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OZET

FARKLI AMINOASITLERLE ZENGINLESTIRILMIS
ARTEMIA NAUPLI’LERI ILE BESLENEN CIPURA BALIGI
(Sparusauratus, Linneaus1758)'NIN SINDIRIM HORMONLARI VE
ENZIMLERINDEKI| DEGISIMLER

Bu calismada, ¢ipura(Sparus auratus) larvalarinin 28. ginden 40. gine kadar
sindirim hormonlari ve enzimleri Uzerine serbest aminoasitlerin etkileri her biri 4
gunlik 4 periyotta incelenmistir. Ayni zamanda cipura larvalarinin 24. giine kadar olan
enzimsel aktiviteleri de standart besleme protokoll ile gozlenmistir. Ayrica gndirim
kapasitesinin iyi bir indikatori olmasindan dolayi aminopeptidaz N/lIGsin-alanin
peptidaz oranlari hesaplanmistir. Deneme baslamadan 6nce, yumurtadan cikan kesdli
larvalar 300 litrelik 9 adet tanka tesadUft olarak dagitilmis ve 15. gline kadar rotifer, 24.
gune kadar Artemia naupli ve daha sonra balik larvalari igin esansiyel olarak bilinen
farkli  bireysel aminoasitlerle zenginlestiriimis Artemia metanaupli’leri  ile
besdenmiderdir. Deneme gruplari histidin, 16sin, isolésin, lisin, metiyonin, fenilalanin,
treonin, valin ve kontrol (serbest aminoasit zenginlestirmesiz) grubudur.

IV. periyotta, en iyi larval agirlik ve boy sirasiyla isolosin ve fenilalanin serbest
aminoasit gruplarindan elde edilmistir(P<0.05). Enterosistlerin sitozoltinde bulunan
[6sin-alanin peptidaz aktivites tim gruplarda ¢alisma boyunca yuksek bulunmustur. V.
periyotta kontrol grubunda gozlenen l6sin-alanin peptidaz aktivites, serbest aminoasit
gruplarininkinden daha yiUksek bulunmustur (P<0.05). Muamele gruplarinin
ortalamalari agisindan en dusik l6ésinalanin peptidaz aktivitesini kontrol grubu
gostermigtir. IV. periyotta l6sin, fenilalanin, isolésin, lisn ve valin gruplari
aminopeptidaz N/l6sin-alanin peptidaz orani bakimindan iyi bir sindirim kapasitesi
gostermistir. Buna karsilik muamele gruplarinin ortalamalari acgisindan en iyi sindirim
kapasitesinin  kontrol grubunda oldugu tespit edilmistir (P<0.05).Tripsin enzim
aktivitesinin larvanin yasina bagli olarak 1. periyot’a kadar arttigi gozlenmistir.
Tripsin’in besinsel adaptasyonunu kontrol eden mekanizmanin I11. periyot’a kadar etkin
olmadigi tespit edilmistir. Elde edilen sonuclara gore, farkli serbest aminoasitlerle
zenginlestirilmis canli yemlerle larval beseme, bombesin (GRP) ve kolesistokinin
(CCK)’'in hormonal aktivitelerine katkida bulunmustur (P<0.05).
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ABSTRACT

THE CHANGESIN DIGESTIVE ENZYMES AND HORMONES OF
GILTHEAD SEA BREAM LARVAE (Sparusauratus, L 1758) FED ON
ARTEMIA NAUPLI ENRICHED WITH DIFFERENT AMINO ACIDS

The effects of free amino acids on the digestive hormones and enzymes of
gilthead seabream (Sparus aurata L.) from day 28" to day 40" were investigated in 4
periods, 4 days each. Enzymatic activities of gilthead seabream larvae were also
observed by applying a standard feeding protocol until day 24™. Morever, the ratios of
leucine-alanine peptidase (lap/lew-ala) were calculated because it is a good indicator of
the digestive capacity. Prior to initiation of the experiment, newly hatched yolk-sac
larvae were randomly distributed into each of nine 300-liter tanks and fed with rotifer
until day 15" after then with Artemia nauplii until day 24™. After day 24", seabream
larvae were fed on Artemia nauplii enriched with the different individual amino acids
that known as the indispensable for fish larvae. Experimental groups were histidine,
leucine, isoleucine, lysine, methionine, phenylalanine, threonine, valine and control
(without free amino acid enriched).

In period 1V, the best larval weight and length were obtained in isoleucine and
phenylalanine free amino acid groups, respectively (P<0.05). The activities of the leu
ala peptidase located in the cytosol of enterocytes were high in al groups through the
entire study. Leuala peptidase level observed in the control group was higher than that
of free amino acid enriched groups, especially, in 1V. period(P<0.05). The control group
showed the lowest leu-ala peptidase activities comparing the average of treatment
groups. Leucine, phenylalanine, isoleucine, lysine and valine groups showed good
digestive capacity in 1V. period with respect to lap/leunala peptidase ratios. However,
control group showed the best digestive capacity compared to averages of the treatment
groups(P<0.05). An increase in tryptic enzyme activity was observed as a function of
the larval age from the beginning until |. period. The results reveded that the
mechanism controlling the adaptation of trypsin activity depending on the amount of
free amino acids were inactive until 111. period. It might be concluded according to the
results of the present study that the larval feeding on live prey enriched with different
essential amino acids stimulate the hormonal activity of bombesin (GRP) and
cholecystokinin (CCK) (P<0.05).
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI

EPA :Eikosapentaenoik asit
LAP :aminopeptidaz N
LEU-ALA :Lésin-alanin peptidaz
AN :Aminopeptidaz N
AP ‘Alkalin fosfataz

HIS ‘Histidin

ILE JIsolésin

LEU 'LAsin

LYS :Lisin

MET :Metiyonin

PHE Fenilalanin

THR ‘Treonin

VAL vdin

CCK ‘Kolesistokinin

KO ‘Kareler ortalamasi
KT Kareler toplami

P :Onem seviyesi

SD :Serbestlik derecesi
VK :Varyasyon kaynaklari
PPT :gram/litre

PPM :miligram/litre

PG pikogram

PMOL pikomol

FMOL :fikomol
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1.GIRIS

Dunyada son 50 yildan beri cesitli deniz baiklarinin ve karidederin
yetistiriciligi  yapilmaktadir. I¢ su ve deniz kaynaklari bakimindan yuUksek bir
potansiyele sahip Ulkemizde ise uzun vyillardan beri balikcilik avlama yoluyla
yapilmaktadir. Balikci teknelerin sayisinin ve gicunun artmas ile birlikte bilingsiz
avcilik nedeni ile baik stoklarinda meydana gelen azamaar bu tdr Oretimin
ekonomikliginin ortadan kalkmasina neden olmustur (CELIKKALE ve ark.,1999a).

Ulkemizde ve diinyada yapilan yetistiricilik sistemi yakin zamana kadar dogadan
yavru toplama ve baliklarin kulugckahane ortamina adaptasyon asamasinin ardindan tam
kontrolli Uretimine dayanmaktaydi. Son yillarda bu Oretim yontemi, iklimsel olaylar
sonucunda degisen doga dengesi ve dogal balik populasyonlarinin daha etkin bir sekilde
korunmas amaciyla, kuluckahanelerde anag¢ beslemeden itibaren tam kontrollU Gretim
sekline donUsmustir. Ancak, bu tarz bir dretim yontemi ile gnirli aanlardan
milyonlarca yavru Uretimi mimkin olabilmektedir.

Ulkemizde kultur balikciligi ile ilgili ilk uygulamalar i¢ sularda alabalik retimi
icin 1970’1, deniz baliklari Uretimi igin ise 1985'li yillarda badamistir (CELIKKALE
ve ark., 1999b). Turkiye de kultlr balikciliginin diger dinya Ulkelerine gore geg
baslamasinin nedeni ilk yillarda bilingsiz ve teknolojik gelismelerden habersiz olarak
yapilmasindan kaynaklanmaktadir. Ozellikle 1980'li yillarda bu konudaki egitim ve
Oogretimin baslamasinin yani sira 6zel idetmelerdeki AR-GE birimlerinin 6zverili
caismaari sonucunda kisa sirede dunyadaki Ulkeler arasinda Uretimde stz sahibi
olacak seviyeye ulasilmistir. Kisa bir siire igersinde gozlenen gelismeler sonucunda
1999-2004 yillari arasinda Akdeniz Ulkeleri arasinda Turkiye ¢ipura Uretimi agisindan 2.
Sirada yer aimaktadir (Sekill.1).



CIPURA URETIMI
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Sekil 1.1.Akdeniz tlkelerinde cipura baligi Uretimi (ANONY MOUS,2004)

Kuluckahaneye dayali tam olarak kontrollt deniz baliklari Uretiminde yasanan
en buydk zorluklarla larval donemde karsilasiimaktadir. Larva yetistiriciligi genellikle
tam kontrollU kosullar altinda, yetistiriciligi yapilan balik tirtine bagli olarak kendine
0zgu Uretim sistemlerine gereksinim duyan bir yetistiricilik asamasidir. Bu tir
yetistiricilikte dikkat edilmes gereken konularin basinda anag balik yonetimi, yemleme
programlari ve yetistiricilik ortaminda sikga gozlenen mikrobiyel kontrol gelmektedir.
Yumurtakalites agisindan anag besleme oldukga dnemlidir. Anag yonetiminin ardindan
yemleme programi ve yem tipinin ve biyuklUginin secimi larvalarin yasayabilirligi
acisindan buyik 6nem tasimaktadir. Yem segcimi ve yemleme rejiminin belirlenmesine
etki eden badlica faktorler; larva agiz buyUkligt, organ gelismi ve sindirim siteminin
enzimsel durumudur. Larvanin disaridan ilk yem amaya basladigi donemde canli yem
veya diger yem partikdllerinin biyUkligi yemlemenin etkinligi ve yasayabilirlik
acisindan belirleyici olmaktadir. Larvanin agiz agikligi; dogrudan dogruya yumurta ¢api
ve yumurta kesesinin tiketim siresinden etkilenebilen bir parametredir. Ornegin,
Atlantik salmon yumurtalari, cipura yumurtalarindan dort kez daha blyUk olmasina
ragmen besin kesesini tiketme siires ¢ipuradan daha uzundur ve bu nedenle cipuraya
oranla daha ergin bir donemde ve iyi gelismis bir sindirim enzim aktivites ile ilk

beslenmeye baslamaktadir. Diger taraftan besin kesesini tiketmis ve ilk kez disaridan



yem amaya baslayacak olan larvanin sindirim sisteminin durumu ve buradaki mevcut
enzimsel durum bize alinan yemin etkin bir sekilde sindirilip sindirilmeyecegi
konusunda bir bilgi vermektedir. Ornegin salmon larvalarinin sindirim sistemi uzun bir
sirede ve iyi gelismis oldugundan ilk beslemede blylk problemler ortaya
cikmamaktadir. Buna karsilik cipura gibi besin kesesini cesitli cevresal faktorlere bagli
olarak kisa sirede tuketen ceniz baliklarinda ilk besleme doneminde biyutk kayiplar
ortaya cikmaktadir. Belirtilen nedenlere bagli olarak larvalarin ilk yem aliminda dikkat
edilmes gereken bir takim 6zellikler vardir. Bilhassa yem kaynaginin segiminde dikkat
edilmes gereken noktalar asagida belirtilmistir.

1-Yem kaynaginin sindirimi kolay olmalidir. Kompleks protein kaynaklari
yerine genis miktarda serbest aminoasitleri ve oligopeptileri icermelidir. Cunki serbest
aminoasitler diger protein molekdllerine oranla daha kolay parcalanabilmekte ve
degerlendirilebilmektedir.

2-Yem kaynaginin icindeki enzim sistemleri otoliz saglayabilmelidir. Yani
sindirim sistemi tam olarak gelismemis bir larvanin enzimatik aktivitesinden bagimsiz
olarak kendi kendini parcalayabilmelidir.

3-Kullanilan yem larvanin ihtiyaci olan esansiyel besin maddelerini
karsilayabilmelidir (ALTAN,1998).

Rotiferler (Brachionus plicatilis) ve Artemia naupli’leri, dinyada ticari bir
potansiyele sahip deniz ve tatli su baiklarinin larval donemlerinde canli gida kaynagi
olarak yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Bu tir canli yemlerin yogun Uretimleri igin
laboratuar ve enerji yatirimlarinin cok ytksek olmasi ve besinsel kompozisyonlarinin
sabit tutulamamasi nedeniyle daha sabit bir kompozisyon ve ekonomiklige sahip mikro
partikil yemlerin formilasyonlarina dogru ilgi guin gegtikge artmaktadir. Bu karma yem
formilasyonlarinin hazirlanmasi esnasinda canli yem kaynaklarinin  besin
kompozisyonlarindan 6nemli Olgude yararlanilmistir. Mikro partikil yemler, larva
beslenmesinde sabit bir besin kompozisyonu sunmasina ilaveten , canli yemde mevcut
olmayan bazi besinlerin de larvaya gegisini saglayabilmektedir (ROSENLUND ve ark.,
1997).

KOLLOWSKI ve ark. (1997a), cipura larvaarinin canli ve mikro partikul
yemlerle bedemenin larvalardaki sindirim hormonlari Uzerine, 6zellikle bombesin

hormonu Uzerindeki etkilerini belirlemek amaciyla calismalar yapmidlardir. Bombesin



hormonunun, mide duvarlarina kan sirkilasyonunu arttirmasina ilave olarak, HCI
sdinimi ve midenin peristaltik hareketini aktive etmes gibi sindirimi cesitli yollarla
etkiledigi bilinmektedir. Calismada, canli yem Artemia ile beslenen grupta, mikro
partikil yemle beslenen gruba goére yaklask %300 kadar daha yiksek bombesin
hormonunun arttigini gozlemlemislerdir. Fakat ¢calisma sonunda, bu endokrin cevabinin
artisini agiklayabilecek Artemia da sorumlu olabilecek besin faktorleri hakkindaki
bilgiler bir netlik kazanmamistir. Diger arastiricilar tarafindan yapilmis olan calismalar
sonucunda elde edilen bilgilere gore, serbest aminoasitlerin bu endokrin cevabi
tetikleyebilecegi dusintlmektedir. Daha dogrusu larvalarin canli yemlerinde bulunan
serbest aminoasitlerin, larval sindirim sistemi tam olarak fonksiyonel olmayan yada
gelismekte olan larvalarda sindirim islemlerini tamamlamak icin larvada bulunan
endokrin faktorleri harekete gecirmis olabilecegi dustnilmektedir (KOVEN ve ark.,
2001). Bunlara ilaveten, bazi balik larvalarinda cozilebilir proteinlerin ,  serbest
aminoasitlere gore sindirim hormonlari Uzerinde daha iyi bir tetikleyici oldugu
bildirilirken (KOVEN ve ak., 2002), bazen ters bir durumunda gerceklesebilecegi
belirtilmistir (CAHU ve ZAMBONINO INFANTE, 1995 a,b).

“Farkli Aminoasitlerle Zenginlestirilmis Artemia naupli’leri ile beslenen Cipura
baligi (Sparus auratus, Linneaus 1758)'in Sindirim hormonlari ve Enzimlerindeki
Degismler” ismli ve doktora tezi olarak planlanan bu calismada, larvaarin
beslenmesinde esansiyel olarak bilinen serbest aminoasitlerin sindirim hormonlari ve

enzimleri Uzerine olan etkileri arastirilmistir.



2.ONCEKI CALISMALAR

Bu bolimde daha cok cipura baliginin sistematigi,biyolojisi, beslenme
Ozellikleri ve larvalarin besin  igeriklerinin yani sira konuyla ilgili oldugunu

distindiigimuiz calismalar 6zetlenmistir.

2.1.CipuraBaliginin (Sparus aurata L .1758) Sistematigi
Cipura baliginin sistematikteki yeri Cizelge 2.1’ de verilmistir.

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

Filum Chordata

Alt Filum Vertebrata

Sinif Osteichtyes

Takim Perciformes

Alt Takim Percoidei

Familya Sparidae

Cins Sparus

Tar Sparus auratal..1758

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

Dunyada yogun olarak Uretimi yapilmakta olan cipura (Sparus aurata L. 1758)
baliklari genellikle kumlu ya da ¢amurlu biotoplarla nehir agizlarinda ve laginlerde
yogun olarak bulunmaktadirlar. Genellikle iklimsel agidan tropikal, subtropikal ve
iliman bolgeleri tercih eden cipura baligina Moritanya dan Ingiltere' ye kadar olan tim
Atlantik kiyilariyla birlikte, Ulkemizde daha ¢ok Akdeniz ve Ege denizinde
rastlanmaktadir. Karnivor olarak bedenen bu baliklarin boylari genellikle 70 cm'ye
agirliklari ise 4-8 kg'a kadar ulasabilir. Bedenme 6zellikleri bakimindan dogadaki
baliklarin mide muhteviyati Gzerine yapilan ¢alismalardan elde edilen bilgilere goére, bu
tirin daha oOnce bdlirtildigi gibi karnivor oldugu ve o6zellikle Crustacea ve
Molluscd larla beslendigi net bir sekilde ortaya konmustur. Cipura baliklari sicaklik ve
tuzlulukta meydana gelen degisimlere karsi tolerans gosterebilmektedir. Su sicakliginin



6-32 °C ve deniz tuzlulugunun ise %0 0,5-40 oldugu sularda bu ttr yasayabilmektedir.
Bu baiklarin istedigi optimum pH araligi ise 6,5-9 olarak bildirilmistir. Cipura
baiklarinin en iyi gelismi icin sicaklik degeri de 22-25°C olup, Ulkemizde Ureme
donemi Ekim-Ocak aylaridir (ALPAZ, 1996: TUCKER, 2000).

Cipura baliklari, protondrik hermofrodit Greme 6zelligi gostermektedirler.Y ani
bu baliklar, yasamlarinin ilk donemlerinde erkek, daha sonra ise disilik 6zelligi
gostermeye baslarlar FISHER ve ark., 1987: DEMIRSOY, 1997: TUCKER, 2000).
Cinsiyet donusimleri Uzerine yapilan calismalarin sonuclari, ortam sartlarina bagli
olmak sarti ile 17-18.aylarda basamakla birlikte, 2 yasindaki cipura baliklarinin
% 80'ninin dis 6zellikte oldugunu gostermektedir FISHER ve ark., 1987). Cipura
baliklarinin Ureme déneminde degisik ortam sartlarina bagli olarak 2,5-3 kg bir anac
baliktan 110-115 g yumurta ainabilmektedir (ALPAZ, 1996: TUCKER, 2000). Pelgjik,
kiresel ve yari seffaf olarak tanimlanan cipura yumurtalarinin 1 g’inda yaklasik olarak
1200-1300 adet yumurta bulunabilir (ALPAZ,1996; TUCKER, 2000). Bu baliklar
Ulkenizde Ekim-Ocak aylarinda su sicakliginin 14-19 °C oldugu bolgelerde 5-25 m
derinlikteki bolgelere yumurtalarini birakmaktadirlar. Cipura baliklarinda ovaryumun
12-13°C’ nin dtindaki su sicakliklarinda gelismedigi belirtiimistir(BARNABE, 1983).

2.3.Cipura Anaclari ve Yumurta Alimi

Cipura anaclarinda yumurtlama idemi bir defada gerceklesmemektedir.
Kontrollii sartlarinda bu isem 10-15 gunlik donemlerde tamamlanabilecegi gibi,
dogada yaklasik olarak birkac ay sirebilmektedir. Cesitli avcilik yontemleri (Zoka,
capari, fanyali ag vb.) ile avlanan anag baliklar isletmelere alinmadan 6nce dezenfekte
edilirler. Dezenfekte edilen anaglar, anag tanklarina yerlestirilip, yumurta alimi icin
ortam sartlarina adaptasyon isemi gerceklestirilir (ALPAZ, 1996). Adaptasyon islemi
tamamlanan baliklar 2 disiye 1 erkek yada 1disi 1 erkek oraninda n’e 1,5-5 kg olacak
sekilde yumurta alim orcesi stoklanirlar PILLAY, 1995: ALPAZ, 1996: TUCKER,
2000). Dollenmis yumurtalarin toplanmasi icin tank suyu cikisina rektparatérier yada
tank icine konan kollektorlerden vyaralanilabilir (PILLAY, 1995. ALPAZ,
1996: TUCKER, 2000).



Cipuralardan 3 farkli yumurta alim yontemi mevcuttu.Bunlar;

1. Fotoperiyot uygulamasi

2. Hormon enjeksiyonu

3. Normal yolla

Cipura larvalarindan elde edilen yumurtalar tek yag damlacigi icermektedir.
Ozgul agirliklari deniz suyundan kiigilk oldugu icin su yiizeyinin hemen altinda yer
alirlar. Yumurta caplari bolgelere gore degismekle birlikte, genelde 0,9-1 mm arasinda
degism gostermektedir. Ayrica koryon seffaf ve ince olup mikrofil yaklasik olarak 14u
capindadir (MUHTAROGLU, 1988:TUCKER, 2000).

Yumurta kalitesini etkileyen en onemli faktorlerin basinda ana¢ besleme
gelmektedir. Bu yuzden kiltUr sartlarinda kaliteli ve yogun yetistiricilik ic¢in ¢ipuranin
besin gereksinimlerinin ¢ok iyi bilinmes gerekmektedir. Cipura anaglarinda esansiyel
yag asitleri konusunda yapilan calismalara gore, anaclarin beslenmeye baslamasindan
itibaren yaklask 3 hafta sonra etkilerinin yumurtalarda gozlendigi  belirtilmistir
(FERNANDEZ ve ark., 1995). Cipura baliklarinda yine ana¢ beslemede esansiyel yag
agtleri Gzerine yapilan calismalarda eksik yag asitleri ile yapilan ana¢ beslemesinden
elde edilen yumurtalarin yag damlaciklarinda kuculmeler oldugu gozlenmistir
(SERRANO ve ark., 1989). Cipuralarin erkek anaclarinda da sperm icindeki EPA
dagilimi besleme esnasinda kullanilan yemlerin igerigindeki yag asitlerine gore
degismektedir. Bu durumun déllenme oranini arttirici ya da azaltici yonde etkili oldugu
bildirilmektedir WATANABE ve ark., 1984).

24.Cipura Yetistiriciliginde (Sparus aurata L .1758) Kultlr Sartlari

Cipura larvaarin larval donemleri tzerine yapilan calismalar, ilk donemlerinde
en iyi yasama oraninin 16-22°C oldugunu ortaya koymustur. Ozellikle, pek cok
arastirici tarafindan da kabul edildigi gibi, prelarval donemde optimal gelisimin
gozlendigi sicaklik 16°C’dir (POLO ve ark.,1990: SUZER, 1998). Pre ve postlarval
asamada %0 15-38'lik tuzluluk oraninin yasama oranini arttirdigi bildirilmektedir.
Cipura larvaarinda 100-150 |Ux arasinda ve 24 saat aydinlatma optimum gelisim icin

Onemlidir. O, degeri larva besleme doéneminde 5Smg/I’ nin altina disurulmemelidir.



25.Cipura Yetistiriciliginde (Sparus aurata L .1758) Larval Donem

Cipura larvalarinda en kritik donem yumurtadan ciktiktan sonra baslamaktadir.
Cipura larvaari yumurtadan ciktiginda yaklasik darak 2,6-3,0 mm boyda olup, besin
keses ihtiva ederler. Besin kesesinin tuketildigi ve disaridan yem aliminin basladigi
zamana kadar gecen donem prelasva < donem  olarak  bilinmektedir
(MUHTAROGLU,1988: ALPAZ, 1996). Bu donemde rezervieri en iyi sekilde
kullanilmasi larval yasamayi etkileyen en 6nemli faktorlerden biridir. Bu rezervierin en
iyi sekilde kullanimi Uzerine yapilan bir ¢alismada prelarval asamada ortamin karanlik
ve su sicakliginin 16°C olmas gerektigi belirtilmistir. Bu sartlarda keseyi tiketen
larvalarin, aydinlik ortamlarda ve 16°C’ den yuksek sicakliklarda tiketenlere gore besin
keses rezervlerini daha iyi kullandigi ve bir sonraki asamadaki direncinin daha yuksek
olacagi bildirilmistir. Yani, boydaki artisile vitellUslin tiketilmesi yakindan iliskili olup
bilhassa sicakliga bagli olarak degismektedir (MUHTAROGLU, 1988: ALPAZ, 1996:
SUZER, 1998).

Prelarvalarda 4.giin gozler pigmentlenip agiz acildigi zaman disardan yem alimi
baslar ve postlarval donem baslamis olur. Agiz acildiginda vitellls kesesinin biyudk bir
kismi tUketilmis durumdadir. Postlarval asama ise, besin kesesinin g¢ekilmes ve
disaridan beslenmeyle birlikte baslar ve yaklasik olarak 4. gine kadar devam eder
(PILLAY, 1995: TUCKER, 2000). Postlarval asamanin baslangicinda bas ve vicut
yaklasik ayni yukseklikte olup, genelde toplam boyun 1/3' U kadardir. Postlarval asama
genelde 28-30 mm'de son bulur. Bu safha icinde larvada sindirim sistemi hava kesesi
olusumu baslamakta ve devam etmektedir (MUHTAROGLU,1988: ALPAZ, 1996).

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

Deniz baliklarinda sindirim sisteminin gelissmi Uzerine yapilan calismalar balik
larvaarinin kiglk boylarda olmasinin yarattigi zorluklara ragmen son zamanlarda hizli
ve yogun bir sekilde devam etmektedir. Ozellikle yesil su teknigine ilaveten
yetistiricilikte kullanilan diger tekniklerde de ortamda canli yemlerin bulunmasinin
sonuclari dnemli sekilde ekiledigi bildirilmistir (KOLKOV SKI ve ark. 1997a,b). TUm
deniz baliklarinda larvalar erginlerine gore daha distk sindirim fonksiyonuna, daha
disik enzim Uretimine ve daha basit bir yapiya sahiptirler(DE SILVA, 1998:
NAVARRO, 1998).



Embriyonal gelismde muskular segmantasyon ile 0n, orta ve son bagirsak
meydana gelir. Cipura larvalarinda sindirim sisteminin olusumu agzin acilmas ve
disaridan beslenmenin baslamasiyla birlikte hizli bir sekilde gelismeye baslar. Daha
Oonce belirtildigi gibi embriyonal donemdeki gelisme ortam sartlarindan 0Ozellikle
sicaklik ve isik gibi faktorlere baglidir. Agzin acilmas ve ilk bedemenin basamas ile
gelism biytk dlclde verilen yemlere ve bunlarin larvanin gereksinimlerini  hangi
Olcide karsilayip karsilamamasina baglidir. Cipura larvalarinda sindirim sisteminin
gelisimini postlarval asamada 3 kisimda incelemek uygun olacaktir.

Bunlardan birincis ilk 4-10. guni kapsamaktadir. Bu donemde farklilasma
baslamis olup, ayni zamanda agiz agilmis, farinks ve 6zefagus'un epitel olusumu
baslamistir. Bu asamada prelarva bir taraftan besin kesesini sindirmeye devam ederken,
diger taraftan ortamdan sindirebilecegi besinleri almaya calisir. Pankreas dis salgi
salgilamaya badar ve karaciger de rezervler olusur (DE SILVA, 1998). Ancak sindirim
fonksyonu haa tam olarak rayina oturmamistir. Yani sekonder sagilar hentz
olusmamistir (MUHTAROGLU, 1988:DE SILVA, 1998). Karaciger ve pankreas
yumurtadan cikis aninda olusmustur ve besin kesesinin absorbsiyonundan sonra
fonksiyonel hale gelir. Tat alma hicreleri ¢ok sayida olup, larva buyudikce
fonksiyonellesmektedir (NAVARRO, 1998). Bu asamada canli yemler 6n ve orta
bagirsaktan hizla gecerler ve orta bagirsagin son kisminda ya da son bagirsakta
sindirilene kadar kalirlar. Kas tabakalari tam olarak fonksiyonel olmadigi i¢in sindirim
kanalinda bulunan glli hicreler gidalarin tasinmasinda etkin bir rol oynarlar (DE
SILVA,1998). Ilk donemlere sindirim kanali tam olarak fonksiyonel olmadigi icin
bagirsak boyunca gidanin gecis hizi larvalarda erginlere oranla daha hizlidir. Fakat
absorbsiyon verimi oldukga dustiktur (NAVARRO, 1998).

Ikinci safhaise larvaarin 10-30 gunlik oldugu dénemdir. Besin kesesi tamamen
kaybolmus, larva icin 6énemli olan hava keses sisirilmistir. Larvanin safra keses ve
pankreasi tam olarak fonksiyonel olmamakla birlikte, epitel mide hlcreleri gastrit
salgilamaya baslamistir. Ince ve kalin bagirsagin arasinda kapakcik belirmeye
basamistir. Bagirsak mukositleri bu safhanin basinda goérulebilse de bagirsak silleri
ancak bu safhanin sonunda bicimlenir (DE SILVA, 1998). Ayrica bu safhada mide ve
ince bagirsak arasinda bir kapakcik olusur. Bagirsak ylzeyinde mukoza belirir ve ceper

kivrilmaya badar. Larvanin sindirim enzimleri birinci safhaya gére iyidir fakat tam
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olarak fonksiyonel degildir. Larval bedeme ve zamana bagli olarak sindirim enzim
aktivitesinde artis gorilmektedir (MUHTAROGLU,1988: DE SILVA, 1998).

Uclincii safha, yani 30.giinden sonra itibaren larvalar eksiksiz yapilarina ulasir.
Ince bagirsak ve mide arasinda pilorik kapakcik tam olarak sekillenmistir. Mide aktif
olarak faaliyete gegcmis olup, sindirim ergin bireylerdekine benzer sekilde yapilanmaya
baslamistir (MUHTAROGLU,1988: DE SILVA, 1998).

2.7.Cipura Larvalarinda (Sparus aurata L .1758) Beslenme

Agzin acilmas ile prelarval donemden postlarval doneme giren cipura
larvalarinin 4. ile 12-15.gunler arasinda 1. besleme periyodu baslar. Prelarvalar bu
déneme girdikleri zaman tam olarak besin rezervlerini tiketmis degillerdir. Bir taraftan
kalan besin rezervlerini tiketirlerken diger taraftan ortamda bulunan canli yemlerden
amaya calismaktadirlar. Prelarvalarin agiz acikligi yaklask 100u civarindadir. Bu
nedenle bu donemde besin olarak verilecek yemlerin boyutunun 60-100p civarindaki
S-tipi rotiferler olmasi gerekmektedir (ALPAZ, 1996: TUCKER, 2000). Bu donemlerde
larva Uretim tanklarina alg verilmes bedeme agisindan 6nemlidir. Deniz baliklari
Uretiminde alglerin ortama verilmesinde iki 6nemli avantaj vardir. Bunlardan birincis,
ortamin pH-O, dengesini saglamak, ikincisi ise yem olarak verilen rotiferlerin uzun sire
kaldiklari larva tankinda besin kompozisyonlarinda meydana gelen azalmayi minimize
etmektir (ALPAZ, 1996: TUCKER, 2000). Bu donemde verilen Stipi rotiferlerin cok
zayif hareket etme yeteneginde olmasi, hem larvalari cezp etmekte hem de larvaar
tarafindan kolayca yakalanmasina frsat vermektedir KOLKOV SKI ve ark., 1997a).
Nitekim, larvalarin bu donemdeki avcilik yetenekleri cok gelismemistir. Larvalara
verilen rotifer boyutu larval dénemin sonuna dogru 300’ a kadar baydttltr (PILLAY,
1995: ALPAZ, 1996). Larvalar 15. gunden itibaren asama asama Artemia naupli’ye
aistirilir. Tanklara verilen rotifer sayis azatilarak, Artemia naupli sayis arttirilarak
gecis kademeli olarak saglanir. 30.gline kadar Artemia naupli ile besemes yapilan
larvalara, 30-40.glnler arasinda Artemia metanaupli verilmektedir (ALPAZ, 1996:
TUCKER, 2000).
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2.8.Larvalarin Besenmesinde Protein ve Esansiyel Aminoasitlerin Onemi

Embriyo donemi boyunca ve prelarval donemde besinler besin kesesinden
saglanmaktadir. Besin kompozisyonlari turler arasinda kalitatif ve kantitatif acidan
onemli farkliliklar g0Ostermektedir. Embriyolojik ve larval donemde proteinlerin
kullanimi oldukca 6nemli olup, karbonhidratlar, serbest aminoasitler ve yag asitleri
enerji metabolizmasinin en 6nemli elemanlaridir (NAVARRO, 1998). Deniz baliklari
yumurtalarin - biyokimyasal kompozisyonlari incelendiginde, ©nemli miktarlarda
aminoasit igerigine sahip olduklari gorilmektedir.Yeni alinmis pelgjik Ozellige sahip
yumurtalarin total aminoasit iceriklerinin %20-40'i arasinda serbest aminoasitlere sahip
olduklari bildirilmistir(RONNESTAD ve FYNN, 1993: FINN, 1994: THORSEN, 1995:
RONNESTAD ve ark., 1996). RONNESTAD ve ark.(1999), HCI ve pepsin salgisinin
yoklugunda ainan proteinlerin denature edilemedigini bildirmislerdir. Bu nedenle
serbest aminoasitlerin, proteinlerden daha kolay absorbe edildigini bildirmislerdir. Son
zamanlarda calismalar, larvalarin serbest aminoasit gereksinimleri tzerine yogunlasmis
ve serbest aminoasitlerin larvalarin erken safhalarinda gok 6nemli enerji fonksiyonlarina
sahip oldugu bildirilmistir (MORRIS, 1997: NAVARRO, 1998).

Larvalarin aminoasit gereksinimleri Uzerine yapilan calismalar, larvalarin 20
adet esansiyel nitelikteki aminoasitlerden en az 10 tanesine mutlak ihtiyaci oldugunu
gostermistir. Bunlar; arginin, histidin, isolésin, 16sin, lisin, metiyonin, fenilalanin,
treonin, triptofan ve vain'dir (DE SILVA, 1998). Serbest aminoasitlerin cipura
larvalarinin beslenmesinde proteinlerin pargalanmasinda onemli bir gérevinin ddugu
belirlenmistir (KOLKQOV SKI, 1999).

2.9.Cipura Larvalarinin Besenmesinde Mikrodiyet Yem Kullanimi

Son vyillarda, canli yem Uretiminin pahali olusu nedeni ile canli yemi ikame
edebilecek yem formilasyonlari Uzerine calismalar yogun bir sekilde devam etmektedir
(TANDLER ve KOLKOVSKI, 1992: KOVEN ve ark., 1993: YUFERA ve ark.,
1995,1996,1999). Bununla birlikte, karma yemler (larval dénemin ilk asamalarinda
kullanilan mikro diyetler) larvanin tim ihtiyaclarini karsilamamaktadir. Bu tir yemlerin
ilk yemlemede kullanimi genellikle cipura gibi kigUk larvaarin yasama oranina etki
etmekte ve biylimeyle birlikte gelismede birtakim bozukluklarin ortaya cikmasina
neden olmaktadir.
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Deniz baliklari larvalarinin formule yemlerle besdenmes ile ilgili problemler
kisaca asagidaki gibidir.

1-Larvalarin fonksiyonel duyu organlarinin tam olarak gelismemis olmas
(ALTAN, 1998). Bilindigi Uzere larvalar gelismlerine bagli olarak yemleri dnce optik
reseptorlerle(gozler), daha sonra kemoreseptorleri (tat duyusu) ve son olarak da
mekanoreseptorleri (yanal cizgi-linea lateralis) ile algilamaktadirlar. Canli yemler
karma yemlere oranla daha iyi bir gortnebilirlik saglamaari nedeni ile larvalarin
dikkatini cekmektedir.

2-Formile yemlerin sudaki besinsel degeri ve tiketilebilme cazibes olarak
kicuk partikiller halinde hazirlanmasi ve verilmesinde zorluklarla karsilasilmaktadir.

3-Partikillerin iceriginde larvalarin az gelismis sindirim sistemlerinin gz
Onunde bulundurulmasi ve partikillere sindirim enzimi ilave edilmesidir.

4-Canli yemlerin mikro diyetlere gore en 6nemli avantgji larva yetistiricilik
ortaminda hareketli ve homojen yapida dagilim gosterebilmesidir.

Larval yetistiricilikte karma yeme bir an dnce gegme konusundaki bu israrci
davranisin temelinde, kullanilan canli yem kaynaklarinin tretiminde ortaya cikan cesitli
sorunlar yatmaktadir. Ornegin; cogu deniz baliginin ilk besini olan Brachionus plicatilis
ve bunlarin bedenmesinde kullanilan fitoplanktonlarin dretimi esnasinda optimum
cevresel faktorlerin saglanamamasi ve bununla birlikte bu tir Gretimin maliyetinin ¢ok
yUksek olmasi gibi sorunlar gézlenmektedir. Yine deniz baliklari tretimi icin 6nemli bir
zooplankton olan Artemia sp. icinde dretim aanlarindaki dogal populasyonlarin
azamas ve buna bagli olarak fiyatlarinda gozlenen asiri yikselmemeler bu gecisin
akuakulturin devamliligi agisindan 6nemini gostermektedir.

Yukarida bahsedilen verilerden hareketle, canli yem Uretiminde basta ekonomik
zorluklar olmak Uzere bircok olumsuz faktér bulunmakla birlikte bu durum larva
yetigtiriciligi yapan isletmeleri ve yem sektorini canli yemi ikame edebilecek bir karma

yem arayis icine sokmustur.
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2.10.Enzim Calismalari

KOLKOVSKI ve ak. (1993d), cipura larvalarinin gelismesine mikro diyet
yemlere ilave edilmis sindirim enziminin etkisini arastirmislardir. Bunun icin 20-32
gunluk cipura larvalarini, farkli konsantrasyonlarda ticari pankreatin enzimi iceren
(% 0, %0,05, %0,1 g/100 g kuru yem) *C atomuyla etiketlenmis mikro diyet yemlerle
bedemiderdir. Mikro diyet yemin tuketim ve asimilasyon degerlerini Olctukleri bu
calismada, mikro diyet yemlere ilave edilen sindirim enzimlerinin, yemin larvalar
tarafindan asimilasyonunu % 30 oraninda arttirdigini tespit etmislerdir. Buna ilaveten
mikro diyet yemlere ilave edilen enzim miktarlarinin (% 0,1 ve % 0,05) larvalarin
gelismesinde fark yaratmadigi gbzlemlenmistir (p<0,05).

PERSON LE RUYET (1989), balik larvaarinin enzim aktiviteleri Uzerine
yaptigi calismada, karaciger ve pankreasin yumurta aciliminda olusmus oldugunu,
nisasta ve protein sindirimi icin gereken enzimlerden tripsin, amilaz, kimotripsin ve
amino peptidaz N’ in ilk beslemeye gecildigi donemde mevcut oldugunu bildirmislerdir.
Buna karsilik lipaz ve pepsin aktivitesinin ok geg tespit edildigini gozlemlemiderdir.
Aradtiricilar, canli yemlerin hire dis enzimlerinin, larva sindiriminin bu kritik
déneminde oldukga 6nemli bir rol Ustlendigini belirtmislerdir.

CAHU ve ZAMBONINO INFANTE (1997), levrek larvaari Uzerinde yaptiklari
calismada 15. ve 25. glinden 40. gune kadar olan donemde mikro diyetleri kullanmislar
ve larvaarin pankreatik bolim ve bagirsagin iki hicresel bdlgesindeki sindirim
kapasitelerini incelemidlerdir. Buna gore tripsin aktivites: kontrol grubunda canli yem
grubuna gére ayni olmakla birlikte bazi gruplarda daha yiksek bulunmustur. Pankreatik
salgilarin  karma yem grubunda dusik oldugu, ancak I6sin-alanin peptidaz
enzimlerindeki belirgin dusis ile alkalin fosfataz ve |6sin aminopeptidaz enzimlerindeki
artisarin canli yem grubu ile ayni oldugu bildirilmistir. Calisma sonucunda karma
yemle bedenen larvalardaki gelismenin pankreatik enzim sentezi eksikliginden
olmadigi, zayif gelismenin geleneksel karma yemlerin larval sindirim 6zelliklerini
karsilamakta yetersiz kaldigindan kaynaklandigini bildirmistir.

CAHU ve ZAMBONINO INFANTE (1994), levrek (Dicentrarchus labrax)
larvalari Uzerinde yaptiklari bir calismada, yumurta acilimindan sonraki 10,15,20 ve 25.
gunlerden sonra mikro partikil yemler kullanarak, larvalari karma yemle beslemeye

gecmisler ve bu esnada larvalarin enzim aktivitelerini tespit etmislerdir. Bu ¢alisma
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sonucunda karma yemle bedenen tim gruplarda pankreatik kisimdaki amilaz
aktivitesinin ¢ok hizli bir sekilde arttigini, bunun da baliklarin yetersiz beslenmesinden
kaynaklanabilecegini belirtmidlerdir. Karma yemle beslenen gruplarda kontrol grubu
olarak kullanilan Artemia grubundan diisik bir gelisme gozlemidlerdir.

ZAMBONINO INFANTE ve CAHU (1994a), levrek (Dicentrarchus labrax)
larvalarini 25. glinden itibaren aminoasit karismi ve protein ile zenginlestirilmis karma
yeme adapte etmeye calismidardir. Karma yem grubundaki gelisme kontrol grubu
olarak bilinen canli yem grubundaki gelismeden oldukga diisik bulunmustur. Tripsin
aktivitesinin yeme aminoasit karisimi eklenmesi ile arttigi, 24. ginde larvada tespit
edilen pepsin enziminin karma yemle bedenen grupta, kontrol grubundan belirgin
sekilde yiksek oldugu tespit edilmistir. Calisma sonucunda pepsinin levrek larvalarinin
sindirim islemlerinde 6nemli bir etken olmadigi sonucuna varilmistir.

PEREZ ve ark. (1996), levrek (Dicentrarchus labrax) larvalarini 15-35. gunler
arasinda farkli protein ve karbonhidrat icerikli yemlerle bedeyerek, yasama, gelisme
oranlari ile birlikte amilaz ve tripsin enzim aktivitelerini tespit etmislerdir. En iyi
gelisme ve yasama orani %50 protein, %17 karbonhidrat iceren yemle beslenen grupta
oldugunu bildirmislerdir. Amilaz aktivitesinin 18. giinden sonra yemlerin karbonhidrat
iceriginin artisina paralel olarak arttigi, 35.glinde ise yemlerin protein igerigindeki artisa
paralel olarak tripsin aktivitesinin de arttigini bildirmislerdir. Calisma sonucunda amilaz
aktivitesinin larval dénemde yeterli oldugunu, enzim aktivitesinin de yasa bagli olarak
degistigi arastiricilar tarafindan bildirilmistir.

ALARCON ve ark. (1999), in vitro andlizler kullanarak mikro kapsillerin
icerigindeki protein kaynaklarinin cipura larvalarinda proteaz enzim aktivitesi Uzerine
etkilerini calismidlardir. 8 gunltk cipura larvalarinda protein kaynagi olarak albumin
kullanilmasinin %60 gibi 6nemli bir oranda proteaz aktivitesini dustrdigunt, kazein ve
kalamar unu gibi protein kaynaklarinin kullaniminin ise proteaz aktivitesinin
degismesine neden olmadigini bildirmislerdir. Bu calismanin sonucunda, larval balik
beslemesinde kullanilacak mikro kapsiillerin yapiminda hammadde olarak kalamar
ununun eniyi aday oldugunu belirtmislerdir.

CAHU ve ark. (1999), levrek (Dicentrarchus labrax) larvaarinin 10.ginden
41.g0ne kadar farkli oranlarda balik hidrolisati iceren karma yemlerle besenmesini

calismidardir. En iyi gelisme orani balik unu iceren yem ile balik ununun yerine %25
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oraninda balik hidrolisati iceren yemden ainmis olup, bu gruplarda 41.giinde diger
gruplardan ¢ok daha fazla bir tripsin salgisina rastlanmistir. Calisma sonunda, orta
seviyedeki  balik protein  hidrolisatlarinin - kullaniminin,  baliklarin ~ sindirim
fonksiyonlarinin ergin hale gelmesinde kolaylastirici bir faktor oldugunu bildirmislerdir.

YUFERA ve ark. (2000), calismalarinda cipura (Sparus aurata) larvalarinin ilk
beslenmesinde protein duvarli farkli tipteki mikro kapsilleri kullanmislardir. Kullanilan
yemlerin hicbiri kontrol grubu olan canli yemlerden saglanan gelisme ve yasama oranini
vermezken, sindirim sisteminde yemlerin kolayca parcalanabildigi, bazi dememe
gruplarinda histolojik incelemeler sonucunda bagirsak epitelyum yapisinin ¢ok iyi
durumda oldugunu tespit etmislerdir. Calisma sonucunda 4.glinde proteaz aktivitesinin
basladigi, larvanin yasina bagli olarak bu proteaz, amilaz ve akalin fosfataz
aktivitelerinin gelistigini, fakat ilk bir ay proteaz enzim cesitliliginin artmadigini
bildirmiderdir. Ayrica; mikro diyetlerin gelisminde dikkat edilmesi gereken en 6nemli
konulardan birinin yem hammaddesinin secimi oldugunu belirtmislerdir.

CAHU ve ark. (1998), levrek (Dicentrarchus labrax) larvalarinin Uretimi
asamasinda tanklarda mikroalg bulunup bulunmamasinin sindirim enzimleri ve yasama
oranlari Uzerine etkisini belirlemek Gzere yaptiklari calismada, larvalari 520.gunlerde
algli ve agsiz ortamda canli yem ile besemiderdir. 20.giinden sonra her besleme
grubunu canli yem ve karma yem olmak Uzere iki alt gruba bolip, 32.gune kadar
besemiderdir. Deneme sonunda, mikroalg ilaveli canli yem ve mikro diyet ile beslenen
gruplarda, mikroalg ilavesi olmayan canli yem ve mikro diyet ile beslenen gruplara gére
daha iyi bir yasama orani elde etmislerdir. Bu calismada, degerlendirmeye ainan 3
pankreatik enzimin spesifik aktivitelerinin larvanin yas ile iliskili oldugu, tanklara
mikroalg ilave edilip edilmemesinin ¢ok biyuk bir degiskenlik gostermedigi
bildirilmistir. Bu enzimlerden, amilaz ve kimotripsin disinda, sadece tripsin
aktivitesinde, 8-16. gunler arasinda alg ilaveli ortamda gelisen larvalarda bir artis
gbzlemlenmistir. Pankreatik enzimlerin tersine, akaline fosfataz, 16sin-alanin peptidaz
ve aminopeptidaz N gibi enzimlerin spesifik aktiviteleri larvanin yasindan ziyade,
ortamda mikroalg bulunup bulunmamasiyla iliskili oldugu bulunmustur. 26.glinde,
mikroalgli ortamda bulunan larvalarda akain fosfataz ve maltaz aktivitelerinde,
mikroalgsiz ortamda bulunanlara gére 6énemli bir artis oldugu tespit edilmistir(p<0,05).

Calisma, adglerin, sindirim enzimlerinin Uretiminde tetikleyici rol Ustlendiklerini ortaya
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koymustur. Deniz baliklari larvalarinda ssimdiye kadar yapilan calismalarda Uretim
tanklarina mikroalg ilavesinin tripsin aktivitesinde bir artisa neden oldugu
gosterilmemistir LE VAY ve ark.,1993). Bu calismada gozlenen mikroalg ilavesinin
tripsin’in spesifik aktivitesi tUzerine olumlu etkisi, CCK(kolesistokinin) gibi sindirim
hormonlari tarafindan, pankreatik hormonal tetikleme ile karistirilmamalidir. Gercekte
boyle bir etki, pankreatik enzimlerin birgogunun tetiklenmesiyle sonuglanir
(SHEELE,1993). ZAMBONINO ve CAHU (19944) tarafindan yapilan bir calismada,
tripsin’in spesifik aktivitesindeki bir hareket, karma yemlere serbest aminoasitlerin bir
karismi ilave edildigi zaman rapor edilmistir. Daha acik bir ifade ile serbest
aminoasitler tarafindan tripsin’in aktivasyonu memelilerde ortaya konmustur.
(GRENDEL ve ROTHMAN 1981). Algler serbest aminoasitlerin biydk bir kismini
bunyelerinde bulundurduklari i¢in, salinan aminoasitler larvalardaki tripsin’in
stimulasyonundan sorumlu tutulabilecegi belirtilmistir (ADMIRAL ve ark, 1986).

PATHAK ve ark.(1982), alkaline fosfataz ve aminopeptidaz N gibi membranik
enzimlerin besinsel durumun gostergesi oldugunu bildirmislerdir. Alkaline fosfataz
enzim aktivitesinin disik oldugu durumlarda, larvalarin besinsel olarak yetersiz
yemlerle beslenmis olabilecegi gorisini ileri sirmislerdir.

CAHU ve ZAMBONINO INFANTE (@994), yaptiklari bir calismada, levrek
larvalarini cikistan sonra farkli zamanlarda (10,15,20 ve 25. gunler de) mikro partikdil
yemlerle bedemenin larvanin gelismi ve sindirim enzimleri Uzerine etkilerini
incelemislerdir. Calismanin sonunda, mikro partikil yeme erken gecisin dustk bir larval
gelismeye neden oldugu ve 20.ginden once mikro partikil yeme gecisin larvanin
gelisimini  erteleyecegi bildirmidlerdir. Ayrica calismada, pankreatik enzimlerden
amilazin spesifik aktivitesinde gegis donemlerinde artis oldugunu, bunun ise yemlerdeki
%12'lik nisasta iceriginden kaynaklandigini belirtmidlerdir. Alkaline fosfataz
aktivitesindeki mikro partikil yemlerle beslenen gruplarda gozlenen disukllgu besin
yetersizligine baglamidardir.

TSENG ve ark. (1982), tripsin’in spesifik aktivitesinin, genellikle yemin protein
icerigi ve aminoasit profili tarafindan etkilendigini bildirmislerdir.

CAHU ve ZAMBONINO INFANTE (1995a), levrek larvalarinin sindirim
enzimleri Uzerine farkli molekiler forma sahip nitrojen kaynaklarinin etkilerini

arastirmislardir. Bu calismada, farkli nitrojen kaynaklarindan bazal diyete sadece
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%10'luk bir ilavenin etkisini incelemiderdir. Levrek larvaarinin beslenmesinde
kullanilan bu mikro diyetlerde balik unu, aminoasit karisimi ve kazein hidrolisati gibi
nitrojen kaynaklarini kullanmislardir. Kontrol grubunun canli yem olarak kullanildigi
bu calismada larvaar 25.ginde mikro diyet yemle beslenmeye baslamistir. Mikro
partikille bedenen larvaar arasinda gelisme agisindan bir farklilik gozlenmezken,
yasama orani kazein hidrolisati grubunda digerlerine gore nemli diizeyde daha yuksek
bulunmustur. Buna karsilik bu mikro diyetin pankreatik salgilar Uzerinde olumsuz bir
etki yaptigi gozlenmistir. Sitozolik bir peptidaz olan l6sin-alanin peptidaz aktivites
mikro partikil yemle bedenen gruplarda yiksek seviyelerde kalmistir. Buna karsilik
canli yem grubunda gelisim donemlerine gore membranik enzim aktivitesinde bir artis
gozlenmistir. Daha 6nceki calismalarda belirtildigi gibi bu calismada da aminoasit
karismi iceren mikro diyetler tripsin’in spesifik aktivitesini arttirmislardir. Bu
tetiklemeye karsilik mikro diyetle beslenen gruplar arasinda en disiik yasama orani
aminoasit karisimina sahip yemlerden elde edilmistir. Sonu¢ olarak, klasik mikro
diyetlerle beslemenin larvalarin sindirim Ozelliklerinin korunmasina ve buna bagli
olarak enterosist farklilasmasini engelledigi sonucuna varilmistir. Buna karsilik
hidrolize protein iceren bir karma yemin bu gecikmeyi az da olsa erteleyebilecegi
bildirilmistir. Calismada, protein hidrolisatlarinin larval gereksinimi karsilamada serbest
aminoasitlere oranla daha Ustin oldugunu ortaya koymustur. Bu calismada ayrica,
lap/lewrala peptidaz oraninin sindirim sisteminin olgunlasip olgunlasmadiginin iyi bir
gosterges oldugunu bildirilmistir.

CAHU ve ZAMBONINO INFANTE (1995b), tarafindan yapilan bir calismada,
levrek larvaarinin - Uretimi  esnasinda farkli protein  kaynaklarinin -~ sindirim
fonksiyonlarinin olgunlasmasi Uzerine etkilerini incelemiderdir. Bu calismada, farkli
protein kaynaklarina sahip mikro diyetlerle (%100 balik unu, %100 Kkasein
karisimi,%50 balik unu+%50 kasein karisimi ve kontrol olarak sadece canli yem) levrek
larvalarini beslemiderdir. Calisma sonunda amilaz’'in spesifik aktivitesinin yemlerden
bagimsiz olarak yas ile azaldigi bildirilmistir. Buna karsilik tripsin'in spesifik
aktivitesinde ise bir artis gozlemlenmistir. Kasein karismini iceren mikro diyet ile
besenen larvalarda amilaz ve tripsin aktivitesinde bir azalma oldugu belirtilmistir.

Calisma sonunda, mikro diyete gecis asamaarinda yem icersinde protein
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hidrolisatlari’nin  bulunmasinin  enzimsel aktivite Uzerine olumlu etki yaptigi
bildirilmistir.

GRENDELL ve ROTHMAN (1981), serbest aminoasitlerden bilhassa lisin’in,
tripsin salgisini tetikledigi bildirilmistir. Bu durum memelilerde rapor elildigi gibi,
nitrojenin  molekdler formunun, tripsin’in spesifik aktivites Uzerindeki etkisini
destekledigi gorusinu guclendirmektedir (VALETTE ve ark.,1992).

OWYANG'S (1994), tripsin ve amilaz gibi iki enzimi etkileyen kazein
karisiminin etkisinin bir hormonal mekanizmanin sonucu olabilecegi bildirmistir. Bu
arastirici ayni zamanda kazein hidrolisati’nin tripsin’in spesifik aktivitesini inhibe
ettigini belirtmistir.

WATANABE ve ark. (1983), akaine fosfataz aktivitesinin fosfolipitler ve
fosfoproteinler gibi fosforlu substratlar tarafindan etkilendigi bildirilmistir. Fosforun
Artemia da %1 ve balik ununda % 3,3 bulundugu belirtiimistir.

UEBERSCHAR ve ark. (1992), balik larvalarinda triptik enzim aktivitesinin,
sindirim kapasitesinin iyi bir indikatort oldugunu bildirmistir.

NOLTING ve ark. (1998), yaptiklari calismada, canli yemi ikame edebilecek
mikro partikil yemlerin potansiyellerini  degerlendirmislerdir. 27 gun siren bu
denemede, 15.gunden sonra canli yem (kontrol grup) ve test diyetleriyle (Nippai ML
feed) levrek larvalarini bedemiderdir. Calismada, her iki grupta da tripsin’in spesifik
aktivites belirlenmistir. Calisma sonunda canli yem grubunda mikro partikil test
diyetine gore daha yuiksek bir tripsin aktivitesinin bulundugu bildirilmistir (p<0,05).

RIBEIRO ve ark. (1999), pankreatik enzimlerin sentez islemlerinin gida alimiyla
tetiklenmedigini teyit etmistir. Aslinda pankreatik enzimlerin spesifik aktivites larvanin
gelism dénemi boyunca benzer bir model takip etmektedir. Larvalarin proteinigerigi ile
ilgili enzim aktivites olarak ifade edilen bu aktivite, levrek larvalarinda 20.ginde
arttigi, 25.glne kadar azaldigi ve sonucta post larval gelism esnasinda benzer seviyede
kaldigi bildirilmisti(ZAMBONINO ve CAHU,1994b). Bu model gen¢ larvaarin
sindirim kapasitesinin agirlikla gok yuksek bir iliskisi oldugunu, ayni zamanda sentez
isleminin yasla baglantili oldugunu ortaya koymustur. Amilaz, sindirim enzimlerinden
yada ilgili olanlarina iyi bir ornektir. Amilaz'in spesifik aktivites larvanin ilk
dénemlerinde cok ylksektir. Bu aktivite larvanin gelisim déneminde azalmaktadir.

Larvanin gelism donemi boyunca amilazda gbzlenen azalma karma yemin glusit
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konsantrasyonlarindan bagimsiz olarak gdzlenmektedir. Bu da larvanin gelism donemi
boyunca amilaz spesifik aktivitesinde gozlenen azamanin genetik olarak
programlandigini ortaya koymaktadir. Buna karsilik amilaz’in spesifik aktivitess yemde
bulunan glusit konsantrasyonuyla da ayarlanabilmektedir. Yapilan bir calismada, %25
glusit konsantrasyonu ile beslenen larvalardaki amilaz aktivitesindeki azalmanin, %5
glusit iceren yemle beslenenlere gore daha dusiik oldugu gosterilmistir (HENNING ve
ark 1994). Sonug olarak aragtiricilar, sindirim enzimlerinin gelisiminin 6ncelikle genetik
olarak programlandigini daha sonra diyet kompozisyonu ile modifiye edilebildigini
bildirmiderdir. Glusit konsantrasyonlari degistirilmis karma yemlerle beslenen levrek
larvalarinda, 18. ve 35.glnde yuksek miktarda amilaz aktivitesinin mimkin oldugu
gbzlenmistir. Bu gozlemler substratin konsantrasyonuna bagli olarak larvadaki enzim
aktivitesinin adaptasyonunu ortaya cikarmistir PEREZ ve ark.,1998). Buna karsilik
benzer sekilde farkli protein konsantrasyonlari(%30 ve %60/kuru yemde) ile beslenen
larvalardaki tripsin aktivitesinin 35.guinde arttirmanin mumkin olabilecegi fakat 18 ve
28 gunlik larvalarda bu artisin yemde kullanilan protein oranina gére degistirilemedigi
belirtilmistir. Bu durum amilaz spesifik aktivitesini kontrol eden mekanizmanin
larvanin erken donemlerinden beri etkin oldugunu gosterirken, tripsin’i kontrol eden
mekanizmanin daha sonraki asamalarda aktif oldugunu géstermistir.

GOVONI ve ark. (1986), balik larvalarinin sindirim kanalinin morfolojik
histolojik ve fizyolojik olarak ergin baliklarin sindirim kanalindan ¢ok daha az ayrintili
bir yapi gosterdigini, yumurta acilimindan sonra, sindirim kanalinin histolojik olarak
farklilasmamis, diz bir tip seklinde oldugunu anis ve agzin kapali oldugunu
bildirmislerdir.

2.11.Canli Yemler ve Mikropartikil Yemler Uzerine Yapilan Calismalar

KISSIL (1984), akuakultirde kiltlr faaliyetlerinin ve isguctinun yaklasik %30-
40'inin canli yemlere harcandigini, gereken dretim aaninin ve maliyetinin yaninda
besinsal kompozisyonunun da bir dezavantaj oldugunu bildirmistir.

PERSON-LE RUYET (1989),kucuk agizli tim deniz baliklari Gretiminde iyi bir
yasama orani icin canli yemlerin kullaniminin gerekliligini bildirmistir. Arastirici, bu

yemlerin besin kompozisyonunu korumanin mimkiin olmadigini belirtmistir.
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PLANAS ve ark. (1990), canli yemlerin bazi dezavantgjlara sahip oldugunu,
Uretiminin pahali olmasiyla birlikte biyokimyasal kompozisyonunun 6nceden tahmin
edilemedigini ve cogu zamanda yetersiz oldugunu bildirmistir.

KOLKOVSKI ve ark. (1993), larval balik beslemede iki temel egilim oldugunu,
bunlardan birinin rotifer, Brachionus plicatilis ve Crustacea’ lardan Artemia salina gibi
canli yemlerin kullanimi, digerinin ise karma yemlerin kullanimi oldugunu belirtmistir.
Ayrica mikro diyetlere enzim ilavesinin, sindirim sistemi heniiz ilkel durumda olan
deniz baiklarinin ilk beslemes asamasinda olumlu etki yaptigini belirtmistir.

PERSON-LE RUYET ve ark. (1993), deniz baliklari larva yetistiriciliginde
canli yemlere olan bagliligin azaltiimasinin teknik ve ekonomik agidan Onemli
oldugunu belirtmis, levrek larvas yetistiriciliginde karma yeme gecisin 15 gin erkene
alinmasinin Artemia kullaniminda %80’ in Uzerinde tasarruf saglayacagini belirtmistir.

SORGELOOS ve ark. (2001), simdiye kadar yapilan calismalarda Artemia’ nin
yerini tam olarak ikame edebilecek bir karma yem yapilamadigini ve Artemia’ nin hala
larval asama icin vazgegilmez bir kaynak oldugunu, fakat 1982-1984 yillari arasinda
yasanan El Nino olayinin Artemia Uretimini olumsuz etkiledigini ve bu olumsuzlugun
dogrudan Artemia fiyatlarina yansidigini belirtmislerdir. Bu fiyatlaraki artisin dretim
fiyatlarina dogrudan yansimasi, farkli suni yemler ile larva asamada Artemia
kullaniminin azaltilmasini zorunlu kilmistir.

TANDLER ve KOLKOVSKI (1991), cipura (Sparus aurata) larvalarinda ilk
beslemeden itibaren canli yem kullanimini mikro diyet yemleri kullanarak % 50
azaltmayi basarmidar ve % 80 canli yemlerin yerine mikro diyet kullaniminin larvalarin
gelismesine engel olmadan saglanabilecegini belirtmidlerdir. 8-22. gunler arasinda
Gipura larvalari Uzerinde yaptiklari calismada, farkli oranlarda rotifer (3 rot/ml,7,5
rot/ml ve kontrol grubu olarak 15 rot/ml) ve %50.2 protein iceren mikro diyetler
kullanarak yem tiketimlerini incelemislerdir. Bu ¢alisma sonucunda sadece mikro diyet
ile besleren grubun yasama ve gelisme orani kontrol grubundan 6nemli bir sekilde
dustik bulunurken, %20 oraninda rotifer ve %80 karma yemin birlikte kullanildigi
grubun gelisme orani kontrol grubu ile ayni oldugu tespit edilmistir. Calismada yalnizca
mikro diyet kullanimi sonucunda alinan dusik gelismenin yem tiketiminin dusik
olmasindan ya da heniiz tam olarak gelismemis bir sindirim sistemine sahip larvada bu

yemlerin sindirilememis olmasindan kaynaklanabilecegi belirtilmistir.
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KOLKOVSKI ve ark. (1993), larval beslemede Artemia ve mikro diyetlerin
beraber kullanimi sirasinda, mikro diyetlerin tiketim ve sindirim oranlarinin artmasinda
2 faktorin etkili oldugu belirtmiderdir. Bunlar; Artemia’'nin mikro diyetlerle beraber
kullanimi sirasinda dolayli olarak kimyasal ve girsel uyarimi, digerininise Artemia' nin
biyokimyasal kompozisyonunun mikro diyetlerin sindirimine ve asimilasyonuna
dogrudan etkisinin olmasidir.

KOLKOVSKI ve ark. (1997b), cipura larvalarinin, farkli Artemia oranlari
kullanilarak, gorsel ve kimyasal agidan uyaricilarla kars karsiya birakildiginda, mikro
diyet sindiriminin yalniz mikro diyetle besenen gruba gore %120 arttigini, Artemia da
bulunan 14 metabolitten, glisin, aanin, betain ve arginin’in mikro diyetlerin
tuketiminde cezbedici rol Ustlendigini tespit etmislerdir.

ROSELUND ve ark. (1997), 6-34.gunler arasinda, cipura ve levrek larvalari
Uzerinde yaptiklari calismada larvaari, canli yem ve canli yem+mikro partiktl yem ile
beslemider, sonucta karma yem+canli yem grubundaki yasama ve gelisme oraninin
canli yem grubundan yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. Bu sonuclara gore eger mikro
partiktl yemler ve canli yemler birlikte kullanilirsa, larvalarin erken dénemde karma
yeme alistirilabilecegi, canli yemlere olan bagliligin bir miktarda olsa azaltilabilecegini
bildirmiderdir.

FERNANDEZ-DIAZ ve YUFERA (1995), 6-12 gunluk cipura (Sparus aurata)
lavalarini 8 farkli mikro kapsil yem ile besledikleri calismada, kapsil duvarinin
bozunmasinda yas, yeme enzim ilavesi, yemin baglayici maddes ve mikro kapsillerin
izolasyonunda kullanilan yontemin etkilerini incelemiderdir. Calismada ayni
populasyon igindeki larvalarin kapstl duvarinin yikiminda bireysel farkliliklar
gosterebildigi, kapsil izolasyonunda kullanilan yonteminde kapsil duvarinin yikiminda
onemli bir faktor oldugu tespit edilmistir. Jelatinde izole edilen kapsiillerin duvarlarinin
alkolde izole edilen kapsiillere gore yasa bagli olmaksizin daha kolay yikilabildigi,
yeme enzim eklenmesinin ve baglayici maddenin kapsil duvarinin yikiminda ¢ok
Onemli olmadigini belirtmisledir. Bu c¢alismada, c¢ipura larvalarinin disaridan
besdenmeye gectikleri donemde suni yemleri kolayca sindirebilecekleri, larval
fonksiyonlarinin buna yeterli oldugunu, fakat kapstl duvarinin kalinligi ve larval yasin
burada etkili oldugunu bildirmigerdir.
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CAHU ve ZAMBONINO INFANTE (2001), deniz baliklari larvalarinin ilk
besenmesinde mikro diyet yem kullaniminin simdiye kadar yapilan calismaarla
basarilamadigini ve bunda en blyUk etkenin, mikro diyet yemin larvalar tarafindan
kolay tiketilmesine ragmen, sindirilememesi oldugunu belirtmislerdir. Yemlerin
sindirilememesinde larvalarin yetersiz bir sindirim sistemine sahip olmasinin etkili
oldugunu, buna karsilik canli yemlerin hiicre dis enzimlerinin sindirime yardimci
oldugunu bildirmislerdir. Bunun yani sira deniz baliklari beslenmesinde kullanilacak
olan mikro diyet yemlerin boyutunun ¢ok iyi ayarlanmasi gerektigini, besin madde
kompozisyonlarinin ~ homojen,  igerikteki  hammaddelerin =~ boyutunun  yem
by Ukl igunden kiguk olmasi gerektigini, partikillerin suda stabil, sindirilebilir, tadinin
larvalar tarafindan kabul edilebilir lezzette olmasi gerektigini, larvalarin erken donemde
yavas hareket ettiginden yemlerin yavas batan Ozellikte olmas gerektigini
belirtmidlerdir.

KOVEN ve ak. (2001), deniz bdiklari larvaarinda mikro diyetlerin
performansinin, Artemia ile birlikte kullanildigi zaman arttigini bildirmislerdir. Bu
durumun, Artemia icindeki besinsel faktorlerin mikro diyetlerin tiketim, sindirim ve
asimilasyonunda olumlu etkisinin sonucunda ortaya ciktigini belirtmislerdir. Buna
ilaveten, 7 gunlik cipura larvalarinda yapilan calismada mikro kapsillerin rotifer ile
birlikte kullanilmasinda ve mikro kapstl yem iceriginde lipozomla kaplanmis serbest
aminoasitlerin (alanin, glisin) ve betain bilessminin eklenmesinin tiketimin oranini
arttirdigini bildirmiderdir.

GAMSIZ (2002), cipura (Sparus aurata) larvaarinin Artemia kullanim
oranlarinin azaltiimasina yonelik yaptigi calismada, 21-35. glnler arasinda mikrokapsil
yem kullanilarak, cipura larvas yetistiriciliginde yem giderleri icinde biyik bir pay
tutan Artemia kullanim oranlarinin %25 azaltilabilecegini belirtmistir. Ayrica bu oranda
mikro kapsil yem ile beslemenin larvalarin gelisme ve yasama orani Uzerinde olumsuz
bir etkisi olmadigini bildirmistir.

KOLKOVSKI ve ark. (1997¢), levrek larvalarinda 20-39.gunlerde dort farkli
besdeme reiiminin mikro diyetlerin alimi ve absorbe edilmesi Uzerine etkilerini
incelemidlerdir. Ayrica, mikro diyetlerin randimani Uzerine sindirim enzimi ve canli
gidanin etkilerini incelemiderdir. Bu denemede baliklar dort farkli besleme rejimi ile

muamele edilmidlerdir. Bunlar;
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1-Artemia+mikro diyet

2-Artemia+Sindirim enzimi ilaveli mikro diyet

3- Sindirim enzimi ilaveli mikro diyet

4-Enzim ilavesiz mikro diyet

Bu calismada mikro diyetlerin alimi ve asimilasyonu radioisotop metodu ile test
edilmistir. Elde edilen sonuglar, mikro diyet ile birlikte verilen Artemia’ nin mikro
diyet'in randimanini arttirdigi gostermistir. Arastiricilar ayni zamanda mikro diyete
enzim ilaves yapildigi zaman mikro diyet asimilasyonunda %30 gibi bir dizelme
kaydetmiderdir. Calismanin sonuclari asagidaki gibi 6zetlenebilir.

1-Artemia naupli’'nin sindirim enzimleri larval sindirime yardimci olabilir
(DABROWSKI, 1984: LAUF ve HOFER, 1984: KOLKOV SKI, 1993)

2-Tripsin'in aktivites canli yem ve mikro partikil yemlerle beslemede 6nemli
bir farklilik yaratmamistir. Bilindigi Uzere tripsin’in spesifik aktivites: yemin protein ve
aminoasit kompozisyonuylailgilidir (CAHU ve ZAMBONINO INFANTE, 1994).

3-Amilaz aktivites canli yemden mikro diyet yeme gecisle birlikte hemen
farklilik gostermektedir (CAHU ve ZAMBONINO INFANTE, 1994).

4-Canli gida sindirim aktivasyonunu duzenleyen sindirim hormonlarinin katkisi
ile lavanin gindirim idemine yardim etmektedir (CHAN ve HALE, 1992:
KOLKQOV SKI, 1995).

5-Artemia naupli polar lipitler ve diger fraksiyonlar gibi faktorlerle mikro
diyetlerin asimilasyonuna etki eder(KOVEN ve ark.,1993).

Sonug olarak, canli yemin bedeme tankinda bulunusunun, mikro diyet
performansini larval asamada etkiledigi bildirilmistir (TANDLER ve KOLKOV SKI,
1991: KOLKOVSKI ve TANDLER, 1995a).

2.12.Hormonlar Uzerine Yapilan Calismalar

Deniz larvalarinin kese ¢ekiminden itibaren ilk beslenmeye baslamas sindirim
sistemlerinin hala ilkel oldugu doneme rastlamaktadir. Larvalarin sindirim sistemi
Uzerine bircok calisma yapilmasina ragmen larvanin sindirim sisteminin gelismi hala
tam olarak cozilememistir (WALFORD ve LAM, 1993: SEGNER ve ark., 1994:
CAHU ve ZAMBONINO INFANTE, 1995b: LUIZI ve ark., 1999: RONNESTAD ve
ark., 2000a,b). Baliklarda bazi bagirsak hormonlarinin dagilimi ve konumu Uzerine



24

caismalar badica immino histokimyasal metotlar kullanilarak yurGtolmustar
(HOLMGREN ve ark., 1982: REINECKE ve ark., 1997: KUROKAWA ve ark., 2000:
KAMISAKA ve ark., 2001).

2.12.1.Bombesin Hormonu

KOLKOVSKI ve TANDLER (1995a), serbest aminoasitlerin, pankreatik
enzimlerin salgisini kontrol eden bombesin gibi hormonal faktdrlerin salinimini tesvik
ettigi bildirmiderdir.

KOLKOVSKI ve ark. (1997a), mikro partikil yemlerin ve canli yemlerin
Bombesin hormonu Uzerine olan etkilerini incelemislerdir. Sadece canli yemle beslenen
grupta, yanizca mikro partikil yemle beslenen gruba gore %300 daha fazla bombesin
hormonunun tespit edildigi, fakat burada kullanilan canli yemdeki tetikleyici faktorin
hala belirsiz oldugunu bildirmislerdir.

KOLKOVSKI ve ark. (2000), juvenil tatli su levreklerinin Perca flavescens)
beslenmesinde kullanilan yemlere hormon ve sindirim enzimi ilavesinin, bu baliklarin
bluyume ve enzimatik &tivites Uzerine olan etkilerini incelemiderdir. Bu hormon ve
enzim ilavesinin baliklarin sindirimine katkisinin olup olmayacagi hipotezi bu calisma
ile test edilmistir. Bu calismada test edilen diyetler;

1-Ticari aabalik baslangic¢ yemi

2-Y Uksek oranda balik ve kalamar unu iceren yem

3-Deneysdl diyete % 0,1 oraninda ilave edilen bombesin (sindirim hormonu)

4- Deneysdl diyete % 0,1 oraninda ilave edilen pankreatin (sindirim enzimi)' dir.

Caisma sonunda, dort farkli yemle bedenen baliklar benzer bir gelisme
gostermistir. Yasama orani agisindan deneme gruplari arasinda onemli bir farklilik
gozlenmemis, buna ilaveten yiksek bir yasama orani elde edilmistir. Deneme gruplari
arasinda tripsin, kimotripsin ve pepsin'in aktiviteleri arasinda oOnemli farklilik
bulunmamistir. Bu calisma, tatli su levregi juvenillerinde sindirim hormonu ve
enzimlerinin yemlere ilavesinin gerekli olmadigini ortaya koymustur. Hormon ve enzim
ilavesine baliklarin ihtiyagc duymamasi bu baliklarin sindirim sistemlerinin tam olarak

gelistigine isaret etmistir.
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2.12.2.Kolesistokinin (CCK)

Kolesistokinin  hormonu sindirim islemlerinde en o6nemli dizenleyici
hormonlardan biri olarak bilinmektedir. CCK bagirsak hatti boyunca epitelyum hticreler
etrafinda dagilan endokrin hiicreler tarafindan Uretilmektedir. CCK’ nin fonksiyonlari;

*Safranin salinimi

*Pankreatik sindirim enzimlerin salinimi

*Mide boslugunun diizenlenmesi

CCK’ya yonelik balik larvalarinda yapilan calismalar hala yetersizdir. Insanlar
Uzerinde yapilan calismalarda CCK’nin en popller stimulantinin di-tri peptidleri ihtiva
eden proteinler ve kismen sindirime ugramis yag drlnleri oldugu bildirilmistir
(LIDDLE, 2000).

KOVEN ve ark. (2002), ringa baliklari tzerinde yaptiklari ¢alismada ¢ozulebilir
proteinin, serbest aminoasitlerden daha hizli ve daha blylk miktarda CCK tetikledigini
(tbm vicut homojenatinda) bildirmislerdir. Buna ilaveten triptik aktivitelerinin de
proteinle beslenen larvalarda arttigini, buna karsilik serbest aminoasitlerle beslenen
larvalarda bir degism gozlenmedigini belirtmiderdir. CAHU ve ZAMBONINO
INFANTE (1995b), deniz levrekleri  (Dicentrarchus labrax) Uzerinde yaptiklari
calismada, protein hidrolisati (kazein) nin tripsin aktivitesini indirgedigi tespit etmider,
buna karsilik serbest aminoasitlerin bir karismi ile beslenen larvalarda tripsin
aktivitesinde bir artis oldugunu gozlemlemiderdir.

LIDDLE (2000), triptofan ve fenilalanin’in CCK salgisini situmule etmek icin
potansiyel Urtinler oldugu bildirmistir.

KOVEN ve ark. (2002), yaptiklari bir calismada, sindirim karali dolulugunun
CCK sagilamasinda etkili olmadigini bildirmislerdir.

BENTHLEY (1998), bedeme esnasinda proteolitik enzim salgisinin
duzenlenmesinin sindirim hormonlarini ihtiva eden bircok komponent tarafindan
kontrol edildigi bildirmistir. Bu arastirici, CCK hormonunun vertebratalarda sindirim
esnasinda tripsin gibi pankreatik enzimler ve safranin saliniminin dizenlenmesinde
anahtar bir roli olmasindan dolayi oldukca 6nemli oldugunu belirtmistir. Bu konu
Uzerinde yapilan diger calismalarda, tripsin'in diger proteolitik enzimleri aktive
etmesinden dolayi sindirim islemlerinde anahtar bir enzim olarak hizmet ettigi
belirtilmistir (HOLST VE SCHMIDT,1994: LIDDLE 1995).
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UEBERSCHAR (1988), larval asamada tripsin’in en énemli proteolitik sindirim
enzimi oldugunu ve genelde cikistan sonra tespit edildigini bildirmistir.

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



27

3.MATERYAL VE YONTEM

3.1.Materyal

3.1L1Arastirma Yeri

Bu arastirmanin deneysel asamasi, Antalya ili, Demre ilcesinde bulunan Tarim
Bakanligina bagli Akdeniz Su Uriinleri Arastirma Uretim Egitim Engtitiisi’ niin gipura
ve levrek kulugkahanesinde gergeklestirilmistir.

3.1.2.Denemede Kullanilan Larvalar

Bu arastirmada kullanilan anaglar, yumurtlama sezonundan yaklasik 2 ay tnce
adaptasyon tanklarina alinmistir. Adaptasyon asamasindan hemen sonra 2 dis 1 erkek
seklinde yumurtlama tanklarina ainan anaglardan, sicaklik 16°C’ye gelince tamamen
doga kosullarda yumurta ainmistir. Dollenmis yumurtaar tank disindaki
rekUparattrlerde toplanip, gerekli tartim ve dezenfeksiyon isdemleri yapildiktan hemen
sonra konik inkibasyon tanklarina aktarilmistir. Burada yumurtadan cikan keseli
larvalar 300 It’lik deneme tanklarina 100 adet/It yogunlukta stoklanmistir.

3.1.3.Denemede Kullanilan Tank Sistemi

Deneme gruplari icin 9 adet 300 It'lik tabani konik fiber tank kullanilmistir.
Kullanilan tanklarin i¢ kismi larvanin bu dénemdeki gereksiniminden dolayi siyah
renklidir. Tanklara su dagitiminda akvaryum hortumlari kullanilmistir ve su debisinin
ayarlanmasinda ise akvaryumlarda kullanilan vanalardan yararlanilmistir. Su ¢ikisinda
200 p'luk ve 500p’luk plankton bezi kullanilarak yapilmis filtre kullanildi. Besleme

asamasinda tanklarin tabaninda biriken atiklar sifonla iki gtinde bir temizlenmistir.

3.1.4.Denemede Kullanilan Canli Yemler
Denemenin amacina uygun, larvanin agiz blyikligine gore rotifer ve artemia
gibi canli yemler kullanildi.
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3.1.4.1.Canli Yemler

3.1.4.1.1.Alg Uretimi

Bu denemenin tim asamalarinda Nannocloropsis sp. tird alg kullanilmistir. Alg
Unitesinde oda sicakligi 20-22°C arasinda tutulmustur. Bu odalarda aydinlatma stirekli
olarak florsanlambalar ve projektérler ile yapilmistir.

Saf kdltdrler, 6neelikle test tlplerinde yogunlastirilmis ve daha sonra 500ml’ lik
erlenlere alinmistir. Bu kdltrler 2 litrelik buyuk erlen ve 6 litrelik biytk balonlara
asilanmistir. Balon jojelerden sonra algler saf kllttr odasindan, yogun kiltir odasina
alinarak burada 6nceden besin ortami hazir bulunan 50 litrelik ve ardindan 350 litrelik
torbalara ekim yapilmistir.

Yogun alg Uretimi tamamen kontrollt sartlar altinda ve kesikli kiltlr teknigi
uygulanarak yapilmistir. Uygulanan bu teknikte hizli biiyime elde etmek icin etkili bir
aydinlatma (3000-5000 1Ux) ve havalandirmanin saglandigi kalttr ortami 6ncelikle steril
edilmekte ve ardindan uygun besin ortami ile zenginlestirildikten sonra alg hicrelerinin
asllanmasi yapilmaktadir. Bu idemler esnasinda kiltirlere verilen havaya %1-2
oranlarinda CO, ilave edilmistir. Kiltir ortaminda istenilen hicre yogunluguna

ulasildigi zaman hasat islemi gerceklestirilip, Uretimde kullanilmistir.

3.1.4.1.2.Rotifer Uretimi

Rotifer kllturd test tiplerinden baslayarak, sirayla 6nce kiglk erlenlere, oradan
2 litrelik erlenlere ve oradan da 6 It'lik balon jojeler icindeki olgunlasmis alg
kiltirlerine ekim yapilarak gerceklestirilmistir. Balonlardan da 50’lik torbalara ve
buradan 350 It'lik torbalara ekim islemi yapilmistir. 350 It'lik torbalarda olgunlasan
rotiferler buradan 2 n?’ lik tanklara ekim yapilarak kiltiriin devamliligi saglanmistir.

Uretimde kullanilan suyun sicakligi 25°C, tuzlulugu %025 dir. Her tankta
havalandirma, bir adet ortadan ve 4 tane kenardan olmak Uzere 5 tane hava tas ile
saglandi. Aydinlatma 24 saat slrekli olarak yapildi. Rotiferlere besin olarak alg ve
ekmek mayas verilmistir. Rotiferler larvalara verilmeden 1 giin dnce DHA Selco ve

Super Selco ile esansiyel yag asitleri bakimindan guinde iki kez zenginlestirildi.
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3.1.4.1.3 Artemia Uretimi

Artemia yumurtalarinin acilimi icin, oncelikle ekim yapilacak ortam bir gin
Oncesinden hazirlandi. %0 38lik deniz suyunun dolduruldugu ve kuvvetli
havalandirmanin yapildigi 2 nlik tanklara sterilizasyonu saglamak amaciyla %16’ lik
hipoklorit soltisyonundan 60 ml ilave edilmistir. Daha sonra nétralizasyon icin her tanka
sodyum tiyosiilfat ilaves yapilmistir. Su sicakligi ekim Onces ve ekim asamasinda
30°C’ de sabit tutulmustur. Bu isem icin 3000W’lik rezistanslardan ve bu rezistanlari
kontrol eden dijital bir sistemden yararlanildi. Ekim 6ncesi Artemia nin cikis oranini
arttirmak icin dekapsilasyon idemi yapilmistir. Aydinlatma su ylzeyinde 2000 [{x
siddetinde ayarlanmistir. pH ise 8'in Uizerinde tutulmaya galisildi. Cikan naupli’ler hasat
edilerek larvalara verilmistir.

Serbest aminoasitlerle beseme asamasi i¢in ayri bir dizenek kurulmustur. 15
litrelik kovalarda 30°C’lik su sicakliginda, havalandirmanin ve oksijen oldugu bir
ortanmda zenginlestirme islemi gerceklestirilmistir (Tonheim ve ark. 2000). Artemia
nauplileri dnceden hazirlanmis olan, %038'lik tuzluluga sahip, serbest aminoasitlerin
0,8 gr/lt olarak ilave edildigi ortama 600 adet/ml olarak stoklanmistir. 16 saatlik
zenginlestirme isleminden sonra Artemia metanaupli’leri hasat edilerek larvalara
verilmistir.

3.2.Yodntem

3.2.1.Deneme Gruplari

Cipura larvalarinin farkli aminoasitlerle zenginlestirilmis metanaupliler ile
beslenmesi denemesinde 8 adet farkli esansiyel aminoasit kullanilmistir. Kullanilan
esansiyel aminoasitler asagidaki gibidir.

Histidin Grubu (Histidin ile zenginlestirilen grup)

Isolésin Grubu (Isoldsin ile zenginlestirilen grup)

L6sin Grubu (Losin ile zenginlestirilen grup)

Lisin Grubu (Lisin ile zenginlestirilen grup)

Metiyonin Grubu (Metiyonin ile zenginlestirilen grup)

Fenilalanin Grubu (Fenilalanin ile zenginlestirilen grup)

Treonin Grubu (Treonin ile zenginlestirilen grup)

Valin Grubu (Valin ile zenginlestirilen grup)

Kontrol Grubu
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3.2.2.Besleme Programi

Besin kesesinin gekilmesiyle birlikte ortama alg ve rotifer eklenmistir. Rotifer ile
besleme donemi 15. gine kadar devam etmistir. Daha sonra Artemia nauplilerine
alistirmak icin rotiferlere ilave olarak 0,5 adet/ml olacak sekilde Artemia deneme
tankina ilave edilmistir. 20. giine kadar Artemia adaptasyon asamasi tamamlanmistir.
20-24. gunler arasi bu besleme programi 1-2 adet/ml olacak sekilde devam ettirilmistir.
24. gunde ise Artemia metanaupli adaptasyon asamasina gecilmis ve deney ortamina
0,5-1 adet/ml olacak sekilde serbest aminoasitlerle zenginlestirilmis Artemia metanaupli
verilmeye baslanmistir. 28. ginde bu adaptasyon asamasi da tamamlanmis olup,
postlarvalar bu ginden itibaren 1-2 adet/ml olacak sekilde serbest aminoasitlerle
zenginlestirilmis Artemia metanaupli gruplariyla beslenmistir. Besleme denemes 40.
guine kadar devam etmistir (Sekil 3.1).

35 - 38 ppt

20°C

160 _~

24 saat 1stklandirma (100 - 150 lux)

E.otfer

Artemia nauph

Artemia metanauph

1234567853 1011121214 1516 17 18 13 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 3536 37 38 39 40

Ginler

Sekil 3.1.Cipuralarvaarinin beslenmesinde kullanilan protokol

3.2.3.Denemedeki Ortam Sartlari
Cipura anaclarindan dogal olarak elde edilen yumurtalar gerekli sterilizasyon
isemlerinin ardindan 16 °C’de tamamen karanlik ortamda inkibe edildi. Tuzluluk %0

35-38, pH'nin 7,5-8,3, O2’nin 6,5 ppm'in atina dismemes icin gerekli su akis
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saglandi. Inkdbatorin konik tabanindan yeterli miktarda havalandirma yapilarak
yumurtalarin inklbatér icinde homojen bir sekilde dagilmasi saglanmistir.

Y umurtadan cikis yapan besin keseli larvalar sicakligi deneme boyunca hassas
(x0,5°C) dijital sistemlerle kontrol edilen larva tanklarina 100 adet/It olacak sekilde
stoklanmistir. Besin kesesinin ¢ekimi esnasinda ortamin karanlik olmasi saglandi. Besin
kesesinin tuketiminin ardindan ortama alg ilave edilerek 100-150 Ilux'ldk isik
projektorler ile saglandi. Isik sistemi istenilen siddete dimerli bir sistemin yardimiyla
ayarlandi. Besin kesesinin gekimini takiben ortama rotifer girilmeye badanmistir.

Su girisi deneme basinda %10 olarak ayarlandi. Deneme sonunda ise %70 olacak
sekilde kademeli olarak arttirilmistir. Su degisiminden kaynaklanan alg yogunlugundaki
degismler gin icinde eklenmistir.

3.24.Analizler

Deneme tanklarinda denemenin baslamasini takiben 20.gine kadar her bes
gunde, 20. gunden sonra ise her 4 ginde bir érneklemeler yapilmistir. Boy ve agirlik
olcumleri isletmedeki mikroskop ve hassas terazide yapilmistir. Enzim ve formon gibi
diger biyokimyasal analizler i¢in 6rnekler -196°C’ de sivi azot tankinda (Air Liquide,GT
40) analiz asamasina kadar muhafaza edilmistir. Enzim ve hormon analizleri GATA

(Gulhane Askeri Tip Akademisi) Hormon ve Biyokimya laboratuarlarinda yapilmistir.

3.2.4.1.Protein Analizi
Larva homojenatinda ¢ozllebilir protein icerigi tespit edildi. Bu 6l¢cimler BRADFORD
(1976) tarafindan gelistirilen bir protein renk(dye) ¢ozeltisine dayali yontem ile yapildi
(Biorad Protein Assay, Cat N0:5002). Enzimler igin hazirlanan homojenatlar santrifij
edildikten sonra protein analizlerinde kullanilmistir. Biorad tarafindan Uretilmis olan kit
prosedirleri uygulandiktan sonra UV-VIS spektrofotometrede 595 nm'de dlgumler
yapilmistir. Sonuclar g protein/larva olarak ifade edilmistir.

3.2.4.2.Aminoasit Analizi

Zenginlestirme Oncesi ve sonrasinda canli yemlerden alinan 6rnekler uygun
muhafaza metotlari kullanilarak TUBITAK-MAM’a génderilmistir. Andizler burada
AOAC (1995)'a gore yapilmistir. Hidrolize edilen ornekler Phenomenex EZ Faast
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GC-FID Aminoasit anaiz kiti kullanilarak, GC-3800GC cihazi ile yapilmistir.
Uygulanan islem hakkinda bilgiler asagida verilmistir.

Kolon ZB-AAA (10mx 0,25mm)

Cihaz GC Varian 3800

Sicaklik Programi 110°C den 30 °C artisa 310 °C ye 0,30 dk bekle
Detektor FID - 320°C

Enjektor 250°C

Hava 300 ml/min

H> 30 mi/min

Tagyici Gaz 1,5 ml/min (He)

Ornek enjeksiyonu 2l

3.2.4.3.Enzim Analizleri

3.2.4.3.1.Amilaz Enzim Aktivites

Balik larvalarindaki amilaz enzim aktivitesi, METAIS ve BIETH (1968)’ e gore
yapildi. Sonuclar, U/ mg protein olarak ifade edilmistir.

Unit= 37 °C’de 30 dakikada hidrolize olan mg nisasta/ml homojenat

Kullanilan Solisyonlar;

Tampon ¢ozeltisi olarak NeHPO4/NaH,PO, M/15 pH=7,4
Substrat olarak 3 ppt’lik nisasta ¢ozeltisi

N/10'luk iyot ¢ozeltisi (asetik asitte ¢bzinmus)

HCI IN
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Deneyin Yapilisi;
Prosedur Kuvetler
Reaksiyon K iiveti Kor Kiveti
Nisasta ¢ozeltisi 100 pl 100 pl
5 dakika 37 °C’ de inklibasyon
Homojenat 50ul -
30 dakika 37 °C’ de inkubasyon
HCI 1N 20l 20
Homojenat - 50ul
Distile su 400l 400l
lyot 2ml 2ml

580 nm’ de okuma islemi yapilmistir

3.2.4.3.2.L6sin-Alanin Peptidaz Enzim Aktivitesi

Orneklenen balik larvalarindaki |6sin-alanin peptidaz aktivitess NICHOL SON ve
KIM (1975)’ e gore yapildi. Sonuclar, mU/ mg protein olarak ifade edilmistir.

Unit=37 °C’ de her dakikada hidrolize olan substratin nmol cinsinden ifadesidir.

Kullanilan Solisyonlar;

Tampon ¢ozeltisi olarak Tris-HCI 50mM , pH=8

Substrat olarak Leu-ala(0,010M)( TrissHCl 50mM , pH= 8’ de ¢ozduruldi)

Q-dianisidin:10 ml ethanol icinde 100 mg ¢cozduraldi

LAOR:90 mg L-aminooksidaz+2 mg horseradish peroksidaz+1ml Q-dianisidin
karistirilir ve TrissHCl 50mM , pH= 8 ile 100 ml’ ye tamamlanmistir.

%50’ lik Sulfirik Asit cozeltisi
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Deneyin Yapilisi;

Kullanilan standart soltisyonlarin hazirlanisi isg;

0,01 M Leuaa solisyonu 50 kere seyreltilerek 0,2 mM lik ana sollisyon
hazirlanir. Bu ana standart soltisyon kullanilarak 100 nmol,80 nmol, 60 nmol, 40 nmoal
ve 20 nmol’lik ara standart solUsyonlar hazirlanarak spektrofotometre de grafik

cizdirildi. Buisdemlerden sonraizlenen protokol asagida verilmistir.

0,5 misubstrat+1 ml LAOR+25 ul homojenat karistirilmistir.
20 dakika 37 °C’ de inkibasyon
0,74 ml slilfirik asit ilave edildi.

530 nm’de kor’e karsi okunma yapilmistir.

3.2.4.3.3.Aminopeptidaz N

Orneklenen balik larvalarinda mevcut olan aninopeptidaz N enzim aktivitesi
MAROUX ve ark. (1973)'ye gore yapilmistir. Sonuclar, mU/ mg protein olarak ifade
edildi.

Unit=37 °C’'de her dakikada hidrolize olan substratin pmol cinsinden ifadesidir.

Kullanilan Soltsyonlar;
Tampon ¢ozeltisi olarak fosfat,80 mM, pH=7
D.M.S.O(Dimetil siilfoksit)

L-leucine p-nitroanilid

Deneyin Yapilisi;
Spektrofotometre kiivetine 2,45 ml buffer+50 pl substrat (0,1 M D.M.S.O ile
hazirlanmis L- leucine p-nitroanilid)+100ul homojenat ilave edilmistir.

37 °C’de 410 nm’ de okuma islemi yapilmistir.

3.2.4.3.4.Alkalin Fosfataz
Alinan balik larvaarinda bulunan akalin fosfataz enzim aktivites BESSEY ve
ark.(1946)’ a gore yapildi. Sonuglar, mU/ mg protein olarak ifade edilmistir.
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Unit=37 °C’de her dakikada hidrolize olan substratin pmol cinsinden ifadesidir.

Kullanilan Solisyonlar;

Tampon ¢ozeltisi olarak NaHCO3, 30mM, pH=9,8 kullanildi.

Substrat; 20,3 mg MgCh.6H,O ve 185 mg p- nitrofenil fosfat 100 ml tampon
icinde karistiriimasi ile elde edilmistir.

Deneyin Yapilisi;
Spektrofotometre kiveti icersine 25 ml substrat ve 100l homojenat ilave
edildi. Daha sonra 37 °C’ de 407 nm’ de okuma islemi yapilmistir.

3.2.4.35.Tripsin

Larvalardaki tripsin enzim aktivites, TSENG ve ark.(1982)’'a gore yapildi.
Sonuclar, mU/ mg protein olarak ifade edilmistir.

Unit=Her dakika BAPNA’'nin 1pmol’ini hidrolize eden aktivite olarak
ifadesidir.

Kullanilan Soltsyonlar;

Tampon ¢ozeltis olarak Tris-HCI,50 mM, CaCk 20 mM, pH=8,2

Substrat olarak 0,1 M D.M.S.O’da ¢oztinen BAPNA(Molekll Agirligi=434,9).
Hazirlanis; 0,435 gr/10 ml D.M.SO'da c¢Ozduruldi ve siyah renkli bir sisede

tutulmustur.

Deneyin Yapilisi;

25 °C'deki spektrofotometre kivetine tampon cozeltinin 1 ml ile BAPNA
substratinin 10’ si ilave edilmistir. 100 pl homojenat ilave edildikten sonra 407 nm' de
spektrofotometrede okuma islemi yapilmistir.



36

3.2.4.4Hormon Analizleri

3.2.4.4.1.Bombesin

Bombesin aktivites RIA &st kiti kullanilarak 6l¢lldi (Peninsula Laboratories,
Bombesin RIA Kit,S-2074(RIK7113)). Didgtile su ile yikanmis ve sivi nitrojende
dondurulmus larvalar calisma esnasinda +4°C’de ¢Ozduruldl. Larvalar, EDTA (7.2
mg/ml) and Trasylol (Sigma, 500KI1U/ml) iceren fosfat tamponu ile karistirildi ve Ultra-
turax homojenizator kullanilarak homojenize edildi. Homojenat Kimax#2 filtre ile
filtrelendi ve daha sonra 25000 G’ de 30 dakika icin sogutmali ultra santrifljde santrifij
edildi. Supernatantlar analiz asamasina kadar -80°C’de donduruldu. Analiz kit
prosedirleri izlenerek tamamlandi(KOLK OV SKI, 1995b).

3.2.4.4.2. Kolesistokinin (CCK)

Liyofilize edilen larvalar ependorf tlplerine konarak agirliklari kaydedildi.
Tlpler sivi nitrojene daldirildi ve ardindan Ogutilerek toz haline getirildi. Metanol’ Gin
Iml’s bu orneklerin Uzerine ilave edildi. Vorteks ile 30 sn muamele edilen tlpler
ekstraksiyon icin +4°C’ de inkube edildi. Inkibe edilen tupler 6000g’ de ( +4°C de 15
dakika) santriftj edilmistir. Elde edilen metanol supernatantlari (RIA ic¢in) temiz
ependorf tuplerine aktarilmistir. M ethanol supernatantlari Speed Vac cihazi kullanilarak
buharlastirildi. Kalan kuru ekdraktlar RIA CCK icin kullanilmistir.

3.2.4.4.2.1.Sentetik CCK Standartlari ve Orneklerinin Hazirlanmasi

Kit (Eurodiagnostica,EURIA-CCK,Cat No:RB 302) kullanim 6ncesi oda
sicakliginda bekletildi. 0,78-25 pmol CCK-8/L iceren standartlar bir diluent buffer
kullanilarak hazirlandi (0,05 mol/L fosfat, pH=7,4). Kurutulmus CCK ekstraklari analiz
onces 0,5-1ml diluent kullanilarak ¢ozildi. Standartlar ve orneklerin 200ul’s 4,5

ml’lik tdpler icine konmustur.

3.2.4.4.2.2.RIA Prosedlr

Ekstraklardaki CCK anti CCK-8 sillfat ve hir tracer(*?°1-CCK-8) kullanilarak
ROJAS-GARCIA ve ak. (2001) tarafindan modifiye edilen metoda gore
degerlendirildi. Radyoaktivite bir gagmma sayici kullanilarak ol¢ulmustir.
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3.2.5. Ornekleme ve I statistik Analizler

Besleme denemesi 40. gine kadar devam etmis olup, 520. gunler arasi her 5
gunlik donemde, 20. ginden itibaren ise her 4 gunlik donemde enzim ve hormon
analizleri icin drnekler deneme gruplarindan ainmistir. Enzim ve hormon anaizleri
icin drnekleme doéneminde her muamele grubundan 50 larvalik 3 at ornekleme
yapilmistir. Alinan ornekler derhal -196°C’de (sivi &otta) muhafaza edilmistir. Bu
arada farkli aminoasitlerle zenginlestirilen Artemia metanaupli gruplarindan da serbest
amino asitlerdeki degisimleri gozlemlemek amaciyla orneklemeler yapilmistir. Alinan
ornekler Tubitak-MAM'’ ne gonderilmis ve 3 tekerrirlt olarak analiz ettirilmistir. Farkli
deneme gruplarina ait larvalarin boy ve agirlik degismlerini belirlemek amaciyla
5.-40.gunler arasindaki 6rnekleme donemlerinde her muamele grubundan 40 larvalik 3
alt ornekleme yapilmistir. Boy 6lgumleri mikroskop altinda, agirlik 6l¢ciimleri ise hassas
terazi (Precisa XB 220A, +0.1 mg) kullanilarak yapilmistir.

Calismada elde edilen veriler iki faktorlt tekrar eden dlcimlt deneme planina
gore varyans andizine tabi tutulmustur (GORGULU, 2002). Deneme desenine ait
matematik model, GILL (1986; 1988); TIMM, (1980) ve DANIEL, (1995) tarafindan
asagidaki sekilde tanimlamistir.

Yi =M+a; +gg + by +@b); +e,

1=123.n j=123..,p k=123,..,r(n.0g)

Burada;

Yij ‘A faktorinin i inci seviyes ile B faktortnin j inci seviyesinde yer dan k inci
deneme Unitesine ait gozlem degeri.

: Populasyon ortalamas.

a; : Muamele gruplarinin i inci seviyesinin etkisi.

b, :Periyot’un j inci seviyesinin etkisi.

ab;; : Muamele ve Periyot faktorlerinin birlikte yapmis olduklari etki.

9y . Muamele gruplarinin i inci seviyes dtindaki k inci deneme Unitesine ait etki

(Hata 1). Bu etki muamele gruplarinin ayni seviyesindeki deneme Uniteleri arasindaki

farkliliktan kaynaklanmaktadir.

€4)jx - Deneysel hata.
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Periyot(l. periyot: 28.gun; 1. periyot: 32.gun; I11. periyot: 36.gun; V. periyot:
40.gun) ortalamalari arasindaki farkliliklar Bonferroni, muamele gruplarina ait
ortalamalar ise Duncan c¢oklu karsilastirma testleri ile degerlendirilerek
harflendirilmistir. Istatistiksel analizler sonucu elde edilen ortalamalar standart hata
degerleri ile birlikte verilmistir. Verilerin degerlendirilmesinde SPSS 9.0 istatistik paket
programi kullanilmistir (SPSS, 1993).
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4.ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1.CipuraLarvalarinda Canli Agirlik ve Boy Degismleri

Cipura larvalarinin deneme boyunca gézlenen agirlik ve boy ortalama degerleri
sgrasyla Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.3'de, bu ortalamalara ait varyans analiz tablolari ise
Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.4'de verilmistir. Cipura larvaarinin agirlik ve boy artidari
Uzerinde, muamele gruplari ve periyotlara ilaveten bu iki faktorin birlikte etkisinin de
Onemli oldugu gozlenmistir (P<0.05). Deneme sonunda, en yiksek canli agirlik ve boy
degerleri sirasiyla isolésin (29.15 +0.22) ve fenilalanin(13.97+0.02) grubunda tespit
edilmistir. Cipura larvalarinin agirliklari 1V. periyotta isolésin grubuna ilaveten
histidin(28.58+0.31), metiyonin(28.58+0.34), lisin(27.93+0.25) ve valin(27.21+0.21)
gruplarinin da kontrol(26.60+0.01) grubuna gore yuksek degerlere sahip oldugu tespit
edilmistir. Muamele gruplari agisindan durum IV. periyottaki sonuclarla benzerlik
gostermigtir. Cipura larvalarinin boylari ise, 1V. periyotta histidin(12.71+0.02) disinda
tim muamele gruplarinin  kontrol (12.91+0.01) grubundan Ustin oldugu tespit
edilmistir. Muamele gruplarinin ortalamalari acisindan durum degerlendirildiginde, 1V.
periyottakine benzer sonuglar oldugu gozlenmistir.

OKSUZ (1996) da cipura larvalarini 40'nci giinde 23.5 mg bireyse canli
agirliga ve 14.1 mm total boya ulastirmistir. DENIZ (1996), cipura larvaarinin 45.
ginde 19.8-24.4 mg bireysel canli agirliga ve 8-11.4 mm total boya ulastigini
bildirmistir. CHATAIN (1991), yaptigi calismada cipura larvaarinin 40. ginde total
boyca gelismini 10 mm olarak bildirmistir. ALESIO (1975), BARNABE ve RENE
(2973), cipura larvalarinin boyca gelismini 8-11 mm arasinda bildirmistir.
CORNEILLE ve ark. (1989), cipura larvaarini 47'nci glinde 13.27 mm total boyave 27
mg bireysel canli agirliga ulastirmidardir. PINOSA ve ark. (1995), bu sonuclara yakin
degerler elde etmiderdir.

Yaptigimiz calismada elde edilen canli agirlik ortalamalari bu arastiricilarin
bildirdigi degerlerden blyik bulunmustur. Elde edilen boy ortalama degerlerimiz ise
OKSUZ (1996) ile paralellik gostermesine karsin, diger tum aratiricilarin buldugu
degerlerden yuksek oldugu gorulmistar.
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Cizelge 4.1. Farkli aminoasitler ile zenginlestiriimis Artemia metanaupli’leri ile
bedenen cipura larvaarinin periyotlara ve muamele gruplarina ait canli
agirlik ortalamalari (ortalamatstandart hata)(mg)

Muamele Periyot

Gruplari

I 1 Il v Mort

Hidtidin 2.95+0.01 4.35:0.04 12.60+0.06  28.58+0.31 12.12+3.07°

Isolésin 2.97+0.007 4.38+0.04 12.71+0.14  29.15+0.22 12.30+3.14°

Lésn 2.99+0.005 4.28+0.04 10.90+0.07 26.35:0.19  11.13+2.8

Lisn 2.97+0.01 4.27+0.03 10.46+0.18 27.93+0.25 11.41+3.00°

Metiyonin 2.97+0.01 4.31+0.02 12.86+0.14 28.58+0.34 12.18+3.07°

Fenildanin 3.02+0.007 4.30+0.02 12.7240.14  25.58+0.32 11.41+2.71°

Treonin 2.99+0.02 4.30+0.04 11.68+0.13  23.92+0.23  10.72+2.50°

Vadin 2.96+0.003 4.35+0.05 12.25+0.03 27.21+0.21  11.69+2.90°

Kontrol 2.98+0.006 4.30+0.03 11.53+0.18 26.60+0.01 11.35+2.82°

Port 2.98+0.005* 4.31+0.012° 11.97+0.16° 27.1+0.31°

Ayni satir ve sutunlarda farkli harflerin kullanildigi degerler istatistiksel darak farkli
bulunmustur (P<0.05). Mq: Muamele gruplarina ait ortalamalar, Ry: Periyotlara ait

ortalamalar

Cizelge 4.2. Canli agirlik ortalamalarina ait varyans analiz tablosu

VK D KT KO P
Denekler aras 26 27.816

Muamée 80 26.788 3.348 0.000*
Hata 1 18 1.028 0.0571

Denekler ici 81 9993.514

Periyot 9930.996 3310.332 0.000*
Muamelexperiyot 24 59.038 2.460 0.000*
Hata 2 54 3.480 0.06444

Genel 107 10021.33

*P<0.05; VK: varyasyon kaynaklari; SD: serbestlik derecesi; KT: kareler toplami; KO:
kareler ortalamasi; P. 6nem seviyes
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Sekil 4.1. Muamele gruplarinda canli agirlik ortalamalarinin periyotlara bagli degisimi

Cizelge 4.3. Farkli aminoasitler ile zenginlestiriimis Artemia metanaupli’leri ile
bedenen cipura larvalarinin periyotlara ve muamele gruplarina ait boy

ortalamalari (ortalamatstandart hata)(mm)

Muamele Periyot
Gruplari

| I I \Y Mor
Higtidin 7.00:0.007 7.68:0.07 10.41+0.01 12.71+0.02  9.45+0.68
Isolésin 6.98£0.003  7.72+0.09 10.70:+0.005 13.31+0.02  9.68+0.75"
Lésin 6.99+0.001  7.63:0.09  10.18+0.01 13.04+0.02  9.46+0.72°
Lisin 6.96£0.003  7.62+0.07  9.75¢0.005 12.98+0.01  9.33+0.70°
Metiyonin 7.02¢0.007  7.68+0.09  10.39+0.005 13.27+0.02  9.59+0.74°
Fenilalanin 7.01+0.000  7.70#0.09  10.65+0.005 13.97+0.02  9.83+083'
Treonin 7.00:0.006  7.67+0.08  10.27+0.02 13.22+0.005 9.54+0.73°
valin 7.01+0.003  7.74+0.09  10.70+0.01 1351+0.08  9.74+0.77°
Kontrol 6.92¢0.01  7.76x0.08 10.70+0.005 12.91+0.01  9.57+0.71°
Port 6.98+0.006"° 7.69+0.02°  10.42+0.05° 13.21+0.06

Ayni satir ve situnlarda farkli harflerin kullanildigi degerler istatistiksel olarak farkli
bulunmustur (P<0.05). Moi: Muamele gruplarina ait ortalamalar, Ry: Periyotlara ait

ortalamalar.
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Cizelge 4.4. Boy ortalamalarina ait varyans analiz tablosu

VK D KT KO P
Denekler aras 26 2.46256

Muamee 8 2.368 0.296 0.000*
Hata 1 18 0.09456 0.005253

Denekler ici 81 657.794

Periyot 3 653.895 217.965 0.000*
Muamelexperiyot 24 3.495 0.146 0.000*
Hata 2 54 0.404 0.00748

Genel 107 660.25656

*P<0.05; VK: varyasyon kaynaklari; SD: serbestlik derecesi; KT: kareler toplami; KO:
kareler ortalamasi; P.6nem seviyes

16
14 / —e—His
12 = —a—lle
- = Leu
£ 10
£ Lys
= 8
o) —*%— Met
@ 6
——Phe
4 Thr
5 —Val
0 T T T
| 1] ] v
Periyot

Sekil 4.2. Muamele gruplarinda boy ortalamalarinin periyotlara bagli degisimi



4.2.Protein Analizleri

Farkli aminoasitlerle zenginlestiriimis Artemia metanaupli’leri ile beslenen
cipura larvalarinin 5-40. gunler arasindaki ¢ozulebilir protein konsantrasyonlarindaki
degismler Sekil 4.3'de verilmistir. Ayrica, cipura larvalarinin deneme boyunca
gozlenen protein ortalama degerleri Cizelge 4.5 de, bu ortalamalara ait varyans analiz
tablolari ise Cizelge 4.6'da verilmistir. Cipura larvaarinin protein ortalama degerleri
Uzerinde, muamele gruplari ve periyotlara ilaveten bu iki faktérin birlikte etkisinin de
Onemli oldugu gozlenmistir (P<0.05). Calisma sonunda, en yiksek ve en dusik protein
miktarlari sirasiyla metiyonin (55.96 +0.02) ve 16sin(42.25.£0.02) grubunda tespit
edilmistir. Elde edilen veriler genel olarak degerlendirildiginde, 1. ve Il. periyotta
protein ortalama degerlerinin benzer seviyelerde oldugu, bu dénemden sonra muamele
gruplarinda belirgin  farkliliklarin ~ ortaya ciktigi gozlenmistir. 1V. periyotta
metiyonin(55.96+0.02), histidin(54.04+0.001), isol6sin(53.26+0.02) ve
valin(52.70+0.01) gruplarinin kontrol grubuna(50.50+0.007) gbére yuksek protein
degerlerine sahip oldugu belirlenmistir(P<0.05).. Muamele gruplarinin ortalamalari
acisindan ise, sirdlama V. periyotta gozlenen sonuclarla paraellik gostermektedir.

Larvalarin protein iceriklerinin, larvalarin total boy degisimleri ve yumurtadan
cikistan sonraki yas ile dogrudan iliskili oldugu bildirilmistir (NOLTING ve ark., 1999).
NOLTING ve ark. (1999), levrek larvaari Uzerinde yaptiklari calismada, larvalarin yas
ve total boyca artidarina paralel olarak protein iceriklerinin arttigini bildirmislerdir. Bu
calismada protein ortalama degerlerinin |. ve Il. periyotta benzer oldugu, bu noktadan
itibaren deneme gruplarinin timinde yiksek miktarlarda artislarin meydana geldigi
tespit edilmistir. Calismadaki larvalarin protein iceriginde gozlenen farkliliklar, deneme
siresince total boylarinda meydana gelen degisimlere, yumurtadan cikis sonras
yadarina ve test gruplarinda kullanilan canli yemlerin besinsel 6zelliklerindeki
farkliliklara baglanabilir.



Protein
60
50 A —e—His
= § —a—lle
x84 Leu
S c
c & 307 Lys
£3
S = 20 . —*— Met
&2 ' —e—Phe
107 = = . = o Thr
0 T T T T T T T , |—Val
5 10 15 20 24 28 32 36 40 Kontrol
Periyot
Sekil 4.3. Farkli aminoasitlerle zenginlestirilmis Artemia metanaupli’leri ile beslenen

cipura larvalarinin 5.-40. gunler arasindaki protein kompozisyonlarindaki

degismler

Cizelge 4.5. Farkli aminoasitler ile zenginlestiriimis Artemia metanaupli’leri ile

bedlenen cipura larvalarinin periyotlara ve muamele gruplarina ait protein

ortalama degerleri (ortalamatstandart hata)(ug protein/larva)

Muamele Periyot
Gruplari

I I [l v Mort
Histidin 7.80+0.03  7.99+0.003 21.41+0.005 54.04+0.001 22.81+5.68
Isolésin 7.89+0.04  7.99+0.007 28.24+0.007 53.26x0.02 24.34+5.61
Lésn 7.93+0.05  8.01+0.004 21.48+0.005 42.25+0.02 19.92+4.22
Lisn 7.80+0.06 8.01+0.0004 19.92+0.01 50.44+0.006 21.54+5.24"
Metiyonin 7.77#0.03  8.00+0.0007 23.60+0.01 5596+0.02 23.83+5.91"
Fenildanin 7.79+0.05 8.00+0.0008 22.44+0.006 44.30+0.01 20.63+4.49
Treonin 7.92+0.07  7.99+0.005 22.21+0.009 44.64+0.03 20.69+4.52
valin 7.86+0.04 8.02+0.0006 20.09+0.009 52.70+0.01 22.17+552
Kontrol 7.85+0.05  8.00+0.002 20.94+0.01 50.50+0.007 21.82+5.24°
Port 7.84+001*° 800+0.001° 22.26+0.46° 49.79+0.9(f

Ayni satir ve sttunlarda farkli harflerin kullanildigi degerler istatistiksel olarak farkli
bulunmustur (P<0.05).Mq: Muamele gruplarina ait ortalamalar, Pyt Periyotlara ait
ortalamalar.
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Cizelge 4.6. Protein ortalama degerlerine ait varyans analiz tablosu

VK D KT KO P
Denekler arasi 26 212.46831

Muamee 8 212.426 26.553 0.000*
Hata 1 18 0.04231 0.002351

Denekler ici 81 32067.763

Periyot 3 31554.01 10518.003 0.000*
Muamelexperiyot 24 513.624 21.401 0.000*
Hata 2 54 0.129 0.002387

Genel 107 32280.23131

*P<0.05; VK: varyasyon kaynaklari; SD:serbestlik derecesi; KT:kareler toplami; KO:
kareler ortalamasi; P: 6nem seviyes
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Sekil 4.4. Muamele gruplarinda protein ortalamalarinin periyotlara bagli degisimi

4.3.Aminoasit Analizleri
Farkli aminoasitlerle zenginlestiriimis Artemianin esansiyel aminoasit
kompozisyonlarindaki degisimler Sekil 4.5 de verilmistir.
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Sekil 4.5. Farkli aminoasitler ile zenginlestirilmis Artemia metanaupli’ lerinin esansiyel

aminoasit kompozisyonlarinda gézlenen degismler

Kultdr suyuna serbest aminoasitlerin ilave edilmesiyle gergeklestirilen 16 saatlik
zenginlestirme periyodu sonucunda Artemia’da mevcut esansiyel aminoasit icerikleri
Sekil 4.5'de goruldugl gibi tim zenginlestirme gruplarinda kontrol grubuna gore bir
Ustinlik sergilemistir.

TONHEIM ve ark. (2000), vyaptiklari calismada serbest metiyonin ile
Artemia’ nin lipozom ve kultir suyuna serbest aminoasitlerin dogrudan ilave edilmesi
metodu(direkt zenginlestirme) ile zenginlestirilebilecegini belirtmiserdir. Calismamizda
bu arastiricilarin belirtmis oldugu dogrudan zenginlestirme metodu kullanilmistir.
Calismamiz Artemia’nin larvalar icin esansiyel olan tim aminoasitlerin kiltdr suyuna
ilave edilerek zenginlestirilebilecegini de ortaya koymustur. TONHEIM ve ark. (2000)
tarafindan bulunan bulgular calismamizi destekler niteliktedir.
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4.4 Enzim Analizleri

4.4.1 Amilaz Enzim Aktivites

Farkli aminoasitlerle zenginlestiriimis Artemia metanaupli’leri ile beslenen
cipura larvalarinin 5.-40. gunler arasindaki amilaz enzim aktivitess Sekil 4.6'da
verilmistir. Ayrica, cipura larvaarinin deneme boyunca gozlenen amilaz enzim
aktiviteleri Cizelge 4.7’ de, bu ortalamalara ait varyans analiz tablolari ise Cizelge 4.8 de
verilmistir. Cipura larvalarinin amilaz enzim aktiviteleri Uzerinde, muamele gruplari ve
periyotlara ilaveten bu iki faktorin birlikte etkisinin de énemli oldugu gozlenmistir
(P<0.05). Elde edilen veriler genel olarak degerlendirilirse, histidin ve kontrol
gruplarinin I11. periyot’ a kadar arttigi, 1V periyotta bu gruplarin degerlerinde bir azalma
oldugu, buna karslik isolésin, 16sin, lisin ve metiyonin gruplarinda tam tersi bir
durumun olustugu gozlenmistir. Fenilalanin, treonin ve valin gruplarinin ise her
periyotta artis egiliminde oldugu tespit edilmistir. I., II. ve Ill. periyotta en yUksek
amilaz aktivitesini kontrol grubu sergilerken, IV. periyotta fenilalanin grubu kontrol
grubuna gore Ustinlik gostermigtir. 1V. periyotta fenilalanin grubuna ilaveten 16sin ve
valin gruplarinin kontrol grubundan daha yiksek amilaz aktivites sergiledigi tespit
edilmistir.

Amilaz Enzim Aktivitesi
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Sekil 4.6.Farkli aminoasitlerle zenginlestirilmis Artemia metanaupli’leri ile beslenen
cipura larvaarinin 5.-40. gunler arasindaki amilaz enzim aktivitelerindeki

degismler.
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Cizelge 4.7. Farkli aminoasitler ile zenginlestiriimis Artemia metanaupli’leri ile

beslenen cipura larvaarinin periyotlara ve muamele gruplarina ait amilaz

enzim aktivites ortalama degerleri(ortalamatstandart hata) (U/mg protein)

Muamele Periyot
Gruplari

| I I \Y; Mo
Higtidin 254+0.03  7.97+0.18 1274020 2.74+0.06  6.50+1.27°
Isolésin 2.36£0.08  116+0.05 049010 641010  2.60+0.6%
Lésn 2.65+0.16  1.98+0.08  1.70+0.01  12.87+0.15  4.80+1.40°
Lisn 2424011  154+0.07  1.05:0.07  1.25+0.05  157+0.16°
Metiyonin 2.54+0.08  1.84+0.08 1404001  6.53+0.12  3.08+0.61°
Fenilalanin 2.60£0.15  13.18+0.2  17.29+0.35 32.73+0.91 16.45+3.26°
Treonin 259+0.11 3224044  4.38+0.26  9.42+0.23  4.90+0.81°
vdin 2.38+0.17  16.87+0.45 23.60+0.22 23.18+0.41 16.51+2.59°
Kontrol 2.68+0.14  22.20+0.28 25.84+0.60 11.00+0.41 15.43+2.77'
Port 2.53+0.04*  7.78+145°  9.83+1.89°  11.79+1.88"

Ayni satir ve situnlarda farkli harflerin kullanildigi degerler istatistiksel olarak farkli
bulunmustur (P<0.05). Myi: Muamele gruplarina ait ortalamalar, Ry: Periyotlara ait

ortalamalar.

Cizelge 4.8.Amilaz enzim aktivitesine ait varyans analiz tablosu

VK D KT KO P
Denekler aras 26 3793.513

Muamele 8 3789.508 473.688 0.000*
Hata 1 18 4.005 0.222

Denekler ici 81 3987 .414

Periyot 3 1288.139 429.380 0.000*
Muamelexperiyot 24 2687.111 111.963 0.000*
Hata 2 54 12.164 0.225

Genel 107 7780.927

*P<0.05; VK: varyasyon kaynaklari; SD: serbestlik derecesi; KT: kareler toplami; KO:
kareler ortalamasi; P. 6nem seviyes



49

35
20 / —e—His
—a—lle
= 25 Leu
3 g 20 Lys
E g /// —%— Met
<E 15 —e—Phe
2 10 /\ —+—Thr
/ /6 —Val
& o2 S Kontrol
0 EEE— = :
| Il I} v
Periyot

Sekil 4.7. Muamele gruplarinda amilaz enzim aktivitesinin periyotlara bagli degisimi

Diger taraftan, muamele gruplarinin  ortalamalari agisindan  durum
degerlendirildiginde, valin (16.51+2.59) ve fenilalanin (16.45£3.26) gruplarinin
(P>0.05), kontrol grubuna gore Ustiin oldugu tespit edilmistir. Muamele gruplarinin
ortalamalari agisindan sonuclar, 16sin disinda IV. periyotta elde alilenlere benzerlik
gbstermektedir.

Pankreatik sindirim enzimlerinin keseli donem sonrasi agiz acilmasiyla birlikte
belirlendigi, amilaz aktivitesinin larval donemin ilk asamalarinda ¢ok yuksek oldugu,
gelism donemleri boyunca bir azalma gosterdigi tespit edilmistir(ZAMBONINO
INFANTE,1994b: RIBEIRO ve ark., 1999b: BUCHET ve ark., 2000).

PERSON LE RUYET,(1989), karaciger ve pankreasin yumurta agiliminda
olusmus oldugunu, nisasta sindirimi icin gereken enzimlerden amilaz aktivitesinin ilk
beslemeye gecildigi donemde mevcut oldugunu bildirmistir.

PEREZ ve ark. (1996), larvanin gelism donemi boyunca gozlenen amilaz
aktivitesindeki azalmayi bu enzimin genetik olarak programlanmasina baglamidardir.

YUFERA ve ak. (2000), larvalarin yasina bagli olarak amilaz enzim
aktivitesinin gelistigini bildirmislerdir.

CAHU ve ak. (1998), yaptiklari calismada degerlendirmeye adiklari 3
pankresatik enzim aktivitesinin, larvanin yas ile iliskili oldugunu, tanklara mikroalg
ilave edilip edilmemesinin bu enzimlerin aktivitelerinde ¢ok blytk bir degiskenlik
gostermedigini bildirmislerdir.



50

PEREZ ve ark. (1996), amilaz aktivitesinin 18. ginden sonra yemlerin
karbonhidrat iceriginin artisina paralel olarak arttigini bildirmislerdir. Calisma
sonucunda, amilaz aktivitesinin larval donemde yeterli oldugunu, amilaz enzim
aktivitesinin de yasa bagli olarak degistigini belirtmislerdir.

HENNING ve ark.(1994) yaptiklari bir calismada, %25 glusit icerigine sahip
yemlerle beslenen larvalardaki amilaz aktivitesindeki azalmanin, %5 glusit igerigine
sahip yemle bedenenlere gore daha disik oldugunu gostermidlerdir. PERES ve ark.
(1994), farkli glusit icerigine sahip karma yemlerle bedenen levrek larvalarinda, 18. ve
35.ginde yulksek miktarda amilaz aktivitesinin gozlendigini  bildirmislerdir. Bu
gozlemler, substratin karma yemde bulunan miktarina bagli olarak larvadaki enzim
aktivitesinin adaptasyonunu ortaya koymustur.

CAHU ve ZAMBONINO INFANTE (1994), pankreatik enzimlerden amilaz
aktivitesinde mikro yemlere gecis donemlerinde artis oldugunu, bunun ise yemlerdeki
%12'lik nisasta icerigi ile iliskili oldugunu bildirmidlerdir. Arastiricilar ayni zamanda,
amilaz enzim aktivitesinde g6zlenen bu durumu larvalarin yetersiz bir besin kaynagi ile
beslenmesine baglamidlardir.

Larvalar Uzerinde yapilan calismalarin sonuglari, amilaz aktivitesinin ilk agiz
acildigi donemlerde oldukca yuksek oldugu, larvanin yasina ve mikro kapsil
yemlerdeki nisasta icerigine bagli olarak degism gosterebildigi seklindedir. Bunlara
ilaveten amilaz aktivitesinin genetik olarak programlanabildigi de bildirilmistir.

Cdismamizda, amilaz aktivitesinin larvanin ilk donemlerinde ¢ok yuksek
oldugu, bu aktivitenin larvanin gelism doneminde azalma gosterdigi tespit edilmistir.
Buna karsilik, ilk U¢ periyotta amilaz aktivitesinde kontrol grubun Gstinllgu
gozlenirken, 1V. periyotta siralama fenilalanin, valin ve 16sin seklinde degismistir.
Muamele gruplarinin ortalamalari agisindanise |6sin grubu disinda benzer sonuclar elde
edilmistir. Amilaz aktivitesinin mikro yemlerin karbonhidrat seviyelerine ve gelism
dénemlerine gore farklilik gosterdigi bildirilmistir (HENNING ve ark., 1994: CAHU ve
ZAMBONINO INFANTE, 1994: PEREZ ve ark., 1996). Ayrica, amilaz aktivitesinin
genetik olarak programlanabilecegi de belirtilmistir (PEREZ ve ark., 1996). Bu
calismada kullanilan yemlerin karbonhidrat seviyeleri arasinda bir degism olmadigi
distndlUrse, larvalarin amilaz enzim aktivitelerinin genetik olarak programlanmis olma

ihtimalinin yiksek oldugu soylenebilir.
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Diger taraftan, amilaz enzim aktivitesinin yuksekliginin genellikle larvanin
gereksinimlerine cevap veremeyen diyetlerle besleme yapildigi durumlarda ortaya
ciktigi bildirilmistir (CAHU ve ZAMBONINO INFANTE, 1994). Ik U¢ periyotta
kontrol grubunda gozlenen bu yiksek aktivitenin nedenini, kontrol grubu canli yemin
larvalarin gereksinimlerini  karsilayamamasina baglayabiliriz. V. periyotta ise,
fenilalanin, vain ve 10sn ile zenginlestiriimis Artemia metanauplilerinin larvalarin
gereksinimleri karsilamada kontrol grubundan daha zayif kaldigini, buna karsilik diger
serbest aminoasit besleme gruplarinin kontrol grubuna goére larvanin gereksinimlerine
daha iyi cevap verdigi soylenebilir. Larvalarin tim periyotlardaki amilaz enzim
aktivitelerini  gosteren muamle  gruplarinin  ortalamalari  agisindan  durum
degerlendirildiginde, 16sin grubu disinda IV. periyottakine benzerlik gostermektedir.
Sindirim kanalinin gelisminin gostergesi olarak bilinen aminopeptidaz N/IG6sin-alanin
peptidaz orani, ilk U¢ periyotta kontrol grubunda en iyi enterosist gelismi oldugunu,
buna karsilik bu durumun IV. periyotta l6sin, fenilalanin, isolésin, lisin ve valin
bedeme gruplari lehinde degistigini gostermistir. Ayni zamanda bu indikator sonuclari
muamele ortalamalari acisindan degerlendirildiginde, en yuksek aktiviteyi kontrol
grubunun gosterdigi tespit edilmistir. Bu veriler isiginda, ilk Ug¢ periyotta kontrol
grubunun, 1V. periyotta en yiksek amilaz enzim aktivitesi gosteren fenilalanin, valin ve
[6sin gruplarinin, sindirim kanalinin  gelism indikatorii olarak kabul edilen
aminopeptidaz N/l6sinralanin  peptidaz oranlarina dayanarak larvalarin ihtiyacini
karslamada yetersiz kaldigi hipotezini desteklememektedir. Diger taraftan muamele
ortalamalari agisindan durum degerlendirildiginde amilaz aktivitesi agisindan yuksek
degerlerden birine sahip olan kontrol grubunun, aminopeptidaz N/l6sin —alanin peptidaz
oranlari bakimindanda en yiksek degere sahip oldugu tespit edilmistir. Sonug olarak,
serbest aminoasit besleme gruplarinin cipura larvalarinin sindirim kanalinin gelisimini
engelleyici yonde bir etkisinin olmadigi, cipura larvalarinda 1V. periyot'a kadar
larvalara sunulan yemlerin icerdigi serbest aminoasit miktarlarindan bagimsiz olarak

amilaz enzim aktivitesinin genetik olarak programlandigi agikca ortaya gikmistir.
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4.4.2.L6sn-Alanin Peptidaz Enzim Aktivites

Farkli aminoasitlerle zenginlestiriimis Artemia metanawpli’leri ile beslenen
cipura larvalarinin 5-40. gunler arasindaki l6sin-danin peptidaz enzim aktivitesi Sekil
4.8 de verilmistir. Ayrica, cipura larvalarinin deneme boyunca gézlenen 16sin-alanin
peptidaz enzim aktiviteleri Cizelge 4.9'da, bu ortalamalara ait varyans analiz tablolari
ise Cizelge 4.10'da verilmistir. Cipura larvaarinin lésin-alanin  peptidaz enzim
aktiviteleri Uzerinde, muamele gruplari ve periyotlara ilaveten bu iki faktorin birlikte
etkisinin de o6nemli oldugu gozlenmistir (P<0.05). Kontrol grubu tim periyotlar
boyunca l6sin-alanin peptidaz aktivites acisindan yukselme gosterirken, diger besleme
gruplari Il. ve l1ll. periyotlarda yiUkselme egiliminde olup, IV. periyotta duslise
gecmistir. Periyotlara gore en yiksek losinalanin peptidaz aktiviteleri; 1. periyot
histidin(352.48+0.12), Il. periyot valin(2219.74+3.13), 111. periyot \alin(3465.06+4.04)
ve V. periyot kontrol(2945.50+3.57) grubu seklinde olmustur. 1V. periyotta tim
besleme gruplari kontrol grubuna gore daha dusik bir 16sin-alanin peptidaz aktivites
sergilemistir. 1V. periyotta en yiksek |6sin-alanim peptidaz aktivitesi kontrol grubunda
gozlenirken, durum muamele gruplarinin ortalamalari acisindan ele aindiginda en
dusik lésin-alanin peptidaz aktivitesini yine kontrol grubunun(1274.86+300.16)
gosterdigi tespit edilmistir(P<0.05).

Losin-Alanin Peptidaz Enzim Aktivitesi
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Sekil 4.8.Farkli aminoasitlerle zenginlestiriimis Artemia metanaupli’leri ile beslenen
cipura larvaarinin 5.-40. gunler arasindaki l6sin-alanin peptidaz enzim

aktivitelerindeki degisimler.
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Cizelge 4.9. Farkli aminoasitler ile zenginlestiriimis Artemia metanaupli’leri ile

bedenen cipura larvalarinin periyotlara ve muamele gruplarina ait 16sin

alanin peptidaz enzim aktivites (ortalamatstandart hata) (mU//mg protein)

Muamele Periyot
Gruplari

| I I IV Mo
Histidin 352.48+0.12 1850.22#8.98  3011.92+2.11  1972.75+t4.55 1796.84+285.90°
Isolésin 350.50+0.69  1317.20+4.51  2623.34+4.46  1930.55+1.58  1555.40+251.80°
Lésn 350.86+0.27  1742.87+4.73  2935.20+3.33  2556.37+22.94 1896.33+298.78'
Lisn 351.81+0.37 1460.48+3.41  2736.26x521  2458.67+11.26 1751.80+282.60°
Metiyonin ~ 351.58+0.75  1486.94+2.62  2739.61#519  2557.00+18.70 1783.78+288.07"
Fenildanin  351.92+1.13  1981.31+1.52  3186.41+5.49  2931.52+6.68 2112.79+335.10"
Treonin 352.32+0.57 1784.86+1.86  2974.75+4.05  2834.15+6.55 1986.52+316.46°
vdin 351.67+0.41 2219.74+3.13  3465.06+4.04  2641.00+14.55 2169.37+344.05
Kontrol 351.20+0.65  757.78+2.84 1044.94+3.18  294550+3.57 1274.86+300.16°
Port 351.59+0.21* 1622.38+79.09° 2746.39+127.08" 2536.39+69.10°

Ayni satir ve sttunlarda farkli harflerin kullanildigi degerler istatistiksel olarak farkli
bulunmustur (P<0.05). Myi: Muamele gruplarina ait ortalamalar, Ry: Periyotlara ait

ortalamalar.

Cizelge 4.10. Losin-alanin peptida enzim aktivitesine ait varyans analiz tablosu

VK D) KT KO P
Denekler arasi 26 7378929.005

Muamele 8 7376739.165 922092.396 0.000*
Hata 1 18 2189.840 121.658

Denekler igi 81 107999036

Periyot 3 96296771.935 32098923.978 0.000*
Muamelexperiyot 24 11694427.325 487267.805 0.000*
Hata 2 4 7836.762 145.125

Genel 107 115377965

*P<0.05; VK: varyasyon kaynaklari; SD: serbestlik derecesi; KT: kareler toplami; KO:
kareler ortalamasi; P. 6nem seviyes
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Sekil 4.9. Muamele gruplarinda I6sin-alanin peptidaz aktivitesinin periyotlara bagli
degismi

Losin-alanin  peptidaz  enterosistlerin iki  farkli alt hicresel bdlgesinde
dagilmaktadir. Bu enzim sitozolik peptidazlar grubuna aittir. Yasamin ilk U¢ haftasinda
sitozolik peptidazlar tarafindan proteinin hiicreler arasi sindirimi ¢ok yuk sek bir aktivite
sergilemektedir. Ozellikle hiicre disi sindirimin tam olarak fonksiyonel olmadigi
donemlerde bu aktivite oldukca yuksektir (CAHU ve ZAMBONINO INFANTE,
1995a).

Levrek larvalarinin ilk donemlerinde |6sin-alanin peptidaz aktivites oldukca
yuksektir. Levrek larvalarinda yaklasik olarak cikistan sonraki 3. haftada membranik
enzimlerin artisina karsilik, sitozolik enzimlerin aktivitesinde bir azalma goruldugu
bildirilmistir (CAHU ve ZAMBONINO INFANTE, 1994:RIBEIRO, 1999b).

CAHU ve ZAMBONINO INFANTE (1997), levrek larvaari Uzerinde yaptiklari
calismada 15. ve 25. glinden 40. gune kadar olan donemde mikro diyetleri kullanmislar
ve larvalarin pankreatik bolim ve bagirsagin iki hicresel bodlgesindeki sindirim
kapasitelerini incelemiderdir. Calismada, |6sin-alanin peptidaz enzimlerinde belirgin
disis oldugu bildirilmistir. Ayrica, karma yemle beslenen larvalardaki gelismenin
pankreatik enzim sentezi eksikliginden olmadigi, zayif gelismenin geleneksel karma
yemlerin larval sindirim 6zelliklerini karsilamekta yetersiz kaldigindan kaynaklandigini
belirtmislerdir.
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CAHU ve ark. (1998), |6sin-alanin peptidaz gibi enzim aktivitelerinin larvanin
yasindan ziyade, ortamda mikroalg bulunup bulunmamasiyla iliskili oldugunu
bildirmiderdir. Calismada ayrica, aglerin, sindirim enzimlerinin tretiminde tetikleyici
rol Gstlendiklerini ortaya koymustur.

ZAMBONINO INFANTE ve CAHU (1997), deniz balik larvalarinin iyi gelisimi
ve yasama oraninin yuksek olusunun, genellikle enterosistlerin erken olgunlasmasi ile
iliskili oldugu bildirmiderdir.

CAHU ve ZAMBONINO INFANTE (1995a), sitozolik bir peptidaz olan 16sin-
alanin peptidaz aktivitesini, mikro partikil yemle beslenen gruplarda yuksek seviyelerde
oldugunu bildirmiderdir. Calismada, klask mikro diyetlerle besemenin larvalarin
sindirim 6zelliklerinin korunmasina ve buna bagli olarak enterosist farklilasmasini
engelledigi sonucuna varilmistir. Buna karsilik, hidrolize protein igeren bir karma
yemin bu gecikmeyi az da olsa erteleyebilecegi ve protein hidrolizatlarinin larval
gereksinimi  karsilamada serbest aminoasitlere oranla daha Ustin oldugunu tespit
etmiderdir. Arastiricilar, 16sn-aanin gibi sitozolik enzimlerin yalniz olarak sindirim
kanalinin gelismi konusunda iyi bir gosterge olmayacagini, buna karsilik aminopetidaz
N/losin-alanin  peptidaz oraninin bu gelismin daha iyi bir gbsterges olacagini
bildirmiderdir.

CAHU ve ark. (1999), larval gereksinimlere tam olarak cevap veremeyen karma
yemlerle yapilan besemenin genetik olarak programlanmis bagirsak olgunlasmasini
geciktirdigi  bildirmislerdir. Calismada ayrica, hidrolize proteinlerin  yemlerde
kullaniminin bu olgunlasma islemini rahatlattigi tespit edilmistir. Lésin-alanin peptidaz
aktivitesindeki azalmanin, protein hidrolistati ile besenen larvalarda, diger protein
kaynaklari ile beslenen larvalara oranla daha erken meydana geldigi tespit edilmistir

Yumurtadan cikistan itibaren yasamin ilk U¢ haftasinda I6sin-alanin peptidaz
akivitesinin yuksek oldugu, bundan sonra membranik enzimlerin gelismine paralel
olarak bu enzim aktivitesinin azaldigi bildirilmistir (CAHU ve ZAMBONINO, 1994
RIBEIRO, 1999b). Ldosin-aanin peptidaz aktivitesindeki yikselmelere, larvanin
gereksinimlere tam olarak karsilamayan karma yemlerle yapilan beslemenin neden
olabilecegi belirtilmistir (CAHU ve ark., 1999). Ayni zamanda |6sin-alanin peptidaz

aktivitesinin yalniz basina sindirim sisteminin gelismi konusunda iyi bir gosterge
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olamayacagi, bunun yerine aminopeptidaz N/I6sin-alanin peptidaz oraninin daha dogru
sonuclara goturecegi bildirilmistir (CAHU ve ZAMBONINO INFANTE, 1995a).

Calismamizda elde edilen sonuclar ilk tg hafta bu enzimin aktivitesinin yiksek
oldugu, daha sonral. periyot’a dogrubir azalma oldugu seklindedir. I1. ve Ill. periyotlar
icin durum degerlendirildiginde, larvanin gereksinimlere tam olarak cevap veremeyen
yemlerle yapilan beslemenin larvanin sindirim 6zelliklerinin korunmasina neden oldugu
ve buna bagli olarak enterosist farklilasmasini engelledigi dustnulebilir. Diger taraftan
[6sin-alanin peptidaz aktivitesinin 1. ve 1ll. periyotlarda kontrol grubu disindaki
beseme gruplarinda yiksek bulunmasi, zenginlestirme esnasinda kullanilan serbest
aminoasitlerin  sitozolik enzim faaliyetinin devam etmesinde destekleyici bir rol
oynadigi seklinde yorumlanabilir. CAHU ve ark. (1998), |6sin-alanin peptidaz gibi
enzim aktivitelerinin  larvanin  yasindan ziyade, ortamda mikroalg bulunup
bulunmamasiyla iliskili oldugunu bildirmislerdir. Calismada ayrica, alglerin, sindirim
enzimlerinin Uretiminde tetikleyici rol Ustlendiklerini ortaya koymustur. CAHU ve
ZAMBONINO INFANTE (1995a), serbest aminoasitlerin I@sin-alanin peptidaz
aktivitesini destekledigini bildirmislerdir. Bu sonuglar, bilhassa 1. ve Ill. lésn-alanin
peptidaz  aktivitesinin  serbest aminoasitler tarafindan tetiklendigi  hipotezini
guclendirmektedir. Bu yorumlara ilaveten, gozlenen bu yuksek aktivitenin, tripsin’in
diger proteazlari aktive eden anahtar bir enzim olmasina ve bu enzimin besinsel kontrol
mekanizmasinin I11. periyottan sonra aktif olmasindan kaynaklandigini soyleyebiliriz.
V. periyotta ise, serbest aminoasit gruplarinin sitozolik enzim faaliyetlerinde gozlenen
azamayi, larvalarin bu dénemde besin ihtiyaclarinin kontrol grubuna oranla kismen de
olsa daha iyi karsilanabildigi ve enterosistlerin normal olgunlasma moduna girmesine
baglayabiliriz.

Bunlara karsilik, CAHU ve ZAMBONINO INFANTE (1995a), lésinaanin
peptidaz aktivitesinin tek basina sindirim kanalinin durumu hakkinda aydinlatici bilgi
vermedigini, aminopeptidaz N/I6sin-alanin peptidaz orani ile daha dogru sonuclar elde
edilebilecegini bildirmislerdir. Il. ve Ill. periyotlarda en iyi enterosist gelisminin
goruldigt grup kontrol grubu olurken, 1V. periyotta bu besleme grubunda
enterosistlerin gelisiminde bir gerileme gozlenmistir. Bu durum aminopeptidaz N/IGsin-
alanin peptidaz oranlari ile desteklenmektedir. Sindirim kanalinin gelisiminin gostergesi

olarak bilinen aminopeptidaz N/Iosinalanin peptidaz oranlari I1. ve Ill. periyotlarda
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kontrol grubunda iyi bir sindirim kanali gelismi gozlendigini isaret ederken, V.
periyotta ise durumun ozellikle l6sin, fenilalanin, isolésin, lisn ve valin besleme
gruplari lehinde gelistigini gostermistir. Bu indikator sonuclari muamele gruplarinin
ortalamalari agisindan degerlendirildiginde, en iyi sindirim kanali gelisminin oldugu
grubun kontrol grubu oldugu gézlenmistir. Tripsinin besinsel kontrol mekanizmasinin
gec tesekkil etmesi sonucunda, her ne kadar 1V. periyotta 16sin aanin peptidaz
aktiviteleri serbest aminoasit besleme gruplarinda kontrol grubuna gére diisik bulunmus
olsa da, durum genel olarak degerlendirildiginde serbest aminoasit besleme gruplarinin
cipura larvaarinda l6sin aanin peptidaz aktivitesini I11. periyoda kadar tetikledigini
acikca ortaya konmustur. I11. periyotta proteazlari aktive eden tripsin’ in besinsel kontrol
mekanizmasinin aktif olmasi sonucunda serbest aminoasit gruplarinin  sindirim
kanalinin gelisimi yonundeki olumlu etkileri ortaya ¢ikmis olmasina ragmen, bu durum
ilk Uc periyottaki serbest aminoasitlerin aktif rol alamamis olmasindan dolayi etkisini

tam olarak gosterememistir.

4.4.3.Aminopeptidaz N Enzim Aktivites

Farkli aminoasitlerle zenginlestiriimis Artemia metanaupli’leri ile beslenen
cipura larvalarinin 5.-40. gunler arasindaki aminopeptidaz N enzim aktivitesi Sekil
4.10'da verilmistir. Ayrica, ¢ipura larvaarinin deneme boyunca gozlenen I6sin-alanin
peptidaz enzim aktiviteleri Cizelge 4.11'de, bu ortalamalara ait varyans analiz tablolari
ise Cizelge 4.12'de verilmistir. Cipura larvalarinin aminopeptidaz N enzim aktiviteleri
Uzerinde, muamele gruplari ve periyotlara ilaveten bu iki faktérin birlikte etkisinin de
Onemli oldugu gézlenmistir (P<0.05). Periyotlara gore ¢calismada elde edilen en yiksek
aminopeptidaz N aktivite degerleri; |. periyotta \alin(449.69+1.09), 11.(1123.09+6.34)
ve 111.(1490.64+4.91) periyotta lisin ve V. periyotta fenilalanin(1692.15+2.69) grubu
olmustur. Isolésin, [6sin, fenilalanin, treonin ve kontrol gruplari tim periyotlar boyunca
artis gostermesine karsin, histidin, lisin ve metiyonin gruplari 1l. ve lll. periyotta artis
gbzlemlenmis olup, 1V. periyotta bu gruplarda azalmalar tespit edilmistir. Valin
grubunda ise Il. ve Ill. peiyotlarda azalma gozlenirken, V. periyotta bir artis oldugu
tespit  edilmistir.  Muamele  gruplarinin  ortalamalari  agisindan  durum
degerlendirildiginde, lisin(1070.38+115.72), metiyonin(1021.67+106.61) ve
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fenilalanin(954.60+139.03) gruplarinin kontrol(914.18+102.97) grubuna gore daha
yuksek bir aminopeptidaz N aktivites sergiledikleri tespit edilmistir (P<0.05).

Aminopeptidaz N Enzim Aktivitesi
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Sekil 4.10.Farkli aminoasitlerle zenginlestirilmis Artemia metanaupli’ leri ile beslenen
cipura larvaarinin  5.-40. gunler arasindaki aminopeptidaz N enzim
aktivitelerindeki degisimler.

Sindirim idemine katilan bagirsak enzimlerinin  ¢ogu enterosistlerin
membraninda bulunur. Aminopeptidaz N larval gelisim esnasinda ¢ok erken safhalarda
gozlenebilmektedir. Aminopeptidaz N aktivites Solea solea (ALLIOT, 1979), ve
Scopthalmus maximus(COUSIN ve ark., 1987)'da yumurtadan cikista gézlenmektedir.
Sitozolik enzimlerde yada goOzlenen azama ve membranik enzim aktivitesinde
gozlenen artis balik larvalarinin gelisminde enterosistlerin norma olgunlasmasini
karakterize etmektedir.

Levrek larvalarinda yaklasik olarak cikistan sonraki 3. haftada membranik
enzimlerin  artisina karsilik, sitozolik enzimlerin  aktivitesinde bir azalma
gorulmektedir(CAHU ve ZAMBONINO INFANTE, 1994: RIBEIRO, 1999b).
Aminopeptidaz N gibi membranik enzimler ayni zamanda besinsel durumun
indikatoradur (PATHAK ve ark., 1982). Eger bu enzim dustik ise larvalarin besinsel
olarak yetersiz yemlerle belenmis olabileceklerini bildirmiderdir(PATHAK ve ark.,
1982).
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Cizelge 4.11. Farkli aminoasitler ile zenginlestiriimis Artemia metanaupli’leri ile

bedenen cipura larvaarinin periyotlara ve muamele gruplarina ait

aminopeptidaz N enzim aktivites ortalama degerleri (ortalamatstandart

hata) (mU/mg protein)

Muamele Periyot
Gruplari

| I 1l \Y Mor
Higtidin 446.67+0.69 820.92+490 1072.42+3.83 592.00+163  733.00x71.49
Isolésin 44575+1.18  491.21#527 521463524  963.67x6.07  605.52+62.90°
Lésin 445814086 560.15+4.99 582724199  1515.09+5.24  775.94+129.62°
Lisin 44797+2.65 1123.09+6.34 1490.64+4.91 1219.85+2.63  1070.38+115.72
Metiyonin ~ 448.05+0.92 1051.46+7.18 1398.85+4.59 1188.33+1.74 1021.67+106.61"
Fenildanin  448.99+1.46  729.15+381 948124366  1692.15+2.69  954.60+139.03°
Treonin 446.78+154  655.84+7.95 812.94+319 903214516  704.70x52.27°
Valin 449.69+1.09 340.22+#567 22377291  1241.69+5.38  563.84+120.44°
Kontrol 449.17+1.60 782.98+7.50 1046.06+3.15 1378.49+4.37  914.18+102.97'
Port 447.65+048 728.34+46.81° 899.66+76.24° 1188.27+61.61

Ayni satir ve sttunlarda farkli harflerin kullanildigi degerler istatistiksel olarak farkli
bulunmustur (P<0.05). Myt: Muamele gruplarina ait ortalamalar, Py: Periyotlara ait

ortalamalar.

Cizelge 4.12. Aminopeptidaz enzim aktivitesine ait varyans analiz tablosu

VK D KT KO P
Denekler arasi 26 3177143.429

Muamele 8 3175550.640 396943.830 0.000*
Hata 1 18 1592.789 83.488

Denekler ici 81 12908751.56

Periyot 3 7801709.064 2600569.688 0.000*
Muamelexperiyot 24 5104755.575 212698.149 0.000*
Hata 2 54 2286.918 42.350

Genel 107 16085894.99

*P<0.05; VK: varyasyon kaynaklari; SD: serbestlik derecesi; KT: kareler toplami; KO:
kareler ortalamasi; P: 6nem seviyes
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Sekil 4.11. Muamele gruplarinda aminopeptidaz N enzim aktivitesinin periyotlara bagli
degismi

PERSON-LE RUYET (1989), karaciger ve pankreasin yumurta aciliminda
olusmus oldugunu, nisasta ve protein sindirimi igin gereken enzimlerden tripsin, amilaz,
kemotripsin ve aminopeptidaz N’in ilk beslemeye gecildigi ddnemde mevcut oldugunu
bildirmidlerdir.

CAHU ve ZAMBONINO INFANTE (19954), aminopeptidaz N enziminin
yalniz olarak sindirim kanainin gelisimi konusunda iyi bir gosterge olmayacagini, buna
karsilik aminopeptidaz N/l6sin-alanin peptidaz oraninin bu gelisimin daha iyi bir
gosterges olacagini bildirmislerdir.

CAHU ve ark. (1998), aminopeptidaz N enzim aktivitesinin larvanin yasindan
ziyade, ortamda mikro alg bulunup bulunmamasiylailiskili oldugunu belirtmiserdir. Bu
calisma, mikro alglerin sindirim enzimlerinin Uretiminde tetikleyici rol Ustlendiklerini
ortaya koymustur.

Calismamizda cikistan itibaren aminopeptidaz N aktivitesine rastlanmistir. Her
ne kadar histidin, metiyonin, lisin, 16sin ve fenilaanin farkli periyotlarda kontrol
grubuna gore Ustinltk gostermis olsa da aminopeptidaz N aktivitesinin tek basina
sindirim kanainin olgunlasmasinin gostergesi olmayacagi bildirilmistir (CAHU ve
ZAMBONINO INFANTE, (19954). Bu aktivitenin sitozolik bir peptidaz olan bsin

alanin peptidaz ile birlikte degerlendiriimesinin sindirim kanalinin olgunlasmas
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hakkinda daha dogru sonuclar verecegi belirtilmistir. 11. ve l11. periyotlarda elde edilen
aminopeptidaz  N/I6sin-alanin  peptidaz oranlari, kontrol grubunun, tim serbest
aminoasit besleme gruplarina gére dahaiyi bir enterosist olgunlasma sinyalleri verdigini
gbstermistir. . 1V. periyotta ise bu durum, aminopeptidaz N aktivitesi bakimindan
Usttinltik gosteren fenilalanin ve |6sin grubuna ilaveten isoldsin, lisin valin gruplarinda
daiyi bir enterosist olgunlasmasinin habercisi olmustur. Muamele gruplarinin ortalama
degerleri acisindan durum degerlendirildiginde, 1V. periyotta elde edilen sonuclara
ilaveten l6sin disinda, lisn ve metiyonin grubununda kontrol grubuna gore yuksek
aktivite sergiledigi tespit edilmistir. Aminopetidaz N/I6sin-alanin peptidaz oraninin
muamele grup ortalamalari en yuksek degerin kontrol grubunda oldugunu
gostermektedir. 1V. periyotta fenilalanin ve |6sin gruplarinin kontrol grubuna goére
Ustinldkleri sindirim kanalinin indikatori olarak kabul edilen degerler tarafindan
desteklenmistir. Buna karsilik, muamele gruplarinin ortalama degerleri bakimindan
lisin, metiyonon ve fenilalanin gruplari kontrol grubuna gore yiksek aktivite sergilemis
olsalar da aminopeptidaz N/l6sinalanin  peptidaz  degerleri  bu  durumu
desteklememektedir. Diger taraftan aminopeptidaz N aktivitesi bakimindan besleme
gruplarinin ¢ok yiksek aktivite sergileyememelerini, bu peptidazlarin aktivasyonunda
anahtar bir rol oynayan tripsin’in besinsel kontrol mekanizmasinin ge¢c meydana
gelmesine baglayabiliriz.

4.4.4 Alkalin Fosfataz Enzim Aktivites

Farkli aminoasitlerle zenginlestiriimis Artemia metanaupli’leri ile beslenen
cipura larvalarinin 5.-40. gunler arasindaki alkalin fosfataz enzim aktivitesi Sekil
4.12'de verilmistir. Cipura larvalarinin deneme boyunca gozlenen akalin fosfataz
enzim aktiviteleri Cizelge 4.13'de, bu ortalamalara ait varyans analiz tablolari ise
Cizelge 4.14'de verilmistir. Deneme sonunda, periyotlar ile iki faktoran birlikte
etkisinin cipura larvaarinin alkalin fosfataz enzim aktiviteleri Uzerine etkileri dnemli
bulunmasina (P<0.05) karsin, muamele gruplarinin etkisnin 6nemli olmadigi
anlasilmistir (P>0.05). Calismada elde edilen veriler genel olarak degerlendirildiginde
fenilalanin ve kontrol grubunun tim periyotlar da artis gosterdigi, 1. periyottan I1.
periyota tim muamele gruplarinda artis oldugu, buna karsilik 111. periyotta fenilalanin,

kontrol ve histidin gruplari disnda kalan muamele gruplarinda bir azalma oldugu tespit
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edilmistir. Bu azamalara karsilik V. periyotta histidin grubu disinda genel bir artis
egilimi oldugu gozlenmistir. En yiksek alkalin fosfataz aktivitesinin 1V. periyotta
fenilalanin(937.46£101.87) grubunda oldugu, buna karsilik muamele gruplarinin
ortalamalari arasinda istatistiksel olarak Onemli  bir farklilik  bulunmadigi
anlasiimistir(P>0.05). 1. ve Ill. periyotta en yiksek alkalin fosfataz aktivitesini histidin
grubu sergilemesine karsin, V. periyotta en dustk aktivite yine bu grupta gozlenmistir.

Alkalin Fosfataz Enzim Aktivitesi
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Sekil 4.12.Farkli aminoasitlerle zenginlestirilmis Artemia metanaupli’leri ile beslenen
cipura larvaarinin  5.-40. gunler arasindaki akalin fosfataz enzim
aktivitelerindeki degisimler

Pankreatik enzimlerin sindiriminden sonra karma yem bilesenlerinin sindirimi
bagirsak enzimleri ile devam etmektedir. Alkalin fosfataz aktivitesinin larval gelismin
cok erken donemlerinde gozlendigi bildirilmistir(ALLIOT, 1979: COUSIN ve ark.,
1987).

Bagirsak enzimlerinin genel modeli, larvanin gelisimi esnasinda pankreatik
enzim aktivitesinde gozlenene benzerdir. Yani herhangi bir membranik enzim
aktivitesindeki artisi, diger sitozolik enzim aktivitesindeki azalis takip etmektedir.
Yasamin ilk U¢ haftasinda sitozolik peptidazlar tarafindan proteinin hicreler aras
sindirimi gok yiksek bir aktivite sergiler. Hicre disi sindirimin tam olarak fonksiyonel
olmadigi donemlerde bu aktivite oldukgca yuUksektir (CAHU ve ZAMBONINO
INFANTE, 1994: RIBEIRO, 1999D).



63

Cizelge 4.13. Farkli aminoasitler ile zenginlestiriimis Artemia metanaupli’leri ile
bedenen cipura larvalarinin periyotlara ve muamele gruplarina ait alkalin

fosfataz enzim aktivites ortalama degerleri (ortalamatstandart hata)

(mU/mg protein)
Muamele Periyot
Gruplari

| I 1] \Y Mort

Histidin 432.17#097 552.04+370 71857+87.57 495.30+58.70 549.52+39.18°
Isolésin 430.44+0.62 476.49+333 456.66+53.47 635.93+70.40 499.88+30.67°
Lésn 432.13+0.35 481.22+116 462.32+48.08 847.73+97.89 555.85+56.12°
Lisin 432.78+0.61 454.60+1.99 42549+42.36 719.95+79.63 508.21+41.70°
Metiyonin ~ 430.62+1.21  433.10+203 375.35+42.17 776.85+88.80 503.98+52.38"
Fenildanin  431.20£0.68  499.59+0.92 540.04+61.39 937.46+101.87 602.07+64.72°
Treonin 431.54+0.99  461.02+1.12 432.39+47.67 725.10+77.62 512.51+41.94°
vdin 431.46+0.67 441.58+177 415.03+41.37 934.77+112.12 555.71+70.79°
Kontrol 431.60+1.46 513.05+2.09 594.20+64.09 879.10+104.76 604.49+57.19°
Port 431.55+0.28" 479.19+6.99 491.12+2534° 772.47+36.71°

Ayni satir ve situnlarda farkli harflerin kullanildigi degerler istatistiksel olarak farkli
bulunmustur (P<0.05). My:: Muamele gruplarina ait ortalamalar, Ry: Periyotlara ait
ortalamalar.

Cizelge 4.14. Alkalin fosfataz enzim aktivitesine ait varyans analiz tablosu

VK D KT KO P
Denekler arasi 26 432738.939

Muamele 8 157896.324 19737.041 0.308
Hata 1 18 274842.615 15269.034

Denekler ici 81 2938383.052

Periyot 3 1939666.714 646555.571 0.000*
Muamelexperiyot 24 670583.273 27940.970 0.000*
Hata 2 54 328133.065 6076.538

Genel 107 3371121.991

*P<0.05; VK: varyasyon kaynaklari; SD:serbestlik derecesi; KT:kareler toplami; KO:
kareler ortalamasi; P: 6nem seviyes
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Sekil 4.13. Muamele gruplarinda alkalin fosfataz enzim aktivitesinin periyotlara bagli
degismi

Levrek larvalarinda yaklasik olarak cikistan sonraki 3. haftada membranik
enzimlerin artisina  karsilik, sitozolik enzimlerin  aktivitesinde bir azama
gorulmektedir(CAHU ve ZAMBONINO INFANTE, 1994: RIBEIRO, 1999b). Alkaline
fosfataz enzim aktivitesi ise bu azalisa karsilik artmaktadir. Bu durum balik larvalarinin
gelisiminde enterosistlerin normal olgunlasmasini karakterize etmektedir.

WATANABE ve ak. (1983), akaline fosfataz aktivitesnin fosfolipitler ve
fosfoproteinler gibi fosforlu substratlar tarafindan ekilendigi bildirilmistir. Fosfor’un
Artemia da %1 ve balik ununda % 3,3 oldugu bildirilmistir.

CAHU ve ZAMBONINO INFANTE (1997), levrek larvaari Uzerinde yaptiklari
calismada 15. ve 25. ginden 40. gine kadar olan donemde mikro diyetleri kullanmislar
ve larvalarin pankreatik bolim ve bagirsagin iki hicresel bolgesindeki sindirim
kapasitelerini incelemiderdir. Pankreatik salgilarin karma yem grubunda dusiik oldugu,
alkalin fosfataz enzimlerindeki artislarin canli yem grubu ile ayni oldugu bildirilmistir.
Calisma sonucunda karma yemle beslenen larvalardaki gelismenin pankreatik enzim
sentezi eksikliginden olmadigi, zayif gelismenin geleneksel karma yemlerin larvanin
sindirim  gereksinimlerini  karsilamakta yetersiz  kaldigindan  kaynaklandigini

bildirmistir.
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CAHU ve ark. (1998), akaline fosfataz enzim aktivitesinin larvanin yasindan
ziyade, ortamda mikroalg bulunup bulunmamasiyla iliskili oldugu bulunmustur.
26.gunde, mikroag'li ortamda bulunan larvalarda akalin fosfataz aktivitesinde,
mikroalg'siz ortamda bulunanlara gore Onemli bir artis tespit edilmistir(p<0,05).
Calisma, aglerin, sindirim enzimlerinin Uretiminde tetikleyici rol Ustlendiklerini ortaya
koymustur.

PATHAK ve ark. (1982), dkaline fosfataz gibi membranik enzimlerin besinsel
durumun gostergesi oldugunu bildirmislerdir. Calismada, akaline fosfataz aktivitesinde
gbzlenen dismeler, larvalarin besinsdl icerik bakimindan yetersiz yemle beslenmelerine
baglanmistir.

CAHU ve ZAMBONINO INFANTE (1994), akaline fosfataz aktivitesindeki
mikro partikil yemlerle bedenen gruplarda gozlenen dustkltigin besin yetersizligini
isaret ettigi bildirilmistir.

Elde edilen bilgiler, alkalin fosfataz aktivitesinin larvalarin erken donemlerinde
bulundugunu, sitozolik enzim aktivitesinde gozlenen azalmalara karsilik, arttigini
gostermektedir(ALLIOT, 1979: COUSIN ve ark., 1987: CAHU ve ZAMBONINO,
1994: RIBEIRO, 1999b). Bunlara ilaveten aminopeptidaz N gibi bu enziminde besinsel
durumun gostergess oldugu bildirilmistir (PATHAK ve ak.,1982: CAHU ve
ZAMBONINO INFANTE, 1994).

Calismamizda, erken donemlerde alkalin fosfataz aktivites tespit edilmis olup,
20. guinde hizli bir artis, daha sonra . periyodadogru bir azalma kaydedilmistir. Alkalin
fosfataz enzim aktivitesinde gbzlenen bu degismler dnceki calismalar ile benzerlik
gostermektedir. Her ne kadar 11. ve Ill. periyotta histidin grubunun akalin fosfataz
aktivitess diger muamele gruplarina gore yuksek bir aktivite sergilemis olsa da
aminopeptidaz N/I6sinralanin peptidaz oranlari bu durumu desteklememektedir. V.
periyottaise en dusiik alkalin fosfataz aktivitesine sahip olan histidin grubundaki durum
aminopeptidaz  N/l6sinralanin  peptidaz  oranlari  tarafindan  desteklenmektedir.
MCCARTY ve ark.(1980), alkaline fosfataz aktivitesinin genellikle fosfolipitler,
fosfoproteinler gibi fosforlu substratlar tarafindan tetiklendigini  bildirmislerdir.
Calismada kullanilan Artemia’ nin fosfor igeriginin yaklasik % 1 oldugu WATANABE

ve ark. (1983)' tarafindan bildirilmistir. Muamele gruplarinin ortalamalari arasinda
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deneme sonunda istatistik farklilik olusmamasini, fosfor igeriklerinin benzer olmasina

baglayabiliriz.

4.45.Tripsin Enzim Aktivites

Farkli aminoasitlerle zenginlestirilmis Artemia metanaupli’leri ile besenen
Gipura larvalarinin 5.-40. gunler arasindaki tripsin enzim aktivites Sekil 4.14'de
verilmistir. Ayrica, cipura larvalarinin deneme boyunca godzlenen tripsin enzim
aktiviteleri Cizelge 4.15'de, bu ortalamalara ait varyans analiz tablolari ise Cizelge
4.16'da verilmistir. Cipura larvalarinin tripsin enzim aktiviteleri Gzerinde, muamele
gruplari ve periyotlara ilaveten bu iki faktorun birlikte etkisinin de 6nemli oldugu
gbzlenmistir (P<0.05). Hidtidin, isolésin, treonin ve kontrol gruplarinda Il. ve IlI.
periyotlarda artma, IV. periyotta azalma gozlenirken, 16sin, lisin, metiyonin ve vain
gruplarinda tam tersi bir durum tespit edilmistir. Diger taraftan fenilalanin grubunda
tim periyotlarda bir artis oldugu gézlemlenmistir. Periyotlara gore en yuksek tripsin
aktivite degerleri; I. periyot histidin(109.20+0.26), I1. periyot kontrol(143.99+0.84), 1i1.
periyot kontrol(159.60+£1.01), 1V. periyot fenilalanin(202.20+3.11) seklinde olmustur.
V. periyotta kontrol grubuna gére Ustinlik gosteren gruplar ise, fenilalanin, metiyonin,

|6sin ve valin'dir.

Tripsin Enzim Aktivitesi
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Sekil 4.14.Farkli aminoasitlerle zenginlestirilmis Artemia metanaupli’leri ile beslenen
cipura larvaarinin 5.-40. ginler arasindaki tripsin enzim aktivitel erindeki

degisimler.
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Cizelge 4.15. Farkli aminoasitler ile zenginlestiriimis Artemia metanaupli’leri ile
beslenen cipura larvalarinin periyotlara ve muamele gruplarina ait tripsin

enzim aktivitess ortalama degerleri (ortalamatstandart hata) (mU/mg

protein)
Muamele Periyot
Gruplari

| I I \Y Mor

Higtidin 109.20£0.26 115.28+0.16 122.44+049 58.85+0.70  101.44+7.55"
Isolésin 108.20£0.43 112.22+022 117.04+0.91 91.88+1.46  107.33+2.87°
Lésin 108.72+0.63 105.26+0.68 98.94+0.76  172.58+3.38 121.37+9.00°
Lisin 108.86+0.66 106.82+0.40 104.47+058 111.98+4.01 108.03+1.21°
Metiyonin 108.27+0.28  93.16+0.97  90.3%+0.58 181.69+3.36 118.38+11.23
Fenilalanin 108.38+0.54 113.68+0.36 120.74+0.69 202.20+311 136.25+11.57"
Treonin 107.78+0.33 136.34+108 151.99+0.85 79.64+2.11  118.94+8.36°
Valin 108.75+1.14 104.25+0.13 101.34+115 147.48+4.42 115.45+572
Kontrol 108.27+055 143.99+0.84 159.60+1.01 138.61+1.23 137.62+562"
Port 108.49+0.18" 114.56+2.97° 118.55+4.3%° 131.66+9.14°

Ayni satir ve sttunlarda farkli harflerin kullanildigi degerler istatistiksel olarak farkli
bulunmustur (P<0.05). My:: Muamele gruplarina ait ortalamalar, Ry: Periyotlara ait
ortalamalar.

Cizelge 4.16. Tripsin enzim aktivitesine ait varyans analiz tablosu

VK D KT KO P
Denekler arasi 26 14817.812

Muamee 8 14677.367 1834.671 0.000*
Hata 1 18 140.445 7.803

Denekler ici 81 71470.226

Periyot 3 7793.183 2597.728 0.000*
Muamelexperiyot 24 63279.090 2636.629 0.000*
Hata 2 54 397.953 7.369

Genel 107 86288.038

*P<0.05; VK: varyasyon kaynaklari; SD: serbestlik derecesi; KT:kareler toplami;
KO:kareler ortalamasi; P: 6nem seviyesi
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Sekil 4.15. Muamele gruplarindatripsin enzim aktivitesinin periyotlara bagli degisimi

IV. periyotta fenilalanin(202.20+3.11), metiyonin(181.69+3.36), 10sin
(172.58+3.38) ve vain(147.48+4.42) gruplari kontrol grubuna(138.61+1.23) gore
yiksek bir tripsin aktivitess sergilerken, muamele gruplari  agisindan durum
degerlendirildiginde en yiksek aktiviteyi kontrol grubunun(137.62+5.62) gosterdigi,
bununla birlikte fenilalanin grubu ile kontrol grubu arasindaki farkliligin istatistiksel
olarak 6nemli olmadigi sonucuna varilmistir(P>0.05).

Larval asamada tripsin en onemli proteolitik sindirim enzimidir ve genelde
cikistan sonra 3.guinde gbzlenmektedir(HIELMELAND ve ark., 1984; PEDERSEN ve
ark.,1987;, UEBERSCHAR, 1988). Zimojen graniller ve pankreatik kanalin(Wirsung
olarakda bilinmekte) mevcudiyeti bu olaylari karakterize etmektedir BECCARIA ve
ark., 1991). Tripsin aktivitesinin tam bu asamada gozlendigi bildirilmistir(CAHU ve
ZAMBONINO INFANTE, 1994). Agzin acilmasi ve anlsin etkin olmasi ile birlikte
tripsin aktivitesinde keskin bir artis gozlenmistir

RIBEIRO ve ark. (1991), yaptiklari calismada, pankreatik enzimlerin sentez
islemlerinin gida alimiyla tetiklenmedigini teyit etmistir. Aslinda pankreatik enzimlerin
aktivites larvanin gelism donemi boyunca benzer bir model takip etmektedir.
Larvaarin protein konsantrasyonu ile ilgili enzim aktivites olarak ifade edilen bu
aktivite, levrek larvalarinda 20.glinde artar, 25.glne kadar azalir ve sonugta post larval
gelism esnasinda benzer seviyede kalir(ZAMBONINO INFANTE ve CAHU, 1994b).
Bu model genc larvalarin sindirim kapasitesinin agirlikla cok yuksek bir iliskisi oldugu,
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ayni zamanda sentez isdeminin yasla baglantili oldugu bildirilmistir. Bu durum amilaz
aktivitesini  kontrol eden mekanizmanin larvanin erken donemlerinden beri etkin
oldugunu gosterirken, tripsin’i kontrol eden mekanizmanin daha sonraki asamalarda
aktif oldugunu gostermistir(RIBEIRO ve ark., 1991: PERES ve ark.,1996).

PERSON-LE RUYET (1989), karaciger ve pankreasin yumurta agiliminda
olusmus oldugunu, protein sindirimi icin gereken enzimlerden tripsin’in ilk beslemeye
gecildigi dénemde mevcut oldugunu bildirmislerdir.

CAHU ve ZAMBONINO INFANTE (1997), levrek larvaari Uzerinde yaptiklari
calismada 15. ve 25. gunden 40. gine kadar olan dénemde mikro diyetleri kullanmidar
ve larvalarin pankreatik bolim ve bagirsagin iki hicresel bolgesindeki sindirim
kapasitelerini incelemidlerdir. Buna gore tripsin aktivites kontrol grubunda canli yem
grubuna gore ayni olmakla birlikte bazi gruplarda daha yiksek bulunmustur.

ZAMBONINO INFANTE ve CAHU(1994a), tripsin aktivitesinin yeme
aminoasit karisimi eklenmesi ile arttigini bildirmislerdir.

PEREZ ve ark. (1996), yemlerin protein igerigindeki artisa paralel olarak tripsin
aktivitesinin arttigini bildirmislerdir.

CAHU ve ak. (1999), orta seviyedeki balik protein hidrolizatlarinin
kullaniminin, baliklarin sindirim fonksiyonlarinin ergin hale gelmesinde kolaylastirici
bir faktor oldugunu bildirmislerdir.

CAHU ve ark. (1998), levrek (Dicentrarchus labrax) larvalarinin Gretimi
asamasinda tanklarda mikroalg bulunup bulunmamasinin sindirim enzimleri ve yasama
oranlari Uzerine etkisini belirlemek Uzere yaptiklari calismada, degerlendirmeye alinan 3
pankreatik enzimin spesifik aktivitelerinin larvanin yas ile iliskili oldugu, tanklara
mikroalg ilave edilip edilmemesinin c¢ok buylk bir degiskenlik gostermedigi
bildirilmistir. Bu enzimlerden, amilaz ve Kkimotripsin disinda, sadece tripsin
aktivitesinde, 8-16. gunler arasinda alg ilaveli ortamda gelisen larvalarda bir artis
gozlemlenmistir. Deniz baliklari larvalarinda daha 6nce yapilan calismalarda Uretim
tanklarina mikroalg ilavesinin tripsin  aktivitesinde bir artisa neden oldugu
gosterilmemistir LE VAY ve ark.,1993). Bu calismada gozlenen mikroalg ilavesinin
tripsin’in spesifik aktivites Uzerine olumlu etkisi, CCK(kolesistokinin) gibi sindirim
hormonlari tarafindan, pankreatik hormonal tetikleme ile karistirilmamalidir. Gergekte

boyle bir etki, pankreatik enzimlerin bircogunun tetiklenmesiyle sonuclanir
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(SHEELE,1993). ZAMBONINO INFANTE ve CAHU (1994a) tarafindan yapilan bir
calismada, tripsinin spesifik aktivitesindeki bir hareket, karma yemlere serbest
aminoasitlerin bir karismi ilave edildigi zaman rapor edilmistir. Daha agik bir ifade ile
serbest aminoasitler tarafindan tripsin’in aktivasyonu, memelilerde ortaya konmustur.
(GRENDEL ve ROTHMAN, 1981). Algler serbest aminoasitlerin blyuk bir kismini
bunyelerinde bulundurduklari i¢in, salinan aminoasitlerin larvalardaki tripsin’in
tetiklenmesinden sorumlu tutulabilecegi belirtilmistir (ADMIRAL ve ark., 1986).

TSENG ark. (1982), tripsin’in aktivites, genellikle yemin protein icerigi ve
aminoasit profili tarafindan etkilendigini bildirmislerdir

CAHU ve ZAMBONINO INFANTE (1995b), kasein karisimini iceren
mikrodiyet ile beslenen larvalarin tripsin aktivitesinde bir azalma goézlenirken, diger
balik unu ve karma gruptaki larvalarin tripsin aktivitesinde bir artis tespit edilmistir.
Ayrica mikro diyete gecis asamaarinda yem icersinde protein hidrolisatlarinin
bulunmasinin enzimsel aktivite tizerine olumlu etki yaptigi belirtilmistir.

ZAMBONINO INFANTE ve CAHU (1994a), yemlere protein karisimi veya
aminoasit karisimi ilavesinin larval biyime ile birlikte bazi pankreatik enzimler ve
pepsin enzimi Uzerindeki etkilerini incelemislerdir. Levrek larvalarini aminoasit(%5
karism orani) veya protein karisimi(%5 karism orani) ile elde ettikleri mikropartikl
yemlerle 25. giinde beslemeye baslamislardir. Bu ¢alismada kontrol grubu olarak canli
yem kullanilmistir. Deneme sonunda, tripsin’in spesifik aktivitesinin aminoasit karisimi
ilaveli diyetlerle besenen larvalarda arttigi gbzlemlenmistir.

GRENDELL ve ROTHMAN (1981), serbest aminoasitlerden bilhassa lisin’in,
tripsin salgisini tetikledigi bildirmislerdir. Bu durum memelilerde rapor edildigi gibi,
nitrojenin molekdler formunun tripsin'in spesifik aktivites Uzerindeki etkis oldugu
gorisini desteklemektedir (VALETTE ve ark., 1992).

CAHU ve ZAMBONINO INFANTE (1995a), aminoasit karismi igeren mikro
diyetlerin tripsin'in spesifik aktivitesini arttirdigini bildirmislerdir. Ayni zamanda,
protein hidrolizatlarinin mikro diyetlerde kullaniminin larval gereksinimi karsilamada
serbest aminoasitlere oranla daha tstiin oldugunu ortaya koymustur.

UEBERSCHAR (1992), balik larvalarinda triptik enzim aktivitesinin, sindirim

kapasitesinin iyi bir gostergesi oldugunu bildirmistir.
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NOLTING ve ark. (1998), canli yem grubunda mikro partikil test diyetine gére
dahayiksek bir tripsin aktivitesi tespit edildigi bildirilmistir (p<0,05).

KOLKOVSKI ve ak. (2000), deneme gruplari arasinda tripsin enzim
aktiviteleri arasinda 6nemli farklilik bildirmemidlerdir. Bu calisma, tatli su levregi
juvenillerinde sindirim hormonu ve enzimlerinin yemlere ilavesinin gerekli olmadigini
ortaya koymustur. Hormon ve enzim ilavesine baliklarin ihtiyag duymamasi bu
baliklarin sindirim sistemlerinin tam olarak gelistigine isaret etmitir.

KOLKOVSKI ve ark. (1997c), tripsin aktivites canli yem ve mikro partikdl
yemlerle besdemede onemli bir farklilik yaratmamistir. CAHU ve ZAMBONINO
INFANTE (1994), tripsin aktivitesinin, daha ¢ok yemin protein ve aminoasit
kompozisyonuylailgili oldugunu bildirmislerdir.

Mevcut bilgiler, tripsin enziminin en Onemli proteolitik enzimlerden biri
oldugunu, larvanin erken donemlerinden itibaren tespit edildigini gostermistir
(HJELMELAND ve ark., 1984; PEDERSEN ve ark.,1987; UEBERSCHAR, 1988).
Bunun yani sira amilaz aktivitesini kontrol eden mekanizmanin larvanin erken
dénemlerinden itibaren etkin oldugu, buna karsilik tripsin’i kontrol eden mekanizmanin
daha sonraki donemlerde etkin oldugu, tripsin aktivitesinin serbest aminoasit karisimlari
ile bedeme sonucunda arttigi bildirilmistir (RIBEIRO ve ark., 1991: PERES ve
ark., 1996 ZAMBONINO INFANTE ve CAHU, 1994a). Sindirim kanainin
olgunlasmasinin gostergesi olarak kabul edilen aminopeptidaz N/I6sin-alanin peptidaz
oranlarindan elde edilen sonuclar, IV. periyotta metiyonin grubu disinda tripsin enzim
aktivitesinde meydana gelen degisimleri destekler niteliktedir. Serbest aminoasitlerin
tripsin aktivitesini tetikledigi  bilinmektedir (ZAMBONINO INFANTE ve CAHU,
19944). 1. ve Il1. periyotta kontrol grubunun Gstinltigu tripsin aktivitesini kontrol eden
mekanizmanin cipura larvalarinda, calismamizda tespit edildigi Uzere, 11l. periyottan
sonraya rastlamasina baglanabilir (RIBEIRO ve ark., 1991). II. ve lll. periyotlarda her
ne kadar kontrol grubunda bir Ustiinlik gozlenmisse de V. periyotta tripsin’in yiksek
aktivitesinin serbest aminoasitlerle zenginlestirilmis canli yem besleme gruplari
yoninde bir egiliminin olmasi, erken donemlerde de bu besleme gruplarindan kaynakli
bir olumsuzluk yasanmadigi, yani bu besleme gruplarinin enterosistlerin normal

olgunlasma stirecini geciktirici bir rol oynamadiklarini géstermektedir.
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4.4.6.Aminopeptidaz N/L6sin-alanin Peptidaz Oranlari

Farkli aminoasitlerle zenginlestiriimis Artemia metanaupli’leri ile beslenen
cipura larvalarinin 5.-40. gunler arasindaki aminopeptidaz N/IGsinalanin peptidaz
oranlari Sekil 4.16’da verilmistir. Cipura larvalarinin deneme boyunca gozlenen
aminopeptidaz N/I6sin-alanin peptidaz oranlari Cizelge 4.17'de, bu ortalamalara ait
varyans analiz tablolari ise Cizelge 4.18'de verilmistir. Cipura larvaarinin
aminopeptidaz  N/I6sin-alanin  peptidaz  oranlari  Uzerinde, muamele gruplari ve
periyotlara ilaveten bu iki faktorin birlikte etkisinin de 6nemli oldugu gozlenmistir
(P<0.05). I., II. ve Ill. periyotlarda kontrol grubunun diger muamele gruplarina gére
Usttin oldugu, buna karsin V. periyotta histidin, metiyonin ve treonin disinda serbest
aminoasit besleme gruplari yoninde kontrol grubuna gére bir artis egilimi oldugu tespit
edilmistir. 11k U¢ periyotta muamele gruplarinin aminopeptidaz N/I6sin alanin peptidaz
oranlarinda kontrol grubuna gore ani duslsler gozlenmistir. Buna karsilik kontrol
grubunda I11. periyottan IV. periyoda geciste benzer bir ani dustis oldugu tespit
edilmistir. Muamele gruplarinin ortalamalari agisindan durum degerlendirildiginde,
kontrol grubunun(945.31+89.21) diger tim besleme gruplarina gore yuksek bir aktivite
sergiledigi tespit edilmistir.

Aminopeptidaz N/Ldsin-Alanin Peptidaz Oranlari
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Sekil 4.16. Farkli aminoasitlerle zenginlestirilmis Artemia metanaupli’leri ile beslenen
cipura larvalarinin 5.-40. gunler arasindaki aminopeptidaz N/Iésin-alanin

peptidaz oranlari
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Cizelge 4.17. Farkli aminoasitler ile zenginlestiriimis Artemia metanaupli’leri ile

besleren cipura larvalarinin periyotlara ve muamele gruplarina ait

aminopeptidaz N/I6sin-danin peptidaz oranlarinin ortalama degerleri
(ortalamatstandart hata) (mU/mg protein)

Muamele Periyot
Gruplari

| I 1l \Y Mor
Higtidin 1267.22¢2.39 443.68+161 356.05+1.02 300.09+130 591.76+118.59™
Isolésin 1271.74+0.88  372.95+526  198.77+166  499.17+355 585.66+123.69°
Lésin 1270.59+2.12  321.40+3.31 198524045  592.74+4.43  595.82+125.09
Lisin 1272.98+6.69  768.97+2.80  544.78+281  496.17+#333  770.73+92.78°
Metiyonin ~ 1274.38+1.65  707.15+6.07 510.61+242  464.77+2.88  739.23+97.13'
Fenildanin  1275.88+#8.23  368.01+213  297.55+142  577.23+138 629.67+116.70°
Treonin 1268.12+6.43  367.45x470  273.28+1.31 318702255 556.89+124.22°
Valin 1278.75+4.58  153.26+2.43  64.58+0.91  470.17+248  491.69+144.35"
Kontrol 1278.94+4.45 1033.25+9.38 1001.06+0.66 467.99+1.23  945.31+89.21"
Port 1273.18+1.54° 504.02+50.90° 382.80+51.22° 465.23+18.46°

Ayni satir ve siitunlarda farkli harflerin kullanildigi degerler istatistiksel olarak frkli
bulunmustur (P<0.05).Mq:: Muamele gruplarina ait ortalamalar, Pyt Periyotlara ait

ortalamalar.

Cizelge 4.18.Aminopeptidaz N/I6sin-alanin peptidaz oranlarina ait varyans analiz

tablosu
VK D KT KO P
Denekler aras 26 1849146.581
Muamee 8 1848002.716 231000.339 0.000*
Hata 1 18 1143.865 63.548
Denekler ici 81 15958767.35
Periyot 3 13906035.104 4635345.035 0.000*
Muamelexperiyot 24 2050826.035 85451.085 0.000*
Hata 2 54 1906.210 35.300
Genel 107 17807913.93

*P<0.05; VK: varyasyon kaynaklari; SD: serbestlik derecesi; KT:kareler toplami; KO:

kareler ortalamasi; P: 6nem seviyes
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Sekil 4.17. Muamele gruplarinda aminopeptidaz N/l6sin-alanin peptidaz oranlarinin
periyotlara bagli degisimi

CAHU and ZAMBONINO INFANTE (1995a), aminopetidaz N/l6sin-alanin
peptidaz oraninin sindirim sisteminin  gelisminin iyi bir gosterges oldugunu
bildirmiderdir. Calismamizda elde edilen sonuclar ilk U¢ periyotta bu oran Uzerine
muamele gruplarin buyik bir etkisinin olmadigini buna karsilik 1V. periyotta serbest
aminoasit gruplari ile zenginlestiriimis Artemia metanaupli’leri ile gipura larvalarinin
beslenmesinin, sindirim sistemlerinin olgunlasmasi Uizerine olumsuz etki yaratmadigini
gostermektedir. Ozellikle, 16sin, fenilalanin, isoldsin, lisin ve valin gruplarinin kontrol
grubuna gore daha iyi bir sindirim sitemi gelismini tetikledigi tespit edilmistir. Buna
karsilik durum muamele gruplarinin ortalamalari agisindan ele aindiginda kontrol
grubunun diger besleme gruplarina gore tstiin oldugu gozlenmistir. Gozlenen bu yuksek
aktivitenin, tripsin’in diger proteazlari aktive eden anahtar bir enzim olmasina ve bu
enzimin besinsel kontrol mekanizmasinin 1ll. periyottan sonra aktif olmasindan

kaynaklandigini sdyleyebiliriz(RIBEIRO ve ark., 1991).



75

45 HormonAnalizleri

4.5.1.Bombesin Hormon Analizi

Farkli aminoasitlerle zenginlestiriimis Artemia metanaupli’leri ile beslenen
cipura larvaarinin 20.-40. gunler arasindaki bombesin hormonundaki(5. ve 15.
dakikadaki) degisimler Sekil 4.18'de verilmistir. Cipura lbrvalarinin deneme boyunca
g6zlenen bombesin horomonu ortalama degerleri Cizelge 4.19(5.dakika)’ da ve Cizelge
4.21(15.dakika)’de, bu ortalamaara ait varyans analiz tablolari ise Cizelge
4.20(5.dakika)’de ve 4.22(15.dakika)’ de verilmistir. Cipura larvaarinin bombesin
hormon degerleri Uzerinde, her iki Ornekleme zamani icin(5.dakika ve 15.dakika)
muamele gruplari ve periyotlara ilaveten bu iki faktérin birlikte etkisinin de dnemli
oldugu gozlenmistir (P<0.05).

4.5.1.1.Bombesin Hormonu(5.dakika)

|. periyotta kontrol grubunun diger gruplara gore yuksek bir aktivite sergiledigi
tespit edilmistir. Buna karsilik I1. ve I1I. periyotlarda tum besleme gruplarinin kontrol
grubuna gore daha yuksek bir aktivite sergiledigi gbzlemlenmistir. 11. ve Ill. periyotta
en yiksek aktiviteyi histidin grubu gostermistir. 1V. periyotta histidin, isolésin ve
fenilalanin gruplari kontrol grubuna gore daha yilksek daha yuUksek bir aktivite
sergilemistir. 1V. periyotta en yUksek aktivite isolésin grubunda meydana gelmistir.
Muamele gruplarinin ortalamalari agisindan durum degerlendirildiginde, 1V. periyotta
elde edilen sonuclara benzer oldugu tespit edilmistir.

4.5.1.2.Bombesin Hor monu(15.dakika)

|. periyotta en yuksek aktiviteyi histidin grubu gosterirken, bu periyotta bu gruba
ilaveten fenilalanin ve 16sin gruplarinin da kontrol grubuna gére yiksek bir aktivite
sergiledigi tespit edilmistir. Il. ve Ill. periyotlarda tim muamele gruplarinin kontrol
grubuna gore Ustiin oldugu gozlemlenmis olup, en yiksek aktivitenin histidin grubunda
oldugu belirlenmigtir. 1V. periyotta valin ve |6sin disinda tim muamele gruplarinin
kontrol grubuna gore Ustiin oldugu, en yuksek aktivitenin de histidin grubundan elde
edildigi tespit edilmistir. Muamele gruplarinin ortalamalari agisindan durum
degerlendirildiginde, tim muamele gruplarinin kontrol grubundan istatistiksel olarak
onemli farkliliklara sahip oldugu belirlenmistir(P<0.05).
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Cizelge 4.19. Farkli aminoasitler ile zenginlestiriimis Artemia metanaupli’leri ile

bedenen cipura larvaarinin periyotlara ve muamele gruplarina ait

bombesin hormonu(5.dakika) ortalama degerleri (ortalamatstandart hata)

(pg/mg protein)
Muamele Periyot
Gruplari

I 1 Il v Mort

Histidin 0.37+0.008  0.48+0.003 0.52+0.008  0.41+0.006  0.44+0.01°
Isolésin 0.41+0.004 0.46+0.006 0.47+0.005 0.45+0.009  0.45+0.008"
Lésn 0.41+0.004 0.43+0.005 0.45+0.004 0.12+0.007 0.36+0.04"
Lisn 0.36£0.002 0.45+0.007 0.46+0.003 0.29+0.01  0.39+0.02b°
Metiyonin 0.37+0.004 0.42+0.005 0.45+0.006 0.32+0.009  0.39+0.01k°
Fenildanin 0.41+0.003 0.48+0.01 0.51+0.01 0.45+0.01 0.46+0.01°
Treonin 0.51+0.005 0.39+0.008  0.34+0.002 0.25+0.08 0.37+0.03*
Vadin 0.50+0.008 0.47+0.01 0.48+0.008  0.19+0.009  0.41+0.03°
Kontrol 0.63£0.01 0.37+£0.007 0.30+£0.01 0.33+0.006  0.41+0.03°
Port 0.44+0.01°  0.44+0.007° 0.44+0.01°  0.31+0.02°

Ayni satir ve situnlarda farkli harflerin kullanildigi degerler istatistiksel olarak farkli
bulunmustur (P<0.05). Myi: Muamele gruplarina ait ortalamalar, Ry: Periyotlara ait

ortalamalar.

Cizelge 4.20. Bombesin hormonuna(5.dakika) ait varyans analiz tablosu

VK D KT KO P
Denekler arasi 26 0,15104

Muamele 8 0,129 0,01607 0,000*
Hata 1 18 0,02204 0,001224

Denekler ici 81 0,91791

Periyot 3 0,335 0,112 0,000*
Muamelexperiyot 24 0,542 0,02257 0,000*
Hata 2 54 0,04091 0,0007576

Genel 107 1,06895

*P<0.05; VK: varyasyon kaynaklari; SD: serbestlik derecesi; KT: kareler toplami; KO:
kareler ortalamasi; P. 6nem seviyes
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Cizelge 4.21. Farkli aminoasitler ile zenginlestiriimis Artemia metanaupli’leri ile
bedenen cipura larvaarinin periyotlara ve muamele gruplarina ait

bombesin hormonu(15.dakika) ortalama degerleri (ortalamatstandart hata)

(pg/mg protein)
Muamele Periyot
Gruplari

I I Il v Mort

Higtidin 0.52+0.009 0.56+0.007 0.59+0.002 0.54+0.004  0.55+0.01'
Isoldsin 0.30£0.01 0.40£0.003 0.41+0.01 0.34+0.01 0.36+0.01°
Lésin 0.51+0.004  0.44+0.03 0.46+0.01  0.12+0.006 0.38+0.04k°
Lisn 0.40+0.008 0.40+0.006  0.41+0.005 0.35+0.01  0.39+0.006™
Metiyonin 0.31+0.006 0.48+0.01 0.51+0.01 0.31+0.008  0.40+0.02%
Fenildanin 0.43+0.003 0.43+0.006 0.44+0.008 0.25+0.008  0.39+0.02*
Treonin 0.41+0.004 0.42+0.007 0.43+0.008 0.22+0.008  0.37+0.02"
Vdin 0.40+0.009 0.53+0.008 0.57+0.02 0.17+0.006  0.42+0.04°
Kontrol 0.42+0.004  0.34+0.004 0.21+0.004 0.21+0.009  0.30+0.02*
Port 0.41+0.01°  0.44+0.01° 045:0.02°  0.28+0.02°

Ayni satir ve sttunlarda farkli harflerin kullanildigi degerler istatistiksel olarak farkli
bulunmustur (P<0.05). My:: Muamele gruplarina ait ortalamalar, Ry: Periyotlara ait
ortalamalar.

Cizelge 4.22. Bombesin hormonuna(15.dakika) ait varyans analiz tablosu

VK D KT KO P
Denekler aras 26 0.444769

Muamée 8 0.435 0.05438 0.000*
Hata 1 18 0.009769 0.0005427

Denekler ici 81 1.01075

Periyot 3 0.510 0.170 0.000*
Muamelexperiyot 24 0.481 0.02006 0.000*
Hata 2 54 0.01975 0.0003657

Genel 107 1455519

*P<0.05; VK: varyasyon kaynaklari; SD: serbestlik derecesi; KT: kareler toplami; KO:
kareler ortalamasi; P. 6nem seviyes
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Sekil 4.18.Farkli aminoasitlerle zenginlestirilmis Artemia metanaupli’ leri ile beslenen
cipura larvalarinin 20.-40. gunler arasindaki bombesin hormonundaki

degisimler(Besleme sonrasi 5. ve 15.dakikalarda yapilan drneklemelerden elde
edilen sonuclar).
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| 4.19. Muamele gruplarinda bombesin(5.dakika) hormonunun periyotlara bagli
degismi
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Sekil 4.20. Muamele gruplarinda bombesin(15.dakika) hormonunun periyotlara bagli
degism

Aminoasitlerin, pankreatik enzimlerin salgisini kontrol eden somatostatin
(CHEY, 1993) veya bombesin KOLKOVSKI ve TANDLER, 1995a) gibi hormonal
faktorlerin salinimini tesvik ettigi bildirilmistir.

KOLKOVSKI ve ark. (1997a), yaptiklari calismada, mikro partikil yemlerin ve
canli yemlerin bombesin hormonu Uzerine olan etkilerini incelemislerdir. Sadece canli
yemle beslenen grupta, yanizca mikro partikil yemle beslenen gruba gore %300 daha
fazla bombesin hormonunun tespit edildigi, fakat burada kullanilan canli yemdeki
tetikleyici faktorin hala belirsiz oldugunu bildirmislerdir.

Elde edilen sonuclar genel olarak degerlendirildiginde, hem 5. dakikada hem de
15. dakikada 1. ve Ill. periyotlar icin serbest aminoasit gruplarinin Ustanlugi
gozlenmigtir. 5.dakikada 1V. periyotta sadece histidin, isolésin ve fenilalanin gruplari
kontrol grubuna gore Ustunlik sergilerken, 15. dakikada tim serbest aminoasit beseme
gruplarinin kontrol grubuna gore Ustinllgl tespit edilmistir. Muamele gruplarinin
ortalamalari agisindan durum, 15. dakikada elde edilen sonuglara benzerlik
gostermektedir. Sonug olarak, serbest aminoasitlerin cipura larvalarinda hormonal
aktiviteyi tetikledigini sdyleyebiliriz. KOLKOVSKI ve TANDLER (1995a) tarafindan
belirtildigi gibi serbest aminoasitlerin bombesin aktivitesini tesvik ettigi, ¢alismamizin
sonuclarini destekler niteliktedir.



80

4.5.2.Kolesistokinin (CCK) Hormon Analizi

Farkli aminoasitlerle zenginlestirilmis Artemia metanaupli’leri ile beslenen
cipura larvaarinin 20.-40. gunler arasindaki CCK sindirim hormonu degisimleri Sekil
4.21'de verilmistir. Cipura larvalarinin deneme boyunca gozlenen CCK hormonu
ortalama degerleri Cizelge 4.23'de, bu ortalamalara ait varyans andliz tablolari ise
Cizelge 4.24'de verilmistir. Cipura larvalarinin CCK hormon degerleri lzerinde,
muamele gruplari ve periyotlara ilaveten bu iki faktérin birlikte etkisinin de dnemli
oldugu gozlenmistir (P<0.05). 11. ve Ill. periyotlarda en yiksek CCK aktivitesi valin
grubunda gozlenirken (sirasiyla 2.41+0.009 ve 2.64+0.39), IV. periyotta metiyonin
grubu(1.92+0.14) diger besleme gruplarina gére daha yuksek bir aktivite sergilemistir.
[1. ve Ill. grupta metiyonin ve fenilaanin, 1V. grupta isolésin, fenildanin ve valin
gruplari disnda kalan beseme gruplari kontrol grubuna gore daha iyi bir CCK
tetiklemes  yapmistir. Muamele gruplarinin - ortalamalari  agisindan  durum
degerlendirildiginde ise metiyonin ve fenilalanin disindaki besleme gruplarinin kontrol

grubuna gore dahaiyi bir CCK cevabi verdigi gdzlemlenmistir.
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Sekil 4.21.Farkli aminoasitlerle zenginlestirilmis Artemia metanaupli’ leri ile beslenen

cipura larvalarinin 20.-40. gunler arasindaki CCK hormonundaki degisimler.
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Cizelge 4.23. Farkli aminoasitler ile zenginlestiriimis Artemia metanaupli’leri ile
bedenen cipura larvaarinin periyotlara ve muamele gruplarina ait CCK

hormonu ortalama degerleri (ortalamatstandart hata) (fmol/mg kuru

agirlik)
Muamele Periyot
Gruplari

| I I \Y Mor

Higtidin 1.53+0.006 2.22+0.004 241009  182+0.03  2.00+0.10°
Isolésin 1.55+0.007 2.04+0.009  2.29+0.04  0.72+0.15  1.65+0.18c"
Lésin 1.55+0.004 1.74¥0.007  1.95:0.11  1.72+0.07  1.74+0.05°
Lisin 1.54+0.01  1.67+0.007 1.80+0.30  1.62+0.23  1.66+0.08c"
Metiyonin 1.54+0.004  0.83+0.02  0.65:0.15  1.92+0.14  1.24+0.16"
Fenilalanin 1.54+0.01  1.51%0.004  1.47+0.02  1.17+0.03  1.42+0.04°
Treonin 1.55+0.01  1.86+0.01  2.07+0.07  161#0.16  1.77+0.07
Valin 1.54+0.01  2.41+0.009 2.64+0.39  1.43+0.06  2.00+0.18°
Kontrol 1.55¢0.02  1.56+0.01  1.70¢0.15  1.51+0.13  1.58+0.05°
Port 1.54+0.008 1.76£0.08° 1.89+0.12°  1.500.07°

Ayni satir ve sttunlarda farkli harflerin kullanildigi degerler istatistiksel olarak farkli
bulunmustur (P<0.05). My:: Muamele gruplarina ait ortalamalar, Ry: Periyotlara ait
ortalamalar.

Cizelge 4.24. CCK hormonuna ait varyans analiz tablosu

VK D KT KO P
Denekler aras 26 6.245

Muamee 8 5.907 0.738 0.000*
Hata 1 18 0.338 0.01878

Denekler ici 81 16.05

Periyot 3 2.702 0.901 0.000*
Muamelexperiyot 24 10.771 0.449 0.000*
Hata2 4 2.577 0.04771

Genel 107 22.295

*P<0.05; VK: varyasyon kaynaklari; SD: serbestlik derecesi; KT:kareler toplami;
KO:kareler ortalamasi; P: 6nem seviyesi
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Sekil 4.22.Muamele gruplarinda CCK hormonunun periyotlara bagli degisimi

CCK hormonunun vertebratalarda sindirim esnasinda tripsin gibi pankreatik
enzimler ve safranin saliniminin dizenlenmesinde anahtar bir rolti olmasindan dolayi
oldukca 6nemlidir (BENTHLEY, 1998). Tripsin diger proteolitik enzimleri aktive ettigi
icin sindirim islemlerinde analtar bir enzim olarak hizmet ettigi bildirilmistir(LIDDLE,
1995). Larval asamada tripsin en onemli proteolitik sindirim enzimidir ve genelde
cikistan sonra tespit edilmistir(HJELMELAND ve ark.,1984: PEDERSEN ve ark.,
1987: UEBERSCHAR, 1988).

LIDDLE (2000), CCK'ya yonelik balik larvalarinda yapilan calismalar haa
yetersizdir. Insanlar Uzerinde yapilan calismalarda CCK’nin en populer stimulantinin
di-tri peptidleri ihtiva eden proteinler ve kismen sindirime ugramis yag Urtinleri oldugu
bildirmistir. Bilhassa, triptofan ve fenilalanin’in CCK salgisini situmule etmek igin
potansiyel Urtinler oldugu tespit edilmistir.

CHEY (1993), serbest aminoasitlerin pankreatik enzimlerin salgilanmasini
kontrol eden somatostanin ve kolesistokinin gibi hormonal faktorlerin salinimini
tetikledigini bildirmistir.

KOVEN ve ark. (2002), ringa baliklari Gzerinde yaptiklari calismada ¢ozilebilir
proteinin, serbest aminoasitlerden daha hizli ve daha blyik miktarda CCK
tetikledigini(tim vicut homojenatinda) bildirmiserdir. Buna ilaveten tripsin
aktivitelerinin de proteinle beslenen larvalarda arttigini, buna karsilik serbest

aminoasitlerle beslenen larvalarda bir degisim gézlenmedigini belirtmislerdir. CAHU ve
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ZAMBONINO INFANTE (1995), deniz levrekleri (Dicentrarchus labrax) Uzerinde
yaptiklari calismada, protein hidrolisati (kazein)' nin tripsin aktivitesini indirgedigi tespit
etmider, buna karsilik serbest aminoasitlerin bir karismi ile beslenen larvalarda tripsin
aktivitesinde bir artis oldugunu gozlemlemislerdir. Ayrica, sindirim kanali dolulugunun
CCK salgilamasinda etkili olmadigini bildirmislerdir.

CCK’nin sindirim enzimlerinin tetiklenmesinde, bilhassa tripsin gibi sindirim
enzimlerinin aktive edilmesinde onemli rol oynadigi bildirilmistir(HOLST ve
SCHMIDT,1994: LIDDLE, 1995).

|. periyottanlll. periyoda kadar metiyonin ve fenilalanin gruplari disinda serbest
aminoasit gruplari ile beslenen gruplarda gozlenen CCK aktivitesindeki artislar, serbest
aminoasitlerin CCK'yi tetikledigi gorusini desteklemektedir (CHEY,1993). CCK’nin
serbest aminoasitlerle zenginlestirilmis besleme gruplari ile bedenmesinden meydana
gelen degisimlerin, tripsin gibi anahtar role sahip enzimlerin aktivitesinin degisiminde
etkili olabilecegi dikkate ainmalidir. Bunun yani sira, CCK’da meydana gelen
degisimlerin bir bittin olarak pankreatik enzimlerin timtinde etkili olabilecegi gozden
kacirilmamalidir. Bu calisma esnasinda CCK her ne kadar Il. ve Ill. periyotlarda
metiyonin ve fenilalanin, 1V. periyotta isolosin, fenilalanin ve valin gruplari disindaki
serbest aminoasit gruplarinda kontrol grubuna gore yuksek aktivite gostermis olsa bile
tripsin aktivitesinde bu degisimlerin gorilmemesinin nedenini tripsin’i larvalarda
kontrol eden besinsel kontrol mekanizmasinin I1l. periyottan sonra aktif olmasina
baglayabiliriz. Tripsin aktivitesinde 1V. periyotta gbzlenen yikselmeleri, besinse
kontrol mekanizmasinin 1ll. periyottan sonra aktif olmasina ve CCK’nin tripsin
aktivitesini tetiklemis olmasindan kaynaklandigini sdyleyebiliriz. Serbest aminoasitlerin
CCK hormonu Uzerindeki etkileri konusunda elde edilen gozlemler calismamizin
sonuclarini destekler niteliktedir.
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5.S0NUC VE ONERILER

Deniz baliklari larvalarinin sindirim enzimleri Uzerine yapilan calismalarda
genelde iki gorusin hakim oldugu bilinmektedir. Birinci grup arastiricilar, larvalarin
yumurtadan cikistan itibaren yetersiz bir sindirim aktivitesine sahip oldugunu ve bu
nedenle mikro yemleri sindirmede sorun yasadiklarini, diger grup arastiricilar ise
larvalarin enzim aktivitesine sahip oldugunu ve bu aktiviteyi de aldiklari besine gore
ayarlayabildiklerini bildirmislerdir. Larvalarin enzim iceriklerinin larval dénemde disiik
ya da az gelismis oldugunu savunan arastiricilar mikro partikil yemlerin kullanilmasi
durumunda elde edilen disiik gelisme ve yasama oranini, larvalardaki yetersiz enzim ve
sindirim sistemine baglarken, diger grup arastirmacilar disik gelisme ve yasama
oraninin besleme calismalarinda kullanilan yemlerin yetersiz bir besin icerigine sahip
olmasindan, larvalarin besin ihtiyaclarinin tam olarak bilinmemesinden dolayi gerekli
yem iceriginin olusturulamamasindan kaynaklandigini bildirmektedirler.

Pankreatik enzimlerden amilaz aktivitesinin genelde larvalarin beslenmesinde
kullanilan yemin karbonhidrat seviyelerine gore ayarlanabildigi, diger taraftan bu
enzimin daha ¢ok genetik olarak programlandigi bildirilmistir. Bu ¢alismada kullanilan
canli yemlerin karbonhidrat seviyeleri arasinda bir farklilik olmadigi belirtilmistir. Bu
nedenle calismamizda amilaz enzim aktivitesinin genetik olarak programlanmasindan
kaynaklandigi sonucuna varilmistir. Her ne kadar amilaz aktivitesi calismada kullanilan
canli yemlerin besin igeriginden bagimsiz olarak genetik olarak programlanmis olsa da,
IV. periyotta serbest aminoasit besleme gruplarinda gozlenen Ustinlik, bu besleme
gruplarinin  kontrol grubuna gére daha iyi bir sindirim kanali olusturmasini
engellememistir. Amilaz aktivitesinde gozlenen bu degisimler, sindirim kanalinin
olgunlasmasinda indikator olarak kabul edilen aminopeptidaz N/l6sin-alanin peptidaz
oranlari ile desteklenmistir.

Caismamizda |6sin-alanin peptidaz aktiviteleri Gzerine elde edilen sonuclar, ilk
U¢ hafta bu enzimin aktivitesinin yiksek oldugu, daha sonra |. periyot'a dogru bir
azama oldugu seklindedir. 1. ve Ill. periyotlar icin durum degerlendirildiginde,
larvanin gereksinimlere tam olarak cevap veremeyen yemlerle yapilan beslemenin
larvanin sindirim 6zelliklerinin korunmasina neden oldugu ve buna bagli olarak

enterosist farklilasmasini engelledigi dustintlebilir. Diger taraftan, gozlenen bu yuksek
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aktivitenin, tripsin’in diger proteazlari aktive eden anahtar bir enzim olmasina ve bu
enzimin besinsel kontrol mekanizmasinin 1ll. periyottan sonra aktif olmasindan
kaynaklandigini soyleyebiliriz.  Arastiricilar, |6sin-alanin peptidaz aktivitesinin tek
basina sindirim kanalinin durumu hakkinda aydinlatici bilgi vermedigini, aminopeptidaz
N/l6sinralanin  peptidaz orani ile daha dogru sonuclar elde edilebilecegini
bildirmiderdir. Sindirim kanalinin gelisiminin gostergesi olarak bilinen aminopeptidaz
N/l6sin-alanin peptidaz oranlari 1. ve Il1. periyotlarda kontrol grubunda iyi bir sindirim
kanali gelisimi gozlendigini isaret ederken, V. periyotta ise durumun o6zellikle 16sin,
fenilalanin, isoldsin, lisin ve valin beseme gruplari lehinde gelistigini gostermistir. Bu
indikator sonuclari muamele gruplarinin ortalamalari agisindan degerlendirildiginde, en
iyi sindirim kanali gelisminin oldugu grubun kontrol grubu oldugu go6zlenmistir.
Tripsin’in besinsel kontrol mekanizmasinin geg tesekkil etmes sonucunda, her ne
kadar 1V. periyotta losinalanin peptidaz aktiviteleri serbest aminoasit besleme
gruplarinda kontrol grubuna gore disik bulunmus olsa da, durum genel olarak
degerlendirildiginde serbest aminoasit besleme gruplarinin cipura larvalarinda
l6sin-alanin  peptidaz  aktivitesini 111. periyoda kadar tetikledigini acikca ortaya
konmustur. Ill. periyotta proteazlari aktive eden tripsin'in besinsel kontrol
mekanizmasinin aktif olmasi sonucunda serbest aminoasit gruplarinin  sindirim
kanalinin gelismi yonundeki olumlu etkileri ortaya ¢ikmis olmasina ragmen, bu durum
ilk Uc periyottaki serbest aminoasitlerin aktif rol alamamis olmasindan dolayi etkisini
tam olarak gosterememistir.

Aminopeptidaz N ve alkalin fosfataz enzimleri besinsel durumun gostergesi
olarak bilinmektedirler. Her ne kadar bu enzimlerin yiksek olmas sindirim kanalinin
gelismidligi konusunda bizi bilgilendirmis olsa da, ¢alismamizda elde edilen sitozolik
enzim grubundan l6sin-alanin peptidazlarla birlikte degerlendirilmesi, enterosistlerin
olgunlasmasi konusunda daha dogru sonuclara ulasmamizi saglayacaktir. Aminopetidaz
N/lésin-alanin peptidaz oraninin muamele grup ortalamalari en yiksek degerin kontrol
grubunda oldugunu gostermektedir. 1V. periyotta fenilalanin ve 16sin gruplarinin kontrol
grubuna gore Gstinltkleri sindirim kanalinin indikatoril olarak kabul edilen degerler
tarafindan desteklenmistir. Buna karsilik, muamele gruplarinin ortalama degerleri
bakimindan lisin, metiyonon ve fenilalanin gruplari kontrol grubuna goére yuksek

aktivite sergilemis olsalar da aminopeptidaz N/I0sin-alanin peptidaz degerleri bu
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durumu desteklememektedir. Diger taraftan, aminopeptidaz N aktivites bakimindan
besdeme gruplarinin ¢ok yulksek aktivite sergileyememelerini, bu peptidazlarin
aktivasyonunda anahtar bir rol oynayan tripsin’in besinsel kontrol mekanizmasinin geg
meydana gelmesine  baglayabiliriz.  Alkalin  fosfataz  agisindan  durum
degerlendirildiginde, bu enzim aktivitesinin fosfolipitler ve fosfoproteinler gibi fosforlu
substratlar tarafindan tetiklendigi bilinmektedir. Muamele gruplari arasinda istatistiksel
olarak farklilik gézlenmemesini ¢alismada kullanilan canli yem Artemia metanaupli’ nin
fosfor igeriklerinin benzer olmasindan kaynaklandigini sdyleyebiliriz.

En o6nemli sindirim hormonlari olarak bilinen kolesistokinin(CCK) ve
bombesin(GRP)'in serbest aminoasit beseme gruplari tarafindan tetiklendigi tespit
edilmistir. CCK’nin tripsin aktivitesine olan etkisi, tripsin’in besinsel kontrol
mekanizmasinin ge¢ meydana gelmesinden dolayi ancak Ill. periyottan sonra
gbzlenmistir.

Bu calisma, cipura larvalarinda, normal Uretim prosedirlerinde kullanilan canli
yemlerin farkli esansiyel aminoasitlerle zenginlestiriimesi sonucunda sindirim enzimleri
ve hormon aktivitelerinin ne sekilde degistigini, mikro yemlerdeki sinirlayici faktorler
olmadan agikca ortaya koymustur. Bu nedenle calisma verileri isiginda, canli yemlerin
azatilmas hedeflenerek yapilmasi disinilen mikro yem calismalarinda asagida verilen
konulara dikkat edilmesi, akuakultir endlstris igin zorunluluk haline gelen bu siirecin
kisaltilmasinda 6nemli rol oynayacaktir.

1-Calismada, proteazlarin aktivasyonunda anahtar bir rol aan tripsin enzim
aktivitesinin cok ge¢ donemlerde aktif hale geldigi gbzlenmistir. Bu aktivitenin farkli
molekiler agirliklara sahip protein kaynaklari ile daha erken bir déneme cekilip
cekilemeyeceginin belirlenmesine yonelik ¢alismalarin yuritulmes,

2-Bu protein kaynaklarinin, larvanin sindirim enzimlerinin gelisimine etkisinin
olup olmadiginayonelik laboratuar ¢alismalarinin yapilmas,

3-Uygun protein kaynaklarinin bulunmasi durumunda, bu kaynaklarin
calismamiz sonuglarinda verilen bombesin ve kolesistokinin gibi hormonal aktiviteleri
tetikleyen serbest aminoasitleri de ihtiva eden mikro kapsiller ile besleme

calismalarinin yapilmasi
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4-Mikro kapsil calismalarinda enzimsel gelisimlerin surekli takip edilmes,
sindirim kanalinin gelisminin gosterges olarak calismamizda da teyit edildigi gibi,
aminopeptidaz N/l6sin-alanin peptidaz oranlarinin kullanilmas,

5-Cipura larvalarinin kritik donemleri olarak bilinen 0-40. gunlerdeki besin
gereksinimleri Uzerine calismalarin arttirilmasi,

6-Simdiye kadar yurUttlen mikro kapsil calismalarinda oldugu gibi, tek bir
mikro kapsilden uzun sireli randiman beklenmemelidir. Larvanin gereksinimlerinin
larval donem boyunca degistigi gbz 6nunde bulundurularak, her besleme dénemi icin
larvanin gereksinimlerini karsilayacak mikro kapsiller ile beseme calismaarinin

yiratilmes,
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