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OZET

Sinarit (Dentex dentex, L.) Larvalarinda izlenen Proteaz
Aktivitesindeki Degisimler

KUCUK, Gozde

Yiiksek Lisans Tezi, Su Uriinleri Yetistiriciligi Boliimii
Tez Yoneticisi: Dog. Dr. Ciineyt SUZER
Agustos 2010, 58 sayfa

Son on yildir, Akdeniz iilkelerinde akuakiiltiir liretimi daha ¢ok ¢ipura
(Sparus aurata) ve levrek (Dicentrarchus labrax) iizerinde yogunlagmisg
durumdadir. Bu durum, ekonomik degeri yiiksek potansiyel alternatif tiirlerin
iiretimini giindeme getirmistir. Bu ¢alismada, son yillarda alternatif tiirler arasinda
degerlendirilen sinarit (Dentex dentex) baliginin larva kiiltiirtinde (0-40 giin)
onemli yere sahip olan sindirim enzimlerinden proteaz grubu enzimlerin
aktivitesindeki degisimler incelenmistir. Yumurtadan ¢ikan larvalarda 3. giinde
agiz ve anis acilimi gozlenmis ve disaridan yem girisi yapilmistir. Alkalin proteaz
aktivitesi, eksojen besin alimi ile birlikte tespit edilmis ve larval gelisime bagl
olarak spesifik aktivitesi yiikselmistir. Bununla birlikte, asit proteaz aktivitesi, 28.
giinden itibaren fonksiyonel mide olusumu ile tespit edilmis, ayn1 sekilde spesifik
aktivitesi deneme sonuna kadar degisim gostermistir. Larval iiretim sonunda, total
boy ve agirlhik gelisimi sirast ile 19.83+£2.6 mm ve 42.12+4.3 mg olarak tespit
edilmistir. Ayrica spesifik biiyiime oran1 (SBO) ve yasama orani ise sirasi ile
9.35+£1.9 %/giin ve %18.6+3.7 olarak hesaplanmigtir. Sonug¢ olarak, sinarit
larvalarinin proteaz grubu enzimlere ait aktivite degisimleri, alternatif tiirler
kapsaminda yer alan fangri (Pagrus pagrus), kirma mercan (Pagellus erythrinus)
ve sivriburun karagdz (Diplodus puntazzo) gibi diger Sparidae tiirleri ile yakin

benzerlikler gdstermistir.

Anahtar  Sozciikler: Enzim  aktivitesi, sindirim  fizyolojisi,

sinarit (Dentex dentex), larval gelisim, alkalin proteaz, asit proteaz, protein.
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ABSTRACT

Variations of digestive protease activity in Common dentex
(Dentex dentex, L.) larvae

KUCUK, Gozde

MSc in Aquaculture
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Clineyt SUZER
August 2010, 58 pages

During the last decade, Mediterranean aquaculture mainly based on
gilthead sea bream, Sparus aurata, and European sea bass, Dicentrarchus labrax,
and this situation caused production of promising candidate species. In this study,
changes of alkaline and acid protease enzymes activity in recent candidate species
common dentex larvae (between 0 and 40 days) were investigated. Mouth and
anus were opened on day 3 and also exogenous feeding started. The specific
activity of alkaline protease was firstly detected on day 3 concurrently with
starting of exogenous feeding and also relatively increased by larval age and size.
However, the specific activity of acid protease was firstly measured at 28 days
after hatching concurrently with formation of functional stomach. At the end of
the larval rearing, total length and weight development was determined as
19.83+£2.6 mm and 42.12+4.3 mg, respectively. Additionally, specific growth rate
(SGR) and survival rate were calculated as 9.35£1.9 %/day and 18.6+3.7%,
respectively. As a result, ontogenic development and enzymatic profile in
common dentex larvae were demonstrated similar profile as abserved in the other
promising candidate Sparid species such as red porgy (Pagrus pagrus), common
pandora (Pagellus erythrinus) and sharpsnout (Diplodus puntazzo) sea bream

larvae.

Keywords: Enzyme activity, digestive physiology,
common dentex (Dentex dentex), larval devolepment, alkaline protease, acid

protease, protein.
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1. GIRIS

Yasamin devamliligini saglamak i¢in en onemli gereksinim kuskusuz
beslenmedir. Artan diinya niifusu ile ortaya ¢ikan besin kitlig1 insanoglunun
yasadig1 problemlerin basinda gelmektedir. Bitkisel besin kaynaklarinin azalmasi
ile hayvansal protein kaynaklarina yonelim, bu beslenme probleminin yeterli ve
dengeli hale getirilebilmesi i¢in mevcut karasal ve denizel kaynaklarin
olabildigince etkin kullanimini giindeme getirmistir. Bu baglamda, insanoglu
deniz ve i¢ sulara yonelmistir. Yiizyillardan beri i¢ su ve denizlerden avcilik yolu
ile yararlanan insanoglu, gecen yiizyilin ikinci yarisindan sonra yapay yollar ile su
iriinleri iiretimine yogunlasmis ve ozellikle bu yiizyilin sonlarinda teknolojik
gelisimlere paralel olarak akuakiiltiir, insan eli altinda su {irtinleri {iretimi, bash
bagma bir sektér halini almistir. Cizelge 1.1°de, Tiirkiye Istatistik Kurumu
(TUIK)’nun 2008 verilerine gore Tiirkiye’de yapilan toplam kiiltiir balig1 {iretimi
degerleri verilmigtir. Giliniimiizde, diinya tizerinde elde edilen yillik su iiriinleri
dretiminin 92 milyon tonu avcilik yoluyla, yaklasik 52 milyon tonu ise

yetistiricilik yoluyla elde edilmektedir (FAO, 2008).

Cizelge 1.1 Tiirkiye’de kiiltiir balig1 iiretimi (TUIK, 2008).

Kiiltiir Bahklar:1 Uretimi (Ton)

Tiir 2000 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008
I¢ su
Baliklar
Alabahk 42572 36827 | 33707 39674 | 43432| 48033 | 56026 | 58433 65928
A. Sazan 813 687 590 543 683 571 668 600 629
Toplam 43 385 37514 | 34297 40217 | 44115| 48 604 | 56 694 | 59 033 | 66 557
Deniz
Baliklart
Alabahk 1961 1240 846 1194 1650 1249 1633 2740 2721
Cipura 15 460 12 939 11 681 16 735 | 20435 27634 | 28463 | 33500| 31670
Levrek 17 877 15546 | 14339 20982 | 26297 | 37290| 38408 | 41900 | 49270
Toplam 35298 29725 | 26 866 38911| 48382 | 66173 | 68 504 | 78 140 | 83 661




Su iirtinleri yetistirme teknolojisinin gelisimine paralel olarak et kalitesi ve
ekonomik degeri yiiksek balik tiirlerinin kiiltiir calismalar1 artmistir. Bugiine kadar
tilkemizde iireticilerin tercih ettigi tiirlerin basinda gelen cipura (Sparus aurata)
ve levrek (Dicentrarchus labrax) pazarinda son yillarda yasanan bazi darbogazlar
ve tlretim maliyetlerinin artmasi, girisimcileri alternatif tiirlerin iiretimine
yonlendirmistir. Yeni tlirlerin pazara girmesi ile birlikte, sektérde ekonomik
canlanmanin yam sira iireticilerin sikintilarinin da asilabilecegi beklenmektedir.
Glinlimiizde alternatif olarak iiretime alinan tiirler; sinarit (Dentex dentex),
kirma mercan (Pagellus erythrinus), fangri (Pagrus pagrus), sivriburun karagoz
(Diplodus puntazzo), mirmir (Lithognathus mormyrus), lahos (Epinephelus
auneus), kalkan (Scophthalmus maximus) sargos (Diplodus sargus) gibi olduk¢a
genis bir yelpazeye yayilmistir. Sekil 1.1°de, TUIK’in 2008 verilerine gore
Tiirkiye’de 2007-2008 yillar1 arasinda liretilen alternatif tiirlere ait yavru balik

miktarlar1 gésterilmistir.

Tiirkiye'de 2007-2008 yillarinda iiretilen
alternatif tiirlere ait yavru balik miktari
(milyonadet)

B Kirma mercan
M Sariagiz
 Kalkan
M Eskine
M Sinagrit
= Fangri
Sivriburun karagoz

Sargos

Sekil 1.1 Tiirkiye’de 2007-2008 yillarinda iiretilen alternatif tiirlere ait yavru balik miktar1
(TUIK, 2008).



Akdeniz iilkelerinde akuakiiltiir sektorii, toplam deniz baligi iiretiminin
%60’1mn1 kapsayan levrek ve c¢ipura tiirlerinin liretimine dayanir (SIPAM, 2004).
Son yillarda, iiretimde izlenen biiyiik artisin ayni oranda tiikketime yansimamasi,
akuakdiltiir sektoriine yeni bir ivme kazandirabilmek amaci ile ekonomik degeri
yuksek alternatif tiirlerin iiretimini giindeme getirmistir (Shields, 2001; Kaiser and
Stead, 2002). Bu baglamda, hizli bir biliylime gosteren sinarit, son yillarda
akuakiiltiir sektorlinde alternatif tiirler arasinda degerlendirilen ekonomik degeri
yliksek bir Sparidae tiiriidiir (Riera et al., 1993; Pastor et al., 1995;
Koumoundouros et al., 1999a; Pavlidis et al., 2000; Rueda and Martinez, 2001).

Son yillarda, akuakiiltiir alaninda iiretim miktarinin ve iiriin kalitesinin
arttirllmasina yonelik ¢alismalar yogunlagmistir. Bu ¢alismalar arasinda 6zellikle
biyoteknoloji alaninda (enzimoloji, genetik, histoloji, vb.) yapilan aragtirmalar
onemli bir yere sahiptir. Bu konulardaki bilimsel arastirmalar sonucunda ortaya
¢ikan larva ve yavru balik kalitesinin arttirilmasi, yagsama oraninin yiikseltilmesi,
yemin degerlendirilmesi ve spesifik biiylime oraninin arttirilmasi, hastaliklara
kars1 bagisiklik sisteminin giiglendirilmesi ve degisen kosullarda optimal besleme
stratejilerinin  gelistirilmesine yonelik olumlu veriler, kaliteli larval {iretim

tizerinde dogrudan etkili olan konulardir.

Deniz baliklar1 yetistiriciliginde yavru balik kalitesini dogrudan etkileyen
fizyolojik degisimler genellikle larval donemde meydana gelmektedir. Larval
donemde biyotik ya da abiyotik faktorlerden kaynaklanan oliimlerin en aza
indirilmesi bilim adamlarinin ve freticilerin ilk siradaki hedeflerinden biri
olmustur. Bir¢ok fizyolojik degisimin yasandigi larval donem siirecinde meydana
gelen olaylarin  ayrintili  bicimde tanimlanmasi ve sindirim enzimleri
aktivitesindeki degisimlerin bilinmesi, yasama oraninin ve lretilen yavru balik

kalitesinin arttirilmasinda biiyiik 6nem tagimaktadir.

Akuakiiltiir alaninda, sindirim enzimleri ile ilgili ¢alismalar daha cok
levrek ve cipura tiirleri {izerinde yogunlasmis durumda olsa da alternatif tiir
kapsaminda degerlendirilen tiirlerin kiiltiire alinma caligmalar1 igin yiiriitiilen
oncelikli ¢aligmalarin konusunu da yine sindirim enzimleri aktivitesinin bilinmesi

olusturmaktadir.



Calismada, alternatif tiir kapsaminda degerlendirilen sinarit tiirtiniin larval
donem siiresince (0-40 giin) gelisimi ve sindirim enzimlerinden proteaz grubu
enzimlerin aktivitesindeki degisimleri incelenmistir. Bu baglamda, sinarit
baliginin larval iiretim siireci boyunca zaman zaman ireticilerin karsi karsiya
kaldig1 yetersiz beslenme ve 6zellikle de metamorfoza bagli besinsel degisimlerin
fizyolojik olarak tanimlamasinda meydana gelen degisiklikler enzimatik agidan

yakindan izlenmistir.

Caligmada, sinarit tiirlinde proteaz grubuna ait sindirim enzimlerinin
baslangi¢ ve gelisimini tanimlamak, bu tiiriin yumurta ¢ikisindan juvenil evreye
kadar olan sindirim fizyolojisini kavramak ve sinarit larva kiiltliriiniin kritik

evreleri ile bu veriler arasinda baglanti kurmak amacglanmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

2.1 Sinarit Bahiginin Biyolojisi
Sinarit baliginin sistematikteki yeri asagida verilmistir.

Kingdom : Animalia
Phylum : Chordata
Subphylum : Vertebrata
Superclassis  : Osteichthyes

Classis : Actinopterygii

Ordo : Perciformes

Familia : Sparidae

Genus : Dentex

Species : Dentex dentex (Linnaeus, 1758)

Yabanci dillerdeki adlandiriimasi ise Common dentex (ing.), Zahnbrassen

(Alm.), Denté (Fra), Dentén (isp.), Dentice (ital.), Synagrida (Yun.) seklindedir.

Sekil 2.1 Sinarit baliginin genel goriiniisii.



Oval viicut yapisina sahip olan sinarit baliginin govdesi yiiksek ve
lateralden yassilasmistir. Balik, glimiis gri iizerine yesil, pembe, altin sarist ve
parlak mavi renk tonlarinda olup canliyken bunlar {izerinde koyu renkli benekler
tagir. Yiizge¢ 1simlart DXI+12-15, AIll+7-9, Alll+18-22 olarak formiile edilir.
Kaudal yiizge¢c homoserktir. Bag biiyiiktiir, agiz kalin dudakhidir ve keskin bir
cenesi vardir. Basin {ist kismi geng bireylerde konveks bir yapida iken ergin
bireylerde diiz, yash bireylerde kambur seklindedir. Sinarit baliginin genel
goriintisii, sekil 2.1°de gosterilmistir. Boyu maksimum 1.5 m, ortalama 35-40 cm
civarindadir. Agirligi ortalama 1.5 kg, maksimum 13 kg olabilir (Bauchot and

Hureau, 1986; Ramos-Espld and Bayle-Sempere, 1991).

Demersal bir tiir olan sinarit, sicaklik ve tuzluluga toleransi nedeniyle fazla
derin olmayan kiy1 sularinda, lagiinlerde ve nehir agizlarinda bulunur. Biitiin
Akdeniz’de, Dogu Atlantik’te, Ingiliz Adalari’ndan Biscay Ké&rfezi’ne kadar olan
bolgede yayilim gosterir. Sekil 2.2°de sinarit baligmin dagilim alanlari
gosterilmistir. 200 m derinlikten daha si1g sularda, sert dip yapisina sahip kayalik
bolgelerde yasar. Ergin bireyler tek, geng bireyler siiri halinde dolasir. Karnivor
olup kemikli baliklar, yumusakcalar, eklem bacaklilar ve kafadan bacaklilar ile
beslenir. Sinarit, diger Sparidae {iyelerinin aksine gonokoristik hermafrodit 6zellik
gostermektedir (Loir et al., 2001). Iki yasinda cinsel olgunluga ulasir (17 cm) ve
Nisan-Haziran aylar1 arasinda yumurtlar. Bu aylarda iireme amaci ile derin sulara
dogru gdc eder. Ileri telolesital tipteki yumurtalar1 pelajik ve seffaf dzellikte olup
tek yag damlasi igerir (Saka ve dig., 2004).

Sekil 2.2 Sinarit baliginin dagilim alanlari.



Sinarit larva tretimi ile ilgili ¢alismalar agirlikli olarak embriyolojik
gelisim, erken donem fizyolojik 6zellikler, morfolojik ve osteolojik gelisim ve
beslenme konulari iizerinde yapilmistir (Koumoundouros et al., 1999b; Firat ve

dig., 2003; Espinos et al., 2002; Saka ve dig., 2004; Firat ve dig., 2005).

Sinarit, son yillarda alternatif tiirler kapsaminda siklikla ele alinmasina
ragmen Ozellikle larval donemde yasanan yiiksek oranda iskelet deformasyonlari,
disiik yasama oran1 degerleri, besinsel gereksinimlerinin tam olarak
tanimlanmamasi gibi sorunlar bu tiiriin yogun iiretime gecirilmesindeki onemli
engeller olarak goriilmektedir (Rueda and Martinez, 2001; Koumoundouros et al.,

2004; Bermejo-Nogales et al., 2007).

2.2 Sinarit Larvalarinin Fizyolojik Gelisimi

2.2.1 Prelarval Donem (0-2. giin)

Bu evrede, sinarit larvalarin agiz ve aniisleri kapalidir. Larvalar pasif
durumda olup yag damlasi ve vitellin rezervleri iceren besin kesesinden saglanan
enerji ile hayatlarii siirdiiriirler. Agiz ve aniis kapali oldugundan eksojen
beslenme s6z konusu degildir. Vitelliis kesesi, viicudun anteriyoriinde yer alir.
Yag damlasi ise vitelliis kesesinin posteriyoriindedir. Sekil 2.3’te, yumurtadan
henliz ¢ikmig sinarit prelarvasi gosterilmistir. Su sicakligi, vitelliis kesesinin
tilketiminde ve agiz ve aniis agiliminda en O6nemli faktordiir. Larvada, larvanin
tim viicudunu saran bir primordial yiizge¢ bulunur. Isinsiz bir deri kivrimi
seklinde olan bu yiizgeg¢, basin hemen arka kismindan baslayip tiim viicudu geger
ve besin kesesinde son bulur. Bu sayede larva, hem suda yiizebilir hem de gerek
duydugu oksijeni saglar (Firat ve dig., 2005). Bas, asagiya dogru egiktir, gdzlerde

retinal renklenme yoktur.

Yumurtadan heniiz ¢ikmis larvada sindirim tiipii diiz bir boru seklindedir.
Sindirim tiipiiniin dorsalinde pankreas, ventralinde ise karaciger farklilagsmamis
kiigiik tomurcuksu yapidaki hiicrelerden olusur. Mide bu déonemde bir bogum ile

belirlenir. Bagirsak ceperi yumurta ¢ikisindan itibaren diiz bir yapidadir. Daha



sonraki giinlerde meydana gelen yogun mitoz ile tek tabaka olan hiicreler 2-3
tabakali bir hal alir. Karacigerdeki hepatik hiicreler ilk giin ile birlikte goriilmeye
baslar. Bu déonemde pankreasta gelisim proksimal, karacigerde ise distal yondedir.
2. giinde sindirim tiipii 50°’lik bir ag1 ile donme hareketi yapar. Bununla beraber
karaciger sol laterale kayarken, pankreas da sag laterale yerlesir. Sindirim tiipiliniin

dorsalinde ise hava kesesinin ilk olusumu baslar (Santamaria et al., 2004).

Pigmentasyon; burunda, agiz bolgesinde, besin kesesinin 6n kisminda,
kuyrugun ventralinde, bagirsagin tstii boyunca ve aniisiin st kisminda

belirginlesmeye baglar. Hareket su debisiyle gerceklesir.

Sekil 2.3 Yumurtadan yeni ¢ikmis sinarit prelarvasi.

2.2.2 Postlarval Donem (3-40. giin)

Larvanin agiz ve aniisiiniin agilmasi ile postlarval evre baslar. Dogal
olarak bu donemde larvanin canli yemler ile eksojen beslenmesi gerekir. Vitelliis
kesesinin ¢ogu absorbe olmasina ragmen az miktarda yag damlasi mevcuttur.
Salg1 bezleri tam olusmadigindan sindirim mekanizmas1 miikemmel degildir.

Sekil 2.4°te, 3 giinliik sinarit larvasinin enine kesiti verilmistir.



Sekil 2.4 3 giinliik sinarit larvasimnin enine kesiti. K: karaciger, st: sindirim tiipii, p: pankreas,

v: vitelliis (Santamaria et al., 2004).

Hava kesesi olusumu ve gelisimi, sinarit larvalariin yasama yiizdesini
siirlayict temel fizyolojik yapidir. Sinarit larvalarinda hava kesesi ve sindirim
tiipii birbirine bagl oldugundan sinarit, fizoglist tiirler i¢inde yer alir. Sinarit

baliklarinda hava kesesi, sindirim tiipiiniin dorsal divertikiiliinden kdken alir.

Fizoglist tiirlerde genellikle hava kesesinin ilk olarak sismesi ve
hidrostatik fonksiyonunun kullanilmasi agiz agilimi ve eksojen ilk besleme
sonrasinda gergeklesmektedir (Doroshev et al., 1981). Hava kesesinin gelisimi
esnasinda vitelliis ve yag damlasi hacminde kii¢iilme olur. Sinarit larvalarinin 6-8.

giinler arasinda hava kesesini sisirdigi tespit edilmistir (Firat ve dig., 2005).
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2.3 Sindirim Sistemi Fizyolojisi

Yavru balik kalitesini dogrudan etkileyen fizyolojik degisimler
(embriyonik ve ontogenik gelisim) genel olarak larval donemde meydana
geldiginden bu siire¢ olduk¢a Onemlidir. Balik larvalarindaki sindirim kanali
morfolojik, histolojik ve fizyolojik acidan erginlerinkine nazaran daha basit
yapidadir. Vitelliis kesesi ve yag damlasinin emiliminden 6nce ilkel bir sindirim
tipli mevcuttur. Sindirim kanali, larval donem boyunca degismezken juvenil
donemin sona ermesi ile erigkin yapiya dogru hizli bir degisim baslar. Bunun en
biiyilk nedeni, larvanin aldigi besinin degismesidir. Larva, oncelikle kii¢iik
boyutlu fitoplankton ve zooplankton ile beslenir ve gelistikge daha biiyiik
boyuttaki canli yemleri almaya baglar. Bu degisim, canli yemin miktar1 ve toz
yemlere olan fizyolojik adaptasyona paralel olarak gelismektedir. Sekil 2.5°te,

metamorfoz siiresince larvalarda sindirim tiipti gelisimi gosterilmistir.

Kivrimli sindirim tiipii Diiz sindirim tiipii
Acilim Sparidae, yassi bahklar Serranidae, Perciformes

posterior

Metamorfoz

Sekil 2.5 Larvalarda sindirim tiipii gelisimi. fg: On bagirsak, mg: Orta bagirsak,
hg: Arka bagirsak.

Inkiibasyon sirasinda sindirim kanali, vitelliis kesesinin dorsalinde diiz bir
tiip seklindedir ve histolojik olarak fark edilmemektedir. Bu esnada agiz ve aniis
kapalidir. Vitelliis kesesi ve yag damlast emiliminin tamamlanmasi ile
bukkofarinks, sindirim sisteminin 6n, orta ve arka kisimlarini olusturmaya baslar.

Sekil 2.6°da, 8 giinliik sinarit larvasinin enine kesiti gosterilmistir.
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Sekil 2.6 8 giinliik sinarit larvasinin enine kesiti. FG: On bagirsak, MG: Orta bagirsak,
N: Notokorda, Oe: Ozafagus, L: karaciger, HG: Arka bagirsak, P: Pankreas, sb: Hava kesesi,

o: Operkulum, e: Goz, E: Beyin, *: Mesane (Santamaria et al., 2004).

On kismin posteriydriinde mide ve pilorik ¢ekanin gelismesi ile sindirim
kanalinin en biiyiik degisimi ger¢eklesmis olur. Sekil 2.7°de, 40 giinliik sinarit
larvasindaki gelismis sindirim sistemi ve mide gosterilmistir. Lipid emilimi orta
kisimda gergeklesirken, proteinlerin aminoasitlere hidrolizi ise orta ve son
kisimdaki tripsin, kimotripsin ve aminopeptidaz aktivitesi ile meydana

gelmektedir (Zambonino Infante and Cahu, 2001).

Sekil 2.7 40 giinliik sinarit larvasi. A: Gastrointestinal sistem, B: Geligmis mide
ob: On bagirsak, M: Mide, oklar: Gastrik bezler (Santamaria et al., 2004).
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2.4 Enzimler

2.4.1 Enzimin Tanimi

Biyolojik sistemlerdeki reaksiyonlarin, canliya zarar vermeyecek sekilde
uygun kosullarda gergeklesmesini saglayan protein yapisindaki katalizorlere
enzim adi verilir. Bilindigi gibi katalizor, kimyasal tepkimeye girerek tepkimeyi
hizlandiran ve tepkime sonunda higbir degisiklie ugramadan ¢ikan maddedir
(Dingkaya, 1997b). Yalnizca canlilar tarafindan sentezlenen enzimler, canli
metabolizmasindaki binlerce tepkimenin hizin1 ve Ozgiilliiglinii diizenler.
Solunum, biiyltime, kas kasilmasi, sinirsel iletim, sindirim vs. gibi yasamsal

olaylarin temelini olusturur.

Reaksiyona
girecek olan
molekiiller

aktivasyon enerjisi
i A ’—--—---.--...,____\ \
e N
\“‘-.
-

Enzim olmadiginda

Enzim varliginda
aktivasyon enerjisi

Reaksiyon sonucu
olusan {iriin

&840

REAKSIYON

Sekil 2.8 Enzimlerin genel ¢alisma prensibi (Goziikara, 1997).

Canli organizmalardaki yagamsal faaliyetlerin siirdiiriilebilmesi i¢in bir¢ok
metabolik reaksiyonun gerceklesmesi gerekir. Bu kimyasal tepkimelerin ¢ogu
hiicre i¢inde olusur. Tepkimeler sirasinda agiga ¢ikacak yiiksek 1s1, proteinlerin
yapisini bozacagindan organizmaya da zarar verecektir. Hiicredeki bu kimyasal

tepkimelerin canliya zarar vermeyecek kosullarda, diisiik enerji kullanimi ile ve
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viicut 1sisinda gergeklesebilmesi ancak enzimlerin varligi ile miimkiindiir (Trevor
Palmer, 1985; Goziikara, 1997). Enzimlerin genel ¢alisma prensibi, sekil 2.8’de

gosterilmistir.

2.4.2 Enzimlerin Yapisi ve Ozellikleri

Tiim enzimlerin proteinleri genler tarafindan sifrelendiginden aminoasit
dizilimi kendine oOzgiidiir. Enzimlerin aktivite gostermeleri i¢in gereksinim
duyduklar1 kompleks organik molekiillere koenzim, protein yapisinda olmayan
genellikle metal iyonlarinin meydana getirdi§i yan gruplara ise kofaktor
denilmektedir. Bazi durumlarda enzimler aktivite gosterebilmeleri i¢in hem
koenzime hem de kofaktore gereksinim duyar ve enzime gevsek ya da kovalent
olarak siki baglanmistir. Enzim yiizeyine sikica baglanmis ve protein yapisinda

olmayan bu gruplara prostetik grup denilmektedir (Dingkaya, 1997b).

Koenzimlerin yapisinda genellikle vitaminler bulunmaktadir. Bu baglamda
vitaminler, metabolik olaylarin enzimler tarafindan ¢ok kolay ve hizli bigimde

gergeklesebilmesi i¢in organizmalar agisindan oldukg¢a 6nemli olan bilesiklerdir.

Enzim, koenzimi ya da kofaktorii ile birlikte ve katalitik agidan tamamen
aktif durumda ise enzimin bu haline holoenzim adi verilmektedir. Ayrica,
kofaktoriin ve koenzimin enzimden ayrilmasi sonucu enzimin aktivitesini yitirip
inaktif konuma ge¢mesi sonrasinda sadece protein kistimdan olusan inaktif sekline

ise apoenzim denilmektedir (Trevor Palmer, 1985; Uslan, 1997).

Organik Molekiil (Koenzim)
- Inaktif Protein (Apoenzim)+Kofaktor

Enzim «—— Holoenzim > Metal fyonu

™~ Aktif protein
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Uluslararast Enzim Komisyonu’nun ¢alismalar1 dogrultusunda enzimlerin

adlandirilmasinda ti¢ temel ilke dikkate alinmistir. Bunlar;

a) Enzim isimleri, sonuna —az eki alir. Bu ilke sadece tek bir reaksiyonu
katalizleyen enzimler icin gegerli kabul edilmis olup birden ¢ok enzimi igeren

sistemlere uyarlanamaz.

b) Enzimler, katalizledikleri reaksiyona gore isimlendirilir ve
siniflandirilir. Bu nedenle herhangi bir enzim, katalizledigi reaksiyon tim

ayrintilari ile bilininceye kadar sistematik olarak isimlendirilemez.

¢) Enzim Komisyonunun (E.C.) belirledigi temel ilkeler dikkate alinarak
yapilan bir isimlendirme, reaksiyonun geri doniislii oldugu deneysel olarak
gosterilmis olsa bile, biitiin enzim siniflarinda, reaksiyonun sadece dikkate alinan
yoniinli ifade eder. Buna karsilik, enzimlerin onerilen isimleri, genellikle ilgili

reaksiyonlarin canli ortamdaki yonlerini goz ontine almaktadir.

1961 yilindaki Enzim Komisyonu raporuna gore, enzimler katalizledikleri
reaksiyon tipine gore 6 ana gruba ayrilmis ve bu gruplarda yer alan her enzim
“E.C.” olarak kisaltilmis ve 4 rakamdan olusan bir kod numarasi ile
tanimlanmistir. “E.C.” numarasinin kapsadigi dort rakamdan birincisi o enzimin 6
ana gruptan hangisinde yer aldigini, ikinci rakam alt grubu, iigiincii rakam alt-alt
grubu ve dordiincii rakam ise o enzimin alt-alt gruptaki seri numarasini ifade
etmektedir. Ornegin, tripsin enziminin kod numarast E.C.3.4.21.4, amilaz
enziminin kod numarast E.C.3.2.1.1 ve lipaz enziminin kod numarasi ise

E.C.3.1.1.3tiir (Dingkaya, 1997b).

Enzimler, canli hiicreler tarafindan biyolojik kosullarda sentez
edilmektedir; ancak, aktivite gostermeleri i¢in hiicre iginde bulunmalar gerekmez.
Enzimler oldukga 6zel yap1 kazanmis ve genellikle biiyiik protein molekiilleridir.
Proteinlerdeki aminoasitlerin primer dizilisi genler tarafindan belirlenen diizende
gerceklesmektedir. Enzim yapisinda bulunan aminoasitlerin 6zel dizilisi, enzimin

0zglnliik ve kuarterner yap1 kazanmasinda biiytik rol oynar.
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Enzimler bir ya da daha ¢ok substrati etkilerken aktivite gostermek igin
bazen koenzime, bazen de kofaktore gereksinim duymaktadir. Bir enzimin {iriinii,
diger bir enzimin substrati olmakta ve bu karsilikli etkilesimler hiicre
metabolizmasinin diizenlenmesinde etkin rol oynamaktadir (Trevor Palmer, 1985;

Karlson, 1992; Goziikara, 1997).

Enzimlerin genel 6zellikleri ve ¢alisma mekanizmalar1 sekiz temel madde

ile 6zetlenebilir;

1. Enzimlerin etki ettigi maddelere substrat adi verilmektedir.
Enzim-substrat iliskisi o enzimin spesifitesini olusturur ve E. Fisher tarafindan
anahtar-kilit mekanizmasi esas alinarak tanimlanmistir. Yalniz belirli bir anahtarin
kilide uydugu gibi substrat da sadece belirli bir enzimin aktif merkezine
uymaktadir. Enzim molekiilinde aktif bolge adi verilen 6zel bir boliim yani
reaksiyon merkezi bulunur. Enzim, ilgili substratina gecici olarak bu aktif
bolgeden baglanir ve enzim-substrat kompleksi meydana gelir. Enzimler,
substrata dig yiizeyinden etki eder ve bunun ardindan substrat pargalanarak bir ya

da iki iirline dontistir. Sekil 2.9’da, enzim-substrat mekanizmasi gosterilmistir.

— >
S+E SE ——> (A+B)+E
S: Substrat E: Enzim A-+B: Uriin
Substrat Ortin

A A a \
Alctif
bolge ™

1} r_/ = ~

Enzim Enzim + Substrat Enzim

=
/ Substrat maddenin
( ivonik badlar zayifhiyor

Sekil 2.9 Enzim-substrat mekanizmasi (Goziikara, 1997).
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2. Organizmada yasamsal faaliyetlerin siirdiiriilmesi i¢in gerceklesen
reaksiyon sayist kadar enzim c¢esidi bulunmakta ve her enzim belirli bir

reaksiyonu katalizlemektedir.

3. Enzim reaksiyonlar ¢ift yonlii ¢alismaktadir; ancak, sindirim enzimleri
bu kuralin disinda kalir; ¢linkii olusan iiriiniin hemen organizma tarafindan enerji
olarak kullanilmak iizere degerlendirilmesi gerekir. Cogunlulukla sindirim
enzimlerinin inaktif sekilde sentezlendikten sonra baska bir tepkime ile aktif hale

geemesi bu kurali bozmaktadir.

4. Belirli bir apoenzim c¢esidi belirli bir koenzim ya da kofaktor ile birlikte
caligmaktadir; ancak, bir koenzim ve kofaktor, birden fazla enzim ile
calisabilmektedir. Bu nedenle, var olan enzim sayist ve ¢esidi, kofaktor ve

koenzim sayisindan daha fazladir.

5. Enzimler, diisiik enerji ve 1s1 kullanarak ¢ok hizli ¢alisirlar. Ornegin,
amilaz enzimi 1.100.000 ve kimotripsin enzimi ise 6.000 molekiilii {iirline

cevirmektedir.

6. Enzimler, biyolojik katalizor olduklari i¢in girdikleri tepkimelerden
degismeden ¢ikmakta ve ayni reaksiyonu tekrar tekrar katalizlemektedir. Siirekli
kullanima bagl olarak bozulan enzimler parcalanmakta ve ilgili hiicre tarafindan

yeniden sentezlenmektedir.

7. Enzimatik reaksiyonlar belirli bir diizen iginde gergeklesmektedir.
Herhangi bir reaksiyon sonucu olusan {iriin, bir sonraki reaksiyonun substrati
olabilmektedir. Ornegin; amilaz enzimi ile pargalanan nisastadan iiriin olarak

maltoz olugsmakta ve maltoz, maltaz enziminin substratini olusturmaktadir

8. Enzimler, aktif ya da inaktif sekilde bulunabilirler. Inaktif konumdaki
enzim adlandirilirken katalizledigi reaksiyonun sonuna —jen eki alir. Tripsinojen,
kimotripsinojen ve pepsinojen drnek olarak verilebilir. Enzim aktif konumda ise
katalizledigi reaksiyonun sonuna -az eki alir. Lipaz, amilaz, proteaz,

aminopeptidaz 6rnek olarak verilebilir (Trevor Palmer, 1985; Goziikara, 1997).
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2.4.3 Enzimlerin Aktivitesini Etkileyen Faktorler

Enzimler, biyolojik sistemlerde genellikle ¢ok kiigiik miktarda bulunur ve
reaksiyona girer. Bu nedenle, enzim aktivitesi tanimlanirken protein miktarindan
¢ok biyolojik sistemde gosterdigi aktivite miktarindan s6z edilmektedir.
Enzimatik reaksiyonlar her kosulda ayni verimlilikte gergeklesmez. Ozellikle
enzimlerin protein yapili oldugu diisiiniildiigiinde ortam parametrelerinin etkisi

acikca ortaya ¢ikmaktadir.

Enzimlerin aktivitesini etkileyen faktorler bes madde ile agiklanabilir;

2.4.3.1 Sicakhik: Enzimler protein yapisinda molekiiller oldugu igin
oncelikle ortam sicakligindan biiyiik dl¢iide etkilenirler. Enzim aktivitesinin en iyi
oldugu optimum sicaklik 25-37 °C arasindadir. Enzimler, optimum noktanin biraz
tizerinde etkisiz olmasma karsin, sicaklik diisiince tekrar etkili hale gecebilir.
Fakat bu sicakligin devami ya da biraz daha yiikselmesi enzimlerin etkinligini geri
dontigiimsiiz olarak ortadan kaldirir, protein yapi yiiksek sicaklikta denatiire olur.
Diisiik sicakliklar enzimin yapisint bozmaz; ancak, inaktif duruma ge¢mesine
neden olur. Enzim preparatlarinin -80 °C ile -20 °C gibi ¢ok diisiik sicakliklarda

saklanmasinin temel nedeni budur.

2.4.3.2 pH: pH degisimlerine kars1 olduk¢a duyarli olan enzimlerin en iyi
aktivite gosterdigi bir pH degeri vardir. Ornegin, tripsin ve kimotripsin
pH 8.0-11.0, amilaz pH 5.6-7.2, lipaz pH 7.0 ve pepsin pH 1.5-2.5 derecesinde
etkinlik gosterir. Bu degerin alkali veya bazik ortama dogru degismesi, enzim
reaksiyonunu yavaglamaktadir. Bu nedenle, enzim preparatlar1 hazirlanirken pH

derecesini sabit tutabilmek i¢in ortama bazi tampon ¢ozeltiler konulmaktadir.

2.4.3.3 Enzim/Substrat  Konsantrasyonu: pH ve sicaklik sabit
tutuldugunda enzim/substrat derisimi arasindaki orana bagli olarak bir tepkime
hiz1 goriliir. Substrat ya da enzimin fazla olmasi bu hiz1 degisik sekillerde
etkileyebilir. Bol substrat bulunan bir ortama eklenecek enzim, son {iriin miktarini

da arttiracaktir.
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2.4.3.4 Zaman: Bir enzim reaksiyonunun hizi, belirli bir zamanda {iretilen
rtiniin miktar1 ile belirlenmektedir. Genellikle enzim aktivite tayinlerinde tespit
stiresi 5 dakika olarak belirlenmistir. Bu zamanin asilmasi durumunda ortamin pH
derecesinde degisimler olabilecegi gibi bazi durumlarda iirlinlin ortamda

birikmesine bagli olarak enzimin denatiire olmasi s6z konusu olacaktir.

2.4.3.5 Diger Kimyasal Maddeler ve Suyun Etkisi: Enzimatik
reaksiyonlar sirasinda ortamda serbest halde agir metal iyonlarimin bulunmasi
aktivite hizin1 azaltir ve enzim {izerinde inhibitér etkisi gosterir. Ozellikle sindirim
enzimlerinde oldugu gibi inaktif sekilde sentezlenen enzimlerin aktif hale

gecebilmesi icin bir takim iyonlar ile reaksiyona girmesi gerekmektedir.

Enzimlerin biiyiikk bir kismu islevlerini su igerisinde gosterdiklerinden su
miktar1 da enzim aktivitesinde etken bir kosuldur. Genellikle %15’in altinda su

iceren ortamlarda enzimler islev gostermezler.

2.4.4 Sindirim Enzimleri

Tiim organizmalarda yasamsal faaliyetlerin siirdiiriilebilmesi i¢in alinan
kompleks yapidaki besin maddelerinin monomerlerine ayrilmasi gerekir. Bu
reaksiyonlarda en O©nemli rolii kuskusuz sindirim enzimleri oynamaktadir.
Substrat olarak besin maddesine tutunan enzimler, besini olagan iistii bir hizla

kendini olusturan en temel bilesenlerine parcalamaktadir.

Sindirim enzimlerini genel olarak siniflandirildiginda; karbonhidrat
sindiriminden sorumlu olanlara amilaz, yaglarin sindiriminden sorumlu olanlara

lipaz ve proteinlerin sindiriminden sorumlu olanlara proteaz ad1 verilmektedir.

Enzim aktivitesi; sindirim kanali boyunca organlara ve ayni organ iginde
bolgelere, giiniin saatine, mevsime, baligin a¢ ya da tok olusuna, yasina ve aldigi
yeme gore degisim gosterir. Sindirimin ger¢eklesmesi, ortamda bulunan enzimin

miktarindan ¢ok aktivitesine baglidir.
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Cok sayida protein molekiilii ile birlikte baz1 enzimler inaktif sekilde ve
bir enzimin 6nciil molekiilii olarak sentezlenmektedir. Bunun ardindan, bu protein
molekiiliinde bulunan bir ya da daha ¢ok peptid baginin koparilmasi sonucunda
enzim aktif hale gegmektedir. Aktif protein molekiiliiniin enzim oldugu kosulda,
bu enzimin inaktif onciil sekline proenzim ya da proteolitik enzimlerde oldugu
gibi enzimin inaktif onciil sekline Zimojen Graniilleri denilmektedir (Trevor

Palmer, 1985; Goziikara,1997; Sterchi and Stocker, 1999).

Genellikle proteinleri par¢alayan sindirim enzimleri, baglangigta pankreas
ve mideden bir proenzim seklinde sentezlenmektedir. Bu proenzimler bir ya da
daha ¢ok peptid baginin koparilmasi ya da belli uzunlukta bir peptid kisminin asil
zincirden uzaklastirilmast ile aktif duruma gelirler. Cizelge 2.1°de, mide ve

pankreastan sentezlenen baglica proteolitik enzimler verilmistir.

Cizelge 2.1 Mide ve pankreastan proenzim halinde sentezlenen baglica proteolitik enzimler.

Proenzim Aktif Enzim Sentezlendigi Yer
Tripsinojen Tripsin Pankreas
Kimotripsinojen Kimotripsin Pankreas
Pepsinojen Pepsin Mide
Prokarboksipeptidaz Karboksipeptidaz Pankreas
Proelestaz Elestaz Pankreas

Mide ve bagirsaklarda aktivite gosteren sindirim enzimleri baslangicta
inaktif olarak sentezlenmektedir. Proteinleri parcalayan enzimleri sentezleyen
hiicreler, kendilerini korumak i¢in bu enzimleri inaktif formda ve bir proenzim
seklinde sentezlemektedir. Aksi halde, bu enzimler sentezledikleri hiicrenin
proteinlerini sindirir ve bunun sonucunda kendi kendini tahrip eder. Bu
proenzimlerin aktivasyonu sadece sindirim kanali i¢inde gerceklesmektedir

(Trevor Palmer, 1985; Sterchi and Stocker, 1999).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Ana¢ Yonetimi ve Yumurta Inkiibasyonu

Calisma, Nisan-Haziran 2009 tarihleri arasinda, Izmir ili, Cesme ilcesi,
Ildirt mevkiinde bulunan, Camli Yem Besicilik San. Tic. A.S. Pmar Deniz
Uriinleri  Isletmesi  Ildim  Kuluckahane  Tesisleri'nde  yiiriitiilmiistiir

(Sekil 3.1).

Sekil 3.1 Pinar Deniz Uriinleri Isletmesi Ildir1 Kulugkahane Tesisleri.

Calismada kullanilan anag¢ baliklar, deneme baslamadan Once dogal
ortamdan paragat ile yakalanarak tesise getirilmistir. Anag bireyler 20 m*’liikk
adaptasyon tanklarina alinmistir. Adaptasyon isleminden sonra anag bireyler 1:1
disi (3.978+0.664 kg)/erkek (3.543+0.837 kg) oraninda ve 5 kg/m* yogunlukta

stoklanmustir.
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Anaglara dogal iireme periyodu, Nisan-Mayis doneminde, dogal deniz
suyu sicakliginda (18.5-21.0 °C) dogal fotoperiyot (14 saat aydinlik:10 saat
karanlik) uygulanmasinin yapilmasi planlanmistir. Anaglara herhangi bir hormon
uygulamasi yapilmamistir. Sekil 3.2°de, denemede kullanilan anag baliklardan biri

gosterilmistir.

Anaclarin beslenmesinde yumurta kalitesini arttirmak amaciyla taze yas
yem olarak siibye (Sepia officinalis), kalamar (Loligo vulgaris), ahtapot (Octopus
vulgaris) kullanilmistir. Bununla birlikte, yiiksek oranda doymamis yag asitleri
igeren Vitalis Repro (Trouvit, Italy) pelet yem kullanilmistir. Ayrica giinde 2 kere

ad-libitum besleme yapilmustir.

Sekil 3.2 Denemede kullanilan anag baliklar.

Anaglardan dogal iireme periyodu olan Nisan-Mayis aylar1 siliresince temin
edilen yumurtalar, kollektorlerde toplandiktan sonra ayr1 bir kapta bekletilmis ve
Olii-canli ayrimi yapilmistir. Canli yumurta miktar1 tespit edildikten sonra
yumurtalar, 200 litre hacmindeki 375 um goz agikligina sahip inkiibatorlere 3000
yumurta/lt olacak sekilde yerlestirilmistir. Yumurtalarin, dogal deniz suyu
sicakliginda (18.5 °C) tutulmasi planlanmigtir.
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3.2 Larval Uretim ve Deneme Diizeni

Denemede, 22 m? hacimli, ¢eperleri siyah, zemini gri renkte, silindirik

yapidaki polyester tanklar kullanilmistir. (Sekil 3.3).

Sekil 3.3 Larval iliretimde kullanilan deneme tanklari.

Inkiibasyon asamasindan sonra larvalarm 100 adet/lt olacak sekilde
tanklara yerlestirilmesi planlanmistir. Su yiizeyinde biriken yagin giderilmesini
saglamak amaci ile hava siipilirgeleri; ayrica, sistemde kullanilan suyun

saturasyonunu dengelemek icin gaz atim kolonlar1 kullanilmasi diistiniilmiistiir.

Besin kesesi ve yag damlasinin tiiketildigi prelarval donemde karanlik
uygulamasi yapilmasi ve 3. giinde, agiz a¢iliminin ardindan, isiklarin agilmasi
planlanmistir. Aydinlatmaya 30 liix siddetindeki spot 1s1k kullanilarak baglanmasi
diistiniilmiistiir. Endojen besin rezervlerinin tiiketildigi prelarval doénemde
larvalara herhangi bir besleme yapilmamasi, eksojen beslemeye agiz agiliminin
gozlendigi anda baslanmasi planlanmistir. Larva iiretiminin, agik devre sistemde,
yesil su teknigi kullanilarak yapilmasi Ongoriilmistiir. Alg tiirii olarak
20-40x10° hiicre/ml Nannochloropsis oculata kullanilmas1  planlanmistir.
Denemede, alg kullanildig: silirece 24 saat aydinlatma yapilmasi, alg kullanimi
sona erdikten sonra glinde 16 saat aydinlik: 8 saat karanlik rejiminin uygulanmasi

diistinilmiistir.
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Larvalarda agiz agilimi gozlendikten sonra eksojen beslemeye S-type
(kiiciik boyutlu) olarak adlandirilan Brachionus rotundiformis ve L-type (biiyiik
boyutlu) olarak adlandirilan Brachionus plicatilis tirii rotifer ile baglanmasi
planlanmistir. Baglangi¢ asamasinda 3. giin i¢in %70 S-type+%30 L-type, 5. giin
icin %50 S-type+%50 L-type, ve 8. giinden itibaren sadece L-type rotifer girisi
yapilmasi diisiiniilmiistiir. Canli yem yogunlugunun ortalama 10 adet/ml olmasi
hedeflenmistir. Sekil 3.4’te, agiz aciliminin gozlendigi 3 giinliik sinarit larvasi

gosterilmistir.

Sk \\\\'\

Sekil 3.4 3 giinliik sinarit larvasinda agiz agilimi.

Rotiferin ardindan canli yem olarak beslemeye Artemia nauplii ile devam
edilmesi planlamistir. Larvalara 10. glinden itibaren AF tipi Artemia ve ilerleyen
giinlerde, larva gelisimine bagli olarak 15. giinden itibaren, zenginlestirilmis
Artemia metanauplii’nin verilmesi hedeflenmistir. Artemia nauplii ve rotiferin
zenginlestirilmesinde INVE firmasina ait ticari Selco trilinleri kullanilmasi

Ongorilmiistiir. Denemede kullanilan canli yemler, sekil 3.5°te gosterilmistir.

Sekil 3.5 Denemede kullanilan canli yemler. A: Rotifer, B: Artemia metanauplii.
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Mide olusumunun ardindan, Arfemia metanauplii’nin azaltilmaya
baslandig1 giinlerde, tanklara ilk kez mikropartikiill yem girisi yapilmasi
hedeflenmis ve denemede mikropartikiil yem olarak 100-200 pum boyutundaki
yemlerin kullanilmast planlanmistir. Cizelge 3.1°de, denemede kullanilan

mikropartikiil yemin besin madde igerikleri verilmistir.

Cizelge 3.1 Denemede kullanilan mikropartikiil yemin besin madde icerigi (INVE
Catalogue, Belgium).

Besinsel Madde Kompozisyonu Oran
Protein %358
Yag %14
Kiil %12
Nitrojensiz Oz Madde %9
Nem %7
Seliiloz %1
Fosfor %1.4
A vitamini 30.000 (IU/kg)
D3 vitamini 2.500 (IU/kg)
E vitamini 700 (mg/kg)
C vitamini 2.000 (mg/kg)
Y3 HUFA 30 (mg/kg)
DHA/EPA 2
Antioksidanlar Ethoxyquine

Larva tankindaki tuzlulugun ilk {i¢ giin, agiz agilimina kadar, dogal deniz
suyu tuzlulugunda tutulmasi distinilmistir. Hava kesesi olusumunu
kolaylastirmak i¢in tuzlulugun 24. giine kadar kademeli olarak diisiirtilmesi ve
bunu izleyen giinlerde, deneme sonuna kadar, yine kademeli olarak deniz suyu
tuzluluguna yiikseltilmesi planlanmistir. Denemede uygulanan sinarit larva iiretim

protokolii, ¢izelge 3.2°de verilmistir.

Deneme siiresince, larval gelisimin, 6rnekleme giinlerinde tanktan alinan
larvalarin tartilmasi ile ve milimetrik okiiler yardimi ile yapilan total boy 6l¢timii
ile izlenmesi diisiiniilmiis ve deneme sonunda, her tankta kalan larvalar sayilarak

yasama oraninin hesaplanmasi planlanmistir.
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Denemede, alternatif tiirlerin basinda gelen sinarit baliginin larval donem
siiresince (0-40 giin) gelisiminin, biiylime parametrelerinin ve proteaz grubu
sindirim enzimleri aktivitesindeki degisimlerin belirlenmesi hedeflenmistir.
Denemenin, metamorfozun tamamlandigt 40. glinde sona erdirilmesi

planlanmustir.
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Cizelge 3.2 Sinarit larva tiretim protokolii.

Yas Sicakhk Tuzluluk Debi Isik Yog. | Isik Siiresi Alg Yog. Rotifer Artemia Mikropartikiil
(Giin) (°O) (%o) (Saat) (liix) (Saat) hiicre/ml (adet/ml) (adet/ml) Yem

0 18.5 38 10 - - -

1 18.5 10 - - -

2 18.5 10 - - -

3 19 10 30 24 2-4x10° 10-15*

4 19 35 5 24 10-15

5 19 5 24 10-15%*

6 19 Y 5 24 10-15

7 19 32 5 24 10-15

8 19 5 70 24 10-15%**

9 19 5 24 10-15

10 19.5 5 24 10-15 0.5 (Ao)

11 19.5 30 5 v 24 10-15 0.5 (Ao)

12 19.5 5 24 10-15 0.5 (Ao)

13 19.5 5 100 24 10-15 1 (Ao)

14 19.5 5 24 10-15 1 (Ao)

15 19.5 5 24 10-15 1 (A0)+0.5 (A)

16 20 5 24 10-15 1 (A0)+0.5 (A)

17 20 5 24 10-15 1 (A0)+0.5 (A)

18 20 5 24 10-15 1 (A0)+0.5 (A)

19 20 5 300 24 10-15 0.5 (Ao)+1 (A))

20 20 10 16 - - 0.5 (Ao)+1 (A)

21 20 10 16 0.5 (Ao)+1.5 (A)

22 20.5 10 16 0.5 (Ao)+1.5 (A)

23 20.5 10 16 2 (A)

24 20.5 10 16 2 (A)

25 20.5 32 20 16 2 (A)

26 20.5 | 20 16 2 (A)

27 20.5 \ 20 \/ 16 2 (A)

28 20.5 35 20 500 16 1.5(A) Proton 2
29 20.5 20 16 1.5(A) 150-300 p
30 20.5 30 16 1.5 (A) %10-12 C.A.
31 21 v 30 16 1.5(A)

32 21 38 30 16 1.5(A)

33 21 30 16 1(A) Proton 3
34 21 30 16 1(A) 200-400 p
35 21 50-80 16 1(A) %8-10 C.A.
36 21 16 1(A)

37 21 16 1(A)

38 21 16 1(A) Proton 4
39 21 16 1(A) 300-500 p
40 21 v v 16 0.5 (A1) %6-8 C.A.

* : %70 S+ %30 L Type Ao : Artemia nauplii
ok : %50 S+ %50 L Type A, : Artemia metanauplii (Zenginlestirilmis)

wAH : %100 L Type C.A. : Canli Agirlik
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3.3 Enzim Analizleri

Uretilen sinarit larvalarmin proteaz grubu sindirim enzim aktivitelerini
izleyebilmek i¢in yumurta ¢ikisindan sonra 0, 2, 3, 5, 7, 8, 10. giinlerde ve
sonrasinda deneme sonuna kadar (40. giin) her 5 gilinde bir 50-250 adet larva
orneklemesi yapilmistir. Larvalarin, sabah ilk yem girisi yapilmadan once ve

genellikle ayni derinlikten alinmasi saglanmistir.

Alman larvalar homojenizatér yardimiyla 15000xg devir, 4 °C’de 30
dakika siire ile homojenize (1/5: homojenat/soguk saf su) edilmis ve elde edilen
homojenata 50 mM, pH 7.5, Tris HCI ile gliserol eklenerek enzim analizleri

yapilincaya dek -20 °C’de saklanmistir.

Her enzim, kendine 0zgii spesifik aktivite tayin yontemleri ile tespit
edilmis ve spektrofotometre (Jenway 6300-Visible Spectrophotometer) cihazi

yardimu ile enzim aktiviteleri 6l¢iilmiistiir.

3.3.1 Alkalin Proteaz: Alkalin proteaz aktivitesi, Alarcon et al. (1998)
tarafindan tanimlanan casein substrat analizi ile belirlenmistir. Aktivite, 37 °C’de
ve pH 8.0 derecesinde belirtilen kosullar altinda, spektrofotometre cihazinin

366 nm dalga boyundaki degeri Olciilerek hesaplanmustir.

Kullanilan Reaktifler

e 50 mM Tris HCI tampon ¢ozeltisi

e  9%,0.5’1ik casein substrati
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Prosediir

e Alman 6rnekler 50 mM Tris HCI ¢ozeltisi ile homojenize edilir.

e Elde edilen homojenata 37 °C’de 60 dakika siire ile inkiibe edilir.

e Reaksiyon %?20’lik 0.5 ml trichloroacetic acid (TCA) eklenerek
durdurulur. Tekrar karistirilir.

e Tiipler 10 dakika bekletilir ve karisim filtreden gegcirilir.

e Siiziintiiniin spektrofotometre cihazinda 366 nm dalga boyundaki

degeri olgiiliir.

3.3.2 Asit Proteaz: Asit proteaz aktivitesi, Anson (1938) tarafindan
tanimlanan hemoglobin substrat analizi ile belirlenmistir. Aktivite, 37 °C’de ve
pH 2.0 derecesinde belirtilen kosullar altinda, spektrofotometre cihazinin 280 nm

dalga boyundaki degeri 6l¢iilerek hesaplanmistir.

Kullanilan Reaktifler

e 0.1 M glisin HCI tampon ¢ozeltisi
e %0.5’lik hemoglobin substrati

Prosediir

e Alinan 6rnekler 0.1 M glisin HCI ¢dzeltisi ile homojenize edilir.
e Elde edilen homojenata 37 °C’de 60 dakika siire ile inkiibe edilir.
e Reaksiyon 9%20’lik 0.5 ml trichloroacetic acid (TCA) eklenerek

durdurulur.
e Tiipler 10 dakika bekletilir ve karisim filtreden gegirilir.
e Siiziintiiniin spektrofotometre cihazinda 280 nm dalga boyundaki

degeri olgiiliir.
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3.3.3 Protein: Her enzimin 0zgiil spesifik aktivitesini sayisal olarak
tanimlamak {izere spektrofotometre cihazindan okunan goreceli degerlerin,
homojenatta bulunan protein degeri ile oranlanmasi diisiiniilmiistiir. Bu baglamda,
Bradford tarafindan 1976 yilinda yapilan ¢alismada kullanilan Bradford yontemi
ile elde edilen protein miktari, spektrofotometre cihazindan okunan deger ile
oranlanarak her enzimin kendine 6zgii spesifik aktivitesi mU/mg protein™ olarak

tespit edilmistir.

Bradford yonteminde substrat olarak sigir serum albiimini kullanilmistir.

Kullanilan Reaktifler

¢ 100 mg Coomassie Blue G-250
e 50 ml %95 ethanol
e 100 ml %85 (w/v) Fosforik asit

Prosediir

e Sirasiyla 0, 2, 4, 6, 10, 15 ve 20 pl BSA (1 mg/ml) substrat: kiivetlere
konulur.

e 100 mg Coomassie Blue G-250, 50 ml %95 ethanol i¢inde 100 ml %85
(w/v) fosforik asit eklenerek Bradford soliisyonu hazirlanir.

e 20 pl Ol¢timi yapilacak Ornekten konulur, tizerine 40 pl Bradford
solusyonu ilave edilir ve 200 pl’ye kadar su eklenir.

e Spektrofotometre cihazinda 595 nm dalga boyundaki deger dlciiliir ve
Lambert&Mill yasasi geregince oranlama yapilarak spesifik enzim

aktivitesi tespit edilir.
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3.4 istatistik

Denemeler 3 kez tekrar edilmis ve veriler ortalamanin standart sapmasi
(Xort +sd) olarak gdsterilmistir. Varyanslar arasindaki homojenite Levene testi ile
test edilmistir. Gruplar arasindaki farkliliklar tek yonlii varyans analizinin
(ANOVA) ardindan Tukey testi ile tespit edilmistir (p-0.05). Yasama oranlari
arasindaki farklilhik ise Fisher’in Ki kare testi ile saptanmistir. Verilerin
istatistiksel olarak degerlendirilmesinde SPSS 15.0 ve Microsoft Excel 2007

yazilimlarindan yararlanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Ana¢ Yonetimi ve Yumurta Inkiibasyonu

Anaglar, dogal iireme periyodu icinde su sicakligmin 18.5-21.0 °C
arasinda degisim gosterdigi donemde yumurta birakmuglardir. Inkiibasyon
stiresince deniz suyu sicakligi 18.5-19.0 °C arasinda tutulmistur. Elde edilen
yumurtalar, 18.5+0.2 °C’de inkiibe edildikten 49 saat sonra ¢atlamis ve larvalar
yumurtadan ¢ikmustir. Sekil 4.1°de, farkli sathalardaki sinarit balig1 yumurtalar
gosterilmistir. Yumurta ¢apt 912.8+3.6 um olarak Ol¢iilmiis, yumurta boyutlari
arasinda istatistiki acidan fark tespit edilmemistir (p>0.05). Vitellis boyu
749.7+3.8 um, yag damlasi ¢ap1 ise 199.2+£3.6 um olarak Ol¢iilmiistiir. Larvalarda

1. ve 3. glindeki vitelliis ve yag damlast durumu, sekil 4.2°de gosterilmistir.

Sekil 4.2 Larvalarda vitelliis ve yag damlast durumu. A: 1. giin, B: 3. giin.
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Larval iiretim siiresince pH 7.6-8.1 arasinda degismistir. Nitrit, nitrat,
amonyum ve amonyak gibi azotlu bilesikler letal dozun altinda tespit edilmistir

(NH"4: > 0.001 mg/l, NO: > 0.001 mg/l NO3: > 0.001 mg/1).

4.2 Larval Gelisim

Larvalarin gelisim verileri incelendiginde; denemenin sona erdigi 40.
giinde total boy 19.83£2.6 mm, agirlik 42.12+4.3 mg, spesifik bilylime orani
9.35+1.9 %/giin ve yasama orani da %18.6+3.7 olarak tespit edilmistir. Larvalarda

gbzlenen total boy-agirlik gelisimi, sekil 4.3’te gdsterilmistir.

25 T —#—Total boy (mm) 1 60
20 - =W=Agirlik (mg)

S
15 —+

10 +

Total boy(mm)
Agirlik (mg)

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Gilinler

Sekil 4.3 Deneme siiresince larvalarda gozlenen total boy-agirlik degisimi.

Sinarit larvalari, total boy gelisimi agisindan ilk 15 giinliik siirecte yavas
seyreden bir artig gdstermistir. Bu giinden sonra, denemenin sona erdigi 40. giine

kadar daha hizl1 bir total boy gelisimi izlenmistir.
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Larvalarda izlenen agirlik gelisimi ise 10. giinden sonra hizli bir artig
egilimine girmistir. Bu hizli artis grafiginin deneme sonuna kadar ayni hizda
seyrettigi tespit edilmistir. Sekiller 4.4, 4.5, 4.6, 4.7, 4.8, 4.9 ve 4.10°da siras1 ile
2,5,10, 15, 20, 30 ve 40 giinliik sinarit larvalar1 gosterilmistir.

Denemenin 14. giinlinde tanktaki su giris ve ¢ikis bolgelerinden alinan 50
larva 6rneginden 48’inde fonksiyonel hava kesesinin olustugu goriilmiis ve hava

kesesi olusum oran1 %96 olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.4 2 giinliik sinarit larvast. Sekil 4.5 5 giinliik sinarit larvasi.

Sekil 4.6 10 giinliik sinarit larvasi. Sekil 4.7 15 giinliik sinarit larvasi.

Sekil 4.10 40 giinliik sinarit larvasi.



4.3 Enzim Aktiviteleri

4.3.1 Alkalin Proteaz

Larval donemde, daha ¢ok alkali ortamlarda (pH 8.0-9.0) sindirim
aktivitesine katilan proteaz grubu enzimlere (tripsin, kimotripsin, elastaz,
peptidaz) ait spesifik aktivite, 3. giinde tespit edilen agiz acilimi ve eksojen besin
almu ile birlikte artis gostermis, ardindan aktivitede 10. gline kadar yavas bir
azalma egilimi tespit edilmistir. Bu giinden sonra, 20. giinde, hizli bir artisin
ardindan tekrar hizli bir azalma goézlenmistir. Mikropartikiil toz yem girisi ile

birlikte aktivitede yeniden artig izlenmistir. Deneme siiresince larvalarda gozlenen
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alkalin proteaz aktivitesindeki degisimler, sekil 4.11°de gosterilmistir.
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Total aktivite (mU/larva)

Sekil 4.11 Deneme siiresince larvalarda gozlenen alkalin proteaz aktivitesindeki degisimler.
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4.3.2 Asit Proteaz

Larval donemde 6zellikle fonksiyonel mide olusumu ve gastrik bezlerin
salg1 islevine baslamasi ile birlikte asidik ortamda (pH 1.0-2.0) sindirim
aktivitesine katilan proteaz grubu enzimlere (pepsin, pepsin-like) ait spesifik
aktivitede, 25. giine kadar herhangi bir tespit yapilamamis, 25. giinde ise ¢ok
diisitk miktarda aktivite tespit edilmistir. Bunun ardindan, 28. giinde, ilk kez
aktivite izlenmis ve 30. giline kadar diizenli artisa devam etmistir. Mikropartikiil
toz yem girisinin ardindan, ilk anda spesifik aktivitede diislis izlenmesine ragmen
sonraki gilinlerde baslayan artis egilimi deneme sonuna kadar devam etmistir. Asit
proteaz aktivitesinin 32. giinden itibaren azalmaya basladigi, 35. giinden itibaren
yeniden artis egilimine girdigi ve bu artisin deneme sonuna kadar stirdiigii
gozlenmistir. Sekil 4.12°de, deneme siiresince larvalarda gozlenen asit proteaz

aktivitesindeki degisimler gosterilmistir.

8 T —&—Spesifik aktivite

I Total aktivite

Spesifik aktivite
(U/mg protein)
Total aktivite (mU/larva)

Sekil 4.12 Deneme siiresince larvalarda gozlenen asit proteaz aktivitesindeki degisimler.
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5. TARTISMA VE SONUC

Son on yildir, Akdeniz iilkelerinde akuakiiltiir iiretimi daha ¢ok ¢ipura ve
levrek iizerinde yogunlagmis durumdadir. Bu durum, ekonomik degeri yiiksek
potansiyel alternatif tiirlerin iiretimini giindeme getirmistir. Son yillarda
akuakiiltiir sektoriinde alternatif tiirlerin giindeme gelmesi, basta sinarit olmak
tizere fangri, kirma mercan, sargos ve sivriburun karagoz gibi Sparidae tiyelerinin

Oneminin artmasina neden olmustur.

Bu ¢alismada, son yillarda alternatif tiirler arasinda degerlendirilen sinarit
baligmin larva Kkiiltiriinde (0-40 giin) proteaz grubu sindirim enzimlerinin
baslangig ve gelisimi ile bu enzimlerin aktivitesindeki degisim profili

incelenmistir.

Deniz baliklan yetistiriciliginde basarili bir larva iiretimi birgok faktoriin
etkisi altindadir. Bu faktorlerin en Onemlisi, kuskusuz larval {iretimin temelini
olusturan kaliteli yumurta teminidir. Larval tiretime kaliteli yamurta ile baglamak
oncelikle endojen besin rezervlerinin kullanildig1 prelarval donemde yasanan
mortalitenin Oniine gectigi gibi agiz acilimi ve eksojen besleme ile baglayan
postlarval donem boyunca larvanin biiylime performanst ve gelisimini de

etkilemektedir.

Deniz baliklar larva kiiltiiriinde kaliteli larva {iretiminin temelini kaliteli
yumurta temini olusturmaktadir. Bu amagla, ortalama agirliklar1 disi bireyler i¢in
3.978+0.664 kg, erkek bireyler icin 3.543+0.837 kg olarak tespit edilen
anaclardan dogal iireme periyodu olan Nisan-Mayis aylarinda, 18.5-19.0 °C
sicaklik araliginda, herhangi bir hormon miidahalesi yapilmadan dogal yollar ile
yumurtalar elde edilmistir. Elde edilen yumurtalar, 18.5+0.2 °C’de inkiibe
edildikten 49 saat sonra g¢atlamis ve larvalar yumurtadan g¢ikmistir. Saka ve
dig.’nin (2006) sinarit iizerine yaptig1 ¢alismada, larvalar 18.0+0.2 °C’de 56.30
saatte yumurtadan ¢ikmislardir. Pavlidis et al. (2000), 15.0-18.0 °C’de 55 saatte
ve Glamuzina et al. (1989), 16.6 °C’de 58-61 saat arasinda agilim oldugunu
bildirmistir. Bu bakimindan ¢aligmada elde edilen sonuglar dnceki ¢aligmalar ile

bliyiik benzerlikler gostermistir.
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Baliklarda erken donem ontogenik gelisim, inkiibasyon sicakligindan
olduke¢a fazla etkilenir (Blaxter, 1969, 1988; Alderdice, 1972). Saka ve dig.’nin
(2004) yaptig1 ¢aligmada, sinarit yumurtalarinin embriyonik gelisimi ve sicaklik
arasinda gili¢lii bir iliski oldugu bildirilmistir. Cipura (Sparus aurata) igin
optimum sicaklik 19.0£3 °C (Polo, Yufera and Pascual, 1991), levrek
(Dicentrarchus labrax) igin ise optimum sicaklik araligi 15.0-17.0 °C olarak
bildirilmistir (Conides and Glamuzina, 2001). Senegal dil balig1 (Solea
senegalensis) yumurtast icin en basarili ¢atlamanin 8.0-12.0 °C arasindaki su
sicakliginda gergeklestigi bildirilmistir (Baynes et al., 1993). Son yillarda yapilan
denemeler, sinarit (Dentex dentex) yumurtalarinin gelisimi i¢in optimum
sicakligin 16.0-18.0 °C dolaylarinda oldugunu, buna ragmen, en diisiik ¢atlama
oraninin 12.0 °C’de, en yiiksek catlama oranimnin da 18.0 °C’de oldugunu
gostermistir. Saka ve dig.’nin (2004) farkli inkiibasyon sicakliklar ile yaptigi
caligmada, inkiibasyon sicakligmin 8, 10, 20, 22 ve 24 °C oldugu kosullarda,
yumurta gelisimi tamamlanamadan yumurtalarda %100 oraninda mortalite
goriilmistiir. Glamuzina et al. (1989), Jug-Dujakovic et al. (1995), Pastor et al.
(1995) ve Loir et al. (2001), sinarit yumurtalarinin en basarili gelisimi i¢in benzer
sicaklik degerleri ortaya koymustur. Abellan et al. (1997) ise yaptig1 ¢alismada,
sinarit yumurtalarinin su sicakligmin 21.0-22.0 °C oldugu kosulda c¢atladigin

bildirmistir.

Calismada, yumurta capt 912.843.6 um olarak Ol¢ililmiis, yumurta
boyutlar1 arasinda istatistiki fark tespit edilmemistir (p>0.05). Ote yandan,
yumurtadan heniiz ¢ikan larvalarda vitelliis boyu 749.743.8 um, yag damlasi ¢ap1
ise 199.243.6 um olarak Ol¢iilmiistiir. Jug-Dujakovi¢ et al. (1995) tarafindan
yapilan ve sinarit yumurtlarinin embriyolojik gelisimlerinin incelendigi ¢alismada,
yumurta c¢apinin 943-964 pum, yag damlasi ¢apinin ise 198-210 pum arasinda
degistigi bildirilmistir. Firat ve dig. (2005) tarafindan yapilan caligmada da
yumurta ¢apt 0.938 mm’den 1.089 mm’ye kadar degisim goOstermistir. Ayrica,
Saka ve dig.’nin (2006) sinarit yumurtlarinin embriyolojisi iizerine yaptiklar
calismada, yumurta ortalama c¢ap1 1.032+0.008 mm, yag damlas1 cap1
0.233+0.002 mm olarak tespit edilmistir. Bu degerler, denemede gozlenen

yumurta ve yag damlasi ¢ap1 degerleri ile paralellik gostermektedir.
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Calismada, vitelliis ve yag damlasi emiliminin oldugu prelarval donem
siiresince karanlik uygulamasi yapilmis, bdylece endojen besin rezervlerinin
tilkketilmesi saglanmistir. Firat ve dig.’nin (2003) karanlik, 30 ve 450 liix olmak
tizere 3 farkli 151k yogunlugu uyguladigi ¢alismada, sinarit larvalarinda en yiiksek
yasama orani karanlik uygulamasinin oldugu kosulda gézlenmistir. Ayrica total
boy gelisiminin en iyi oldugu durum da yine karanlik uygulamasimin yapildigi
durumda kaydedilmistir. 450 lix 151tk yogunlugu uygulanan larvalarda yasama
oran1 ¢ok disiik iken 30 lix 151k yogunlugunda yagsam oraninin yiiksege yakin
oldugu bildirilmistir. Calismada kullanilan 151k siddeti, bu deger ile paralellik

gostermektedir.

Karanlik uygulamasinin ardindan, 3. giinde goriilen agi1z ve aniis acilimi ile
30 lix siddetindeki spot 1s1k acilmig ve disaridan beslemeye baslanmistir. Alg
girisi yapildig siirece 24 saat aydinlik uygulamasi yapilmistir. Yesil su teknigi
geregince tanklara alg girisi, rotifer verilmesinin kesilmesi ile birlikte 20. gilinde
sona ermistir. Bu donem siiresince alg kullanimimin avantajlar1 olarak basta
rotiferin dogrudan beslenmesi sayesinde besin madde iceriginin yiliksek oranda
kalmasi, 24 saat aydinlatma ile metabolitlerin ortamdan uzaklastirilmasi, pH
optimizasyonu ve O, lretimi sayilabilir (Cahu et al., 1998). Alg tiirii olarak 20-
40x10* hiicre/ml yogunlugunda kullanilan Nannochloropsis oculata Sparidae
tiyelerinin ve diger bircok tlirtin larval kiiltiir calismalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. (Cahu et al., 1998; Martinez et al., 1999; Riberio et al., 1999;
Lazo et al.,, 2000). Bu durum, yapilan ¢alismada kullanilan alg tiiriiniin ve
yetistirme tekniginin diger deniz baliklari larva iiretim teknikleri ile benzerlik

gostermesi acgisindan dnemlidir.

Hava kesesi yapi, bliylikliik ve bi¢cim olarak tiirlere gore farklilik gosterse
de kimi tiirler i¢in solunum organi olarak, bazi tiirler i¢in de ses ¢ikarma ya da ses
algilama roliinii de istlenmistir. Fakat hi¢ kuskusuz, tim tiirler i¢in hidrostatik
gorevi en onemli 6zelligidir (Steen, 1970). Fizoglist tiirlerde genellikle, hava
kesesinin ilk olarak sisirilmesi ve hidrostatik fonksiyonun kullanilmasi, agiz
acilimi ve eksojen ilk besleme sonrasinda gergeklesmektedir (Doroshev ve dig.,
1981). Calismada, larvalarin hava kesesini ilk olarak sisirmesi 5. giinde

izlenmistir. Suzer ve dig.,’nin (2006) yaptig1 calismada, sinarit larvalarinin 5-7.
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giinleri arasinda hava kesesini sigirdigi tespit edilmistir. Kirma mercan (Pagellus
erythrinus) tiirli ile yapilan caligsmada, tiim gruplar i¢in larval evrenin 5-7. giinleri
arasinda ve 3.2-3.4 mm boy aralifindaki larvalarin hava kesesini sigirdigi tespit
edilmigtir (Suzer ve Kamaci, 2004). Mercan, (Pagrus major) tiiri lzerinde
yapilan bir ¢caligmada, ilk hava kesesi sismesinin 3.5-4.0 mm boy araliginda ve
larval evrenin 5-10. giinleri arasinda meydana geldigi bildirilmistir (Mihelakakis
et al., 2001). Ayrica, Suzer ve dig.,’nin (2007b) alternatif tiirlerden biri olan fangri
(Pagrus pagrus) tiri ile yaptig1 calismada, ilk hava kesesi sismesi 5-7. giinler
arasinda gerceklesmistir. Benzer sekilde, cipura (Sparus aurata) ve sivriburun
karagdz (Diplodus puntazzo) larvalarinda ilk hava kesesi sismesinin larval evrenin
5-9. giinler arasinda ve larvalarin 4-5 mm boy uzunluguna ulastifinda gelistigi
belirtilmistir (Chatain, 1986; Marangos, 1995). Hava kesesi gelisimi agisindan bu
calisma ile elde edilen degerler ile Onceki calismalardan elde edilen sonuglar

arasinda paralellik izlenmistir.

Denemenin sona erdigi 40. giinde larva tanklarindan elde edilen biiylime
parametrelerine ait ortalama degerlere bakildiginda; total boy 19.83+2.6 mm,
agirlik 42.12+4.3 mg olarak bulunmustur. Firat ve dig.’nin (2005) sinarit baliginin
erken donemi iizerine yaptig1 calismada, 10. glinde total boy 3.958+0.256 mm
olarak tespit edilmistir. Suzer ve dig.’nin (2006) sinarit larva kiiltiiriinde
kullanilan 3 farkli iiretim teknigini karsilastirdigi calismada, akigkanli su
tekniginin uygulandig1 gruptaki larval gelisim verilerine bakildiginda, denemenin
baslangicinda 2.61+0.4 mm olan larva boyu, 7 giin sonra yapilan ilk dl¢limde
3.66+0.5 mm olarak tespit edilmistir. Bunun ardindan devam eden Ol¢limlerde
total uzunluk sirasi ile 14. giin i¢in 4.23+0.8 mm, 21. giin i¢in 7.85+1.4 mm, 28.
giin i¢in 13.44+3.5 mm ve denemenin sona erdigi 35. giinde yapilan olgiimde
16.96+£5.2 mm olarak bulunmustur. Ayn1 gruptaki larvalarin agirlik gelisimleri
incelendiginde ise denemenin baglangicinda 0.432+0.01 mg olarak olgiilen larva
agirligl, 7 giin sonra yapilan 6lgiimde 0.81+0.16 mg olarak saptanmistir. Bunun
ardindan periyodik olarak yapilan 6lgiimlerde total agirlik sirasi ile 14. gilin i¢in
2.78+1.25 mg, 21. giin i¢in 15.37¢1.6 mg, 28. giin i¢in 20.32+£3.5 mg ve
denemenin sona erdigi 35. giinde yapilan dlglimde 71.34+7.4 mg olarak tespit
edilmistir. Ote yandan, Abellan ve dig.’nin (1997) yaptiklar1 6n ¢alismalarda ve

sonrasinda ve Abelldan’in (2000) akiskanli su {iretim sisteminde yaptigi



41

denemelerde, sinarit larvalarinin ortalama total boyu 32. giinde 16.5 mm, 35.
giinde ise 17 mm olarak bildirilmistir. Ayrica, Rueda ve Martinez (2001),
akigkanli su sisteminde yaptiklar1 larva iiretim c¢aligmasinda, 30. giinde larva
agirligini ortalama 18.4 mg olarak tespit etmistir. Yaptigimiz ¢alismadan elde
edilen sonuglar, bu arastiricilarin elde ettigi degerler ile paralellik gostermektedir.
Ancak, deneme sonundaki gelisim degerleri incelendiginde, elde edilen dnemsiz
farkliliklarin ~ denemeler sirasinda izlenen su sicaklifi  protokoliinden
kaynaklandig1 diistintilmektedir. Ciinkii su sicakligi, sucul organizmalar i¢in
biliylimeyi ve hayati fonksiyonlar1 etkileyen temel faktorler arasinda gelmektedir.
Bunun yaninda, uygulanan besleme protokolleri ve ortam kosullarindaki

degisimlerin de etkisinin oldugu diistiniilmektedir.

Deniz baliklari larva tiretiminde kullanilan {iretim protokoliin gecerliligi ve
larval iretimin basarisi, iiretim sonunda tespit edilen yasama orani ile yakin
iligkilidir. Deneme sonunda yapilan 6l¢iimlerde yasama orani, %18.6+3.7 olarak
saptanmistir. Fotoperiyodun larval donemde hava kesesi gelisimi, biliylime ve
yasama orani ilizerine olan etkilerinin incelendigi, Abellan et al. (2000) tarafindan
yapilan ¢aligmada, 22. giinde yasama oraninin %?2.2 ile %7.5 arasinda degistigi
belirtilmistir. Ayrica, Riera et al. (1993) yine sinarit larvalar1 ile yaptigi
caligmasinda, 30. giinde yasama oraninin %S5 civarinda oldugunu, Bibiloni et al.
(1993) ise larval donemin sonunda %2’yi ge¢medigini bildirmistir. Bununla
birlikte, yasama yiizdeleri arasinda tespit edilen farkin, calismalarda kullanilan
yumurta ve larva kalitesinin yami sira, ortam kosullarinin farkliligindan

kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Pankreatik enzimlerin salgilanmasi1 Pankreozimin adi verilen bir hormon
tarafindan kontrol edilmektedir. Ince bagirsagin baslangic kismindaki mukoza
hiicrelerinden kan dolagimina hormonun salgilanmasi ise duedonumunda bulunan
peptidler, proteinler, karbonhidratlar ve diger bircok maddenin bulunmasi ile
uyarilmaktadir.  Pankreatik  enzimlerin  aktivasyonu, bagirsak mukoza
hiicrelerinden salgilanan Enterokinaz enzimi tarafindan baglatilmaktadir. Bu
bilesik bazen enzim aktivatorii olarak kabul edilirse de aslinda bir enzimdir
(Karlson, 1992; Goziikara, 1997; Kolkovski, 2001; Zambonino Infante and Cahu,

2001). Bu baglamda, alkalin proteaz enzimi, proteinlerin sindiriminde gorev alan
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pankreatik bir enzimdir. Ince bagirsaga pankreas kanali ile dokiilen pankreas
0zsuyu, proteinlere dogrudan etki eden alkalin proteaz (tripsin, kimotripsin ve
karboksipeptidaz) adi verilen enzimleri icermektedir. Alkalin proteaz enzim
aktivitesinin larval donem siiresince degismesini etkileyen temel faktorler
arasinda; larva yasi, kullanilan tiretim teknigi (akiskanl ya da yesil su teknigi) ve

larvalara uygulanan besleme protokolii yer alir.

Calismada, larval donemde, daha ¢ok alkali ortamlarda (pH 8.0-9.0)
sindirim aktivitesine katilan proteaz grubu enzimlere (tripsin, kimotripsin, elastaz,
peptidaz) ait spesifik aktivite, 3. giinde tespit edilen agiz agilimi ve eksojen besin
alimi ile birlikte artis gdstermistir. Benzer sonug; Suzer ve dig.’nin sivriburun
karagdz (Diplodus puntazzo) tizerinde yaptig1 calismada (2007a), fangri (Pagrus
pagrus) lzerinde yaptigt c¢alismada (2007b) ve kirma mercan (Pagellus
erythrinus) iizerinde yaptig1 c¢alismada (2006a) da bildirilmistir. Zambonino
Infante and Cahu’nun (1994b) yaptig1 calismada, levrek (Dicentrarchus labrax)
larvalarinda 5. giinde agiz ac¢ilimi ile alkalin proteaz aktivitesi gozlenmistir.
Zambonino-Infante and Cahu, (2001, 2007) ve Pérez-Casanova et al., (2006)
yaptiklar1 ¢alismalarda, eksojen beslemenin basladigi 3. giinde ve bunu izleyen
larval siiregte tripsin ve kimotripsin total aktivitesinin kademeli olarak arttigini
bildirmistir. Riberio et al. (1999), Senegal dil baliginin (Solea senegalensis) larval
donemdeki sindirim enzim aktivitelerini incelemis ve tripsin aktivitesini ilk kez
agzin agildig1 ve eksojen beslemenin yapildig1 2. giinde tespit etmistir. Ayrica,
eskine (Sciaenops ocellatus) tiriinde yapilan sindirim enzim gelisimi ile ilgili
caligmalarda, tripsin enziminin larvalarin yumurtadan ¢iktig1 anda tespit edildigi;
ancak, aktivitenin ilk besleme ile basladigi vurgulanmistir (Lazo et al., 2000;
Buchet et al., 1997). Cizelge 5.1°de, alternatif tiirlerde alkalin proteaz aktivitesinin

tespit edildigi giinler verilmistir.
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Cizelge 5.1 Baz tiirler ile yapilan ¢aligmalarda alkalin proteaz aktivitesinin tespit edildigi giinler.

. Alkalin Proteaz
Tir .. . Arastirici
Aktivitesinin Tespiti
Sinarit 3 (Agz Actlim) Bu cal
1z A¢ilimi u ¢alisma
(Dentex dentex) sz ¢ cans
Sivriburun karagdz 5
) 3 (Ag1z Agilimi) Suzer et al. (2007a)
(Diplodus puntazzo)
Levrek Zambonino Infante and
5 (Agiz Agilimi)
(Dicentrarchus labrax) Cahu (1994b)
Cipura 5
3 (Ag1z Agilimi) Moyano et al. (1996)
(Sparus aurata)
Fangri 5
3 (Ag1z Agilimi) Suzer et al. (2007b)
(Pagrus pagrus)
K. Mercan
) 3 (Ag1z Agilimi) Suzer et al. (2006a)
(Pagellus erythrinus)
Senegal Dil o
2 (Agiz Agilimi) Ribeiro et al. (1999)
(Solea senegalensis)
Eskine 5
] 3 (Ag1z Agilimi) Lazo et al. (2000)
(Sciaenops ocellatus)

Ayni1 dogrultudaki veriler levrek (Dicentrarchus labrax) larvalarindan da
elde edilmistir. Zambonino Infante and Cahu (1994b), levrek (Dicentrarchus
labrax) larvalarinin besin degisimlerine karsi enzimatik olarak verdikleri tepkileri
incelemis ve larvalarda agiz acilimindan 1 giin 6nce tripsin enziminin proenzimi
olan tripsinojenin varhi@in1 saptamig, agiz acilimi ile birlikte enzimin
sentezlendigini ve spesifik aktivitesinin tespit edildigini bildirmistir. Levrek
postlarvalarinda farkli 1s1k yogunluklarinin sindirim enzim aktiviteleri {izerine

etkilerinin incelendigi bir ¢alismada, denemenin ilk 7 giinii boyunca 151k
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yogunlugunun tripsin ve kimotripsin aktivitesini etkiledigi; ancak, daha sonraki
giinlerde herhangi bir degisimin olmadigi bildirilmistir (Cuvier-Peres et al.,
2001). Tripsin spesifik aktivitesinin larval donem siiresince degismesinin nedeni,
yalnizca larva yasina baglh degildir. Ozellikle yem alimi ve kullanilan canli yem
ya da mikropartikiill yemin besin madde igerikleri de son derece Onemlidir
(Beccaria et al., 1991; Cahu and Zambonino Infante, 2001; Kolkovski, 2001;
Alvarez-Gonzalez et al,, 2001). Levrek larvalarinda yapilan c¢aligmalarda,
kimotripsin aktivitesi tripsin ile birlikte agiz acilimindan 1 giin dnce proenzim
olarak tespit edilmis; ancak, aktivitenin agiz a¢ilimi ve yem alimi ile birlikte
basladig1 vurgulanmistir (Cahu and Zambonino Infante, 1994; Cahu et al., 1998).
Kimotripsin aktivitesi, larva yasi ile dogrudan iligkili olup alinan yem miktar1 ve
yemin besin madde icerigi de enzim aktivitesinde etkilidir (Cuvier-Peres et al.,

2001; Cahu et al., 1998).

Proteinlerin sindiriminde rol alan enzimlerden biri de mideden salgilanan
asit proteaz (pepsin, pepsin-like) enzimidir. Midedeki asiditenin artmasi ile
birlikte pH 2.0’ye yiikselmekte ve aktif pepsinin varliginda polipeptidin N
terminalinden 42 aminoasitlik bir kismin koparilmasi ile proenzim, aktif formu
olan pepsin haline doniismektedir. Pepsin, protein molekiiliiniin i¢ kisimlarina,
ozellikle tirozin ya da fenilalaninin istirak ettigi peptid baglarina etki eder. Bu
sekilde proteinlerden proteozlar, peptonlar, cesitli biyiikliikteki peptidler ve
kismen de serbest aminoasitler meydana gelir. (Zambonino Infante and Cahu,

1994a; Goziikara, 1997; Sterchi and Stocker, 1999).

Calismada, asit proteaz spesifik aktivitesi, ilk olarak mide olusumunun
gozlendigi 28. giinde izlenmistir. Bununla birlikte, 25. giinde yapilan spesifik
enzim tayininde c¢ok diisiik miktarda enzimatik aktivite tespit edilmistir. Bu
durum, populasyonu olusturan bazi bireylerin, mide yapilarin1 erken fonksiyonel
hale getirmesi ile iligkilidir. Hizli gelisim gosteren bireyler, su sicakligi ve besin
icerigi ile bu gelisimlerini arttirirlar. Calismada, 28. giinden Once tespit edilen
Oonemsiz diizeydeki aktivitenin (p>0.05), hizli gelisim gosteren bireylerin
ornekleme i¢inde yer almasindan kaynaklanmig olabilecegi diisliniilmektedir.
Ciinki larval enzimoloji ¢alismalarinda, asit proteaz enzim aktivitesinin tespit

edilmesi, fonksiyonel mide ve sindirim sistemi olusumunun net bir gostergesi



olarak kabul edilir. Bu durum, Zambonino Infante and Cahu (2001), Cahu and
Zambonino Infante (2001) ve Kolkovski (2001) tarafindan da bildirilmistir. Deniz
balik larvalarinda mide olusumu gozlenmeden asit sekresyonu ya da protein
sindirimi tespit edilmez (Govoni et al., 1986; Zambonino-Infante et al., 2008).
Metamorfoz donemine bagli mide olusumu ile asit proteaz aktivitesindeki artisin
tespiti, ¢ipurada 38. giin (Moyano et al, 1996), levrekte 24. giin (Zambonino
Infante and Cahu,1994a), kirma mercanda 25. giin (Suzer ve dig., 2006b),
sivriburun karagozde 32. giin (Suzer ve dig., 2007a) ve fangride 28. giin (Suzer ve

dig., 2007b) olarak bildirilmistir. Cizelge 5.2°de, alternatif tiirlerde fonksiyonel
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mide olusumunun gézlendigi glinler verilmistir.

Cizelge 5.2 Bazi tiirler ile yapilan ¢aligmalarda fonksiyonel mide olusumunun gézlendigi giinler.

Fonksiyonel Mide

(Pagellus erythrinus)

Tiir Arastirici
Olusumu
Sinarit
28 Bu ¢calisma
(Dentex dentex)
Sivriburun karagdz
_ 32 Suzer et al. (2007a)
(Diplodus puntazzo)
Levrek 24 Zambonino Infante and
(Dicentrarchus labrax) Cahu (1994a)
Cipura
38 Moyano et al. (1996)
(Sparus aurata)
Fangri
28 Suzer et al. (2007b)
(Pagrus pagrus)
K. Mercan
25 Suzer et al. (2006b)
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Denemede, asit proteaz aktivitesinin 32. giinde azalmaya basladigi, 35.
giinden itibaren yeniden artis egilimine girdigi gozlenmistir. Mide olusumundan
sonra mikropartikiil yem oraninin arttirilmasina bagli olarak zenginlestirilmis
Artemia matanauplii girisi de azaltilmistir. Ozellikle yiiksek oranda HUFA igeren
besin madde igerigi artan Artemia metanauplii’nin larva tarafindan daha az
alinmasinin asit proteaz aktivitesini azaltti§1 diisiiniilmektedir. Bununla birlikte,
35. giinden sonraki yeniden artig egiliminin ise larvalara verilen mikropartikiil
yem oraniin arttirilmasina bagh aktivite artisindan kaynaklandigi sanilmaktadir.
Benzer sonuglar, Zambonino Infante and Cahu (1994a) ve Cahu and Zambonino
Infante (1994) tarafindan da bildirilmistir. Ozellikle mikropartikiil yemlerin
pepsin ve bazi pankreatik sindirim enzimlerine olan etkilerinin incelendigi
calismada, levrek (Dicentrarchus labrax) larvalarinda pepsin enzim aktivitesinin
24. giinde tespit edildigi ve fonksiyonel midenin bu giinden itibaren olustugu
bildirilmistir (Zambonino Infante and Cahu, 1994b). Ayrica, mikropartikiil yemin
kullanildig1 gruplarda asit proteaz aktivitesinin daha yliksek oldugu ve protein
oraninin yiiksek oldugu yemler ile beslenen larvalarda asit proteaz aktivitesinin
daha yiiksek oldugu vurgulanmigtir. Mikropartikiil yem kullaniminin tripsin ve
kimotripsinin yani sira 6zellikle asit proteaz spesifik aktivitesini arttirdigi diger
arastiricilar tarafindan da belirtilmistir (Kolkovski, 2001; Zambonino Infante and

Cahu, 2001; Cahu and Zambonino Infante, 2001).
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Bircok fizyolojik degisimin yasandigi larval donem siiresince meydana
gelen olaylarin ayrintili bigimde tanimlanmasi; ancak, biyoteknolojinin gelisimi
ve akuakiiltlir alanina entegrasyonu ile miimkiin olmustur. Bu gelisim siireci, larva
yasama oraninin ve yavru balik kalitesinin arttirilmasinda bilinmesi gereken en
onemli siireclerden biridir. Ozellikle alternatif tiir olarak kiiltiire alinacak tiirlerin
larval donemdeki besinsel gereksinimlerinin bilinmesi ve yasama yiizdesinin
arttirllmasina yonelik tim uygulamalarin temelini, bu donemdeki sindirim

enzimlerinin aktivitesi olusturmaktadir.

Deniz baliklar1 larva {iretiminde sindirim enzimleri aktivitesinin tespiti ve
giinlere bagli degisimlerinin bilinmesi, larva kalitesinin ylikselmesi ve yasama
oraninin arttirilmasinda &nemli bir adim olusturmaktadir. Ozellikle, larval
gelisimi hizlandirmak amaci ile mikropartikiil yem girisinin yapilacagi gilinlerin
tespiti, bu aktivitelerin degisimi ile ¢ok yakindan ilgilidir. Bununla birlikte,
kiiltiiri yapilan tiirlerin beslenme aligkanliklarina gbre besleme stratejileri,

sindirim enzim aktivitelerinin gelisimi sonucunda belirlenmektedir.

Larva iiretim g¢alismalarinda canli yem iiretim prosesinin kompleks bir
yap1 sergilemesi, spesifik kosullara gereksinim duymasi ve iiretim maliyetinin
yiiksek olmasi Treticileri mikropartikiil yem kullanimina yo6nlendirmektedir.
Bununla birlikte, mikropartikiil yemlerin besin madde iceriginin larvanin besin

gereksinimlerine gore diizenlenebilmesi ise nemli bir avantaj olusturmaktadir.

Basaril1 bir larval iiretimin temelini, biyotik (besleme, genetik, fizyoloji)
ve abiyotik (sicaklik, 1s1k, tuzluluk) faktorlerin optimizasyonu belirlemektedir.
Ozellikle, biyotik faktorlerden besleme, larval gelisim ve yasama oranmi
dogrudan etkilemektedir. Larva iiretim c¢alismalarinda kullanilan yemin boyutlar
ve Ozellikleri ile birlikte larva gelisimine bagli olarak larvanin besin madde
gereksinimi de Onemlidir. Bu baglamda, sindirim enzimleri aktivitesinin
degisimleri belirleyici bir rol oynamaktadir. Larval donemde meydana gelen
fizyolojik olaylarin ve s6z konusu bu enzimlerin aktivitelerindeki giinlere bagl
degisimlerin bilinmesi ile olusturulacak besleme stratejileri, larval gelisimi

hizlandirip yasam oranini da arttiracaktir.
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Akuakiiltiir ortaminda sinaritin sahip oldugu yiiksek ekonomik deger,
adaptasyon, iiretim ve yiiksek biliylime oran1 diger deniz baligi tiirlerinden ¢ipura
ve levrek ile karsilastirildiginda 6nemli avantajlar saglar. Sinaritin, 50-62 giin olan
larval evre ve sovraj sathasindan 6n biiyiitme sathasina gegisi, benzer yetistirme
kosullarinda ¢ipura ve levrekten 40-60 giin daha kisadir (Koumoundouros et al.,

2002).

Sonug olarak, son yillarda Akdeniz iilkelerinde alternatif tiirler arasinda
siklikla anilmaya baslanan sinarit tiiriiniin, larval donemdeki asit ve alkalin
proteaz enzim aktivitesi degisimlerinin incelendigi bu calismada, s6z konusu
enzimlerin aktivite gelisimi, bugiine kadar c¢alisilmis Sparidae iiyelerinde
gozlenen tabloya benzer bir profil sergilemistir. Ayrica, fonksiyonel mide
olusumunun en biiylik gostergesi olarak kabul edilen asit proteaz enzimi sentezi
28. giinde baslamis ve bu sonug, tiiriin sovraj uygulamalarinin bugiinden itibaren
rahatlikla baslayabilecegi diislincesini olusturmustur. Bu durum, yapilan
yetistiricilik calismalarindan elde edilen degerlerin, biyoteknoloji kullanilarak
daha bilimsel ve daha gecerli iiretim protokoli ve metotlarinin tanimlanip
uygulanmasi i¢in oldukca Onemlidir. Yapilacak yeni ¢alismalar ile bu tiire ait
diger sindirim enzimlerinin ontogenik gelisimlerinin tespiti ve histolojik bulgular

ile bu verilerin desteklenmesi yerinde olacaktir.
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