agirlik artisi, spesifik
bliylime oran1 ve yem degerlendirme orani degerleri tayin edilmistir. Elde edilen
sonuclara gore hematolojik degerlere bakildiginda kontrol grubu ile deneme gruplari
arasinda onemli bir fark gdzlemlenmemistir (p>0.05). Immiinolojik degisimler
degerlendirildiginde lizozim aktivitelerinde kontrol grubuna kiyasla bir azalma
meydana gelmis ancak oksidatif radikal salinimi ve myelporoksidaz aktivitesi
artmistir. Antioksidan enzim aktiviteleri incelendiginde ise damarlicanin SOD ve
CAT degerlerine bir etkisi olmadigi fakat %3 D grubunda GPx ve G6PDH
degerlerindeki artisin istatistiksel agidan anlamli oldugu gézlemlenmistir. Elde edilen
bulgulara gore alabalik yemine damarlica ilavesinin antioksidan 6zelligi tesvik edici
nitelikte olabilecegi ve bagisiklik destekleyici olarak kullanilabilece§i sonucuna
varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Gokkusagi alabaligi, damarlica, blylme performansi, kan
parametreleri, bagisiklik yanit, antioksidan enzim aktiviteleri

2018, 58 sayfa
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ABSTRACT

Ph.D. Thesis

EFFECTS OF RIBWORT PLANTAIN (Plantago lanceolata L.) EXTRACT ON
GROWTH PERFORMANCE, BLOOD PARAMETERS, IMMUNE SYSTEM
AND ANTIOXIDANT ENZYME ACTIVITY OF RAINBOW TROUT
(Oncorhynchus mykiss W.)

Randa Taher A. ELBESHTI
Kastamonu University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Aquaculture

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Adem Yavuz SONMEZ

In this thesis study, different doses of ribwort plantain extract (Plantago lanceolata)
were added to rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) feed and changes in growth
performance, hematologic parameters, immune system and antioxidant enzyme
activities of fish were investigated. For this purpose, aqueous methanolic extraction
of ribwort plantain (D) were performed and obtained extracts were mixed with feed
in proportion of 1%, 2% and 3%. Fish, 3 experimental groups and 1 control group (3
replicates of each group), were placed in 12 tanks (100-liter) and fed with prepared
feed for 90 days. On the 30th, 60th and 90th days liver, muscle and blood samples
were taken from fish for analyses. In the study; erythrocyte, hemoglobin, hematocrit,
mean corpuscular volume, mean corpuscular hemoglobin, mean corpuscular
hemoglobin concentration, oxidative radical production, myeloperoxidase activity,
lysozyme activity, superoxide dismutase (SOD) activity, catalase (CAT) activity,
glutathione peroxidase (GPx) activity, glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PDH)
activity, lipid peroxidation, weight gain, specific growth rate and feed conversion
ratio values of fish were determined. According to the results, when the
hematological values were investigated, there was no significant difference between
the control group and the experimental groups (p> 0.05). When immunological
changes were evaluated, it was seen that lysozyme activity decreased compared to
the control group weheras oxidative radical production and myelporoxidase activity
were increased significantly. In terms of antioxidant enzyme activities, it was
observed that ribwort plant had no effect on SOD and CAT values. However the
increase of GPx and G6PDH values in 3% D group was statistically significant.
According to the findings, it was concluded that the supplementation of ribwort
plantain to the rainbow trout feed could promote the antioxidant property and can be
used as an immunostimulant.

Keywords: Rainbow torut, ribwort plantain, growth performance, blood parameters
immune response, antioxidant enzyme activities
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1.GIRIS
1.1. Su Uriinleri Yetistiriciligi

Diinyadaki insan niifusu tiissel olarak artis gostermektedir. Bu niifus artis1 devam
ettigi siirece, su Uriinlerine duyulan ihtiya¢ ve talep de ayn1 oranda artmaktadir. Buna
ragmen, son 30 yilda avciliktan elde edilen su iiriinleri miktarinda orantisiz bir artig
olmamuistir ve bu artigin 6ngoriilebilir gelecekte duragan kalmasi beklenmektedir. Bu
baglamda su triinleri yetistiriciligi, diinya niifusunun su iiriinleri ihtiyacini ve talebini
karsilanabilmesinin tek yoludur. Ayrica su TUriinleri yetistiriciligi, son yillarda
diinyada en hizli biiyiiyen gida iiretim sektorlerinden biri olmustur ve su anda diinya
su uriinleri ihtiyacinin yarisini tedarik etmektedir. (FAO, 2016a; Sugiura, 2018). Su
triinleri yetistiriciligi gelecekte diinya niifusu i¢in gerekli olan hayvansal gida
ithtiyacin1 saglayabilecek olsa da, bu durum su {iriinleri yetistiriciligi sektoriiniin

stirdiiriilebilir bir sekilde genisleme ve biiyiimesiyle miimkiin olacaktir

Su dirtnleri yetistiriciliginde sliphesiz ki en biiylik payr baliklar olusturmaktadir.
Diinyada balik yetistiriciliginden elde edilen gelir 2016 yilinda 138,5 milyon
Amerikan Dolar1 olarak kayitlara ge¢mistir (FAO, 2016b). Bununla beraber
Tirkiye’de ve Diinya’da 2012-2016 yillar1 arasinda iiretilen kiiltiir baliklarinin

miktarlar1 Tablo 1.1.’de gosterilmistir.

Tablo 1.1. Tiirkiye’'de ve Diinya’da su tiriinleri yetistiriciliginden elde edilen toplam
balik iiretim miktarlart (ton)

Yil 2012 2013 2014 2015 2016

Turkiye 212.410 233.393 235.133 253.395 276.502

Dunya 44.453.477 47.286.018 49.678.954 51.383.161 54.091.148

(FAO, 2016b; TUIK 2017)



1.2. Gokkusag1 Alabahgi (Oncorhynchus mykiss)

Gokkusagi alabaligi fusiform (ig) seklinde, yanal ¢izgisi belirgin kirmizi-pembe
renkte, viicudu Uzerinde bircok koyu kahverengi veya siyah noktaya sahip bir tatlisu
baligidir. Abdomen kismi agik renk olmakla birlikte sirt kism1 genellikle mavi-yesil
veya zeytin yesili rengindedir (Fotograf 1.1.). Uzunluklar1 ve agirliklar1 yasadiklar
ortama gore degisiklik gosterse de ortalama 50-80 cm toplam boya ve 10-12 kg
agirhiga ulasabilmektedirler (URL-1).

Sekil 1.1. Gokkusag alabaligi (URL-1)

Gokkusagr alabaliginin sistematik siniflandirilmasi Tablo 1.2.’de verildigi gibidir.

Tablo 1.2. Gokkusagr alabaliginin sistematik bilgisi

Alem Animalia

Sube Chordata

Simif Actinopterygii
Takim Salmoniformes
Aile Salmonidae
Cins Oncorhynchus
Tar O.mykiss




Anavatan1 Kuzey Amerika olan ve yaklasik olarak 130 y1l dnce Avrupa’ya tanitilan
gokkusagi alabaligr giiniimiizde yetistiricilik i¢in tercih edilen en 6nemli tiirlerden
birisidir. Soguk su balig1 olmasina ragmen yiiksek sicakliklara ve yogun stoklamaya
kars1 direncgli olmasi, aktif yem aldig1 i¢in kolay yemlenebilmesi ve dolayisiyla daha
iyi yem degerlendirme oranina sahip olmasi, yiiksek ilkbahar sicakliklarinda kaynak
alabalig1 ve dere alabalig tiirlerine nazaran kisa stireli kulugka donemi gegirmesi gibi
Ozellikleri tercih edilme sebeplerindendir (Aydin, 2009). Nitekim tilkemizde en ¢ok
yetistiriciligi yapilan tiir gokkusagi alabaligidir (Tablo 1.3.).

Tablo 1.3. Tiirkiye’de yetistiriciligi yapilan baglica balik tiirleri ve iiretim miktarlari
(ton)

Yil 2013 2014 2015 2016 2017

Gokkusagr 128.058 112.345 106.598 104.355 106.733
Alabahi@

Levrek 67.912 74.653 75.164 80.847 99.971

Cipura 35.701 41.873 51.844 58.254 61.090

(TUIK, 2017)

1.3. Baliklarda Hematolojik Parametreler

1.3.1. Eritrosit (Kirmiz1 Kan Hiicresi, RBC)

Eritrositler baliklarda en ¢ok miktarda bulunan (%98-99) kan hicresidir (Fange,
1992). Balik eritrositi (memeliler hari¢ diger omurgalilarda oldugu gibi) elips
seklindedir ve ¢ekirdege sahiptir. Boyutlar1 6nemli o6l¢lide cesitlilik gostermekle
birlikte biiyiik olanlar1 ortalama 8.8-17.1 pm, kii¢lik olanlar1 ise ortalama 6.9-12.9
um c¢apindadir (URL-2; Witeska, 2013).

Baliklarda eritrosit sayisi tiire gore degismekte ve biiyiik olgiide ¢evresel kosullardan
etkilenmektedir (6zellikle sicaklik ve sudaki ¢oziinmiis oksijen miktar1). Dogal

ortamdaki ¢evresel kosullarin yanisira eritrosit sayilart su triinleri yetistiriciliginde



yetistiricilik sistemine, stres ve beslenme faktorlerine bagli olarak degisiklik

goOsterebilmektedir (Witeska, 2013).
1.3.2. Hemoglobin (HGB)

Hemoglobin, ana islevi dokulara oksijen tasimak olan bir proteindir ve eritrositin
icerisinde bulunmaktadir. Baliklarda +2 degerlikli demir igeren hem adi verilen bir
prostetik gruba sahip olan globin olarak adlandirilan polipeptid zincirlerinden
olusmaktadir. Globinler tiirler arasinda veya izoformlar arasinda farklilik
gostermektedir. Globinler, tim organizmalarda ve dokularda gorilmekle birlikte
oksijen depolama ve tasimanin yanisira bir¢ok farkli islevleri mevcuttur. (Weber ve
Voelter, 2004; Fago, Hundahl, Malte ve Weber, 2004; de Souza ve Bonilla-
Rodriguez, 2007).

Hemoglobinler, organizma ile ¢evre arasinda bir ara bag olusturduklar: i¢in balik
adaptasyonunda Ozellikle 6nem arz etmektedir. Zira baliklar, karasal hayvanlarin
aksine, ¢ok degisken bir cevreye ve oksijen mevcudiyetindeki degisime siirekli
maruz kalmaktadirlar (Landini, Schwantes ve Schwantes, 2002; de Souza ve Bonilla-
Rodriguez, 2007).

1.3.3. Hematokrit (HCT)

Hematokrit, kirmizi kan hiicreleri hacminin toplam kan hacmine olan oranimni
gosteren bir degerdir. Hemoglobin degerinin basit ve indirekt 6l¢iimii olarak kabul
edilmektedir. Oran degerini belirttigi icin % (ylizde) isareti ile ifade edilmektedir.
Bir¢ok balik tiirlinde hematokrit degeri 6l¢iilmiis ve gokkusagi alabaligi i¢in %17-44
arasinda farkli degerler bildirilmistir. Baliklarda ve memelilerde tiirler arasindaki
farklilig1 aciklayabilmek adina bircok ¢alismada tiiriin fiziksel aktivitesindeki
yogunlukla iliskilendirilmistir (Gallaugher, 1994). Ornegin baliklarda en aktif
tirlerin en yiiksek Hect degerlerine sahip oldugu gdzlemlenmistir: Mavi ylizgecli
atlantik orkinosu (Thunnus thynnus) %53; Gobene baligi (Auxis rochei) %52.5;
Atlantik mavi marlini (Makaira nigricans) %43 (Satchell, 1991; Fange, 1992;
Gallaugher, 1994).



1.3.4. Ortalama Eritrosit Hacmi (MCV)

Ortalama eritrosit hacmi, bir kan numunesinde bulunan kirmizi kan hiicrelerinin
ortalama hacmini belirten bir kan parametresidir. MCV, ortalama kirmizi kan hiicresi
boyutuna bagli olarak artis veya azalma gosterir. Ornegin; diisiik MCV degerleri
mikrositik (ortalama RBC boyutu kiiciik); normal MCV degerleri normositik
(ortalama RBC boyutu normal diizeyde) ve yiikksek MCV degerleri makrositik
(ortalama RBC boyutu iri) olarak tanimlanmaktadir (URL-3).

1.3.5. Eritrosit Basina Diisen Ortalama Hemoglobin Miktar1 ve Konsantrasyonu

(MCH ve MCHC)

Eritrosit basina diisen ortalama hemoglobin (MCH), bir eritrosit hiicresinin ihtiva
ettigi ortalama hemoglobin miktarin1 ifade etmektedir. Eritrosit basma diisen
ortalama hemoglobin konsanstrasyonu (MCHC) ise birim hacimdeki eritrosit bagina

diisen hemoglobin miktarini belirtmektedir (URL-4).

1.4. Bahklarda Bagisikhik Sistemi

Temelde baliklarin su ortamlarinda yogun olarak bulunan hastalik etkenlerine karsi
oldukca giiclii bir bagisiklik sistemi vardir ve viicutlarinda enfeksiyona neden
olabilecek bazi1 etkenlere karsi viicudun tepki gostermesini saglayan faktorlerin
coguna sahiptir (Aoki, 1992; Atamanalp, Ucar ve Alak, 2013). Baliklarin bagisiklik
sistemi diger omurgalilarinkiyle benzer olsa da Ozellikle 6nemli savunma
hiicrelerinin konumlar1 agisindan ve histopatolojik yonden kiiciik farkliliklar
gostermektedir (URL-5). Baliklarin bagisiklik sistemine direk etkisi olan etkenler
sicaklik, pH, tuzluluk, ¢6ziinmiis oksijen miktar1 gibi fiziksel ve kimyasal 6zellikler
sayilabilmektedir (Magnadottir, 2006; Alinterim, 2011). Baliklarda iki farkh
bagisiklik sistemi vardir. Bunlar dogal bagisiklik ve edinsel bagisiklik olmak tizere

ayrilmaktadir.



1.4.1. Dogal Bagisiklik (Non-spesifik)

Dogal bagisiklik sistemi, baliklarda enfeksiyon olusumunun engellemesinde ve
viicudun mukus ve epidermis iiretimi ile patojenlere karsi kendini savunmasinda
onemli bir role sahiptir (Magnadottir, 2006). Dogal bagisiklik sistemi fiziksel,

hlcresel ve hiimoral parametreler olarak 3’ e ayrilmaktadir.

Fiziksel yaralanmalarda meydana gelebilecek enfeksiyonlara karsi pullar, mukus
tabakas1 ve solungaglar savunma gorevi gérmektedir. Balik mukusunda bulunan
immiinoglobilin M (IgM), mikroorganizmalarin vicuda girmesini engellemektedir ve
lenfosit, makrofaj, eozinofilik granuler gibi hicreler de vicudun savunma

mekanizmasinda 6nemli bir etkiye sahiptir.

T ve B hiicreleri hiicresel sistemde mikroplar1 yok etme goérevi goérmektedir. T
hlcresi ve major histokompatibilite kompleksine (MHC) sahip olan en ilkel gruplar
yassisolungacgiller ve kemikli baliklardir ve T lenfositlerinin alt popiilasyonlarina
sahiptirler (Manning ve Nakanishi, 1996). T hiicre antikorlar1 hiicre igerisindeki
mikroplarin irettigi antijenleri tanirken, B hiicreleri ise hiicre disinda bulunan
mikrobik antijenleri tanimaktadir (Akayli, 2001; Altinterim, 2011). Enfeksiyonlara
kars1 dogal bagisiklik sistemini koruyan en Onemli bilesenler nétrofiller ve
makrofajlardir ve fagositik, kemotaksi, bakterisit aktivite yetenegine sahiptir

(Katzenback, Katakura ve Belosevic, 2012).

Hiimoral parametler B lenfositlerinin iirettigi antikor tarafindan olusturulur ve viicut
stvilarinda, kanda, ve hiicresel reseptorlerde salgilanarak mikroplar1 etkisiz hale
getirme Ozelligine sahiptir. Hiimoral sistem, baliklarda 6nemli bir savunma
mekanizmasini olusturuken, karacigerde sentezlenen ve 35°ten fazla plazma
proteininden meydana gelmektedir (Magnadéttir, 2006; Subramanian, Ross ve
MacKinnon, 2008).

1.4.2. Edinsel Bagisiklik (Spesifik)

Spesifik immiin yanit, organizmanin 6zellikle antijenlere, antikorlara ve etkileyici

hiicrelere yiiksek oOzgiilliikkle ve cekicilikle tepki vermesi icin gerekli kosullari
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saglayan bir takim kompleks uzmanlasmis hiicreler, proteinler, genler ve
biyokimyasal mesajlar1 igeren mekanizma araciligiyla gerceklesir (Uribe, Folch,

Enriquez ve Moran, 2011).

Edinsel bagisiklik sisteminin en belirgin 6zelligi énemli hafiza hiicrelerine sahip
olmasidir. Spesifik T hiicreleri ve immiinoglobulinler (Ig) patojenlerinin hizli bir
sekilde yok olmasini saglayarak etkili bir miidahaleye sahiptir ve tekrarlanabilen
hastaliklara karst membrana bagli reseptorler lireterek etkenlerin taninmasinda ve
viicudun bu etkenlere karsi korunmasinda korunmasinda onemli bir oynamaktadir

(Galindo-Villegas ve Hosokawa, 2004).

1.4.3 Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller

Oksidatif stres, reaktif oksijen tirlerinin (serbest radikaller) Gretimi ile antioksidan
savunma sistemindeki birimlerin miktar1 arasindaki dengenin bozulmasi olarak

tanimlanmaktadir (Betteridge, 2000).

Serbest radikaller hidroksil (OH"), suiperoksit anyonu (O2), nitrik oksit (NO") gibi tek
sayida (eslesmemis) elektrona sahip olan kimyasal iriinlerdir (Betteridge, 2000;
Jensen, 2003). S6z konusu radikaller kisa yasam Omriine sahip ancak ¢ok az
miktarda enerji ile reaktif hal alabilen molekiiller/iyonlardir. Serbest radikaller aym
zamanda oksijen ve nitrojenin bir takim reaktif alt tlirleri olarak tanimlanabilir.
Protein vb. yapilara kiyasla ¢ok daha kiiciiktiirler. Kii¢iik olmalar1 sebebiyle bir¢ogu
hiicre membranlarindan rahatg¢a gecebilir. Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu dogal
bir siirectir ve bir¢ogu mitokondrideki oksijenli metabolizmanin yan {riinii olarak

ortaya ¢ikmaktadir (Jensen, 2003).

1.4.4. Myeloperoksidaz Aktivitesi (MPO)

Notrofiller, bakteri ve mantar gibi patojenlere karsi fagozitik aktivite gosteren,
organizma i¢in hayati 6nem tasiyan bir savunma hiicresidir. Myeloperoksidaz,
Ozellikle notrofillerde ve az miktarda monositlerde ifade edilen hem-iceren bir
peroksidazdir. Hidrojen peroksit ve halojeniirlerin varlifinda MPO, hipoklordz asit

(HOCI) dahil olmak {izere reaktif oksijen ara maddelerinin olusumunu katalizler.
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MPO/HOCI sistemi noétrofillerin mikrobiyal oldiirme islevinde 6nemli bir rol
ustlenir. MPO enziminin birgok vakada doku hasari ve yangi durumunda
mevcudiyeti ve MPO eksikliginde organizmanin yangi tepkisinde artis oldugu ortaya
konulmustur. Bu eksiklik sitokin tiretimi de dahil olmak iizere noétrofillerin
fonksiyonlarmi etkilemektedir. Bahsedilen bulgular myeloperoksidazin iltihap ve
yangiya karst Onemli bir iyilestirici oldugunu ortaya koymustur (Nauseef ve

Borregaard, 2014; Winterbourn, Kettle ve Hampton, 2016; Aratani, 2018).

1.4.5. Lizozim Aktivitesi

Lizozim, mikrobiyal istilaya karst onemli goreve sahip olan dogal bagisiklik
sisteminin 6nemli bir savunma molekdludir. Lokositik orijinli mukolitik bir
enzimdir. Lizozim, bakteriyofajlar, mikroplar, bitkiler, omurgasizlar ve
omurgalilarda (Jolles ve Jolles, 1984) yaygin olarak bulunur ve mukus, salya
(tiikiirtik) gibi ¢ok ¢esitli hayvan salgilarinda, kan dahil bir¢ok dokuda ve bitkilerde
kofulda mevcuttur. Gram-pozitif bakterilerin hiicre duvarlarindaki (peptidoglikan
tabakalar1) N-asetilmuramik asit ve N-asetilglukosamin arasindaki p (1 — 4)
baglarini boler ve boylece bakterinin viicuda girmesini 6nler. Gram-negatif bakteriler
ise lizozim tarafindan dogrudan saldirtya ugramaz. Gram-negatif bakerilerin dis
hiicre duvar1 tamamlayict diger enzimler tarafindan parcalanir ve bunun sonucunda
bakterinin i¢ peptidoglikan tabakasi a¢iga ¢ikar, daha sonrasinda lizozim enzimi bu
peptidoglikan tabakasina saldirir. Lizozim, anti bakteriyel etkinin yanisira dogrudan
veya opsonik aktivite vasitasiyla dolayli yoldan polimorfoniikleer l6kositleri ve

makrofajlar aktif ederek fagositozda da gorev alir (Saurabh ve Sahoo, 2008).

1.5. Baliklarda Antioksidan Enzimleri

Baliklar, oksijenin olumsuz etkilerine kars1 savunma hatt1 olusturmaya yarayan bir
antioksidan enzim sistemine sahiptir. Siperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediktaz (GR), glukoz 6-fosfat dehidrogenaz
(G6PDH) ve glutatyon-S-transferaz (GST) enzimleri baliklarda hiicre igi enzim
yapisinda bulunan baslica antioksidanlardir (Halliwell, 1989). Vitamin E (o-

tokoferol formu) ve B-karoten hicre igi enzim olmayan lipit fazindaki baslica



antioksidanlardir. Hiicre i¢i sivi faz enzim olmayan antioksidanlar ise baslica
Vitamin C (askorbik asit), Urat, sistein, bilurubin, aloumin, transferrin, flavanoidler,
glutatyon enzimleridir (Quiles, Huertas, Batine, Mataix ve Tortosa, 2002;

Kelestemur ve Ozdemir, 2011).

1.5.1. Stperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz oksidatif strese kars1 6nemli bir savunma enzimidir. Siiperoksit
dismutazlar, superoksit radikal anyonunun (O2), hidrojen peroksit ve oksijene
dismutasyonunu katalizleyen bir metaloenzim ailesidir. Hayvanlar ve mantarlarda (¢
cesit SOD enzimi vardir: dimerik sitoplazmik CuZnSOD (SOD1), tetramerik
mitokondriyal MnSOD (SOD2) ve tetramerik ekstraseliiler CuZnSOD (SOD3). Her
ne kadar {i¢ siiperoksit dismutaz da ayni reaksiyonu katalizlese de cesitli genler
tarafindan ifade edilirler ve yapilari ile bulunduklari yerler farklilik gosterir (Bartosz,

2005).

1.5.2. Katalaz (CAT)

Katalaz enziminin iki islevi vardir: birincisi hidrojen peroksitin su ve oksijene
katalizlenmesini saglar (katalitik aktivite); ikincisi ise hidrojen verme egiliminde
olan bilesiklerin (metanol, etanol, formik asit, fenoller), 1 mol peroksit tiiketerek
oksidasyonunu ger¢eklestirir (Aebi, 1984). Hidrojen peroksit dokular i¢in ¢ok zararlh
bir kimyasal bilesen oldugundan dolayir dokulara ulasmadan katalizlenmesi gerekir.
Bu gorev katalaz enzimine aittir ve dolayisiyla baliklarda antioksidan savunma

sisteminde 6nemli bir rol Ustlenir.

1.5.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz enzimi lipitleri bilesen alkollerine ve hidrojen peroksiti suya
indirgemekle gorevlidir. Yapisinda selenyum (Se) mikroniitrientini igerir ve temel
biyolojik rolii organizmay1 oksidatif hasardan korumaktir. GPx aktivitesi diigerse,
hidrojen peroksitin mevcudiyeti artar ve dogrudan doku hasar1 meydana gelir. GPx
enziminin bulunduklart konuma gore siniflandirilan GPx1, GPx2, GPx3 ve GPx4

olmak Uzere dort adet alt ttiri mevcuttur (Espinoza vd., 2008).
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1.5.4. Glukoz 6-Fosfat Dehidrogenaz (G6PDH)

Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enziminin iki adet metabolik gérevi vardir. Bir yandan
pentoz (niikleik asitlerin ve biitlin niikleotid koenzimlerinin yapisina katilan sekerler)
sekeri iretiminin ilk basamagmi katalazlarken diger yandan bir takim
detoksifikasyon ve biyosentez islemleri igin gerekli olan nikotinamid adenin
diniikleotit fosfat (NADPH) bilesigini saglar (Luzzatto ve Battistuzzi, 1985). Bu
enzim kirmizi kan hiicrelerinin hasardan korunmasint ve erken imhasinin

Onlenmesini saglayarak 6nemli bir rol tistlenir (URL-6).

1.5.5. Lipit Peroksidasyonu

Lipit peroksidasyonu hiicre yapilarimin maruz kaldigi oksidatif hasarin ve hiicre
6liimiine neden olan toksisite siirecinin temel molekiiler mekanizmasi olarak kabul
edilmektedir. Lipit radikallerinin olusumu ve yayilmasi, oksijen alinimi, doymamaig
yaglardaki ikili baglarin yeniden diizenlenmesi basamaklarini igeren ve son olarak
alkol, keton, alkan, aldehit ve eter gibi yan iriinler agiga cikararak lipit
membranlarinin tahrip olmasi siirecidir (Dianzani ve Barrera, 2008; Repetto,

Semprine ve Boveris, 2012).

1.6. Damarhca (Plantago lanceolata L.)

Damarlica rozet formunda, 6z-déllenme yapamayan, riizgar yoluyla polenlesen ¢ok
yillik bir bitkidir. Kis1 rozet formunda gegirirken bahar ve yaz aylarinda ¢ok sayida
yaprak ve sivri ¢igekler tiretir (Fotograf 1.2.).
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Sekil 1.2. Damarlica (URL-8)

Diinya genelinde ¢ok yaygin ve bol miktarda bulunmaktadir (Cavers, Bassett ve
Crompton, 1980; Primack ve Antonovics, 1982; Reudler, Honders, Turin ve Biere,

2013). Damarlicanin taksonomik siiflandirilmasi Tablo 1.4.’de verilmistir.

Tablo 1.4. Damarlicanin sistematik bilgisi

Alem Plantae

Siif Magnoliopsida
Takim Lamiales

Aile Plantaginaceae
Cins Plantago

Tar P.lanceolata

Damarlica dogal olarak iridoid glukozit bilesigi olarak bilinen aukubin ve katalpol
bilesiklerini tiretmektedir. Bu bilesikler damarlicanin en temel savunma sistemi

olarak kabul edilir ve patojenler tzerine onleyici etkisi oldugu bilinmektedir (Duff,
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Bacon ve Mundie, 1965; Bowers ve Stamp, 1992; Adler, Schmitt ve Bowers, 1995;
Suomi, Wiedmer ve Jussila, 2001; Reudler vd., 2013)

Bitkisel iiriinler binlerce yildir insanlar tarafindan iyilestirici etkileri sebebiyle
kullanilmaktadir. Son yillarda yapilan ve bir sonraki bdliimde incelenecek olan
calismalar gostermistir ki birgok bitki 6ziitli balik yemine ilave edildiginde baliklar
tizerinde olumlu etkiler ortaya c¢ikarmaktadir. Yeterli bilgi ve arastirma i1siginda
bahsedilen bitkilerin kullanilmasinin hastaliklarla miicadelede kullanilan ve gerek
ekolojik acidan zararli gerek ekonomik agidan maliyetli olan kimyasal
dezenfektanlar1 veya asilar1 ikame edebilme potansiyeli vardir. Organik iiriin olmasi
sebebiyle kalinti riskinin olmamasi, ¢evreyi kirletmemesi, ekonomik olmasi gibi

unsurlar bitki 6ziitli kullaniminin baslica avantajlari olarak siralanabilir.

Daha onceki arastirmalar incelendiginde damarlica bitkisinin baliklarin beslenmesi
tizerine olan etkisi ile ilgili herhangi bir ¢alismaya rastlanilamamistir. Bu baglamda
bu tez ¢aligmasi, 90 giin boyunca damarlica (Plantago lanceolata) bitkisinin sulu
metanolik ozitl takviyesiyle beslenen gokkusagi alabaliklarinin kan parametreleri,
bagisiklik sistemi, antioksidan enzim aktiviteleri ve biiyiime performanslarindaki

degisimleri tespit etmek amaciyla tasarlanmistir.
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2. YAPILAN CALISMALAR

Su iirlinleri yetistiriciliginde farkli tibb1 bitki tiirlerinin immunostimulant etkilerinin
incelendigi pek ¢ok calisma literatiirde yer almakla birlikte, bitki ekstrakt ¢esitliligi

ve balik tiirlerine gére immunostimulant etkide de farkli sonuglar goriilebilmektedir.

Gupta ve Mishra (2014), karabalik (Clarias gariepinus)‘ta 10 ve 20 ppm yer
paskalyas1 (Eclipta alba) yaprak, sap ve kokii ekstraktlarini denemislerdir.
Calismanin 7,14, 21 ve 28. gilinlerinde baliklardan kan 6rnekleri alarak hematolojik
parametrelerde 6nemli farkliliklar tespit etmislerdir (P<0,05). Sulu 0zitlerde RBC
hari¢ diger parametrelerde degisiklik oldugunu belirttikleri calismada, kok ve sap
oOziitleri i¢in Hb seviyelerini yaprak 6ziitiine gore yliksek tespit etmislerdir (P<0,05).
S6z konusu ¢alismada govde ve kok oziitleri WBC oranlarinin yaprak oziitlerine gore

daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Sahan, Oziitok ve Kurutas (2015), nil tilapia baliklarinda (Oreochromis niloticus) O,
5, 75 ve 10 g/kg Spirulina platensis iceren yemler denemislerdir. 75 giinliik
¢alismanin sonunda baliklarda RBC, WBC, Hct, Hb, MCV, MCH, MCHC, l6kosit
hiicre tiplerini ve ek olarak fagositik aktiviteyi incelenmislerdir. 5 g/kg Spirulina
platensis iceren gruplarda RBC ve WBC oranlarinda artis gézlenmistir. 7,5 g/kg
Spirulina platensis iceren yemlerle beslenen gruplarda notrofil ve monositlerin

fagositik aktivitelerinde artis gdzlemlemislerdir.

Nobahar, Gholipour-Kanani, Kakoolaki, ve Jafaryan (2015), sarimsak (Allium
sativum) ve 1sirgan otunun (Urtica dioica) mersin baliklarinda (Huso huso) biylime
performansina ve hematolojik parametrelere etkisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda,
baliklarin biiylime performanslarinda bir degisiklik gézlemlememislerdir. 60 giinliik
deneme sonunda 1sirgan otu ile beslenen deneme gruplarinda MCV degerleri artis
gostermistir (P<0,05). 20. giinde sarimsak ve 1sirgan otu olmak tizere her iki deneme
grubunda lenfosit degeri kontrol grubuna gore anlamli derecede artis gostermistir
(P<0,05). 20 ve 40. giinlerde 1sirgan otu ile beslenen gruplarda Hb oranlar1 kontrol ve
sarimsak gruplarina gore artis gostermistir (P<0,05). 60. giinde 1sirgan otu Htc degeri

kontrol grubuna ve sarimsak grubuna gore artis gostermis olup (P<0,05), deneme

13



gruplar1 arasinda MCH degerlerinde farklilik goriilmemistir. 40. giinde MCHC
degerleri de 1sirgan otu grubunda diger gruplara gore artis gostermistir (P<0,05). 60.
giinde ise bu durumdan farkli olarak sarimsak grubu MCHC verileri diger gruplara
gore Onemli derecede artis gosterdigini belirtmislerdir (P<0,05). 40. gin WBC
degerleri sarimsak grubunda diger gruplara gore artis gosterdigini belirten ¢alismada,
notrofil degerleri ise 1sirgan otunda diger gruplara gore en yiiksek seviyededir. S6z
konusu calismanin 20. ve 40. giinlerinde 1sirgan otu lenfosit degerlerinin diger
gruplara gore yiiksek oldugu (P<0,05), monosit degerlerinin ise deneme gruplari

arasinda onemli bir farklilik gostermedigi belirtilmistir.

Diigenci, Arda ve Candan (2003), Okseotu (Viscum album), isirgan otu (Urtica
dioica) ve zencefil (Zingiber officinale) sulu ekstraktlarmi % 0,1 ve % 0,2
oranlarinda denedikleri gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss) hicre igi
solunum patlamas1 aktivitesi, kan lokositlerinin fagositozu ve spesifik biiyiime
oranlarini arastirmislardir. Calismada hiicre dis1 oksidatif radikal {iretiminin farkli
bitki denenen gruplarda kontrol grubuna gore yiiksek oldugu ozellikle istatistiksel
olarak en anlamli sonucun %1 zencefil grubunda oldugunu belirtmislerdir (P<0,001).
Deneme gruplarindaki hiicre igi siiperoksit anyon iiretiminin kontrol grubuna gore
istatistiksel agidan farklilik teskil etmedigide tespit ettikleri sonuglar arasinda olup
(P>0,05), fagositik aktivitenin ise sadece %1 zencefil grubunda diger gruplara gore
yiiksek oldugunu da belirtmislerdir (P<0,05). S6z konusu ¢alismada spesifik biiyiime

orani acisindan gruplar arasinda 6nemli bir farklilik bulunmadig: da belirtilmigtir.

Bilen, Altunoglu, Ulu ve Biswas (2016a), gokkusagi alabaliklarinda 0,1 ve 0,5 g/kg
dozunda denedikleri gebre otu (Capparis spinosa)’nun 30 giin sonunda biiylime
performansina ve yasama oranina olumlu yonde katkida bulundugunu kontrol grubu
ile yaptiklar1 karsilastirma neticesinde tespit etmisler (P<0,05). Bununla birlikte
fagozitik aktivitenin kontrol grubuna gore artis gosterdigi (P<0,05), fakat deneme
gruplart arasinda 6nemli bir farklilik olmadigini (P>0,05) belirtmislerdir. Bilen vd.
(2016a), lizozim ve myeloperoksidaz aktivitelerinin 0,1 g/kg olan grupta en yiiksek

degere sahip oldugunuda vurgulamislardir.
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Bilen, Soydas ve Bilen (2014), 1sirgan otu (Urtica dioica) metanolik 6zitu ile japon
baliklarinda (Carassius auratus) yaptiklari ¢alismada bagisiklik sistem {izerine
etkilerini 0,1 ve 0,5 g/kg yem olacak sekilde oziitiin iki farkli konsantrasyonu ile
denemigler 30 giinliikk calisma sonunda tiim bagisiklik yanitlarin her iki deneme
grubunda da artis gosterdigini, en yiiksek bagisiklik yanitin ise % 0,5 ‘lik grupta
oldugunu belirtmislerdir (P<0.05).

Tafi, Meshkini, Tukmechi, Alishahi ve Noori (2018), gokkusagi alabaligi
(Oncorhynchus mykiss)’nda Salvia officinalis ve Aloe vera ekstrakti ile beslemenin
immunolojik etkilerini aragtirmislardir. Calismalarindan elde ettikleri sonuglara gore
A. vera kullaniminin kontrol grubuna kiyasla anlamli oranda total alyuvar, lenfosit,
notrofil, komplement aktivitesi, lizozim aktivitesi ve total immunglobulinde artmaya
neden oldugu yoniinde veriler elde etmislerdir (P<0.05). Bunun yaninda séz konusu
calismada %1,5 S. officinalis kullanimimin immunglobulin disinda diger
parametrelere anlamli bir etkiye neden olmadigini (P<0.05) ve netice olarak A. vera

ekstraktinin gokkusagi alabaliklarinda immun direnci gelistirdigini belirtmislerdir.

Diler, Gormez, Terzioglu ve Atabay (2015), pelin otu (Artemisia vulgaris)’ nun
gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss) bagisiklik ve Vibrio anguillarum®
a kars1 direng saglayan uygun dozlariin tespiti amaciyla yaptiklar1 aragtirmada pelin
otunu, baliklarin yemlerine toz (%0, %0,1, %0,5, %1, %2) ve etanol ekstrakti (250
ve 1000 mg/kg) olarak ilave etmislerdir. Sonu¢ olarak pelin otunun lizozim
aktivitesi, fagositoz aktivite ve NBT pozitif hiicre sayisinda artis saglamasi nedeniyle
bagisiklik sistemini stimiile ettigi ve gokkusagi alabaliklarinda etkili bir
immunostimulant olarak kullanilabilecegi tespit etmislerdir. Benzer olarak Bilen,
Yilmaz ve Bilen (2013) ise tetra (Cotinus coggygria) bitkisinin 3 farkli dozundaki
metanol ekstrakti ile 4 hafta besledikleri koi baliklarinda (Cyprinus carpio) lokosit,

NBT + hiicre sayis1 ve lizozim aktivitesinin dnemli dlctide arttigin1 belirlemislerdir.

Christybapita, Divyagnaneswari ve Michael (2007), yer paskalyas1 (Eclipta alba)
yapragi ekstraktini tilapia baliginda (Oreochromis mossambicus) %0.01, %0.1 ve %
1 seviyelerinde denemisler, lizozim aktivitesi agisindan en yiiksek grubun 2. haftada

%1 sulu metanolik ekstrakt grubunda gerceklestigini belirtmiglerdir. Christybapita
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vd. (2007), 3 haftalik deneme sonunda hemolitik komplement aktivitesi,
myeloperoksidaz aktivitesi ve reaktif oksijen tiirlerinde gruplar arasinda istatistiksel
acidan o6nemli bir farklilik goézlemlemezken (P>0,05), antiproteaz aktivitesinde

deneme gruplarinda 6nemli artis tespit etmislerdir (P<0,05).

Bilen, Bulut ve Bilen (2011), tetra (Cotinus coggyria)’nin % 0,5 ve % 1 dozlarini
yeme katarak, gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) ‘nda immunostimulat
etkisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda biiylime performansina olumlu etkisinin
olmadigini, fakat 3. hafta sonunda hiicre i¢i ve hiicre dis1 solunum aktivitelerinde
kontrol grubuna gore onemli degisiklikler elde ettiklerini belirtmislerdir (P<0,05).
Bununla birlikte % 1 ‘lik deneme grubunun % 0,5 ‘lik deneme grubuna gore hucre
ici ve hiicre dist solunum patlamasi aktivitelerinde daha iyi sonu¢ alindigini tespit
etmiglerdir. Bilen vd. (2011), tetranin lizozim aktivitesine ve fagozitik aktiviteye olan
olumlu etkisini kontrol grubuna gére meydana gelen artisla belirtmigler (P<0,05), 6
hafta sonunda en yiiksek fagozitik aktivitenin % 1 tetra grubunda oldugunu; 9.
haftanin sonunda ise % 1 tetra grubunun % 0,5 ‘lik gruba gore lizozim aktivitesi

acisindan daha ¢ok artis gosterdigini de eklemislerdir.

Bilen ve Bulut (2010), % 0.5 ve %1 defne (Laurus nobilis) yaprak tozu igeren
yemlerle besledikleri gokkusagi alabaliklarinda yaptiklart 3 haftalik arastirma
sonucunda defne (Laurus nobilis) yaprak tozunun; toplam protein, solunumsal
patlama, serum lizozimi Uzerine higbir etkisi olmadigini ifade etmislerdir (P>0,05).
Sadece, % 0.5 ve % 1 defne igeren yem ile beslenen baliklarda, fagozitik aktivitede

anlamli bir farklilik mevcut oldugunu belirtmislerdir (P<0,05).

Sonmez vd. (2015), 500, 1000 ve 1500 mg/kg olacak sekilde adagay1, nane ve kekik
bitkilerinin yaglarini iceren yemlerle 60 giin boyunca besledikleri gokkusagi
alabaligt  yavrularmin  antioksidan sistemde meydan gelen degisimleri
incelenmiglerdir. Tiim deneme gruplarina ait SOD, G6PDH ve GPX aktiviteleri
kontrol grubuna gore artis gostermis olup; CAT, GST ve GR enzim aktivitelerinde
ise kontrol grubuna goére azalan deger tespit etmislerdir. 500 mg/kg dozunda
kullanilan adacayr ve kekik yaglarinin biiylime ve antioksidan sistem agisindan

pozitif katki saglayacagini da ifade etmislerdir. Sonmez vd. (2015), baliklarin
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bliyiime performanslarini adagayr ve kekik yagi igeren yemlerle besledikleri
gruplarda yiiksek olarak degerlendirirken, nane yagi ile beslenen gruplarda ise

azalma tespit etmislerdir.

Metwally (2009), farkli formlarda sarimsak (Allium sativum) takviyesi ile beslenen
tilapyalarin (Oreochromis niloticus) karaciger ve serumundaki siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi antioksidan enzim
aktivitelerinin kontrol grubuna gore artig gésterdigini belirtmistir (P<0,01). Metwally
(2009)°e gore sarimsak desteginin tilapya baliklarinda antioksidan enzim aktivitesine

katki sagladig1 belirtilmistir.

Gabriel vd. (2015), 8 hafta boyunca tilapya baliklarinda %0,5, %1, %2 ve %4
oraninda Aloe vera tozunu yem katki maddesi olarak denemislerdir. Tiim deneme
gruplarindaki baliklarin karaciger MDA seviyeleri kontrol grubuna gére anlamli bir
degisiklik gostermemis olup (P>0,05), kontrol grubuna gére %4 oraninda Aloe vera
denenen grupta karaciger CAT; % 0,5 ve 1 takviye ile beslenen grupta ise GPx
aktivitesinde anlamli derecede artis gozlemlemislerdir (P<0,05). Gabriel vd. (2015),
Karaciger SOD aktivitesini, tiim deneme gruplarinda kontrol grubuna gore ytliksek
bulunmus, deneme gruplari arasinda herhangi bir farklilik olmadigim1 da
belirtilmistir. Bu verilerden yola ¢ikilarak Aloe vera ekstraktinin tilapya baliklarinin

beslenmesinde antioksidan etkisi oldugu sdylenebilir.

Manal (2016), 10 ve 20 g/kg konsantrasyonlarda zerdecal (Curcuma longa) ve
sartmsak (Allium sativum) takviyesi ile besledikleri tilapyalarda (Oreochromis
niloticus) gesitli antioksidan enzimleri incelediklerinde, sarimsak ve zerdecal verilen
gruplarda kayda deger oranda GSH, CAT, GPx ve GRx artis1 oldugunu
gbzlemlemislerdir (P<0,05).

Diler, Atabay ve GOrmez (2017), énemli bir tibbi bitki tiirii olan pelin otunun
gokkusagi alabaliginda (Oncorhyncus mykiss) biiylime performansina, antioksidan
aktiviteye ve histopatolojik etkilere tespitini amacgladiklar1 calismalarinda pelin
otunu, baliklarin yemlerine toz (%0, %0,1, %0,5, %1,0, %2,0) veya etanol ekstrakti

(250, 1000 mg/kg) olarak ilave etmislerdir. Elde ettikleri sonuglara gore balik
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yemlerine yapilan A. vulgaris ilavesi ile final agirlik, canli agirlik artisi, oransal
biiylime, spesifik biiyiime orani, yem doniisiim orani toz (%0,1, %0,5, %1,0, %2,0)
ve etanol ekstrakt gruplarinda (250, 1000 mg/kg) arttigini tespit etmislerdir (P<0,05).
En iyl yem doniisiim oranin1 %0,1 ve %1,0 gruplarinda yakalamislardir. Ayrica Diler
vd. (2017), Artemisia vulgaris L’ in baliklarda blylime parametreleri ve antioksidan

aktiviteyi arttirdigini da belirtmislerdir.

Awad, Austin ve Lyndon (2012), gokkusagi alabaligi (Oncorhyncus mykiss) ‘nda %1
ve %2 oraninda lupin (Lupinus perennis), mango (Mangifera sp.) ve isirgan otu
(Urtica dioica) denedikleri ¢alismalarinda, deneme gruplarinin kontrol grubuna gore,
agirlik ve boy artist sagladigi, spesifik biiyiime oraninda da (SBO) olumlu etki
yarattigini belirtmislerdir (P<0,05).

Azab, Khalaf-Allah ve Maher (2016), % 5 oraninda, salgam, yaprak tiziimi ve havug
yapragt ve koki ile 120 giin besledikleri Koi baliklarinin (Cyprinus carpio) blyume
performansinda olumlu yonde gelisme kaydedildigini belirtmislerdir. Koi
baliklarinin biiylime performansinda en iyi artisin % 5 salgam grubunda oldugunu,
ancak en disiik degerin ise % 5 (salgam + liziim + havug) grubunda gorildiigiinii
belirtmiglerdir. Azab vd. (2016), salgamin Koi baliklarinin biiyiime performansini

artirmak i¢in ideal bir katki maddesi olabilecegini belirtmislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Balik Materyali

Bu tez calismasinda, Kastamonu Universitesi Icsu ve Deniz Baliklar1 Arastirma ve
Uretim Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nden temin edilen, ortalama agirliklari
36,56+1,99 g olan toplam 360 adet gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss W.,
1792) kullanilmistir. Uygulama ve Arastirma Merkezi’nin Germegtepe baraj goliinde
bulunan tesisindeki kafeslerden rastgele segilen 360 baliktan otuzar tanesi 12 adet

akvaryuma (100 L hacimli) yerlestirilmistir.

3.1.2. Calismamn Yiiriitiildiigii Yer

Calisma, Kastamonu Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Hastalik Laboratuvari’nda
gerceklestirilmistir. Baliklardan deneme siiresince alinan numunelerin analizleri ise
Kastamonu Universitesi Su Urilinleri Fakiiltesi Arastrma Laboratuvari’nda

yapilmustir.

3.1.3. Bitki Materyali

Bu aragtirmada Bat1 Karadeniz’de yer alan Kastamonu vilayeti ve ¢evresinden toplanan
damarlica (Plantago lanceolata) bitkisi materyal olarak kullanilmistir. Araziden
toplanan bitkiler Su Uriinleri Fakiiltesi Arastirma Laboratuvari’na getirilmis ve
kurutulmugtur. Kurutulan bitki numuneleri laboratuvar tipi 6giitiiciide toz haline
getirilmis ve daha sonra sulu metanoliz oziitleri Bilen, Unal ve Giivensoy (2016a)’a

gore elde edilmistir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Bitki Ozutinin Elde Edilmesi

Calismada kullanilan ve dgiitiilerek toz haline getirilen damarlica bitkisinden 50 gr
tartilmistir. Tartilan bu toz halindeki bitki 1 L’lik %40’lik metanol ¢ozeltisinin
icerisine konulmustur. 72 saat boyunca amberli sisede karanlik yerde bekletilen
karisim giinde iki defa ters yliz edilmistir. 72 saat sonunda karisim Whatman filtre
kagidi (47 mm) vasitasiyla siiziilmiis ve bdylece yalnizca sivi kisminin kalmasi
saglanmistir. Elde edilen sivi kisimdan evaporator yardimiyla once 65 °C’de
metanol, daha sonra 85 °C’de su ucurulmustur. Kalan 06ziit kismu 50 ml su ile
karigtirilarak miktar1 hesaplanmis ve daha sonra kullanilmak tizere -20 °C’de

muhafaza edilmistir (Bilen vd., 2016a).

3.2.2. Balik Yeminin Hazirlanmasi ve Baliklarin Beslenmesi

Elde edilen bitki 6zutl PBS ile seyreltildikten sonra %1, %2 ve %3 oranlarinda
olacak sekilde ticari firmadan alinan hazir alabalik yemlerine piiskiirtme yontemiyle
uygulanmistir. Yemin 6ziitii daha iyi absorbe edebilmesi adina yemler hazirlandiktan

sonra vakumlanarak yemleme yapilincaya kadar +4 °C’de saklanmustir.

Calismada %1, %2 ve %3 oraninda damarlica (D) iceren yemlerle beslenecek olan
baliklar her bir deneme grubu ve kontrol grubu 3 tekerriirlii olacak sekilde 12 tanka
rastgele konulmustur. Baliklar sabah ve aksam olmak {izere giinde 2 defa doyana

kadar beslenmistir.

3.2.3. Hematolojik Parametrelerin Tayini

Calisma siiresince toplam otuzar balik ihtiva eden her tanktan ii¢ adet balik rastgele
secilmis ve heparinlenmis siringalar yardimiyla kaudal venalarindan 30, 60 ve 90.
giinlerde kan ornekleri alinmistir. Alinan 6rnekler eritrosit, hemoglobin, hematokrit,
ortalama eritrosit hacmi, eritrosit bagina diisen ortalama hemoglobin miktar1 ve
eritrosit basina diisen ortalama hemoglobin konsantrasyonu degerlerinin tayini i¢in

derhal kullanilmistir.
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3.2.3.1. Eritrosit (kirmuzi kan hiicresi, RBC) sayimi

Kirmizi kan hiicreleri sayisi hemositometre yardimiyla uygun seyreltme sivisi
kullanilarak tayin edimistir (Blaxhall ve Daisley, 1973). Kan o6rnekleri 1:200
oraninda seyreltilerek hemositometre vasitasiyla eritrosit miktarlart sayilmistir.
Sayim yapildiktan sonra toplam hiicre sayis1 10.000 ile garpilarak mm? basina diisen

eritrosit miktar1 bulunmustur (hacim korelasyonu: 50, seyreltme faktorii: 200).

3.2.3.2. Hemoglobin (Hb) tayini

Drabkin reaktifi potasyum dijidrojen fosfat, potasyum ferrisiyanit ve potasyum
siyaniir igeren bir karigimdir. Potasyum siyaniir ve potasyum ferrsiyanit hemoglobin
ile reaksiyona girerek siyanmethemoglobini meydana getirir. Bu islem sonucunda

olusan renk yogunlugu hemoglobin yogunlugu ile orantilidir.

Hemoglobin miktar1 siyanmethemoglobin metodu (kolorimetrik) ile, Biodiagnostic
Company kiti kullanilarak Drabkin ve Austin (1932)’e gore Sl¢iilmiistiir. Tayin i¢in
0.05 ml Drabkin reaktifi, 2.5 ml distile edilmis su ve 0.01 ml kan numunesi
karistirllmistir. Oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyona birakilan karisimlarin
absorbans degerleri 540 nm’de okunmustur (kor: distile edilmis su). Okunan

degerlere gore asagidaki formiil yardimiyla hemoglobin miktar1 tayin edilmistir.
Hemoglobin miktar1 = sonug x 36,77 (standart yogunluk)
3.2.3.3. Hematokrit (Hct) analizi

Hematokrit tayini Britton (1963)’a gore uygulanmistir. Numuneler hematokrit
tiiplerine koyulmus ve santriflij edilmistir. Hematokrit tiiplerinin kirmizi isaretli
ucuna kan damlalar1 degdirilmistir. Tiiplin yaklasik olarak %66’s1 dolduktan sonra
mikrohematokrit cihazi kullanilarak numuneler yiiksek hizda 5 dakika
santrifiijlenmis ve kan hiicrelerinin olusturdugu hacimsel yiizde tiip okuyucuda

gbzlemlenmistir.
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3.2.3.4. Diger kirmizi kan hiicresi endekslerinin tayini

Eritrosit, hemoglobin ve hematokrit analizlerinden sonra denemede kullanilan
baliklarin kan orneklerinden diger kirmizi kan hiicresi endekslerine bakilmustir.
ortalama eritrosit hacmi (MCV), eritrosit bagina diisen ortalama hemoglobin miktari
(MCH) ve eritrosit bagina diisen ortalama hemoglobin konsantrasyonu (MCHC)

asagida verilen formiillere gore tayin edilmistir (Lewis, Bain ve Bates, 2006).
MCV (fl) = [Hct / RBC (x106/mms)] X 10

MCH (pg) = [Hb (g/dl) / RBC (x10s/mms)] X 10

MCHC (%) = [Hb / Hct] X 100

3.2.4. Immiinolojik Parametrelerin Tayini

Damarlica ile beslenen baliklarin immiinolojik parametrelerindeki degisimleri
belirlemek amaciyla baliklarin 30, 60 ve 90. giinlerde kaudal venalarindan
heparinlenmis siringalar ile numuneler alinmistir. Alinan 6rnekler oksidatif radikal
saliniminin belirlenmesi amaciyla derhal kullanilmistir. Kalan numuneler, 4 °C’de 20
dakika 3000 rpm’de santrifiijlendikten sonra serumlari elde edilip diger analizler igin

-80 °C’de muhafaza edilmistir.
3.2.4.1. Oksidatif radikal salinimi

Fagositik hiicrelerce uretilen oksidatif radikallerin tayini Nitro mavi tetrazolyum
(NBT) kimyasal bilesini kullanilarak Anderson ve Siwicki (1994)’ye gore
gerceklestirilmistir. Bir adet NBT tableti 10 ml distile su igerisinde ¢oziidiiriilmiis ve
mikrofiltrasyona tabi tutulmustur. Kan numunesinden 0.1 ml’lik miktar, %2°lik 0.1
ml NBT c¢ozeltisine eklenmistir. Olusan karistm 30 dk boyunca 25 °C’de
inkiibasyona birakilmigtir. Daha sonra karisimdan 50 pl alinarak baska bir tiipe
aktarilmig ve burada iizerine 1 ml N,N-dimetilformamid eklenip 5 dk boyunca 3000
rpm’de santrifiijlenmistir. Santriflij islemi sonucu olusan silipernatant alinarak

absorbans degerleri 540 nm’de okunmustur (kér: N,N-dimetilformamid). Okunan
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degerlere gore solunum patlama aktivitesi (oksidatif radikal salinimi) asagidaki

formiile gore hesaplanmistir.

Solunum patlama aktivitesi = sonug x 4

3.2.4.2. Myeloperoksidaz (MPO)

Serumda bulunan myeloperoksidaz aktivitesinin tayini iki farkli yontem tiizerinde
yeniden diizenleme yapilarak gergeklestirilmistir (Quade ve Roth, 1997; Sahoo,
Kumari ve Mishra, 2005).

100 ml distile suya bir adet fosfat sitrat tableti eklenerek ¢ozdiiriilmiistir. TMB
sollisyonunun hazirlanmasi amaciyla 10 ml 0.05 M fosfat sitrat tamponu igerisine bir
tablet 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine dihidrokloriir ilave edilmistir. 370 ml Hank
tamponlanmis tuz ¢ozeltisi (HBSS) ile 30 pl serum karistirilmis ve iiezerine 100 pl
TMB ile %0.006% ik hidrojen peroksit ilave edilmistir. Tepkimenin devamiyla
birlikte 0.5 ve 4.5. dakikalarda absorbans degerlerindeki artis izlenmis ve

myeloperoksidaz konsanstrasyonu asagidaki formiile gore hesaplanmistir.

Myeloperoksidaz miktar1 = (ikinci okuma — ilk okuma) x 1906,54

3.2.4.3. Lizozim

Serumda bulunan lizozim aktivitesinin tayini turbidimetrik olarak Anderson ve
Siwicki (1994)’ye gore gergeklestirilmistir. 0.02 g bakteri (Micrococcus
lysodeikticus) hiicresi tozu, 1 ml PBS (fosfat tamponlu tuz ¢6zeltisi) ve 100 ml distile
su ile karistirilarak lizozim ¢dzeltisi hazirlanmistir. Cozelti otoklav vasitasiyla steril
edilmis ve 4 °C sicaklikta saklanmustir. 10 pl test serumu 100 pl bakteriyel soliisyona
eklenmis. Spektrofotometre vasitasiyla 0.5 ve 4.5. dakikalardaki absorbans (530 nm)

degerleri okunarak asagidaki formiile gore lizozim konsantrasyonu hesaplanmistir.

Lizozim miktar1 = [(ilk okuma — ikinci okuma)/serum miktari] x 100
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3.2.5. Antioksidan Enzimlerinin Tayini

3.2.5.1. Superoksit dismutaz (SOD)

Superoksit dismutaz aktivitesi, Sigma-Aldrich (Kit no: 19160) kiti yardimiyla
kolorimetrik olarak gergeklestirilmistir. 19 ml tampon ¢ozeltisi ve enzim ¢ozeltisi ile
1 ml WST soliisyonu seyreltilmistir. Enzim ¢ozeltisi 5 sn siireyle santrifiijlendikten
sonra pipetlenerek karistirilmistir. 15 pl enzim ¢ozeltisi, 2.5 ml seyreltme tamponu
kullanilarak seyreltilmistir. Referanslara ve numunelere 20 pl karaciger homojenati
eklenmis, ikinci referans bosaltilarak birinci ve liglincli referanslara bo 20 pl distile
su ilave edilmigtir. Tiplere 200 pl WST c¢ozeltisi eklenerek ikinci ve iicilincii
referansa 20 ul seyreltme tamponu ilave edilmistir. Biitun tiplere ve birinci referansa
20 pl enzim cozeltisi eklenmis ve karistirilmistir. Tiipler 20 dk boyunca 37 °C’de
inkiibasyona birakilmis ve daha sonra absorbans degerleri okunmustur (450 nm).
Elde edilen okuma degerlerine gére SOD aktivitesi agsagidaki formiil yardimiyla

hesaplanmustir.

Inhibisyon oran1 (%) = {[(birinci referans — Uglnci referans) — (numune — ikinci

referans)]/(birinci referans — Gglinci referans)} x 100

SOD aktivitesi = [(inhibisyon orani) x (1/0,1)]

3.2.5.2. Katalaz (CAT)

Katalaz aktivitesinin tayini Cayman kimyasal (Uriin no: 707002) kiti yardimiyla
yapilmustir. Katalaz tayin tamponu, son tahlil tamponu, katalaz 6rnek tamponu,
katalaz (kontrol), katalaz hidrojen peroksit ve 6rnek tamponu Uretici firma

talimatlarina gore hazirlanmistir.

Numune, pozitif kontrol ve referans kiivetlerine 100 ul seyreltilmis 6rnek tamponu
ile metanol eklenmistir. Referans kiivetine 20 ul formaldehit, pozitif kontrol kiivetine
20 pl katalaz (kontrol) ve numune kiivetine 20 pl karaciger homojenat: ilave
edilmistir. Her bir kiivete hidrojen peroksit ilave edilmistir. 20 dakika boyunca 25

°C’de karistirillarak inkiibasyona birakilan kiivetlerin hepsine 30 pl potasyum
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hidrooksit ve 30 pl kromojen ilave edilmis ve tekrar 25 °C’de 10 dakika boyunca
inkiibasyona birakilmigtir. Yine her kivete 10 pl katalaz potasyum periodat ilave
ederek 25 °C’de 5 dakika boyunca inkiibe edildikten sonra absorbans degerleri
okunmustur (540 nm). Katalaz aktivitesi okunan degerlere gore asagida verilen

formiil yardimiyla hesaplanmuistir.

Formaldehit (uM) = [(numune absorbansi) — (y-degeri)/egim] x 8.5 ml

y-degeri = 0,1256, egim = 0,1167

CAT aktivitesi = [(uM numune/20 dakika) x numune diliiasyonu]

3.2.5.3. Glutatyon peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz analizi Cayman kimyasal (Uriin no: 703102) kiti yardimiyla
gerceklestirilmistir. GPx tahlil tamponu, GPx 6rnek tamponu, Glutatyon peroksidaz

ve GPx ko-substrat karigimi iiretici firma talimatlarina gére hazirlanmistir.

GPx tahlil tamponundan 120 pl alinarak 50 ul GPx ko-substrat karigimi ile birlikte
kivetlere konulmustur. Pozitif kontrolun igerigi: 100 pl tahlil tamponu, 50 pl ko-
substrat karisimi, 20 pl seyreltilmis GPx kontrol olacak sekilde hazirlanmistir.
Numunelerin hazirlanmasi ise: 100 pl tahlil tamponu, 50 pl ko-substrat karigimi, 20
ul karaciger homojenati olacak sekilde gergeklestirilmistir. Her kiivete 20 pl kiimen
hidroperoksit ilave edilerek 1-2 sn calkalanarak tepkimenin baslamasi saglanmstir.
Daha sonra kiivetlerdeki karisimlarin absorbans degerleri okunmustur (340 nm).
Glutatyon peroksidaz aktivitesi okunan degerlere gore asagida belirtilen formiil

vasitastyla hesaplanmigstir.

AAsza/dk. = Azao (zaman 2) - Azso zaman 1 (dk)/zaman 2 (dk.) — zaman 1(dk.)

GPx aktivitesi = [(AA340/dk/0,00373 uM-1) X 9,5 ml x numune dilGiasyonu]
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3.2.5.4. Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PDH)

Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz aktivitesi, Cayman kimyasal (Uriin no: 700300) Kiti
vasitastyla tayin edilmistir. R1 (G6PDH tahlil tamponu), R2 (G6PDH substrati), R3
(G6PDH kofaktér), R4 (G6PDH enzim karisimi), R5 (G6PDH fluorometrik
detektor), R6 (G6PDH pozitif kontrol) ve R7 (NADPH standart) reaktifleri dretici

firma talimatlarina gore hazir hale getirilmistir.

Pozitif kontrol, referans ve numune kuvetlerinin hepsine 150 ul G6PDH tahlil
tamponu, 10 pl G6PDH kofaktor ve 10 ul G6PDH enzim karisimi koyulmustur.
Daha sonra referans kivetlerine 10 pl G6PDH tahlil tamponu, pozitif kontrol
kiivetlerine 10 ul G6PDH pozitif kontrol (seyreltilmis) ve numune kiivetlerine 10 pl
karaciger homojenat1 ilave edilmistir. Her kiivete 10 ul G6PDH fluorometrik
detektor ve 10 ul G6PDH substrati eklenerek tepkimenin baglamasi saglanmistir.
Uzeri kapatilacak sekilde 20 dakika boyunca 37 °C sicaklikta inkiibasyona tabi
tutulduktan sonra absorbans degerleri okunmustur (530-540 nm). G6PDH aktivitesi

okunan degerlere gore asagidaki formiil yardimiyla hesaplanmistir.
NADPH (uM) = [(diizeltilmis absorbans) — (y-degeri)]/egim
y-degeri = 0,0721, egim = 0,0005

G6PDH = [(NADPH (uM)/20 dakika) x 2 x numune diliiasyonu]
3.2.5.5. Lipit peroksidasyonu (Malondialdehit, MDA)

Bu testte lipit peroksidasyonu sonucu a¢iga ¢ikan malondialdehiti tayin etmek
amactyla Cayman tiyobarbiitirik asit reaktif maddeler (TBARS) test kiti (Uriin no:
10009055) kullanilmistir. Malondialdehit standart, renk reaktifi ve SDS soliisyonu
iiretici firma talimatlarina gore hazirlanmistir. Numuneleri igeren tiiplere 100 pl
beyaz kas homojenati, referans tiiplerine ise 100 ul malondialdehid standart
eklenmistir. Biitiin tiiplere 100 pl SDS soliisyonu ile 4 ml renk reaktifi eklenmis ve
agizlar1 kapali sekilde 1 saat siireyle su banyosunda bekletilmistir. Daha sonra tiipler

buz {izerine koyularak 10 dakika siireyle bekletilmis ve boylece tepkimeni
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sonlanmasi saglanmistir. Daha sonra 6rnekler 4 °C sicaklikta 1600 rpm’de 10 dakika
boyunca santrifiijlenerek 30 dakika siireyle 25 °C’de inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon isleminin sonunda her tiipten 150 pl almarak kiivetlere aktarilmis ve
absorbans degerleri okunmustur (530-540 nm). MDA Kkonsantrasyonu okunan

degerler baz alinarak asagida verilen formiile gore hesaplanmastir.

MDA konsantrasyonu (uM/g doku) = [(diizeltilmis absorbans) — (y-degeri)]/(egim x
g kullanilan doku)

y-degeri = 0,0261, egim = 0,0096

3.2.6. Buylime Parametrelerinin Olgtilmesi

Kullanilan baliklarin hepsinin deneyden 6nce ortalama baslangic agirliklar: (IBW) ve
deney sonunda ortalama son agirliklar1 (FBW) alinmistir. Her iki tartimdan 6nceki
24 saatlik siiregte yemleme yapilmamistir. Agirlik artisi (WG), spesifik biiyiime
orani (SGR) ve yem degerlendirme orant (FCR) asagida belirtilen formiiller

yardimiyla hesaplanmistir (Tekinay ve Davies, 2001)

Agirlik artist % (WG) = 100 (son agirlik — ilk agirlik)/ilk agirlik

Spesifik biiylime orani (SGR % / giin) = 100 x [log(son agirlik) — log(ilk agirlik)] /
deney giin sayisi

Yem degerlendirme orani (FCR) = alinan yem (g)/agirlik artisi (g)

3.2.7. istatistiksel Analiz

Sonuglar ortalama + standart hata seklinde verilmistir. Farkli parametreler ic¢in
gruplar arasindaki karsilastirma Duncan’in ¢oklu menzil testine miiteakip tek yonlii
ANOVA ile gerceklestirilmistir. Biitiin hesaplamalar SPSS istatistik yazilimi siiriim
23 ile yapilmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Hematolojik Analizler

Calisma siiresince her otuz giinde bir olmak iizere baliklardan alinan kan
orneklerinden hematolojik analizler yapilmistir. Bu analizlerin sonuglar1 Tablo 4.1,
4.2 ve 4.3’te 6zetlenmistir.

Tablo 4.1. Calismada damarlica sulu methanolik oziitii ile beslenen alabaliklarda,
calismanin 30. giiniinde hematolojilerinde meydana gelen degisimler

RBC HGB HCT MCV MCH MCHC

Kontrol

1,13+0,06 | 8,83+0,15 | 26,93+0,29 | 238,13+0,38 | 78,27+0,36 | 328,83+0,70
% 1D

1,27+0,05 | 9,7740,10* | 29,68+0,23 | 234,73+0,30 | 77,92+,32 | 331,67+0,57
% 2D

1,23+0,04 | 9,33+0,08 | 28,70+0,17 | 231,96+0,32 | 76,12+0,27 | 328,11+0,46
% 3D

1,23+0,05 | 9,37+0,10 | 28,78+0,21 | 234,16+0,25 | 76,59+0,30 | 319,22+0,69

Tiim verilerin ortalamalar1 ve standart sapmalari verilmistir. Farkli iistel ifadeler
gruplar arasindaki farkliligi ifade eder (n= 3). RBC: Kirmiz1 kan hiicresi, HGB:
Hemoglobin, HCT: Hematokrit, MCV: Ortalama eritrosit hacmi, MCH: Eritrosit
basina diisen ortalama hemoglobin, MCHC: Eritrosit basina diisen ortalama
hemoglobin konsantrasyonu.

Tablo 4.1 *de goriildiigii lizere sadece hemoglobin seviyesinde kayda deger bir artis
s6z konusudur. Hemoglobin seviyeleri deneme gruplarindan %1 D grubunda, kontrol
grubuna gore artis gostermistir (P<0,05). 30. giin verilerine gore kontrol grubu her ne
kadar RBC, HGB ve HCT ig¢in sirasiyla 1,13+0,06 108/mm3, 8,83+0,15 g/dL ve
26,93+0,29 % degerleri ile deneme gruplarina goére diisiik ¢iksa da, RBC, HCT,
MCV, MCH ve MCHC hematolojik parametrelerinin istatistiksel agidan énemli bir
farklilik gostermedigi tespit edilmistir (P>0,05).

Caligmanin 60. giiniinde kan parametrelerinde meydana gelen hematolojik degisimler
Tablo 4.2 ‘de verilmistir. % 2 D grubu RBC, HGB ve HCT sirasiyla 1,10+£0,07
105/mm3, 8,04+0,17 g/dL ve 26,82+0,32 % ile diger gruplara gore en diisiik degerlere
sahipken; % 3 D grubu HGB, HCT ve MCV hematolojik parametreleri agisindan
strastyla 10,89+0,11 g/dL, 36,75+0,19 % ve 226,15+0,25 pm3 olacak sekilde diger
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gruplara gore en yiiksek degerlere sahip olup bu farkliliklar istatistiksel agindan
onem teskil etmemektedir (P>0,05).

Tablo 4.2. Calismada damarlica sulu methanolik oziitii ile beslenen alabaliklarda,
calismanin 60. giiniinde hematolojilerinde meydana gelen degisimler

RBC HGB HCT MCV MCH MCHC
Kontrol | 4 7540,00 | 10726011 | 35,90+0,36 | 209,77+044 | 62,80+046 | 303,17+0,91
0,
#1D | 1572005 | 10,1340,12 | 35,23£024 | 2249620,33 | 65,20:0,33 | 288,8920,60
0,
%2D 111050,07 | 8042017 | 2682+0,32 | 223,26:0,27 | 70,0940,33 | 312,2240,72
0,
%3D | 158+0,05 | 10,8050,11 | 36,7540,19 | 226,15:0,25 | 66,3240,19 | 294,89+0,35

Tim verilerin ortalamalar1 ve standart sapmalar1 verilmistir. Farkli iistel ifadeler
gruplar arasindaki farkliligi ifade eder (n= 3). RBC: Kirmizi kan hiicresi, HGB:
Hemoglobin, HCT: Hematokrit, MCV: Ortalama eritrosit hacmi, MCH: Eritrosit
basma diisen ortalama hemoglobin, MCHC: Eritrosit bagina diisen ortalama
hemoglobin konsantrasyonu.

Calismanin 90. giiniinde elde edilen hematolojik degisimler Tablo 4.3 ’te verilmistir.
%1 D grubunda MCH ve MCHC degerlerinde diger gruplara gore artis goriilmekte
olup bu artis istatistiksel agcidan 6nem teskil etmemektedir (P>0,05). Bununla birlikte
kontrol grubu RBC, HGB ve HCT igin sirasiyla 1,57+0,06 108/mm?3, 8,95+0,15 g/dL
ve 20,82+0,22 % degerleri ile deneme gruplarina gore diisiikk ¢iksa da gruplar
arasinda hematolojik parametreler agisindan herhangi bir farklilik tespit edilmemistir
(P>0,05).

Tablo 4.3. Calismada damarlica sulu methanolik oziitii ile beslenen alabaliklarda,
calismanin 90. giiniindeki hematolojilerinde meydana gelen degisimler

RBC HGB HCT MCV MCH MCHC
Kontrol | 1 57,006 | 8.95:0.15 | 20,820.22 | 133,05£0,32 | 57.15+0.34 | 430.1740.97
0,
21D | 1605005 | 1010+017 | 21,22+0,16 | 133,34+025 | 63,98+0,42 | 480,56+1 14
0,
#2D | 1745004 | 980£010 | 22,7120,15 | 130,93+021 | 56,3240,16 | 431,56+0,49
0,
3D | 1750004 | 10,0060.12 | 23.2140,16 | 132,96£0.23 | 56,99+0.19 | 430,0040,55

Tim verilerin ortalamalar1 ve standart sapmalar1 verilmigtir. Farkli dstel ifadeler gruplar
arasindaki farklilig ifade eder (n= 3). RBC: Kirmiz1 kan hiicresi, HGB: Hemoglobin, HCT:
Hematokrit, MCV: Ortalama eritrosit hacmi, MCH: Eritrosit basina diisen ortalama
hemoglobin, MCHC: Eritrosit basina diisen ortalama hemoglobin konsantrasyonu.
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4.2. immun Yamtlarda Meydana Gelen Degisimler
4.2.1. Oksidatif Radikal Salinima (NBT)

90 giin siiren bu ¢alismada 30, 60 ve 90. giinlerde baliklardan kan 6rnekleri alinarak
uygulama yapilan tim gruplarin NBT aktivitelerinde meydana gelen degisimler

incelenmistir. Elde edilen veriler Grafik 4.1.’de ifade edilmistir.

Calismanin 30. giinlinde, kontrol grubu ve % 2 D grubu arasinda énemli bir farklilik
tespit edilememistir. %3 D grubu, kontrol grubuna goére NBT aktivitesi acisindan
kayda deger oranda artis gostermis olup (P<0,05), bunlardan farkli olarak % 1 D
grubu oksidatif radikal salinimi1 diger gruplara gore diisiik olarak tespit edilmistir
(P<0,05).

60 giin verileri degerlendirildiginde tiim gruplar arasinda istatistiksel agidan dnemli

farklilik gériilmemistir (P>0,05).

Olksidatif Radikal Salinin

il 1 o

30. Giin 60. Giin 90, giin
Elsen Bashgi

=t [ ] Lad FEN L (=) |

Clsidatif Radikal Salmim (mg/ml)

[

mKontrol m% 1D % 2D % 3D

Grafik 4.1. Damarlica sulu methanolik 6ziitii ile 90 giin boyunca beslenen gokkusagi

alabaliklarinin oksidatif radikal salinimlar1 aktivitelerinde meydan gelen degisimler
(U/ml). Tiim verilerin ortalamalar1 ve standart sapmalar1 verilmistir. Farkli iistel
ifadeler gruplar arasindaki farkliligi ifade eder (n= 3)
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90. giin verileri degerlendirildiginde 30. giin NBT verilerine benzer bir tablo
gorulmekte olup, kontrol grubu (2,35 mg/ml) ve % 2 D grubu (2,50 mg/ml) arasinda
onemli bir farklilik tespit edilememistir. %3 D grubu (3,49 mg/ml) NBT aktivitesi
tim gruplara gore kayda deger oranda artis gostermistir (P<0,05). % 1 D grubu
oksidatif radikal salinim1 diger tiim gruplara gore en diisiik degere sahiptir.

4.2.2.Myeloperoksidaz Aktivitesi

MPO
120

100 I
I
11

30. Giin 60 Giin 90. giin
mKontrol m% 1D wm%2D %3D

Myeloperoksidaz Aktivitesi(TIml)
b 4o e o
= = = =

=

Grafik 4.2. Damarlica sulu methanolik 6ziitii ile 90 giin boyunca beslenen gokkusagi
alabaliklariin myeloperoksidaz aktivitelerinde meydan gelen degisimler (U/ml).
Tiim verilerin ortalamalar1 ve standart sapmalart verilmistir. Farkli {istel ifadeler
gruplar arasindaki farkliligi ifade eder (n= 3).

Myeloperoksidaz aktivitesi agisindan, gruplar giinler bazinda kendi iginde
degerlendirildiginde istatistiksel bir degisim s6z konusu olmayip, tiim gruplarda 30.
60. ve 90. giinlerde s6z konusu aktivitenin giin gegtikce arttig1 tespit edilmistir. 30.
giinde en diisik olan myeloperoksidaz degerleri kontrol grubundan baslayarak
sirastyla artan dozlara gore 20,31 mg/ml, 15,07 mg/ml, 12,58 mg/ml ve 19,25 mg/ml
iken; 90. giinde ise kontrol, %1, %2 ve %3 gruplar sirasiyla 101,56 mg/ml, 104,47
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mg/ml, 107,39 mg/ml ve 102,57 mg/ml olacak sekilde tiim gruplarda en yiiksek
MPO aktivitesine ulagsmustir.

4.2.3.Lizozim Aktivitesi

Lizozim

[

Lizczim Aktreites: (Unitiml)
(] (] (] (] (=] (] (=] (=] (=] (=]

L] | |
1. -
30. Giin 60. Giin 90, giin
EKontrol m% 1D % 2D % 3D
Grafik 4.3. Damarlica sulu methanolik 6ziitii ile 90 giin boyunca beslenen gokkusagi
alabaliklarimin lizozim aktivitelerinde meydan gelen degisimler (U/ml). Tim

verilerin ortalamalar1 ve standart sapmalar1 verilmistir. Farkli iistel ifadeler gruplar

arasindaki farklilig1 ifade eder (n= 3).

Lizozim aktivitelerinin giinlere gore gostermis oldugu degisim incelendiginde 30.
giinde tim gruplar diger giinlere gore en diisiik degerlere sahiptirler. 30. giin
verilerine gore % 2 D en ylksek, %3 D ise ondan daha diisiik olmakla birlikte diger

gruplara gore istatistiksel acidan yiiksek lizozim aktivitesi degerlerine sahiptir.

60. glinde kontrol grubu, %2 D ve % 3 D gruplan lizozim aktivitesi degerleri
birbirine benzerlik gosterse de % 1 D grubu diger gruplara gore yiiksek lizozim
aktivitesine sahiptir (P<0,05).
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90. giinde kontrol grubu lizozim aktivitesi diger tim gruplara gore yiiksek degere
sahipken (P<0,05) deneme gruplarinda damarlica sulu methanolik 6ziti dozu
arttikca lizozim aktivitesinin arttigi fakat bu degisimin istatistiksel agidan Gnem

teskil etmedigi tespit edilmistir (P>0,05).

4.3. Antioksidan Enzim Sisteminde Meydana Gelen Degisimler

4.3.1. Superoksit Dismutaz Aktivitesi (SOD)

90 giin siiren ¢alismanin 30, 60 ve 90. giinlerinde tespit edilen SOD aktivite verileri
Tablo 4.4. ‘de verilmistir. Gruplar kendi iglerinde giinlere bagli degisimleri
incelendiginde SOD aktivitesinin kontrol grubunda giinlere bagl olarak énemli bir

degisim gostermediginden bahsetmek miimkiindiir (P>0,05).

Tablo 4.4. Damarlica sulu methanolik 6ziitii ile 90 giin boyunca beslenen gokkusagt
alabaliklarinin karaciger dokularinda siiperoksit dismutaz aktivitelerinde
meydana gelen degisimler (U/ml).

30. Gilin 60. Gun 90. guin
KONTROL 73,39+0,72 77,21+1,06 66,86+0,81
% 1D 70,62+0,97 65,77+1,28 68,15+0,94
% 2D 66,32+0,98 62,67+1,59 71,78+0,95
% 3D 73,58+0,78 77,14+1,17 69,86+0,70

Tiim verilerin ortalamalar1 ve standart sapmalar1 verilmistir (n= 3). Kii¢iik iist harfler
gruplarin ayni1 6rnekleme giinii kendi aralarindaki farklilig ifade eder.

%1 D grubu kendi igerisinde giinlere bagli degisimleri incelendiginde 30. giin
70,62+0,97 U/ml olan SOD aktivitesi degeri 60. giin 65,77£1,28U/ml ve 90. giin
68,15+0,94 U/ml olacak sekilde degisim gostermistir.

%2 D grubunun 30. giin 66,32+0,98 U/ml ve 60. giin olan 62,67+1,59 U/ml olan
SOD degerleri 90. giin 71,78+0,95 U/ml olacak sekilde artis gostermis olup bu artis
istatistiksel agidan Onem teskil etmemektedir (P>0,05). %2 D grubu 30. ve 60.
giinlerde sirasiyla 66,32+0,98 U/ml ve 62,67+1,59 U/ml olan SOD aktivite degerleri
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diger gruplara nazaran daha diisiik iken 90. giinde 71,78+0,95 U/ml ile diger tiim
gruplara gore daha yiiksek degere sahip olup bu degisim 6nemli degildir (P>0,05).

Bununla birlikte %3 D grubunun 30. giiniinde 73,58+0,78 U/ml olan SOD degeri 60.
ve 90. giinlerde sirasiyla 77,14+1,17 U/ml ve 69,86+0,70 U/ml olacak sekilde
degisim gostermistir. Bu veriler 1s1ginda giinlere ve gruplara gore SOD
aktivitelerinin istatistiksel acidan degerlendirilmesi sonucunda énemli bir degisimin

s0z konusu olmadig goriilmiistiir (P>0,05).

0.001

0.0005 I
=

0

90. giin
-0,0005

-0,001

-0,0015

Relatuf SO Akbtvitesi

-0.002

-0,0025
m%1D m%2D % 3D

Grafik 4.4. Gunlere gore Relatif SOD aktivitesi

4.1.2. Katalaz Aktivitesi (CAT)

Baliklardan karaciger Ornekleri alinarak uygulamasi yapilan tiim gruplarin CAT

aktivitelerinde meydana gelen degisimler incelenmistir. Elde edilen veriler Tablo 4.5

’te ifade edilmistir.

30. giin verileri dikkate alindiginda kontrol grubundan itibaren %1 D, %2 D ve %3 D
gruplarmin  CAT aktiviteleri 0,33+0,07, 0,31+0,05, 0,28+0,11ve 0,30%0,09
nmol/min/ml olarak tespit edilmistir. Genel olarak CAT aktivitesindeki bu degisim

istatistiksel agidan 6nem arz etmemektedir (P>0,05).
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Tablo 4.5. Damarlica methanolik oziitii ile 90 giin boyunca beslenen gokkusag
alabaliklarimin karaciger dokularinda katalaz aktivitelerinde meydana
gelen degisimler (nmol/min/ml).

30. Giin 60. Giin 90. giin

KONTROL 0,330,07 0,310,06 0,270,08
% 1D 0,31%0,05 0,28+0,09 0,3420,07
% 2D 0,28+0,11 0,300,08 0,330,08
% 3D 0,300,09 0,29+0,09 0,29+0,07

Tim verilerin ortalamalar1 ve standart sapmalar1 verilmistir (n= 3). Kiigiik st harfler
gruplarin ayn1 6rnekleme giinii kendi aralarindaki farklilig: ifade eder.

60. giin verilerine bakildiginda yine damarlica metanolik 6ziitiinlin doz artisina bagl
olarak 0,31+0,06 nmol/min/ml olan kontrol grubu katalaz aktivitesi arasinda anlamli

bir farklilik tespit edilememistir (P>0,05).

Caligmanin 90. giin verileri ele alindiginda, kontrol grubu CAT aktivitesi (0,27+0,08
nmol/min/ml) diger gruplarla kiyaslandiginda en diisiik degeri vermis olmakla
birlikte istatistiksel olarak % 1 D grubu (0,34+0,07 nmol/min/ml), % 2 D grubu
(0,33+0,08 nmol/min/ml) ve %3 D gruplar ile karsilastirildiginda bir farklilik tespit
edilememistir (P>0,05).

0.003
0.0025
0.002
0.0015
0.001
0.0005

0
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-0.0015
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Grafik 4.5. Gunlere gore Relatif CAT aktivitesi

35



4.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GPX)

90 giin siliren bu calismada 30, 60 ve 90. giinlerde baliklardan alinan karaciger
orneklerinden yapilanan GPX aktivitelerinde meydana gelen degisimler Tablo 4.3’te

verilmistir.

30. giin kontrol grubu GPX aktivitesinin 15,32+0,06 nmol/min/ml olan degeri %1 D
(20,85+0,70 nmol/min/ml), %2 D (19,41+0,39 nmol/min/ml) ve % 3 D (27,53+1,08
nmol/min/ml) olmak tizere diger gruplara gore diisiik ¢ciksa da bu farklilik istatistiksel

acidan anlam tasimamaktadir (P>0,05).

60. giin verileri incelendiginde kontrol (45,44+0,78 nmol/min/ml) ve %3 D
(37,38+0,65 nmol/min/ml) gruplarinin %1 D (20,73+0,21 nmol/min/ml) ve %2 D
(23,28+0,93 nmol/min/ml) gruplarindan farkli olarak, yiiksek GPX aktivitelerine
sahip oldugu goriilmektedir (P<0,05).

Tablo 4.6. Damarlica sulu methanolik 6zitl ile 90 giin boyunca beslenen gokkusagi
alabaliklarimin karaciger dokularinda GPX aktivitelerinde meydana gelen
degisimler (nmo/min/ml).

30. Gilin 60. Gun 90. guin
KONTROL 15,32+0,06 45,44+0,78% 59,44+0,65°
% 1D 20,85+0,70 20,73+0,21° 35,35+0,63°
% 2D 19,41+0,39 23,28+0,93° 61,33+0,39°
% 3D 27,53+1,08 37,38+0,65% 78,54+0,66 °

Tlm verilerin ortalamalar1 ve standart sapmalar1 verilmistir (n= 3). Kiiciik {ist harfler
gruplarin ayn1 6rnekleme giinii kendi aralarindaki farklilig: ifade eder.

90. glinde % 3 D grubunun 78,54+0,66 nmol/min/ml olan GPX aktivitesinin diger
gruplara gore en yliksek degere sahip oldugu (P<0,05), en diisiik degerin ise %1 D
grubunda (35,35£0,63 nmol/min/ml) oldugu tespit edilmistir (P<0,05). %2 D grubu
ve kontrol grubu sirasiyla 35,35+0,63 ve 59,44+0,65 nmol/min/ml olmak Uzere sahip

olduklar1 GPX aktivite degerli anlamli bir farklilik géstermemistir (P>0,05).
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Calismada elde edilen relatif GPX verileri Grafik 4.6 da verilmistir.
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Grafik 4.6. Glnlere gore Relatif GPX aktivitesi

4.1.4. Glukoz -6- Fosfat Dehidrogenaz Aktivitesi

90 giin siiren bu calismada 30, 60 ve 90. giinlerde baliklardan alinan karaciger
orneklerinden yapilanan G6PDH aktivitelerinde meydana gelen degisimler Tablo

4.4.°de verilmistir.

Caligma sonuglarinin 30. giin verileri degerlendirildiginde kontrol grubu (0,85+ 0,10
U/ml) ve % 3 D (0,85+0,12 U/ml) gruplarinda G6PDH aktivitelerinin diger gruplara
gore artis gosterdigi (P<0,05). %1 D (0,64+0,09 U/ml) ile %2 D (0,68+0,07 U/ml)
gruplar1 arasinda 6nemli bir farklilik bulunmadig tespit edilmistir (P>0,05).
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Tablo. 4.7. Damarlica sulu methanolik oziitii ile 90 giin boyunca beslenen gokkusagi
alabaliklarimin karaciger dokularinda G6PDH aktivitelerinde meydana
gelen degisimler (U/ml).

30. Gln 60. Gun 90. glin

0,85+ 0,102 0,76+0,1° 0,79+0,11°
KONTROL

b c b

% 1D 0,64+0,09 0,65+0,09 0,72+0,09
b a c

% 2D 0,68+0,07 0,85+,13 0,63+0,09
% 3D 0,85+0,12% 0,82+0,14% 0,87 +0,09°

Tiim verilerin ortalamalar1 ve standart sapmalar1 verilmistir (n= 3). Kii¢iik tist harfler
gruplarin ayn1 6rnekleme giinii kendi aralarindaki farklilig1 ifade eder

60. giin verilerine bakildiginda en yiiksek G6PDH aktivite degerlerinin %2 D
(0,85,13 U/ml) ve %3 D (0,82+0,14 U/ml) gruplarinda meydana geldigi en diisiik
G6PDH degerinin %1 D (0,65+0,09 U/ml) grubunda oldugu goriilmektedir (P<0,05).

Calismanin 90. giiniinde ise %3 D grubunun (0,87 £0,09 U/ml) en yuksek G6PDH
degerine sahip oldugu bundan farkli olarak kontrol (0,79 £0,11 U/ml) ve %1 D
(0,72+0,09 U/ml) gruplar arasinda 6nemli bir farklilik olmadig tespit edilmis olup,
en diisik G6PDH degerinin %2 D (0,63+0,09 U/ml) grubunda ortaya ¢iktig

gorilmiistiir.

Calismada elde edilen relatif G6PDH verileri Grafik 4.7 de verilmistir.
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Grafik 4.7. Gunlere gore Relatif GGPDH aktivitesi

4.1.5. Lipit Peroksidasyonu

90 giin siiren bu calismada 30, 60 ve 90. giinlerde baliklardan beyaz kas ornekleri
alinarak uygulama yapilan tiim gruplarin lipit peroksidasyonlarinda meydana gelen

degisimler incelenmistir. Elde edilen veriler Tablo 4.5.’te ifade edilmistir.

30. giin verilerine bakildiginda %2 D grubu (3,25+0,16 U/ml) lipit peroksidasyonu
degerleri, kontrol grubu (2,63+0,16 U/ml) ve % 3 D grubuna (2,86+0,17 U/ml) gore
onemli derecede yiiksek iken (P<0,05); en diisiik degerin %1 D grubunda (2,29+0,14
U/ml) oldugu tespit edilmistir (P<0,05).

60. giin ise yine en disiik lipid peroksidasyonu degeri %1 D (2,35+0,12) grubunda
goriiliirken, 30. giinde ilgili degerde kontrol grubunda artis oldugu ve 3,18+0,14
U/ml ile diger gruplara gore en yiiksek lipit peroksidasyonuna sahip oldugu tespit
edilmistir (P<0,05). %2 D (2,45+0,18 U/ml) ve %3 D (2,72+0,14 U/ml) gruplarinin

aralarinda istatistiksel acidan 6nemli bir farklilik yoktur.

90. glin ise kontrol (2,54+0,17 U/ml), %1 D (2,45+0,14 U/ml), %2 D (2,41+0,04
U/ml) ve %3 D (2,384+0,14 U/ml) olmak {izere tiim gruplarin lipit peroksidasyonu
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degerleri aralarinda istatistiksel acidan 6nemli bir farklilik olmadigi (P>0,05) tespit

edilmistir.

Tablo 4.8. Damarlica sulu methanolik 0zltt ile 60 giin boyunca beslenen gokkusagt
alabaliklarimin beyaz kas dokularinda lipid peroksidasyonunda meydana
gelen degisimler (U/ml).

Lipid peroksidasyon 30. Giin 60. Giin 90. giin
(U/ml)
KONTROL 2,63+0,16° 3,18+0,142 2,54+0,17
%1D 2,29+0,14° 2,35+0,12" 2,45+0,14
% 2D 3,25+0,16 2,45+0,18° 2,41+0,04
% 3D 2,86+0,17" 2,72+0,14° 2,38+0,14

Tiim verilerin ortalamalar1 ve standart sapmalar1 verilmistir (n= 3). Kii¢iik tist harfler
gruplarin ayn1 6rnekleme giinii kendi aralarindaki farklilig: ifade eder.
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Grafik 4.8. Gunlere gore Relatif lipid peroksidasyonu (Beyaz kas).

30, 60 ve 90. giinlerde baliklarin karaciger drnekleri alinarak uygulama yapilan tiim
gruplarda lipit peroksidasyonlarinda meydana gelen degisimler incelenmistir. Elde

edilen veriler Tablo 4.6.’te ifade edilmistir.
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90 giin boyunca beslenen gokkusagi alabaliklarinin karaciger dokularinda lipid
peroksidasyonu degisimleri Tablo 4.9’da belirtildigi gibidir.

Tablo 4.9. Damarlica sulu methanolik 6z0tu ile 90 gun boyunca beslenen gékkusagi
alabaliklarimin karaciger dokularinda lipid peroksidasyonunda meydana

gelen degisimler (U/ml).

Lipid
peroksidasyon(U/ml) | 30. Giin 60. Gun 90. giin
karaciger

3,26+0,45 2,97+0,34 3,01+0,39
KONTROL

% 1D

2,65+0,16 4,89+0,66 2,39+0,17

% 2D 4,43+0,65 2,27+0,08 2,49+0,18

% 3D 2,23+0,15 2,38+0,09 2,19+0,10

Relatif Lipid Peroksidasyonu

0 |
-0.004

% 1D wm%2D % 3D

Grafik 4.9. Giinlere gore Relatif lipid peroksidasyonu (Karaciger).

4.4. Bilyiime Performansi

Doksan giin siiren bu ¢aligmanin sonunda baliklarin biiylime performanslarindan elde

edilen veriler Tablo 4.10 ’da verilmistir. Calisma sonunda elde edilen bu verilere
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gore deneme gruplarindaki baliklar ile kontrol grubu arasinda agirlik kazanimlarinda
istatistiksel acidan onemli bir farklilik oldugu tespit edilmistir. Kontrol grubu final
agirhigr 135,45+1,2 g iken, %1 D grubu 166,07+0,9 g, %2 D grubu 169,60+1,23 g,
%3 D grubu 152,36+0,1 g olarak tespit edilmistir. Bu sonug tablosuna goére agirlik
artist yoniinden en iyi sonug¢ %2 D grubunda iken en az agirlik artis1 kontrol
grubunda goriilmiistiir (P<0,05). Spesifik biliylime oranlarina bakildiginda en yiiksek
deger %2 D grubunda goriiliirken (1,72+0,04), en diisiik SBO degeri kontrol
grubunda goriilmistir (1,46+£0,04). Tim gruplarin yem doniisiim oranlar
degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel acidan Onemli farklilik
goriilmemektedir (P>0,05). Bu verilerin 1s1ginda damarlica metanolik 0zutdndn
gokkusagi alabaliklarinda agirlik artisina ve spesifik biiylime oranina énemli katki

sagladigi sdylenebilir (P<0,05).

Tablo 4.10. Damarlica sulu methanolik oziitii ile altmis giin boyunca beslenen
gokkusagt alabaliklarinin biiyiime performanslarinda meydana gelen

degisimler

Baslangic Bitis Agirhk

Agirhgi Agirhgi Kazanim SBO YDO

36,25+0,09 | 135,45+1,29 | 273,70+0,77 ¢ | 1,46+0,04 ¢ | 1,2+0,01
Kontrol

36,48+0,21 | 166,07+0,97 | 355,28+0,44° | 1,68+0,02°

b 1,09+0,01

%1 D

36,12+0,15 | 169,60+1,23% | 369,56+0,742 | 1,72+0,042 | 1,11+0,01
%2 D

37,39+1,54 | 152,36+0,1¢ | 308,19+1,35°¢ | 1,56+0,07 ¢ | 1,08+0,1
%3 D

Tiim verilerin ortalamalar1 ve standart hatalar1 verilmistir. D: Damarlica; SBO:
Spesifik Biiyiime Orani; YDO: Yem degerlendirme orani.
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5. TARTISMA

Immonostimiilantlar, spesifik veya spesifik olmayan yolla bagisiklik sistemini
harekete gegiren dogal veya kimyasal maddelerdir. Balik ciftliklerinde balik
sagliginin korunmasi ve hastaliklara karsi direnci arttirilmasi i¢in gida takviyesi

seklinde ¢esitli immonostimiilanlar kullanilmaktadir.

Hematolojik analizler balik sagligimin belirlenmesinde 6nemli olup, eritrosit ve
hematokrit miktarlarindaki azalmalar aneminin (kansizlik) gostergesi olarak
kullanilirken; eritrosit sedimantasyonu miktar1 hastaliklarin varligi hakkinda bilgi
vermektedir; toplam 1okosit miktar1 ve tipleri hastaliklarin  teshisinde
kullanilmaktadir (Blaxhall ve Daisley, 1973). Bunlarla birlikte hematolojik bulgular
baliklarin stress faktorii hakkinda bilgi vermek i¢in de kullanilmaktadir (Wedemeyer,
1996). Ornegin Idkositlerin miktarca fazla olmasi baliklarda saglik agisindan olumlu

bir gdstergedir (Morgan ve lwama, 1997).

Bu caligmada sadece hemoglobin seviyesinde kayda deger bir artis s6z konusudur.
30. giin verilerine gére hemoglobin seviyeleri deneme gruplarindan %1 D grubunda,
kontrol grubuna gore artis gostermistir (P<0,05). 30. giin verilerine gore kontrol
grubu her ne kadar RBC, HGB ve HCT ig¢in sirasiyla 1,13+£0,06 10%/mm3, 8,83+0,15
g/dL ve 26,93+0,29 % degerleri ile deneme gruplara gore diisiik ¢iksa da, RBC,
HCT, MCV, MCH ve MCHC hematolojik parametrelerinin istatistiksel agidan
onemli bir farklilik géstermedigi tespit edilmistir (P>0,05). Gupta ve Mishra (2014),
karabalik (Clarias gariepinus) ‘ta denedikleri 10 ve 20 ppm yer paskalyas1 (Eclipta
alba) yaprak, sap ve kokii ekstraktlarinin ¢alismanin 7,14, 21 ve 28. giinlerinde elde
ettikleri verilerde, sulu oOziitlerin RBC hari¢ diger parametrelerde degisiklik
yarattigini belirtmisler, kok ve sap oziitleri i¢in Hb seviyelerini yaprak 06ziitiine gore

yiiksek tespit etmislerdir (P<0,05).

Sahan vd. (2015), nil tilapia baliklarinda (Oreochromis niloticus) farkli dozlarda (0,
5, 7,5 ve 10 g/kg) denedikleri Spirulina platensis i¢eren yemlerin 75 giinliik ¢alisma
sonunda baliklarda yarattigi hematolojik etkileri RBC, WBC, Hct, Hb, MCV, MCH,
MCHC, l6kosit hiicre tiplerini inceleyerek arastirdiklar1 ve fagositik aktiviteyi

inceledikleri ¢aligmalarinda 5 g/kg Spirulina platensis iceren gruplarda RBC ve
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WBC oranlarinda artis gozlemlemislerdir. 7,5 g/kg Spirulina platensis iceren
yemlerle beslenen gruplarda nétrofil ve monositlerin fagositik aktivitelerinde artis

olduguna dair verilere ¢calisma bulgulari igerisinde yer vermislerdir.

Nobahar vd. (2015), sarimsak (Allium sativum) ve 1sirgan otunun (Urtica dioica)
mersin baliklarinda (Huso huso) hematolojik parametrelere etkisini 60 gunlik
deneme sonunda 1sirgan otu ile beslenen deneme gruplarinda MCV degerlerinde artis
oldugunu belirterek gostermislerdir (P<0,05). Ayni ¢alismada 20. giinde sarimsak ve
1sirgan otu gruplarinda lenfosit degerinin kontrol grubuna goére anlamli derecede artis
gostermisken (P<0,05); 20 ve 40. giinlerde 1sirgan otu ile beslenen gruplarda Hb
oranlarinin kontrol ve sarimsak gruplarina gore artis gostermektedir (P<0,05). 60.
giinde 1sirgan otu Htc degeri kontrol grubuna ve sarimsak grubuna gore artis
gostermis olup (P<0,05), deneme gruplari arasinda MCH degerlerinde farklilik
goriilmemistir, sarimsak grubunun MCHC verileri diger gruplara gore oOnemli
derecede artis gostermistir (P<0,05). Aly, Att1 ve Mohamed (2008)‘e gore sarimsak
bitkisi Oreochromis niloticus ‘ta monosit miktarlarini arttirmakta iken bu durumdan
farkli olarak Nya ve Austin (2009)’c gore sarimsak monosit miktarini

degistirmemektedir.

Calismada oksidatif radikal salinimi 30., 60. ve 90. giinlerde tespit edilmis olup, en
yiiksek NBT degeri 30. ve 90. giinlerde sirasiyla 2,7 mg/ml ve 3,5 mg/ml olmak
uzere % 3 D grubunda gozlemlenmistir. S6z konusu giinlerde kontrol grubu NBT
verileri sirastyla 2,51 mg/ml ve 2,35 mg/ml ‘dir (P<0,05). Diigenci vd. (2003),
Okseotu (Viscum album), 1sirgan otu (Urtica dioica) ve zencefil (Zingiber officinale)
sulu ekstraktlarini1 % 0,1 ve % 0,2 oranlarinda denedikleri gokkusag: alabaliklarinda
(Oncorhynchus mykiss) hiicre dis1 oksidatif radikal tiretimi agisindan istatistiksel
olarak en anlamli sonucu %1 zencefil grubunda oldugunu belirtmislerdir (P<0,001).
Diler vd. (2015) pelin otu (Artemisia vulgaris)’ nun gokkusagi alabaliklarinda
(Oncorhynchus mykiss) bagisiklik ve Vibrio anguillarum® a karsi direng saglayan
uygun dozlarinin tespiti amaciyla yaptiklar1 aragtirmada NBT degerlerinde artis
saglamas1 nedeniyle bagisiklik sistemini stimiile ettigi ve gokkusag: alabaliklarinda
etkili bir immunostimulant olarak kullanilabilecegi tespit etmislerdir. Benzer olarak

Bilen, Yilmaz ve Bilen (2013) ise tetra (Cotinus coggygria) bitkisinin 3 farkli
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dozundaki metanol ekstrakti ile 4 hafta besledikleri koi baliklarinda (Cyprinus
carpio) 1okosit, NBT + hiicre sayist ve lizozim aktivitesinin 6nemli 6l¢iide arttigini
belirlemislerdir. Bilen, Bulut ve Bilen (2011), tetra (Cotinus coggyria)’nin % 0,5 ve
% 1 dozlarim1 yeme katarak, gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) ‘nda
immunostimulat etkisini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda 3. hafta sonunda hiicre i¢i ve
hiicre dis1 solunum aktivitelerinde kontrol grubuna gore 6nemli degisiklikler elde
ettiklerini belirtmislerdir (P<0,05). Bununla birlikte % 1 ‘lik deneme grubunun % 0,5
‘lik deneme grubuna gore hiicre i¢i ve hiicre dis1 solunum patlamasi aktivitelerinde

daha iyi sonu¢ alindigini tespit etmislerdir (P<0,05).

Myeloperoksidaz aktivitesi agisindan, gruplar giinler bazinda kendi iginde
degerlendirildiginde istatistiksel bir degisim s6z konusu olmayip, tiim gruplarda 30.
60. ve 90. giinlerde s6z konusu aktivitenin giin gectikge arttig1 tespit edilmistir.
Bilen, Altunoglu, Ulu ve Biswas (2016b), gokkusagi alabaliklarinda 0,1 ve 0,5 g/kg
dozunda denedikleri gebre otu (Capparis spinosa)’nun 30 giin sonunda
myeloperoksidaz aktivitelerinin 0,1 g/kg olan grupta en yliksek degere sahip
oldugunuda vurgulamiglardir. Christybapita vd. (2007), yer paskalyas1 (Eclipta alba)
yapragi ekstraktini tilapia baliginda (Oreochromis mossambicus) %0.01, %0.1 ve %
1 seviyelerinde denemisler, 3 haftalik deneme sonunda myeloperoksidaz aktivitesi
arasinda istatistiksel agidan onemli bir farklilik gérmemislerdir (P>0,05). Bilen vd.
(2016a), kavak mantar1 ve 1sirgan otu katkili yemler ile beslenen gokkusagi
alabaliginda tiim deneme gruplarinin MPO etkinligi acisindan bir artig gosterdigini

belirtmistir.

Lizozim aktivitesi, notrofil, komplement aktivitesi ve fagozitik aktivite gibi
bagisiklik sistemini ifade eden 6nemli bir parametredir (Murray vd., 2003). Lizozim
aktivitelerinin giinlere gore gostermis oldugu degisim incelendiginde 60. giinde
kontrol grubu, %2 D ve % 3 D gruplan lizozim aktivitesi degerleri birbirine
benzerlik gosterse de % 1 D grubu diger gruplara gore yiiksek lizozim aktivitesine
sahiptir (P<0,05). 90. giinde ise kontrol grubu lizozim aktivitesi diger tiim gruplara
gore yiikksek degere sahipken (P<0,05) deneme gruplarinda damarlica sulu
methanolik 0ziti dozu arttik¢a lizozim aktivitesinin arttigi fakat bu degisimin

istatistiksel agidan onem teskil etmedigi tespit edilmistir (P>0,05). Bilen ve Bulut
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(2010), % 0.5 ve %1 defne (Laurus nobilis) yaprak tozu iceren yemlerle besledikleri
gokkusagi alabaliklarinda 3 haftalik arastirma sonucunda defne (Laurus nobilis)
yaprak tozunun; serum lizozimi iizerine higbir etkisi olmadiginmi ifade etmislerdir
(P>0,05). Bilen vd. (2016b), gokkusagi alabaliklarinda 0,1 ve 0,5 g/kg dozunda
denedikleri gebre otu (Capparis spinosa)’nun 30 giin sonunda lizozim aktivitesinin
0,1 g/kg olan grupta en yiiksek degere sahip oldugunuda vurgulamislardir. Tafi vd.
(2018), gokkusagr alabaligi (Oncorhynchus mykiss)’nda Salvia officinalis ve Aloe
vera ekstraktt ile beslemenin immunolojik etkilerini aragtirmiglar elde ettikleri
sonuglara gore A. vera kullanimimin kontrol grubuna kiyasla anlamli oranda lizozim
aktivitesinde artmaya neden oldugu yoniinde veriler elde etmislerdir (P<0.05). Diler
vd. (2015) pelin otu (Artemisia vulgaris)’ nun gokkusagi alabaliklarinda
(Oncorhynchus mykiss) bagisiklik ve Vibrio anguillarum® a kars1 direng saglayan
uygun dozlarmin tespiti amaciyla yaptiklari arastirmada pelin otunun lizozim
aktivitesinde artis saglamasi nedeniyle bagisiklik sistemini stimiile ettigi ve
gOkkusag alabaliklarinda etkili bir immunostimulant olarak kullanilabilecegi tespit
etmislerdir. Benzer olarak Bilen vd. (2013) ise tetra (Cotinus coggygria) bitkisinin 3
farkli dozundaki metanol ekstrakti ile 4 hafta besledikleri koi baliklarinda (Cyprinus
carpio) lizozim aktivitesinin 6nemli dl¢lide arttigini belirlemislerdir. Bu sonuglardan
farkli olarak Bilen vd. (2010), % 0.5 ve %1 defne (Laurus nobilis) yaprak tozu iceren
yemlerle besledikleri gokkusagi alabaliklarinda yaptiklart 3 haftalik arastirma
sonucunda defne (Laurus nobilis) yaprak tozunun; serum lizozimi Uzerine higbir

etkisi olmadigini ifade etmislerdir (P>0,05).

Glutatyon peroksidaz aktivitesi icin 60. gun kontrol (45,44+0,78 nmol/min/ml) ve
%3 D (37,38%0,65 nmol/min/ml) gruplarinin %1 D (20,73+0,21 nmol/min/ml) ve %2
D (23,28+0,93 nmol/min/ml) gruplarindan farkli olarak, yiiksek GPX aktivitelerine
sahip oldugu (P<0,05). 90. giinde ise % 3 D grubunun 78,54+0,66 nmol/min/ml olan
GPX aktivitesinin diger gruplara gore en yiiksek degere sahip oldugu (P<0,05) tespit
edilmistir. Sonmez vd. (2015), 500, 1000 ve 1500 mg/kg olacak sekilde adagayi,
nane ve kekik bitkilerinin yaglarini iceren yemlerle 60 giin boyunca besledikleri
gokkusag1 alabalii yavrularinin antioksidan sistemde meydan gelen degisimleri

incelenmislerdir.
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Hiicrenin yagsamsal fonksiyonlar1 agisindan reaktif oksijen tlirevlerinin yikimi énemlidir,
Ozellikle patojenlerin yok edilmesinde bu dengenin hassas olarak kurulmasi
gerekmektedir. SOD aktivitesindeki artislar hiicre igerisinde stiperoksit radikallerindeki
artisa bagli olarak artis gosterebilir (Cheng, Tu, Chen, Nan ve Chen, 2007). Bu
caligmada tiim deneme gruplarina ait SOD, G6PDH ve GPX aktiviteleri kontrol
grubuna gore artis gostermis olup; CAT, GST ve GR enzim aktivitelerinde ise
kontrol grubuna gore azalan deger tespit etmislerdir. Metwally (2009), farkli
formlarda sarimsak (Allium sativum) takviyesi ile beslenen tilapyalarin (Oreochromis
niloticus) karaciger ve serumundaki siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve
glutatyon peroksidaz (GPx) gibi antioksidan enzim aktivitelerinin kontrol grubuna
gore artig gosterdigini belirtmistir (P<0,01). Gabriel vd. (2015), 8 hafta boyunca
tilapya baliklarinda %0,5, %1, %2 ve %4 oraninda Aloe vera tozunu yem katki
maddesi olarak denemislerdir. Kontrol grubuna gore %4 oraninda Aloe vera denenen
grupta karaciger CAT; % 0,5 ve 1 takviye ile beslenen grupta ise GPx aktivitesinde
anlamli derecede artis gézlemlemislerdir (P<0,05). Gabriel vd. (2015), Karaciger
SOD aktivitesini, tiim deneme gruplarinda kontrol grubuna gore yiliksek bulunmus,
deneme gruplar1 arasinda herhangi bir farklilik olmadigini da belirtilmistir. Bu
verilerden yola ¢ikilarak Aloe vera ekstraktinin tilapya baliklarinin beslenmesinde
antioksidan etkisi oldugu sOylenebilir. Manal (2016), 10 ve 20 g/kg
konsantrasyonlarda zerdecal (Curcuma longa) ve sarimsak (Allium sativum)
takviyesi ile besledikleri tilapyalarda (Oreochromis niloticus) gesitli antioksidan
enzimleri incelediklerinde, sarimsak ve zerdecal verilen gruplarda kayda deger

oranda GSH, CAT, GPx ve GRx artis1 oldugunu gézlemlemislerdir (P<0,05).

Calisma sonunda elde edilen bu verilere gore deneme gruplarindaki baliklar ile
kontrol grubu arasinda agirlik kazanimlarinda istatistiksel agidan dnemli bir farklilik
oldugu tespit edilmistir. Kontrol grubu final agirligr 135,45+1,2 g iken, %1 D grubu
166,07+0,9 g, %2 D grubu 169,60+1,23 g, %3 D grubu 152,36+0,1 g olarak tespit
edilmistir. Bu sonug tablosuna gore agirhik artis1 yoniinden en iyi sonu¢ %2 D
grubunda iken en az agirlik artis1 kontrol grubunda goriilmiistiir (P<0,05). Bilen ve
Bilen (2012), tetra (Cotinus coggygria) ve defne (Laurus nobilis) bitkilerini kulttrd
yapilan alabaliklarin (Oncorhynchus mykiss) biiyiime oranlarinda (SBO), yem

degerlendirme oraninda (YDO) ve yasama oranlar1 {izerine etkilerini
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degerlendirdikleri ¢alismalarinda SBO ve YDO arasinda istatistiksel olarak 6nemli
farkliliklar tespit edemediklerini (P>0,05). Sonu¢ olarak, tetra ve defnenin
alabaliklarin biiyiime performansi ve yemden yararlanma iizerine etkisinin 6nemsiz
oldugu belirtmislerdir. Diler vd. (2017), énemli bir tibbi bitki tiirii olan pelin otunun
gokkusagi alabaliginda (Oncorhyncus mykiss) biiylime performansina, antioksidan
aktiviteye ve histopatolojik etkilere tespitini amagcladiklari ¢aligmalarinda pelin
otunu, baliklarin yemlerine toz (%0, %0,1, %0,5, %1,0, %2,0) veya ethanol ekstrakti
(250, 1000 mg/kg) olarak ilave etmislerdir. En iyi yem doniisiim oranini1 %0,1 ve
%1,0 gruplarinda yakalamiglardir. Awad vd. (2012), gokkusagr alabaligi
(Oncorhyncus mykiss) ‘nda %1 ve %2 oraninda lupin (Lupinus perennis), mango
(Mangifera sp.) ve 1sirgan otu (Urtica dioica) denedikleri ¢alismalarinda, deneme
gruplarinin kontrol grubuna gore, agirlik ve boy artis1 sagladigi, spesifik biiylime
oraninda da (SBO) olumlu etki yarattigini belirtmislerdir (P<0,05). Azab vd. (2016),
% 5 oraninda, salgam, yaprak iizimii ve havu¢ yapragi ve kokii ile 120 giin
besledikleri Koi baliklarmim (Cyprinus carpio) biiyiime performansinda olumlu
yonde gelisme kaydedildigini belirtmislerdir. Bu sonuglardan farkli olarak Dugenci
vd. (2003), 6kseotu (Viscum album), 1sirgan otu (Urtica dioica) ve zencefil (Zingiber
officinale) sulu ekstraktlarini % 0,1 ve % 0,2 oranlarinda denedikleri gokkusagi
alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss) spesifik biiylime orani agisindan gruplar
arasinda Oonemli bir farklilik bulunmadigi da belirtilmistir (P>0,05). Sénmez vd.
(2015), 500, 1000 ve 1500 mg/kg olacak sekilde adacayi, nane ve kekik bitkilerinin
yaglarin1 igeren yemlerle 60 giin boyunca besledikleri gokkusagi alabalig
yavrularinin biiyiime performanslarint adacay1r ve kekik yagi iceren yemlerle
besledikleri gruplarda yiliksek olarak degerlendirirken, nane yagi ile beslenen

gruplarda ise azalma tespit etmislerdir.
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6. SONUC

Mevcut ¢alismanin sonucu olarak damarlica (Plantago lanceolate) sulu metanolik
Oziitli ile beslenen gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss) hematolojik
olarak haemoglobin seviyesinde kayda deger bir artis elde edilse de, genel itibariyle
deneme gruplari ile kontrol grubu arasinda hematolojik agidan onemli bir fark elde
edilememistir (P>0,05). 90 giinlik deneme sonunda her ne kadar lizozim
aktivitesinde kontrol grubuna gore diisiis yasanmis olsa da, artan oksidatif radikal
uretimi ve myeloperoksidaz aktivitesi ile damarlicanin gékkusagi alabaliklarinda
immunostimulant 6zelligi gosterdiginin bir kanitt olmustur. Deneme gruplarinin
SOD ve CAT degerlerinde kontrol grubuna gore bir farklilik gozlemlenmezken
(P>0,05), GPX ve G6PDH degerlerinde %3 D grubunda kontrol grubuna gore
istatistiksel agidan anlamli bir artis meydana geldigi goriilmektedir (P<0,05). Bu
durum damarlicanin gokkusagi alabaliklarinda oksidatif stresi baskilayacak
antioksidan ozelligi tesvik ettigi boylece baliklarin savunma mekanizmalarina destek

sagladigi sdylenebilir.
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