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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

DILUDIN MADDESININ GOKKUSAGI ALABALIGI YAVRULARI
UZERINDE ANNE VE DIYET KOKENLIi ETKiSININ ARASTIRILMASI

Aydm Aytag GURDAL

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Su Uriinleri Miihendisligi Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Murat ARSLAN

Bu calisma gokkusagi alabaligi yavrularinda (baslangic agirligit 0,16g) diludin
maddesinin anneden gelen ve diyetsel etkisini arastirmak icin 2x3 faktoriyel desenle
yapilmistir. Yavrularin elde edildigi disi damizliklar 0 ve 1mg/kg diludin igeren
yemlerle 1 yil boyunca beslenmistir. Bu disilerden elde edilen yavrular ilk beslemeden
itibaren 8 hafta boyunca, igerisinde 0 (D0), 1 (D1) ve 2 (D2) mg/kg diludin iceren
yemlerle beslenmis ve bu periyot sonunda yemlerdeki diludin orani 2 katina ¢ikarilarak
(DO; Omg/kg, D1; 3mg/kg, D2; 6mg/kg) baliklar 6 hafta daha beslenmistir.

Ilk 8 haftalik donem sonucunda gerek annenin beslenme gecmisi, gerekse diyetsel
diludin seviyesi biiylimeyi Onemli derecede etkilemistir (p<0,05). Son 6 haftalik
donemde ise biiylime sadece diyetsel diludin tarafindan 6nemli derecede etkilenmistir
(p<0,05). Ik 8 haftalik donemde en iyi biiyiime DO ve D2 yemleriyle beslenen
baliklarda go6zlenirken, son 6 haftalik déonemde en iyi biiyiime D1 yemiyle beslenen
baliklarda gergeklesmistir. 14 haftalik besleme sonunda DO yemiyle beslenen baliklarin
yag oran1 D1 ve D2 yemi ile beslenenlere oranla énemli derecede yiiksek ¢ikmistir
(p<0,05). Baliklarin yag asidi kompozisyonu ve antioksidan enzim aktiviteleri deneysel
yemlerden etkilenmemistir. 14 haftalik beslenme periyodu sonunda baliklara uygulanan
stres, diyetlerden bagimsiz olarak karaciger yaglanmasina sebep olmustur. Karaciger
yaginda oleik asit (18:1n-9) ve dokozahekzaenoik asit (22:6n-3) orani stresten 6nemli
derecede etkilenmistir (p<0,05). Stres 18:1n-9 oranin1 azaltirken 22:6n-3 oranini
artirmistir.

Elde edilen sonuglara gokkusagi alabalifi yavrulari i¢in yemde 3 mg/kg diludin
diizeyinin biiylimede pozitif etki yapabilecegi sOylenebilir.

2014, 64 sayfa

Anahtar Kelimeler: Gokkusag: alabaligi, biiylime, diludin, stres, yag asitleri



ABSTRACT
Master Thesis

THE MATERNAL AND DIETARY EFFECT OF DILUDINE ON RAINBOW
TROUT JUVENILES

Atatlirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Aquaculture

Supervisor: Prof. Dr. Murat ARSLAN

In this study, we investigated the maternal and dietary effects of diludine in rainbow
trout fry (initial weight 0,16g) in 2x3 factorial design.

Female broodstocks providing the off-springs were fed two different doses of dietary
diludine (Omg/kg and 1mg/kg) for one year. The fish obtained from these broodstocks
were fed 3 levels of diludine: 0 (DO0), 1 (D1) and 2 (D2) mg/kg for 8 weeks. Then
diludine levels were increased twice as much as the initial doses (DO; Omg/kg, D1;
3mg/kg, D2; 6mg/kg) and feeding trial was kept running for another 6 weeks.

After the first 8-week period, growth performance was significantly affected by both
maternal and dietary diludine while only dietary diludine influenced the growth
performance during the last 6-week feeding trial (p <0.05). The highest growth was
observed in fish fed DO and D2 diet for the first 8-week feeding trial while D1 diet
provided the highest growth performance for the last 6-week period. At the end of
14-week feeding trial, lipid content of the whole body of fish fed DO diet was
significantly higher than those fed the other diets (p <0.05). Antioxidant enzyme
activities and fatty acid composition of fish were not influenced by dietary diludine. As
the response to the stress fish were exposed at the end of the 14-week feeding trial, there
was a significant increase in liver lipid level independent of the dietary diludine.
Regarding fatty acids of liver lipids, oleic acid (18:1n-9) and docosahexaenoic acid
(22:6n-3) were influenced by the stress. The ratio of 22:6n-3 significantly increased
while 18:1n-9 decreased as the response to the stress (p<0,05).

According to the preliminary results, 3mg/kg diludine might be suggested as growth
promoter in rainbow trout fry diets.

2014, 64 pages

Keywords: Rainbow trout, growth, diludine, stress, fatty acid
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1. GIRIS

Gilinlimiizde, gelismis lilkelerde yasayan insanlar saglikli beslenmeye 6zen gostermekte
ve beslenmelerinde ¢coklu doymamis yag asitlerince zengin gidalari tercih etmektedirler.
Bu tercih edilen gidalar arasinda basta balik ve diger su lriinleri gelmektedir. Baliketi
proteince zengin olmasi ve yapisindaki ¢oklu doymamis yag asitleri bakimindan zengin
oldugu i¢in viicudun temel besin maddeleri ihtiyacini karsilayabilmektedir. Beslenme
degeri ve protein kalitesi bakimindan baliketi son derece 6nemli bir gidadir. Ayrica

bir¢ok vitamin ve omega-3 yag asidince de zengindir (Yavuzcan vd. 2010).

Insan viicudu 50’ye yakin tiirde besin 6gesine ihtiyag duymaktadir. Besinler igerdigi
protein, vitamin ve mineral gibi 6geler yoniinden biiyilk 6nem tasimaktadir. Etler;
biyolojik degeri yiiksek, iyi kalitede protein kaynagidirlar. Ayrica A ve ozellikle B
grubu vitaminleri ile demir, ¢inko, fosfor ve magnezyum mineralleri bakimindan da
zengindirler. Yeterli ve dengeli beslenmede protein tiiketiminin en az yarisinin

hayvansal kaynakli olmas1 dnerilmektedir (Sahin ef al. 2014).

Biiylime ve gelisme ¢agindaki ¢ocuklar basta olmak {izere tiim insanlar i¢in biyolojik
degeri yiiksek olan su {riinleri; iyi kalitede protein icermektedir. Protein igeren
besinlerin ¢ogu ayni zamanda yag da icermektedir. Birgok arastirma kirmizi et yerine
beyaz etin tiiketilmesini onermektedir. Ozellikle de su {iriinlerini tercih eden
topluluklarda koroner kalp hastaliginin daha az gorildiigii saptanmistir. Doymus
yaglarin, kan kolesterol diizeyine etkisi yliksek kolesterollii diyetten daha fazladir.
Beslenmede kolesterolden ¢ok, toplam yag miktar1 ve doymus yag asitleri oranina
dikkat etmek gerekir. Su iiriinleri ¢ogu etlere, kiimes hayvanlarina hatta baliklara gore
daha az doymus yag igerir. Aynm1 zamanda -eikosapentaenoik asit (EPA) ve
dokosaheksaenoik asit (DHA) ag¢isindan son derece iyi bir kaynaktir. Su {irlinleri iyi
kalitede protein, niasin, E ve B, vitamini ile iyot, ¢inko ve fosfor minerali agisindan
zengindir. Ozellikle biiyiime ve gelisme ¢agindaki bireyler igin yararl bir yiyecektir.

Saglikli bireyler i¢in haftada en az 2 kere, kalp—damar hastaligi, hipertansiyon,



karaciger yaglanmasi gibi saglik problemleri bulunan kisilere de haftada 3 kere balik

veya karides gibi su {irlinlerini tiiketmeleri 6nerilmektedir (Sahin ef al. 2014).

Diinya niifusu giderek artmaktadir. Insanlarm besin ihtiyaclarmi karsilayacak olan
kaynaklar ise sinirlidir. Diinyada bu besin ihtiyacini karsilayabilecek yeni kaynaklara
olan ihtiyag giin gectikge artmaktadir. Su iiriinleri sektdrii, Diinya Gida ve Tarim Orgiitii
(FAO) tarafindan diinyada en hizli biiyliyen gida iiretim sektorii olarak belirtilmistir.

Diinyanin bir¢ok yerinde, yayginlagmakta ve yogunlagmaktadir

FAO verilerine gore 2012 yilinda diinya su tiriinleri iiretimi toplam 90 430 000 ton oldu.
Bunun 66 630 000 tonu sofralik balik, 23 780 000 tonu sucul alg (¢cogunlukla deniz
makro alg/yosunlar) ve 22,4 bin tonu ise gida dis1 iiriinlerden (inci ve kabuklar1 vb.)
olugmaktadir. Diinya su iriinleri sektorii 2012 yili icin kisi bagina 9,41 kg iiretim
gerceklestirdigi kaydedilmistir. Uretilen bu {iriinlerin dagilimi ise kitalara ve bolgelere
gore son derece diizensiz dagilmaktadir FAO verilerine gore diinya yetistiriciliginin ve
avciliginin su triinlerine katkis1 2000 yilinda %25,7 oranindaydi. Bu oran 2012 yilinda
%42,7 seviyesine ulagsmigtir. Asya kitasinda yetistiriciligin avciliktan daha iyi oldugu
belirtilmistir. Su iirlinleri sektoriinde Asya kitasi diinya iiretiminin %54 iinii, Avrupa
kitas1 %181, diger bolgelerde %15 ile iiretime katki saglamaktadir. Bir¢cok gelismekte
olan iilkede su iirtinleri kaliteli protein kaynagi olarak goriilmektedir. (FAO 2012). Bu
veriler 1s181nda su tirlinleri sektoriiniin zamanla daha biiyiik bir sektor haline gelecegi

goriilmektedir.

Tiirkiye t¢ tarafi denizlerle ¢evrili bir yarimadadir. 8 333 km'lik kiy1 seridi ve 177 714
km uzunluga sahip nehirleri bulunmaktadir. Bu a¢idan su kaynaklarinin fiziki
biiytlikliigii itibariyle su iiriinleri ve balik¢ilik {iretimine uygun zengin su kaynaklarina

sahiptir. Fakat bu imkanlara karsin, balik¢ilikta gelismis bir tilke degildir (Sahin 2011).



Ulkemizde toplam su iiriinleri iiretimi (avcilik ve yetistiricilik birlikte) 2013 yilinda bir
onceki yila gore %5,8 azalarak 607 515 ton olarak gergeklesmistir. Diger yandan
yetistiricilikle elde edilen su {iriinleri iiretimi bir 6nceki yila oranla %9,9 artig gdstermis
ve 233 394 ton olarak gergeklesmistir. Son 11 yilda (2002-2013) avcilikla elde edilen su
trtinleri miktar1 iist sinira ulagan bir goriintii sergilemis, artis gostermeyip diisme
egiliminde iken, aynit dénemde yetistiricilikle elde edilen su iirlinleri miktar1 yaklasik
%282 gibi onemli oranda bir artis gostermistir (TUIK 2014). Su iiriinleri
yetistiriciligimiz ayn1 hizla biiyiirse, 10 yildan daha kisa bir siirede avcilikla elde edilen

su tirtinleri miktarin1 gegmis olacaktir.

Avcilik yolu ile elde edilen su iiriinleri iiretim maliyetlerinin yiikselme egiliminde
olmasi, iklim degisiklikleri ve kullanilan kaynaklarin sinirlt olmasi gibi sebepler kiiltiir

balik¢iliginin 6n plana ¢ikmaya baslamasina zemin hazirlamistir (Kaymak 2013).

Gokkusagi alabaligr yetistiriciligi toplam yetistiriciligimizin %52 sini olusturmakta olup
Avrupa lilkeleri arasinda da Tiirkiye onemli iiretici {lilkeler arasinda yer almaktadir.
Uretimimizin siirekli artmasindan dolayr yem hammaddeleri ve yem formiilasyonlart
tizerinde farkli calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. FAO 2012 verilerine gore bu tiirlerin
{iretiminin yapildig1 isletmelerin en dnemli maliyetini yem teskil etmektedir. Isletme
giderlerinin yaklasik olarak %40-60’1n1 kullanilan yemler olusturmaktadir. Ancak balik
yemi fiyatlar1 da formiilasyonlarda yiiksek oranlarda kullanilan balik unu ve balik yagi
fiyatlarinin artmasi nedeniyle bu maliyet giderek artmaktadir. (Meyers 1994; Tacon and
Metian 2008; Kose 2011). Kullanilan kaynaklarin petrole bagimliligi da maliyeti
arttiran bir diger faktordiir. Su anda, iiretimi yapilan karnivor tiirlerin protein ve enerji
gereksinimleri temel olarak kii¢iik pelajik baliklarin avciligi ile elde edilen balik unu ve
yagiin kullanimi ile karsilanmaktadir (Yavuzcan vd. 2010). Balik yetistiriciliginde kar
oraninin maksimum seviyede olabilmesi i¢in, isletme masraflarinin en biiyiik kismini
olusturan yemin en verimli sekilde kullanilmas1 gerekmektedir (Alagil 2005). Yiiksek
proteinli yemler hizl1 bilylimesinin yaninda maliyeti artirmakta, diisiik proteinli yemler
ise yavas biliylime dolayisiyla maliyeti diisiirmektedir. Su iiriinleri yetistiricilik

sektoriiniin bliylikligii ve potansiyeli dikkate alindiginda yapilan arastirmalarin daha da



artacagi anlasilmaktadir. Konunun ekonomik boyutlarinin yaninda hazirlanan yemlerin
esasint teskil eden hammaddelerin yetersiz olusu ve her gegen giin miktarlarinin
azalarak fiyatlarimin artmasi balik kiiltiiriiniin 6niindeki asilmasi gereken onemli bir
problem olarak gdziikkmektedir. Bunun yaninda baligin pazar boyuna ulagma siiresi de
dikkate almmak durumundadir. Hayvansal gida endiistrisinin amaglarindan biri,
yemdeki proteini uygun ve ekonomik bir sekilde yiiksek kalitede tutarak verimi
artirmak, ig ve biiyiik yatirimlari minimuma indirmek suretiyle uygun deger de iiriin
saglamaktir. Beslemede verim artirici olarak, genelde yem katki maddelerinden hormon
veya hormon etkisine sahip biiyiime ajanlar1 kullanilmaktadir. Ozellikle sanayilesmis
batili iilkeler, ¢iftlik hayvanlarinda et ve siit verimini artirmak amaciyla yaygin olarak
hormon kullanmaktadirlar. Amag¢ olarak, hayvanin metabolik sistemini etkileyerek
birim hayvandan kisa zamanda ve daha az yemle, yag nispeti diisiik, fakat daha fazla et

ve siit saglamaktir (Ariman ve Aras 2002).

Su iriinleri sektoriinde maliyeti diislirebilmek ve kullanilan yemin en iyi sekilde
degerlendirilebilmesi i¢in yeni katki maddelerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu katki
maddelerinin etkileri ve yan etkileri birgok arastirma ile denenmis, insan sagligina zarar
vermeyen, dokularda ve toprakta kalinti birakmayacak, kolay parcalanabilen, toksik
sinirlart belirli ve miktar tayini yapilabilen maddeler olmasi aranan sartlardandir

(Ariman ve Aras 2002).

Bu bilgiler 1s1¢inda 6rnek verilebilecek bir madde olan diludin (2,6-dimetil-3,5-
dikarboksi-1,4-dihidropiridin, C;3H;9NO4) yeni bir yem katki maddesi tiiridiir. Sperm
canlilig1 yiikseltme, biiylime ve lireme performansini artirma (Goncharova et al. 2002;
Hisar et al. 2012) gibi islevlerinin oldugu rapor edilmistir. Ayrica viicutta yag oranini
diisiirdiigii rapor edilmistir. Bu maddenin antimutajen ve antioksidan olarak
kullanilabilecegi bildirilmistir. Diludin, c¢evresel kirleticilerin mutajenik etkilerini
azaltmak, iiretimde ki verimliligi artirmak, anag bireyler ve yavrularinin ireme sistemi
kalitesini korumak i¢in kullanilabilecek bir ajan oldugu rapor edilmistir (Goncharova et

al. 2002).



2. KAYNAK OZETLERI

Alternatif lipit kaynaklarinin etkisini belirlemek amaciyla yapilan bir ¢alismada, en az
%350 balik yag1 kullanilarak lipit sindirilebilirligi, karaciger, kas ve dokularda histolojik
yag asidi profillerine bakmak i¢in, %60-%80 oraninda balik yag1 yerine farkli bitkisel
(soya, kolza, hurma ve zeytin) ve hayvansal (domuz yagi ile capelin ve hamsi) yaglar
kullanilarak, dort deneysel diyet formiile edildigi bildirilmistir. Calismada saf balik yagi
(capelin yag1) ile hazirlanan diyetin kontrol diyeti olarak goérev yaptigi belirtilmistir.
Diyetlerde 30 tane ortalama 250 gr agirh@inda gokkusagi alabaliklarinin 64 giin
boyunca 12°C’lik bir sicaklikta gorsel doygunluk oluncaya kadar yemlenecek sekilde
verildigi ve bagimsiz olarak biliylimenin olumlu bulundugu bildirilmistir (termal
biiyiime katsayilari1 (TGC) 33,7-3,9). Son viicut agirhigr ortalama 760 gr ve yem
doniigiim oranlarinin (FCR) ise 0,72-0,79 arasinda oldugu ve bunun yaninda diyette
belirgin diistik lipit sindirilebilirliginin oldugu (%79’e kars1 91-Diyetlerin geri kalani
icin %94) ifade edilmistir. Karaciger ve kas yag asidi kompozisyonlarinin diger diyet
gruplart ile benzerlik gosterdigi fakat zeytinyagi ve balik yagi kullanilan diyet
guruplarinin FCR oraninda kayda deger farklilik goriilmedigi bildirilmistir (Caballeroa
et al. 2002).

Kiron et al. (2004) farkli lipitlerin spesifik olmayan immiin sistemin diyetsel E
vitamininin etkilerini incelemek i¢in bir ¢alisma tasarlamiglar. Karaciger yagi (PO),
keten tohumu yag1 (LO) ve papaganyemi yagi (SO)’ndan olusan 3 lipit kaynaginin, E
vitamininin iki seviyesi ile birlikte (100 ve 1000 mg a-tocopheryl asetat kg diyet 1): alt1
grup diyet hazirlamiglar ve 9 hafta boyunca 17 gr’lik balik gruplarini beslemislerdir.
Biiyiime performanslar1 bakilmaksizin E vitamini igeriginin, PO ve SO ile beslenen
baliklara nazaran LO gruplarinda énemli oranda fazla oldugunu belirtmisler ve bunun
yaninda PO ve LO ile beslenen baliklarda hematokrit degerlerini de daha yiiksek
bulduklarini, n-3 yag asitlerinin de bu yaglarla eritrositlere dahil oldugunu ifade

etmislerdir.



Kombina stres etkilerini tespit etmek icin yapilmis bir deneyde 120 giinliik, karisik
cinsiyette, parmak boy yavru baliklar, kronik ve akut stres kombinasyonlarindan basa
¢ikma yetenegini incelemek icin denemeye tabii tutulmuslardir. 240 yavru balik 6 tane
esit hacimli 2000 L beton tanklara dagitilmis, 6 tanktan 3 tanesi 20 giin boyunca
mekansal kisitlama, yavasca rahatsiz etme gibi kronik strese maruz birakilmis ve bunu
takip eden 21. giinde yavrular su disinda 60 saniye boyunca bekletilerek tekrar kronik
strese maruz birakilmiglardir. Diger 3 tanktaki baliklar ise ilk 20 giin boyunca herhangi
bir rahatsizliga maruz birakilmadan bekletilmisler ve 21. giin de diger gruplarla birlikte
ayni1 akut strese maruz birakilmiglardir. Her iki grupta da havaya maruz birakma islemi
karakteristik akut stres yamitin1 provoke ettigi ve 1 saat sonra plazma kortizol
seviyesinin 130 ng/ml’ye ulastigi bildirilmistir. Stres uygulanmayan balik grubunda
akut tepkilerin kronik stresli baliklarda gozlenen degerlerle ayn1 motifte oldugu ve
deneyde kullanilan jundia (Rhamdia quelen, Quoy and Gaimard) baliklarinin akut
strese tabii tutuldugunda bile stressiz grupla benzer salgi ornegi gosterdigi, balik
yavrularinin ise (hypothalamus—pituitary—interrenal kapasitesini tamir edemedigi
belirtilmistir. Bu ¢alisma da baliklarin kronik strese yanit yetenegine sahip oldugu tespit

edilmistir (Barcellos et al. 2006).

Iki farkli deneysel yag tipi (balik yag1 FI ve zeytinyagi OL) kullanilarak yesil mikro alg
den (Haematococcus pluvialis) gelen astaksantinin pigment etkisini ve sentetik
astaksantinin serum konsantrasyonuna, uyarilmis kas rengine etkisi ile astaksantinin
kaslarda tutulmasini tespit etmek amaciyla yapilan bir ¢alismada, baliklarin kullanilan
bu farkli yag kaynaklar1 ile hazirlanan diyetleri kabul ettigi belirtilmistir. Deney
sonunda farkli diyetler ile beslenen baliklarda nihai ortalama agirligi, spesifik biiyiime
orani ve yem donilisiim orani arasinda énemli bir fark olmadigi, AST (astaksanthin) ile
beslenen baliklarin ALG (alg) ile beslenen baliklara gore daha yiiksek (Pb0,05) serum
konsantrasyonu gosterdigi, ayrica diyetsel OL ile beslenen baliklarin FI ile beslenen
baliklara gore daha yiiksek (Pb 0,05) serum astaksantin seviyesi gosterdigi, ayrica balik
diyetlerine gore kas renk parametrelerinin farklilik gosterdigi tespit edilmistir. Yapilan 6
haftalik fazladan yemlemede gorilmustiir ki ilk 6rneklemede ALG-FI, AST-FI’dan
daha fazla farklihlk meydana geldigi, ALG ile beslenen baliklarin astaksantin



konsantrasyonlarinin sentetik astaksantin ile beslenenlere gore daha diisiik bulundugu
ve 6 haftalik deneme siirecinde kastaki astaksantin seviyesinin balik yagi ve zeytinyagi
ile beslenen baliklarda farklilik gdstermedigi, kaslarda tutunan astaksantin seviyesinin
ALG ile beslenen baliklara gore AST ile beslenen baliklarda daha fazla bulundugu
belirtilmistir (Choubert et al. 2006).

Yapilan bir ¢alismada 8 giinliik yumurtalardan ¢ikan larvalarin organlarinda yapilan ilk
taramada kortikosteroid stres tepkisi gézlemlenmistir. Bu ¢aligmada kullanilan yontem
yaygin akut strese tabi tutulan Atlantik morinalarinin (Gadus morhua) tim viicut
immunreaktif kortikosteroid konsantrasyonlarini (IRC) ve kortizol plazma seviyelerini
degerlendirmek i¢in gelistirilmis oldugu bildirilmistir. Yavrular iki grup halinde
stresorlere maruz birakilmiglar ve tiim viicut IRC ile plazma kortizol seviyeleri
Olciilmiistiir. Stres sonrasi kiiciik baliklarda IRC seviyesinin 14 kat artmis oldugu ve 1
saatte en yiiksek orana ulastigi, 3-6 saat arasinda ise bu sekilde devam ettigi, 24 saatte
de tekrar stres Oncesi duruma dondiigii belirtilmistir. Stres sonrasi plazma kortizol
seviyesi de 18 kat artmis, 0,5-1 saat boyunca en yiiksek seviyeyi gosterip 1-3 saat
boyunca ayni seviyede devam edip, 24 saat sonra stres Oncesi duruma yakin bir degere
geldigi tespit edilmistir. Ayrica juvenil bireylerin suyun tuzluluk oraninda olusan
azalmaya kars1 yanit vermedigi, Atlantik morinalarinin akut stres cevabi olarak diger
kemikli baliklarla benzer cevabi verdigi, IRC degisikliklerinin belirlenmesinde biitiin
viicut igerisindeki stres uyarilarinin dnemli oldugu ve bu uyarilarin plazma igerisinde ki
kortizol konsantrasyonundan farkli olarak IRC’de kayit altinda oldugu belirtilmistir
(King and Berlinsky 2006).

Yapilan bir ¢alismada uzun siireli strese (suyun ilizerinden 15s, her giin, 4 hafta) tabi
tutulan mezgit baliklarinda (Melanogrammus aeglefinus) serbest ve toplam plazma
kortizol diizeyleri, plazma glukozu, solunga¢ hsp70 diizeyleri ile mezgit baliginin akut
strese cevap verme yetenegi parametrelerine bakilmis, baliklarin stres sonrasi 1, 6 ve 12
saatlik zaman dilimlerinde 6rneklendigi belirtilmistir. Yapilan bu stres ¢aligmasinda,
serbest kortizol seviyesinin ilk haftada 6nemli 6l¢ilide arttig1 (kontrol %17, stresli %55),

ikinci haftadan itibaren serbest ve toplam kortizol seviyelerinin de 6nemli 6l¢iide (10



kat) arttig1 (kontrol %35 ve %65 stresli) tespit edilmistir. Uygulanan stresten 3-4 hafta
sonra serbest ve toplam kortizol diizeylerinin azaldigi, bu degerlerin stres Oncesi
degerlerden Onemli Olclide farklilik gostermedigi belirtilmistir. 4 haftalik calisma
sonrasinda kontrol grubunda biiyiimenin daha fazla goriildiigii, bu oranin sirastyla %18
ve %32 oldugu, ayrica kondisyon faktoriiniin de sadece kontrol grubunda arttig1, akut
stresten 1 saat sonra toplam kortizol seviyelerinin yiikselmesine ragmen stresli balik
seviyelerinin, kontrol grubu seviyesi degerleri ile birbirine yakin degerde oldugu
belirtilmistir. Uzun siireli strese maruz kalan grupta plazma kortizol seviyesinde dnemli
bir artis oldugu, akut stres sonrasinda her iki grupta da serbest plazma kortizol
seviyelerinde onemli bir artisin olmadigi, bununla birlikte 6 saat sonra, stres grubu
kontrol grubu ile karsilastirildiginda serbest kortizol diizeylerinin uzun siireli stres
grubunda Onemli derecede yiiksek oldugu ve plazma glikoz ile solunga¢ hsp70
seviyesinin uzun stireli stres grubunda degismedigi rapor edilmistir (Hosoya et al.

2007).

Lakeh et al. (2010) gokkusag1 alabaligi (O. mykiss) larvasinda biiyiime performansi,
mortalite ve karetenoid pigmentasyonu {iizerinde yapmis olduklar1 g¢aligmalarinda,
baslangic agirliklar1 113-118 gr disi anaglar1 45 giin boyunca karetenoid ile
desteklenmis bes farkli grup yemle (0,07, 12,5, 33,3, 65,1 ve 92,9 mg astaksantin/kg)
beslemislerdir. Baglangi¢c 6rneklemesini takiben 15 giin araliklarla durum faktorlerinin
agirliklari, spesifik biiylime oranlari (SGR) ve TGC belirlemek igin orneklemeler
yapmiglar ve ¢aligma sonunda astaksantin eklenen gruplarda TGC ve SGR oranlarinin

%33-38 seviyelerine ¢iktigini tespit etmislerdir.

Choubert (2010) ortalama agirliklar1 160 g olan gokkusagi alabaligi (O. mykiss) ile
yapmis oldugu bir calismada, keto-karotenoidler astaksantini (Ax)/ kantaksantin (Cx)
iceren diyetler ile baliklar1 42 giin boyunca besleme denemesine tabi tutmustur.
Diyetlerde kullanilan maddelerin degerleri; Ax %100: Cx %0; Ax %75: Cx %25; %Ax
50: Cx %50; Ax %25: Cx %75 ve Ax %0: Cx %100 seklinde oldugunu belirtmistir.
Deneyde karatenoitlerin kaslarda tutunmasi iizerinde durulmus, diyetlere farkli dozlarda

astaksanthin—kantaksantin eklendigi ve karacigerdeki C ile E vitamini diizeylerine bagh



olarak As A ve a-Toc diizeylerinde artis oldugu belirtilmistir. Kaslarda karotenoid
birikimi gbzlemlenmis, diyetsel kantaksantin seviyesi arttik¢a, kasta toplam karotenoid
tutulmasinin azaldig: belirtilmistir. Sonug olarak kas rengi ve astaksantinin besleme igin
elde edilen degerlerle karsilastirilmasi sonucu gokkusagi alabaligi beslenmesi igin
diyetsel astaksantin/kantaksantin oraninin degistirilmesinin kaslardaki karotenoid

kalicilig1 agisindan faydali olmadigi rapor edilmistir.

Hisar et al. (2012), yaptiklar1 10 haftalik calismada gokkusag: alabaliginda (O. mykiss)
diludin yem katki maddesinin potansiyel etkilerini degerlendirmek, biiylime
performansi, yem kullanimi, hayatta kalma orani, karaciger antioksidan enzim,
faaliyetleri siiper oksit dismutaz (SOD), EC 1.15.1.1; katalaz (CAT), EC 1.11.1.16;
glutatyon peroksidaz (GPx), AK 1.11.1.9; glutation rediiktaz (GR), EC 1.6.4.2; gliikkoz-
6-fosfat dehidrojenaz (G¢PD), EC 1.1.1.49 ve gliitation S-transferaz (GST) EC 1.5.1.18)
diizeylerinin bir lipit peroksidasyon markir1 olarak MDA ve diisiik su sicakliginda kas iz
elementleri degerlerini incelemislerdir. 10 hafta sonunda hayatta kalma oraninda 6nemli
Olgiide gelistirilebilirlik ve yemden yararlanma tespit etmisler, ayrica antioksidan
enzimlerinin karaciger dokusunda artan bir hareketlilik gosterdigini, GPx aktivitesinin
tespit edilmedigini, SOD ve GST aktivitelerinin diludin ile beslenen diyet gruplarinda

GR aktivitesinin yliksek olma egiliminde oldugunu belirtmisledir.

Hoogenboom et al. (2012) omurgalilarda, liremenin endojen hormonlar tarafindan
aracilik edilen ve potansiyel olarak oksidatif stres ile sonug¢lanan enerji gerektiren bir
islem oldugunu belirtmigler ve oksidatif stres parametrelerinin (antioksidan kapasite ve
reaktif oksijen metabolitleri diizeyleri) ortak ve yaygin teleost balik testesteron ve
kortizol arasindaki iligskiyi tespit etmek i¢in bir ¢alisma yapmigslardir. Aldiklari
sonuglara gére yumurtlama zamaninda yliksek testesteron seviyesinde oksidatif hasarin
daha fazla oldugunu, kortizol seviyelerinin dogrudan oksidatif hasar veya antioksidan
kapasitesi ile ilgili olmadigini, ama bu hormonun konsantrasyonunun olumlu oldugu,
mantar enfeksiyonunun diizeyleri ile iligkili oldugunu, diger bir deyisle diisiik
antioksidan kapasitesi ve oksidatif hasarin diisiik seviyeleri ile iligkili oldugunu ifade

etmislerdir.
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Qiu et al. (2013) Sierra (Scomberomorus niphonius) balik filetosunu, %1,5 gilimiis
antioksidan peptit ¢ozeltisi(SAP),%0,5 karnozinin ¢dzeltisi,%0,02 propil galat
sollisyonuna tabi tutmuslar ve 1 saat i¢in ayr1 ayri damitik su ve daha sonra ki agamada
4°C'de 150 giin boyunca -18°C'de saklamislardir. Diizenli araliklarla, tiobarbitiirik asit
reaktif maddeleri (TBARS), konjuge dien (CD) degeri, serbest yag asidi icerigi, serbest
yag asidi bilesimi, floresan bilesigi ve a-tokoferol degerlerini belirlemislerdir. SAP,
depolama sirasinda énemli dlgiide (p<0,05) bir serbest yag asidi igerigi, CD olusumu,
TBARS degeri ve floresan bilesigini azaltabilecegini tespit etmiglerdir. Ayrica SAP’1n,
EPA ve DHA miktarindaki azalmayir o©nledigini, endojen a-tokoferol igerigini
korudugunu, SAP antioksidant faaliyetinin karnozin etkisi ile karsilagtirilabilir diizeyde
oldugunu ve bu nedenle SAP’1n, dondurulmus depolama sirasinda balik 6rneklerindeki
yag oksidasyonunu oOnlemek icin etkili bir dogal antioksidan kaynagi olarak

kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Yildiz et al. (2013), diyetlerde balik yagi yerine %50 oraninda kullanilan pamuk
tohumu yag1 (PTY) ve kanola yag1 (KY) ya da bu yaglarin esit karigimlarinin jiivenil
gokkusagi alabaliginin biiyiimesine, yag asidi kompozisyonuna ve sindirim sistemi
histolojisine etkilerini arastirmislardir. Arastirmada, farkli 5 adet izonitrojenik ve
izolipidik diyetler hazirlamislardir. Kontrol diyetinde sadece balik yagi (BY) ve
hazirlanan diger diyetlerde sirasiyla sadece PTY, sadece KY, %50 PTY %50 KY ve
%50 BY belirtilen bitkisel yaglarin esit karisimini kullanmiglardir. Deneyde ortalama
agirliklart yaklagik 15 g olan gokkusagi alabaligi yavrulari kullanmiglardir. Deneyi
paralel ve her deney tankinda 50 adet balik olacak sekilde 84 giin siireyle
yiriitmiislerdir. Baliklara giinliik olarak doyuncaya kadar ve elle yem verilmistir.
Deneme sonunda aldiklar1 sonuglara goére baliklarin biiyiime performansi, yem
kullanim1 ve viserosomatik indeks degerleri kullanilan diyetlerden etkilenmemistir
(p>0,05). Ancak PTY ve PTYS50/KY50 diyetleriyle beslenen baliklarin hepatosomatik
indeks degerlerinin diger gruplardan daha yiiksek bulundugunu belirtmislerdir (p<0,05).
PTY ya da KY iceren diyetlerle beslenen baliklarin tiim viicudundaki n-3 serisindeki
coklu doymamis yag asitlerinin diizeyini diisiik ve 18:2n-6 yag asitlerinin diizeyini ise

ylksek bulmuslardir (p<0,05). Ayrica baliklarin karacigerlerindeki DHA ve arasidonik
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asit diizeyleri baligin tiim viicudundaki diizeylerden daha yiiksek seviyede tespit
etmislerdir. Sonug olarak jiivenil gokkusag: alabalig: diyetlerinde balik yag: yerine %50
oraninda kullanilan pamuk tohumu yagi ile kanola yagmin baliklarin biiylime

performansinda herhangi bir olumsuz etki gostermedigi ifade edilmistir.

Kelestemur and Ozdemir (2013) yavru gdkkusagi alabaliklarinin (O. mykiss) biiyiime
performansi iizerine yapmis olduklar1 bir ¢alismada, A ve E vitamini takviyesinin
etkilerini akis stresi olmadan ve iki farkli akis hizina (0,9 ve 2,1 It/dk) maruz birakarak
arastirmiglardir. Serumda MDA seviyesinin yani sira plazma SOD aktivitelerine
bakmislar. 12 hafta boyunca baliklar1 {ic deneysel diyetle beslemisler (30E+A, 60E+A,
E+A), stres altinda ki gruplarda agirlik farkliligi olmadigini belirtmislerdir. E vitamini
ile beslenen stres guruplarinda diisiik agirlik gozlemlemisler. Stresli ve stressiz
gruplarda SUR (kurtulan orani)’un A+60E ve A+30E gruplarinda oldukc¢a dikkate deger
oldugunu, A-E gruplarinda ise SUR oraninin diisiik oldugunu belirtmislerdir. Tiim
diyet gruplarinin serumundaki vitamin konsantrasyonunun her iki akis hizi ¢aligmasinda
anlaml bir fark olmadigini ifade etmislerdir. Stresli ve stressiz gruplarda, en diisiik E
vitamin serumu ile en yiiksek MDA diizeyi degerlerini A ve E diyet gruplarinda
belirlemisler ve SOD aktivitesini ise E vitamini gruplarinda benzer seviyelerde tespit
etmislerdir. Ayrica stres kosullarinda plazma SOD aktivitesinin A+60E gurubunda

yiiksek oldugunu belirtmislerdir.

Sahin et al. (2013) biiyiime performansi iizerinde, normal (20 kg/m’) ve yiiksek
stoklama yogunlugunda (100 kg/m’) bulunan gdkkusag: alabaliklarinda antioksidan
durumuna diyetsel likopen (0, 200, 400 mg/kg) takviyesinin etkilerini inceledikleri
calismalarinda, likopenin, antioksidanlar sayesinde saglik i¢in yararh etkiler sergilemesi
tizerinde durmuslardir. Deney sonunda GSH-Px, SOD ve CAT aktivitelerini
degerlendirmigler ve lipit peroksidasyonu olarak MDA seviyesini Olgmislerdir. B
hiicreleri  aktivitesi icin Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer (NF-«xB),
erythroidderived 2-like 2 (Nrf2) ve HO" (heme-oksygenase) seviyelerini, oksidatif
stres ile basa c¢ikmak i¢in detoksifiye/antioksidan savunma mekanizmalarinin bir

gostergesi varsaydiklarini bildirmislerdir. Aldiklart sonuglara gore yiiksek stoklama
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yogunlugunun depresyona maruz kalmada, yem alimin1 %6,8 oraninda, viicut agirligi
artist %12,1 oraninda, artan plazmay1 88,5, karacier MDA diizeyini 124,3, azalmis
hepatik SOD 22,1, CAT aktivitesini 43,4, GSH-Px aktivitesi 51,7 olarak bulduklarini
belirtmislerdir. Kalabalik  kosullarda  baligin  durumunda hepatik NF-KB
sentezlenmesinin %71,5 arttigini, likopen takviyesinin diisiik ve yiiksek stoklama
yogunlugunda, balik biliylime performansini ve antioksidan enzim aktivitesini
arttirdigimi, MDA konsantrasyonunu azalttigini ifade etmislerdir. Ayrica NF-KB
diizeylerinin azaldigini, hepatik Nrf2 ve HO™ diizeylerinin ise diisiik stoklama kosullar
altinda balikta daha biiylik bir oranda likopen takviyesi ile dogrusal olarak artis

gosterdigini bildirmislerdir.

Kelestemur and Seven (2013), iki farkli akis hizlarina maruz yavru gokkusag: alabaligi
(O. mykiss) diyetlerinde propolis ve E vitamini desteginin bilylime performansi iizerine
olan etkileri (0,9 ve 2,1 L/dk) ve dokularda A, C ve E vitamini konsantrasyonlar1 yani
sira, MDA seviyelerini arastirmislardir. Yaptiklar1 ¢aligmada, 12 hafta boyunca yavru
gokkusagi alabaliklarini 10 ve 30 gr propolis/’kg ve 60 mg/kg E vitamini (Rovimiks E-
50 adzorbati; min.%50 dla-tokopherly asetat) iceren diyetler ile beslemislerdir. Her iki
akis hizinda, P10, P30 ve E60 gruplarima goére C grubunda agirlik kazancinda (WG)
onemli derecede diisiik (p<0,05) oldugunu tespit etmislerdir. 2,1 L/dk grubunun C
grubunda diger gruplara gore, spesifik biiylime oraninin (SGR) 6nemli derecede diisiik
(p<0,05) bulmuslar fakat 0,9 L/dk gruplarinda SGR oranlarinda fark olmadigini tespit
etmislerdir (p>0,05). Yasama oraninin 0,9L/dk kontrol grubuna gore, propolis ve E
vitamini takviye diyet gruplarinda daha yiiksek oldugunu saptamislardir. (p<0,05).
Diyet E60 ile beslenenlerde E vitamini birikim konsantrasyonunun diger gruplara gore
daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir. Gokkusagi alabaligi dokularinda C vitamini
konsantrasyonunun 30 gr propolis takviye diyet grubunda 6nemli 6l¢iide etkilendigini
ve bunu 10 gr propolis takviyeli diyet grubunun takip ettigini, E60 grubunda MDA
diizeyinde diger gruplara goére Onemli Olgiide azalma meydana geldigini ifade
etmislerdir. Sonug olarak A, C, E vitamini ve dokularin MDA diizeylerinin 0,9 L/dk

akis hizindan olumsuz etkilendigini belirtmislerdir.
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Yapilan bir ¢alismada Japon pisi balig1 (Paralichthys olivaceus) yavrularinda E ve C
vitaminin interaktif etkilerinin biiyiime iizerindeki etkileri, yag asidi kompozisyonu ve
oksidatif durumu incelenmistir. Baslangi¢ ortalama viicut agirhigr 1,1+0,1 g olan
baliklar iicli tekerriir halinde 60 giin boyunca 5 farkli diyet grubuyla beslenmislerdir.
Kontrol diyetinin taze balik yagi ile birlikte 100 mg a-tocopherol esdeger / kg E
vitamini ve 500 mg askorbik asit esdeger / kg C vitamini icermekte oldugu, diger dort
diyetin ise oxidizedfish yag1 ve cesitli diizeylerde E ve C vitamini icermekte oldugu
belirtilmistir (OFO100E/500C, OFO200E/500C, OFO100E/1000C ve
OFO200E/1000C). FFO100E/500C ve OFO100E/500C gruplarinda agirlik artiginin
farklilik gostermedigi, FO200E/1000C ve OFOI00E/1000C diyet gruplarina gore
FFO100E/500C diyet gruplarinda daha az agirlik artiginin saptandigi, C ve E vitamini
eklenen diyetlerle beslenen baliklarin karacigerlerinde 20:5n-3, 22:5n-3 ve 22:6n-3
diizeylerinde azalma goriildigi tespit edilmistir. Artan diyetsel C vitamini ile
karacigerdeki a-Toc igerigi artmis, karacigerdeki C vitamini igerigi a-Toc tlizerinde
koruyucu bir etkiye sahip oldugu saptanmistir. C ve E vitamini eklenen diyetlerle
beslenen Japaneseflounder baliklarin da biiyiime ve saglik sartlarinda iyilesmenin
olabilecegi belirtilmistir. Bununla beraber oksidatif stres sartlar1 altinda bu iki vitamin

ile beslenen baliklarin lipit peroksidasyonunu indiikledigi ifade edilmistir (Gao et al.

2014).

Sahin et al. (2013) yaptiklar bir ¢calismada gokkusagi alabaligi (O. mykiss) kasinda,
antioksidan, 1s1 sok proteini 70 (Hsp70), niikleer faktorii (eritroid-tiirevi 2) 2-benzeri
(Nrf2) ve HO™ diizeyleri iizerinde likopen etkisini belirlemek icin bir calisma
tasarlamiglardir. Calismanin sonuna kadar baliklar1 diisiik (20 kg/m3 ) ve yiksek
(100kg/m3) stoklarda bekletip, diyetsel likopen (200 veya 400 mg/kg) iceren takviye
bazal diyetle beslemislerdir. Yiiksek ve diisiik stoklama yogunluklarin da tutulan
gokkusag1 alabaliklarimin kaslarinda protein, yag ve kiil igeriklerinde likopen
takviyesinin bir etkisinin s6z konusu olmadigini, artan ek likopen seviyesine yanit
olarak, likopen seviyelerinde SOD, CAT ve GSH-Px aktiviteleri (Pb 0,001) ile Nrf2'nin
ve HO™ kas diizeylerinde lineer artislar gozlendigini, kas MDA ve Hsp70 diizeylerinde
lineer diistislerin oldugunu belirtmislerdir (Pb 0,001). Sonug olarak, likopen takviyesi
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stoklama yogunluklarindan kaynaklanan oksidatif stres ve lipid peroksidasyonunun
zararh etkilerini hiicresel diizeyde konak¢i savunma sistemini aktive yoluyla azalttigini

rapor etmislerdir.

Li et al. (2013), ii¢ grup halinde juvenil darkbell yayin baliklar1 (Pelteobagrus vachelli)
(0,99+0,01g) tizerinde yaptiklari bir calismada,  baliklar1 iki farkli amonyak
konsantrasyonu altinda (0,01 ve 5,70 mg / L, toplam amonyak azotu, TA-N), ¢oklu
doymamis yag asitleri bakimindan zengin keten tohumu yaginin ii¢ farkli seviyesiyle
(%2, 4 ve 6) ve E vitamininin Ui¢ farkli seviyesiyle (50, 200 ve 400 mg/kg)
hazirladiklar1 diyetlerle 60 giin boyunca beslemislerdir. Diisiik amonyak kosullar
altinda biiylime performansi, immiin yanit ve baliklarin patojen direncini yiiksek
bulduklarimi belirtmiglerdir. Yiiksek amonyak kosullar1 altinda 400 mg/kg vitamin E ile
beslenen baliklarda biiylime performansi ve bagisiklik tepkisinin yiiksek oldugunu, %6
keten tohumu yag1 ile beslenen baliklarda kan durumunu ve immiin yanit seviyelerini
daha ileri diizeyde bulduklarin1 ifade etmislerdir. Bununla birlikte amonyak
diizeylerinden bagimsiz olarak malondialdehit seviyesi, %2 keten tohumu yag1 ve 400
mg/kg E vitamini ile beslenen baliklarda daha diisiik bir seviyede oldugunu, yiiksek
amonyaga maruz kalan ve %4-6 oraninda keten tohumu yagi ile beslenen baliklarda 14
giin sonra Edwardsiella ictaluri enfeksiyonu gordiiklerini bildirmislerdir. %6 keten
tohumu yagi ve 400 mg/kg E vitamini ile beslenen baliklarda ki antikor titresi
seviyesini, amonyak konsantrasyonundan bagimsiz olarak yiiksek bulduklarini
belirtmislerdir. Sonug olarak %?2 balik-keten tohumu yagi ve 400 mg/kg vitamin E ile

beslenen baliklarda amonyagin zararl etkilerinin azaldigi kanisina varilmistir.

E vitamininin biiylime iizerindeki etkisinin arastirildigi bir calismada, viicut
kompozisyonu lizerine olan etkisi ve antioksidan savunma mekanizmasina olan etkisini
arastirmak ic¢in selenyum ile iligkilendirilen okside balik yagi ile hazirlanan 6 diyet
formiile edilmistir. Diyetler 160, 280 ve 400 mg/kg ile birlikte 1,2 veya 1,8 mg/kg
selenyum (Se) kullanilarak hazirlanmistir. Kontrol diyetinin igeriginde ise 160 mg/kg E
vitamini ve 1,2 mg/kg (Se) bulundugu belirtilmistir. 12 haftalik besleme siirecinde,
diyetsel OxSel.2/VE160 ile beslenen grubun yaklasik %S5’°lik kisminda Micropterus
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salmoidefed tespit edilmis, dorsal, pektoral ve kuyruk yiizgecinin dibinde iltihap ve
kanama belirtileri gozlemlenmistir. Tedavi siirecinde baliklarin kurtuldugu ifade
edilmistir (%90 iizerinde). Tiim denemeler i¢in yem alimimin kiyaslanabilir diizeyde
oldugu bildirilmistir. Biiylime performanslar1 (agirlik kazanci ve spesifik biiytime orani)
ve yem kullaniminin (yem ve protein verimlilik orani) onemli Olgiide diyetsel yag
oksidasyonu ile engellendigi ve diyetlerdeki vitamin E ile selenyum eksikliginde
hepatomatik somatik indeks ve kas i¢i yag oraninda belli bir sekilde azalma meydana
geldigi belirtilmistir. Karaciger ve kas igerigi kaynakli okside yag aliminin diisiik
oldugu ve bu etkilerin Se alimi ile hafifletilebilir oldugu, yemdeki yag oksidasyonunun
enzim aktivitesini tetikledigi ifade edilmistir. Kontrol grubunda hepatik glutatyon
icerigi oldukca yiiksek olarak bulunmus, karacigerdeki azalan glutatyon igeriginin
kontrol grubuna gore deneme gruplarindan daha fazla oldugu bildirilmistir. Hepatik
GPx aktivitesi ve karaciger Se konsantrasyonu profilinin diyetsel Se ile yansitildigi,
karaciger profili seviyesinin ise diyetsel E vitamini ile yansitildig1 belirtilmistir. Kontrol
grubu ile kiyaslama yapildiginda beslemede kullanilan OxSel.2 / VE160 diyetinin
belirgin olarak karaciger ve kas serumunda MDA, vitamin E ve selenyum eklenmesi ile
acik bir sekilde arttig1 tespit edilmistir. Bu ¢alismada E vitamini ve Se yem igeriklerinin

canliy1 oksidatif hasardan koruyabildigi sonucuna varilmistir (Chen et al. 2013).

Falahatkar and Poursaeid (2013) yaptiklart bir calismada kortizol, glikoz
konsantrasyonlari dl¢limii i¢in stres dncesi ve sonrasi kan alimi yapildigi belirtilmistir.
Sonuglara gore birgok stres durumunun, birincil (kortizol) ve ikincil (glikoz) yanitlarini
onemli Olgiide arttirdigi, bazi tepkilerin diisiik ve yliksek yogunluklarinin yani sira erkek
ve disi bireyler arasinda da farklilik gosterdigi belirtilmistir. Bircok durumda stres
metabolitlerinin stresten 9-12 saatten sonra baslangic seviyelerine kadar geriledigi tespit
edilmistir. Sonuglara gore mersin baliginin stresdr yanitlart kemikli baliklardaki gibi
yuksek olmadigi, biiyiik mersin baliginin boyut olarak simiflandirilmasinda stres
faktoriinlin 6nemli bir payr oldugu bildirilmistir. Stres yonetiminin belirlenmesi kadar
hormonlarin etkilerinin de belirlenmesinin kortizol profili i¢in belirleyici bir faktor
oldugu ifade edilmistir. Bu bilgi ile balik iiretim performansina miidahale eden

stresorlerin ortadan kaldirilabilir oldugu ve bdylece su iiriinlerinde hayvan refahinin
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saglanabilir, yonetim uygulamalarmin gelisiminin baglatilabilir oldugu belirtilmistir.
Bunu basarmak icin potansiyel streslerden kacinilmasi gerektigi ve miimkiin oldugu
kadar baliklarda stresi azaltan olast prosediir ve tekniklerin kullanilabilecegi veya

degistirilebilecegi onerilerinde bulunulmustur.

Dindia et al. (2013) kemikli baliklarda yaptiklar1 kapsamli ¢alismalarin stres faktoriiniin
sebebi olan en biiylik etkenin genomik sinyalin aktivasyonu oldugu belirtmisler ve
streot tarafindan bu sinyalin hizli bir sekilde agiga ¢ikartildigi ancak bunun hakkinda
cok az bilginin oldugu vurgulamislardir. Yaptiklar1 calismada balik karacigerinde akut
strese cevaben kortizol anahtar stresle iligkili sinyal yollarinin modiilii hipotezini test
etmislerdir. Bu amagcla gokkusagi alabaligi karacigerinde plazma zar1 biyofizik
Ozellikleri ve stres-iligkili protein fosforilizasyonuna akut stres faktoriiniin etkisini
aragtirmisglardir.  Metyrapone  tarafindan  salgilanan  streoidin  ylikselmesinin
engellenmesinde stres, hiicrelerin yapisindaki kortizolun roliiniin olmadigini, akut strese
maruz kalma durumunda plazma diizeyleri ve karacier membrant akiskanlik
diizeylerinde artis tespit etmislerdir. Fakat bu tepkilerin metirapon tarafindan
kaldirildigint bildirmislerdir. Atomik kuvvet mikroskobu membran alani topografya
degisiklikleri de dahil olmak {izere strese yanit olarak, karaciger plazma membraninda
baska biyofizik degisikliklerini dogruladigini ifade etmislerdir. Bu degisikliklerin hi¢
birinden, stresin ana unsurlarini olusturan ve hiicre zariin igerisinde bulunan yag
asitlerinin degisikliginin sorumlu olmadigmm agiklamislardir. iki tabakali yagmn
icerisindeki kortizolun birlestirilmesi, hiicre zarinin yapisindaki degisikliklerle
iliskilendirilebilir oldugunu, hiicre igerisindeki kritik sinyal yollarinin aktivasyonu ile
pozitif bir sekilde plazma icerisinde kortizol miktarinda artis oldugunu tespit
etmislerdir. Bu artisin akt proteinlerini degil, kabul edilen birka¢ Protein kinaz A ve
protein kinaz C’nin yani sira kinaz ile iligkili hiicre dis1 sinyallerin fosforilasyon artigini
icerdigini ve bununla birlikte sonug¢ olarak plazma kortizol diizeyi, plazma zari
akiskanlik degisiklikleri ve alabalik karacigerinde stresle iliskili sinyal yollarinin hizli

aktivasyonunun stres kaynaginin yiikselmesi ile iligkili oldugunu belirtmislerdir.
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Atasever et al. (2014) diyetsel yag kaynaklarinin kahverengi alabaliklarda (Salmo
trutta) heksokinaz, glucose-6-phosphatedehydrogenase (G¢PD) ve 6-phosphogluconate
dehidrojenaz (6PGD) gibi metabolik enzimler {izerindeki etkisini arastirdiklari
calismalarinda, hazirlanan yemlerin tek farklarinin igerdikleri yag kaynagi oldugunu,
dort iso-nitrojenaz ve iso-lipidik kazein-jelatin tabanli yemleri formiile ettiklerini
belirtmislerdir. Calismada diyetsel yag kaynagi olarak, ringa baligi yagi (MO diyeti,
coklu doymamis yag asitleri bakimindan zengin), findik yag1 (HO diyeti, baslica oleik
asit igeren), keten tohumu yagi/soya yagi karigimi (1:1) (LO+SO diyeti, linoleik asit ve
linolenik asit bakimindan zengin) ve soya lesitini (LE diyeti, forfolipid yapisinda ve
cogunlukla linoleik asit iceren) kullanmislardir. Baslangi¢ agirliklar1 yaklasik 1g olan
baliklar1, 50 litrelik cam akvaryumlara 30’ar adet, ii¢ tekerriirlii olarak dagitmislar ve
baliklart deneysel yemlerle 6 hafta boyunca beslemiglerdir. Yaptiklari alti haftalik
besleme denemesi sonunda, biitiin gruplarin metabolik enzim aktivitelerinin baslangig¢
degerlerine gére dnemli derecede artis gosterdigini, enzimlerin en yiiksek aktivitelerinin
LO+SO diyeti ile beslenen baliklarda gézlemlendigini, en diisiik aktivitelerin HO diyeti
ile beslenen baliklarda meydana geldigi ve caligmalarinda ki enzim aktivelerindeki
artiglarin diyetsel yag kaynaklarindaki ¢coklu doymamis yag asitlerinin artisina paralel

olarak gerceklestigini bildirmislerdir.

Yapilan bir caligmada, Nil tilapia balig1 {zerinde (Oreochromis niloticus ve
Streptococcus iniae) etkilerinin A vitamininin (0, 2500, 5000, 10 000, 20 000 IU/kg
diyeti) ek diizeylerinin etkisini degerlendirmek i¢in biiylime performansi, hematoloji,
bagisiklik tepkisi ve direng parametreleri iizerinde durulmustur. Her bir diyet, giinde iki
kez 10 hafta boyunca belirgin doygunluguna ulasana kadar, canli agirligin dort kati
olacak sekilde uygulanmistir (Baslangic agirligi, 5,26+0,10g). Calisma sonunda, A
vitamininin tilapia diyeti agisindan esas oldugu belirtilmistir. Beslemeden 2 hafta sonra
A vitamini ile beslenmeyen baliklara goére Onemli oranda diisiik kilo alimi
gbézlemlenmistir. Yem alimi ve yem etki degisimi kontrol grubuna kiyasla diger
gruplara gore daha diisiikk diizeyde oldugu tespit edilmistir. Diyetsel A vitamininin
hayatta kalma orani iizerine etkisinin goriilmedigi bildirilmistir. 10 haftalik deneme

sirasinda agirlik alimi yetersizligi, kanamalar, operkulum deformitesi, yiizge¢ erozyon,
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koyu wviicut renklenmesi ve uyusukluk goézlemlenmistir. Ayrica A vitamini ile
beslenmeyen baliklarda hepatosomatik indeksi ve hematolojik parametrelerinde 6nemli
derecede diisiis oldugu kaydedilmistir (beyaz kan hiicresi sayimi hari¢). Vitamin A
eklendigi zaman eritrositlerin hipotonik soliisyonunda hemolize karsi direnglerinin
arttigl, 3910 IU/kg diyet A vitamini takviyesi juvenil Nil tilapia baliklarinda bu
yetersizlik belirtilerini 6nlemek i¢in yeterli oldugu, serum protein, lizozim aktivitesi ve
siiperoksit anyon iiretimi A vitamini takviyesi ile artirilabilir iken serum total
immunglobulin ve spontan kompleman aktivitesinin etkilenmedigi belirtilmistir. A
vitamini diyet takviyesinin S. tilapiamin direnci lizerinde herhangi bir etkiye sahip

olmadigi ifade edilmistir (Guimaraes et al. 2014).

Puangkaew et al. (2005) yaptiklar1 bir ¢aligmada antioksidan sistem ve fizyolojik
degisikliklerle ilgili modiilasyonun gokkusagi alabaliklar iizerinde diyetsel n-3 ¢oklu
doymamus yag asitleri ve E vitamini ile iliskisi incelemislerdir. Icerisinde, 100 ve 1000
mg a-tokoferol asetat kg ve normal balik yag: tarafindan saglanan %20 veya %48 n-3
HUFA (yliksek doymamis yag asitleri) ve DEHA ile hazirlanmis 6 farkli diyet
kullanmiglardir. 100 gr’lik baliklar 15 hafta boyunca besleme denemesine tabi
tutulmuslardir. n-3 HUFA’nin her iki diizeyinde de vitamin E eksikliginde balik
biiylimelerinde yavaslama oldugu goriilmiis, bu azalisa hematokrit degerlerindeki azalis,
karaciger ve dalaktaki biiylime, kirmiz1 kan hiicrelerindeki yiikselis, lipit hidroperoksit
diizeyinde ve antioksidan enzim aktivitesinde ki artisin eslik ettigi belirtilmis, E
vitamini takviyesinin, bu olumsuz etkilerden balig1 koruyabildigi ve bununla birlikte
ylksek doz, orta doz ile karsilastirildiginda daha iyi sonug alindig1 belirtilmistir. Cesitli
markirlar tarafindan yapilan arastirma ile n-3 HUFA ile beslemede oksidatif stresin
acikca gOriildiigii, enzim aktivitesi artisinin vitamin E—oksitadif stres-psikolojik

mekanizma ve antioksidanlar arasindaki iliskiden kaynaklandigini saptamislardir.

Geng ot sazanlar1 (Ctenopharyngodon idellus) iizerinde yapilan 8 haftalik bir besleme
denemesinde biiylime performansi ve antioksidan durum {izerine diyetsel E vitamini
etkileri aragtirllmigtir. All-rac-a-tokoferol asetat iceren 6 diyet (0, 25, 50, 100, 200, 400

mg/kg) li¢ kopya halinde hazirlanmig, biiylime performansi, viicut kompozisyonu,
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antioksidan aktivitesi ve serum biyokimyasi parametreleri belirlenmistir. Maksimum
WG, spesifik biiyiime oran1 (SGR) ve yem alim (FI) verileri 100 mg E vitamini kg™ ile
desteklenmis diyetler ile beslenen baliklardan elde edilmistir. Vitamin E’nin, 6nemli
oOl¢iide hepatik GPx etkinligini arttirdig1 belirlenmistir. E vitamini diyetleri ile beslenen
baliklarda hepatik SOD degerlerinin asir1 arttig1 belirlenmistir. Bununla birlikte, serum
SOD ve CAT aktivitesinin 50 mg vitamin E kg™ diyeti ile beslenen baliklarda arttig1 ve
diyetsel E vitamini igerigin arttikga onemli Ol¢lide azaldigi tespit edilmistir. Artan E
vitamini takviyesi ile beslenen baliklarda hepatik ve serum MDA igeriginde tutarli bir
diisiis gozlendigi belirtilmistir. Ek olarak, E vitamini seviyesinin artirilmasi ile serum
alanin aminotransferaz oraninin indirgendigi, 50 ve 100 mg vitamin E kg™ diyeti ile
beslenen baliklarda serum alkalin fosfataz (AKP) faaliyetinin arttifi gozleniyor iken
diyetsel E vitamini igeriginin arttik¢a azaldig1 belirlenmistir. 100,36 mg E vitamini kg™
juvenil ot sazan optimum gereksinimi oldugu WG kirik hat regresyon analizine dayali
olarak saptandigi bildirilmistir. Fazla E vitamini diizeylerinin faydalarinin dikkatle
hesap edilmesi gerektigi ve bunun antioksidan kapasitesini arttirirken biiyiimeyi

azaltabildigi bildirilmistir (Li ez al. 2014).

Diyetsel pro-oksidan kosullar altindaki gokkusagi alabaliklarinda yapilan bir ¢alismada
(O. mykiss) erken donem gelisim sirasinda diyetsel fosfolipit (PL) varliginda ya da
yoklugunda antioksidan savunma sistemin tepkisini karakterize etmek amaclanmistir.
[Ik beslemede yavru ve parmak boy asamasindaki gokkusagi alabaliklart
(Oncorhynchus mykiss) (agirligt ortalama 66+2 mg, agirhigi ortalama 1,5+0,4 gr) %12
FreshFish yagi, %12 oxidizedfish yagi, %6 soya fasulyesi lesitini ve %6 soya fasulyesi
yag1 igeren 4 yar1 saflagtirilmis diyetle 12°C’de 4 hafta boyunca beslenmis ve yavru
asamasindaki baliklarda PL den muaf diyetlerle beslenenlere gore (sirasiyla 0,37+0,07
ve 0,27+0,03 g) PL-takviye diyetlerde onemli Olgiide yiiksek nihai viicut agirligi
belirlendigi bildirilmistir. Calismada gokkusagi frylarinin, fingerlinklere gore oksidatif
strese daha az dayanikli oldugu tespit edilmis, karsilasilan bu sonucun baliklarin
antioksidan savunma sistemlerinin tam gelismemis olmasindan kaynaklandigi rapor

edilmistir (Dicharry et al. 2014).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Arastirma yeri

Bu arastirma Atatiirk Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Akvaryum baliklar1 Arastirma

ve Uygulama Merkezinde gergeklestirilmistir.
3.1.2. Yan kapal yetistiricilik sistemi ve su

Yetistiricilik sistemi olarak Atatiirk Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Akvaryum
Baliklar1 Uygulama ve Arastirma Merkezindeki yari kapali devre yetistiricilik
sisteminde  gerceklestirilmistir. Deneme {initesi olarak 35L’lik akvaryumlar
kullanilmigtir (Sekil 3.1). Sistem, oksijen jeneratorii ile mekanik ve biyolojik filtrelerle
donatilmistir (Sekil 3.2) Calisma boyunca sistemin ortalama su sicakligt 14,6+0,6°C ve

ortalama oksijen 10,2+0,2 olarak 6l¢tilmiistiir.

L

UL L

Sekil 3.1. Sistemde kullanilan akvaryumlar
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Sekil 3.2. Oksijen jeneratorii, biyolojik ve mekanik filtreler

3.1.3. Balik materyali

Arastirmada farkli diizeylerde diludin (0 ve Img/kg) iceren yemlerle beslenen disi
gokkusag1 alabaliklarindan (O. mykiss) elde edilen yavrular kullanilmigtir. Ad1 gecen
yavrular, 1120414 numarali TUBITAK projesi kapsaminda elde edilen yavrularm bir
kismi1 olup, proje arastirmalarindan arta kalan kismi teskil etmektedir. Yavrular, besin
keselerini absorbe etmesini takiben 5 giin boyunca ticari yemle beslendikten sonra

calisma baslatilmistir.

3.1.4. Yem materyali

Yavru baliklarin ilk 8 haftalik beslenmesinde kullanilan yem laboratuvar ortaminda
hazirlanmistir. Yem formiilasyonu yiizde olarak Cizelge 3.1°de verilmistir. Kazein-
jelatin tabanli formiile edilen yeme 0 (DO0), 1 (D1) ve 2 (D2) mg/kg oraninda diludin

ilave edilmistir.
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Cizelge 3.1. Baliklarin ilk 8 hafta beslenmesinde kullanilan yemin icerigi (%)

Yemler

D0 DI D2
Lcerik
Kazein 40 40 40
Jelatin 7 7 7
Dekstrin® 6,25 6,25 6,25
Bugday unu 15 14,9 14,8
CPSP" 5 5 5
Kod karaciger yagi 10 10 10
Lesitin 5 5 5
Diludin 0 0,1 0,2
Vitamin karigimi® 4 4 4
Mineral karisim® 3 3 3
Phosphitan C° 0,05 0,05 0,05
Karboksimetil seliiloz 2 2 2
L-Arginin 0,5 0,5 0,5
L-Metiyonin 0,4 0.4 0,4
L-Lisin 0,8 0,8 0,8
Kolin klorid 1 1 1
Kimyasal kompozisyon
Nem 13,9 14,2 14,5
Protein 65,5 63,2 63,3
Yag 16,2 15,9 16,1
Kiil 6,38 6,15 6,11

*Suda Coziilebilir %80

°Coziilebilir balik proteini konsantresi (CPSP 90: ham protein, %82-84WW; ham lipit, 9-13%WW),
Sopropéche S.A., Boulogne-sur-mer, Fransa.

“Alabalik besleme karigimi (Ankara, Tiirkiye), gram bagima diisen vitamin karigimi: vitamin A, 2645,50
IU; vitamin D3, 220,46 1U; vitamin E, 44,09 IU; Vitamin By,, 13 ug; riboflavin, 13,23 mg; niasin, 61,73
mg; D-pantotenik asit, 22,05 mg; menadion, 1,32 mg; folik asit, 1,76 mg; fridoksin, 4,42 mg; tiyamin,
7,95 mg; D-biotin, 0,31 mg.

Bernhart tomarelli tuz karisimi (ICN farmackatikals, Costa Mesa, CA), kompozisyon (g/100g): kalsiyum
karbonat, 2,1; dibazik kalsiyum fosfat, 73,5; sitrik asit, 0,227; bakir sitrat, 0,046; ferrik sitrat (%16-17
Fe), 0,558; magnezyum oksit, 2,5; manganez sitrat, 0,835; potasyum iyodiir, 0,001; Dibazik potasyum
stilfat, 8,1; potasyum oksit, 6,8; sodyum klorit, 3,06; sodyum fosfat, 2,14; ve ¢inko sitrat, 0,133. Tuz
karigiminin kilogram basina bes mg Se ilave edildi.

°C vitamini (Mg-L-ascorbyl-2-phospahte), Sigma, Almanya.
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Yem hazirlanirken maddelerin homojen olarak dagilmasina 6zen gosterilmistir. Isik ve
diger dis faktorlerden etkilenebilecek maddeler en son katilmistir. Yem daha sonra
liyofilizatorde 24 saat kurutularak, 1mm, 800pum, 500pum, 300 um, 125 pm eleklerden
gecirilmis (Sekil 3.3) ve baliklarin agiz agikliklarina gore fraksiyonlanmistir. Yem,
boyutlarina gore farkli kutularda -20°C’de 151k almayacak sekilde saklanmigtir. Baliklar
ilk 8 haftalik stireden sonra yemlerindeki diludin oran1 2 katina ¢ikarilarak 4 hafta daha
deneye devam edilmistir. Bu asamada kullanilan yem, ticari (Sibal-Sinop/Tiirkiye,
protein orant %55, yag oranmi %16) yemin Ogiitiilmesinden sonra igerisine diludin

maddesi ilavesi ile liretilmistir.

Sekil 3.3. Boyutlarina gore ayrilmis yemler

3.2. Yontem

3.2.1. Deneme diizeni

Deneme diludin maddesisin anne ve diyet kdkenli etkisini test etmek i¢in 2x3 faktoriyel
desenle 2 tekerriirlii olarak yapilmistir (Cizelge 3.2). Kullanilan baliklarin elde edildigi
disi damizliklar 0 ve 1 mg/kg diludin iceren yemlerle 1 yil beslenmistir. Elde edilen
yavrular besin kesesini ¢ektikten sonra ilk 5 giin ticari yemle beslenmis ve daha sonra
deneysel yemlerle beslenmeye baslanmigtir. Calismanin ilk 8 haftasinda kullanilan
yemler 0 (D0), 1 (D1) ve 2 (D2) mg/kg igerecek sekilde kazein-jelatin tabanli olarak
formiile edilmistir (Cizelge 3.2).
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8 haftalik donem sonucunda deneysel yemlerdeki diludin maddesi 2 kati oraninda
arttirtlmistir (DO: 0 mg/kg, D1: 3 mg/kg, D2: 6 mg/kg). Ticari yemlere diludin ilavesi
seklinde hazirlanan diyetlerin kullanildigr c¢alismanin ikinci kismi 6 hafta devam
etmistir. Deneme boyunca her 15 giinde bir biomas Sl¢iimii gergeklestirilmistir (Sekil

3.4).

Cizelge 3.2. Deneme diizeni

TK1| TK2 | TK3| TK4| TK5| TK6| TK7| TK8| TK9| TK10| TK11| TK12
Anneyem| DO | D1 DO | D1 |DO | D1 DO | D1 | DO | D1 DO D1
Yem DO | DO D1 |D1 |D2 |D2 DO |DO | D1 | D1 D2 D2

Sekil 3.4. Baliklarda biomas 6l¢timii

3.2.2. Yemleme ve tanklarin temizligi

Baliklar ilk hafta ticari yem ile beslemeye tabi tutulmustur. Deneyin baslamasindan

itibaren agirliklariin %4’ kadar yem, her 3 giinde bir hesaplanarak 3. giiniin sonunda
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bitirilecek sekilde verilmistir. Yemleme sirasinda baliklarin tiim verilen yemi yemesi
icin yemleme siiresi uzun tutulmus ve yemin tiiketilip tiikketilmedigi gézlemlenmistir.

Yemleme giinde 4 sefer olmak iizere 09.00, 11.00, 14.00, 16.30 saatlerinde yapilmstir.

Tanklarda sifonlama giinde bir kere, tanklarin su ¢ikis filtreleri 2 giinde bir, sistemin
genel filtresi haftada bir kez temizlenmistir. Ayrica her 15 giinde bir tanklarin ig

temizligi de gerceklestirilmistir.

3.2.3. Stres testi

Besleme caligmasinin sonunda baliklar, 1 giin boyunca 8 saatte bir sudan ¢ikarilarak 2
dk'lik bir slire su disinda tutulup strese maruz birakilmiglardir (Sekil 3.5). Stres
uygulamasi tamamlandiktan 12, 24 ve 48 saat sonra baliklar sivi azot igerisinde

orneklenerek -80°C’de muhafaza edilmistir.

Sekil 3.5. Baliklarin strese maruz birakilmasi
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3.2.4. Orneklerin alinmasi ve muhafazasi

Deneme sonunda ornekler sudan c¢ikarilarak sivi azotta -273°C’ye kadar sogutularak
soklanmis (Sekil 3.6) ve daha sonra analizler yapilincaya kadar -80°C’de hava

almayacak sekilde muhafaza edilmistir.

Sekil 3.6. Orneklerin sivilastirilmis azotta dondurulmasi

3.2.5. Biiyiime parametrelerinin hesaplanmasi

Denemeye ait biiylime parametreleri Arslan et al. (2012)’ye gore degerlendirilmistir.

A. Agirhik Kazanci: ([Son Agirlik — Baslangic Agirligl] * 100)/baslangic agirlig

B. Spesifik Biiyiime Orani: ([log.(son agirlik)-log. (baslangic agirligi)]
100)/denemede gegen giin sayisi)

C. Oliim Oram: 100-(Deneme basindaki balik sayisi)-(Deneme sonundaki balik
sayis1))*100/(Deneme basindaki balik sayisi)
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3.2.6. Kimyasal analizler

3.2.6.a. Orneklerden alinan yagin ekstrakte edilmesi

Orneklerden toplam yag Folch et al. (1957) metoduna gére yapilmustir. Ornekler saf
olarak elde edilen yaglardan yaklasik 100 mg yag alinarak Metcalfe and Schmitc
(1961)’e gore metil esterleri (FAME) hazirlanarak viallere aktarilmis ve gaz
kromatografisinde (GC; Marka: Agilent, Model:6890) yag asitleri analizleri i¢in

kullanilmistir.

3.2.6.b. Orneklerden ekstrakte edilen yagin miktarinin belirlenmesi

Arastirma materyallerinin yag ekstraksiyonu Atatiirk Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi
Aragtirma Laboratuvari’nda yapilmistir. Alinan 6rneklerden toplam yag elde etmek igin
1 gr agirhigindaki numuneler 50 ml’lik tiiplere aktarilmis ve iizerlerine %0,01 (w/v)
butylated hydroxytoluen i¢eren kloroform/methanol (2:1 v/v) karisimindan 20 ml ilave
edilmistir. Daha sonra Ornekler 1 dakika ultraturaks ile parcalanmis ve pargalama
isleminden hemen sonra vakum altinda Whatman No:1 filtre kadgidi kullanilarak
stiziilmistiir. Stizme isleminden sonra numuneler temiz ve kuru tiiplere aktarilarak her
bir ¢dzeltinin (numunenin) %?2’si kadar MgCl,6H,O’dan (20 ml ¢6zelti i¢cin 4 ml olacak
sekilde) ilave edilmistir. Sonra tiiplere nitrojen doldurulup ve kapaklar1 gazi
kacirmayacak sekilde kapatildiktan sonra 1 dk vortekslenerek oda sicakliginda bir giin
stireyle faz olusumu i¢in depolanmistir. Toplam iki asamadan olusan yag ekstraksiyon
isleminin birinci asamasi yukarida belirtilen sekilde tamamlandiktan sonra pastor
pipetiyle tliplerde olusan alt faz alinarak temiz ve kuru tiiplere aktarilmistir. Aktarma
isleminin ardindan Ornekler azot evaparotor sistem igerisine yerlestirilerek 1sitma ve
nitrojen gazina tabi tutulmustur. Bir siire evapore edildikten sonra tiiplerin daralari
alimmis kiiciik tiiplere aktarilarak mini evaparatérde evaporasyon islemine devam
edilerek belli araliklarla tartimlar yapilmigtir. Tartimlar agirliklar sabitleninceye kadar

devam edilmistir. Yag miktarlar1 tiiplerin agirliklarinin sabitlenmesi ile birlikte



28

gravimetrik metotla hesaplanmigtir. Agirliklar1 sabitlenen 6rnekler iizerine kloroform

ilave edilerek depolanmistir (Folch et al. 1957).

Lipid Ektraksiyon Cozeltisi ve Hazirlamislar:: Kloroform-metanol karisimindan (2:1

v:v) 31t hazirlanmis ve bu ¢6zeltinin her litresi i¢in 0,25 gr BHT ilave edilmistir.

3.2.6.c. Yag asidi metil esterlerinin (FAME) hazirlanmasi

Orneklerden saf olarak elde edilen yaglardan 50 mg tartilarak temiz tiiplere aktarilmus,
ardindan 19:0 Methyl nonadecanoate ilave edilmistir (Fluka 74208). Her 50 mg 6rnek
i¢in 100 ml 19:0 kullanilmustir (8 mg 19:0, 500 ml hekzan i¢inde ¢oziilmiistiir). Uzerine
1,5 ml 2 M NaOH ilave edilmistir. Sonra tiiplere nitrojen gazi doldurularak 1 saat
stireyle 80°C’lik  sicakliga tabi tutulmus, boylece sabunlasgtirma islemi
gerceklestirilmistir. Bu islemi takiben sogumaya birakilan ornekler iizerine 2 ml BF;
(Brontrifluoride methanol %25°lik) ilave edilerek tiiplere tekrar nitrojen doldurulmus ve
80°C’de yarim saat daha bekletilmislerdir. Inkiibasyon siiresinin bitmesinden sonra
ornekler tekrar sogumaya birakilmistir. Soguyan orneklerin iizerine 1 ml hekzan ilave
edilip vortekslendikten sonra 1 ml ultra saf su ilave edilerek tekrar vortekslenmistir.
Daha sonra tlip igerisindeki hekzan tabakasi alinarak sodyum siilfat iceren yeni tiiplere
aktarilmis ve 1 ml hekzan daha ilave edilerek tekrar vortekslenmistir. Tiim 6rnekler
6000 rpm’de 10 dakika santrifiijlendikten sonra {istte kalan hekzan tabakas1 2 ml’lik GC
viallerine aktarilmis ve viallere nitrojen gazi doldurulmustur (Metcalfe and Schmitz
1961). Biitiin bu islemler tamamlandiktan sonra vialler gaz kromatografisine (GC)

analizler i¢in yerlestirilmistir.

3.2.6.d. Yag asitlerinin tayini

Enjeksiyon icin hazirlanan 6rnekler 100’lii otomatik 6rnek tablasina yerlestirilerek gaz
kromatografisinde (GC/MS) yiiriitiilmiistiir (Sekil 3.7). Supelco Compenent FAME Mix

standartinin yiiriitiildiigii sistem piklerin ¢ikis zamanlarina gore yag asitlerine kalibre
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edilmis ve kromatogramlarda % alan olarak ifade edilen degerler sonu¢ olarak

verilmistir.

A. Gaz kromatografisi kosullari

Cihaz: Agilent 6980 Mass Gaz Kromatografisi (GC/MS) 23

Dedektor: FID

Kolon: DB-23 (60mx0,25mmx0,25 pm)

Dedektor Sicakligi: 200°C

Kolon Sicakligi: 165°C’del5 dk bekletilir, dakikada 5°C artigla 200°C 47 dk bekletilir.
Tastyic1 Gaz: Hidrojen (5psi)

Zaman Sabiti: 200

Akis Hizt: 1/50 (azot/kuru hava)

Hava Basinci: 350 ml/dk

Tastyic1 Gaz Basinct: 35 ml/dk

Sekil 3.7 Gaz kromotografi cihazi
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3.2.6.e. Ham protein miktariin belirlenmesi

Ham protein analizi i¢in Kjehdahl yontemi kullanilmistir. Bu ydntem ile protein
yapisinda olmayan N miktar1 da belirlenmektedir. Bu nedenle, protein fraksiyonu bazen
tri-kloro asetik asit ile presipite ettirilir, siiziiliir. Sivi kisimda protein tabiatinda

olmayan N miktar1 belirlenir ve deney sonucunda ham protein degerinden ¢ikarilir.

1. Bir parca filtre kagidini hassas (0,0001 g) olarak tartilmistir. Uzerine 2,5 g
civarinda et 6rnegi koyularak tekrar tartilmistir.

2. Filtre kagid1 hafifce katlanarak, kagit ile beraber 6rnek 800 ml Kjeldahl balonuna
aktarilmustir.

3. Balon igerisine;

a) 1 g (1/4 cay kasigi) kataliz karisimi ilave edilmistir (Kataliz karigimi; 10:1
K»S04:CuS04; K,SO4 kaynama noktasini yiikseltme ve oksidasyonu hizlandirma gorevi
yapar, CuSOy kataliz olarak gorev iistlenir).

b) 3 adet kaynama cam boncugu koyulmustur.

¢) 25 ml konsantre H,SOy ilave edilir. Yag orami yiiksek olan ornekler 10 ml daha

fazla asit gerektirebilir. Asit organik maddeyi okside eder.

4. Balonu Kjeldahl {initesinin yakma kismina yerlestirilir, 6nce diisiik ateste (30 dk
kadar) ve sonra atesi ylikselterek yakmaya devam edilir.

5. Yakma finitesi ¢eker- baca altinda olmalidir. Yakma sirasinda balon kendi ekseni
etrafinda, eldiven takilarak ¢evrilmelidir. Tiim 6rnegin yanmasi saglanmalidir.

6. Yakma iglemine, balon igerigi berrak mavi-yesil (bakir siilfat rengi) olana kadar
devam edilir. Bundan sonra yine 30 dk yakmaya devam edilir. Eger balon boynuna
sigrayan ve yanmayan pargaciklar var ise, balon hafif sogutulur ve saf su ile bu
pargaciklar balon igerisine yikanir. Tamamen yanmalar1 saglanir. Organik N, formiilde

goriildiigi iizere amonyum tuzuna gevrilir.
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Organik ——> N, > NH;+ H,SO4 Amonyum Tuzu

7. Ocak kapatilir ve balonlar ¢ok iyi sogutulur.

8. Sogutulmus balonlarin {lizerine (eger balon igerigi kristalize olmus ise hafifce 1sitilip
eritilir) 400 ml saf su yavas yavas ilave edilir. Gerekir ise, isleme bu sathada ara
verilebilir. Ancak, balonlarin agzi aliiminyum folyo veya uygun bir tipa ile
kapatilmalidir.

9. 400-500 mI’lik erlenmayer flask igerisine indikator (A) ihtiva eden %4’liik borik
asitten (H3BO4) 50 ml koyulur. Bu flaski Kjeldahl iinitesinin destilasyon kismina
kondensatoriinlin altina yerlestirilir. Kondensatér cam tiipliniin ucunun borik asit
icerisine tamamen dalmis olmasina dikkat edilmelidir.

10. Sistem sogutucu suyu agilir.

11. Kjeldahl balonuna 2 parca ¢inko pargacigi (patlamayi Onleyici) ilave edilir. Eger
kopiirme problemi oluyor ise antifoem (kopiik kirict) spreyi kullanilir.

12. Kjeldahl balonuna yavas yavas, balonun i¢ kenarindan asagi akacak sekilde 75 ml
doymus NaOH (¢ozelti B) ilave edilir. Bu asamada dikkatli olunmali, fazla karisima
miisaade edilmemeli ve balon ¢alkalanmamalidir.

13. Balon Kjeldahl iinitesinin destilasyon kisminin iizerine, kondensatériin cam ucu
geemis lastik tipasini sikica yerlestirilerek takilir ve balon iyice ¢alkalanir, karisimin
homojen olmasi ve renk olugmasi saglanir.

14. 200 ml civarinda, toplam destilat hacmi 250 ml olacak kadar destilat toplanmalidir.
Destilasyon sirasinda amonyum tuzu NHj’a pargalanir ve olusan NH; gazi sogutucu da

soguyup s1vi hale doniiserek borik asit tarafindan tutulur.

NH;HSO4 + NaOH ——> H,O + NH3

NH; + H;BO, —> N'H4 + BO, + H,0O

Indikator igeren borik asit pembemsi-kirmizi iken, NH; toplanmasi ile yesilimsi bir

renge dontisecektir.
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15. Destilat toplanan erlenmayer flaski alinir. Bunun yerine, baska erlenmayer flaskler,
icerisinde 400 ml saf su yerlestirilir. Isitic1 kapatilir, vakum olugmasi saglanarak suyun
kondansatdr kismindan emilip balona aktarimi saglanir. Boylece sistem temizlenmis

olur.

16. Toplanan destilat 0,1 N HCI ile gelik rengi olusuncaya kadar titre edilir. Rengin

pembemsi-kirmiziya doniigsmesi, titrasyonun asir1 olduguna isarettir.

NH; + BO, + HCI ——>  NH4+ CI' + HBO,

17. Deneyde, icinde filtre kagidi dahil her seyi igeren, yalniz et 6rnegi icermeyen, birde
sahit numuneyi biitiin islem basamaklarindan gegirerek hazirlanir. Sahit numunenin de
titrasyonu yapilir. Titrasyonlarda kullanilan HCI miktar1 belirlenir.

18. Total N oraninmi1 formiilden bulunur.

(Ornek icin Harcanan ml HCI — Sahit igin Harcanan HCI) x 0,014 x (HCI'min N) * F

%N = ~
% Ornek Agirhig

F=0,1 N HCI’nin faktori
%Protein= %N x 6,2

Indikator A

0,25 g Metil kirmizisi
0,25 g Brom kresol yesili

250 ml etil alkol icerisinde eritilip karistirilir. Bu indikatoriin 1 ml si 150 ml %4 lik

borik asit i¢in yeterlidir.
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Doymus NaOH (Cozelti B)

a) 1500 ml destile su alinir

b) 1600 gr civar1 NaOH

c) 300 gr kadar NaOH 1500 ml suya katilir, devamli karistirilarak ¢oziliir.

d) Tekrar 300 gr civarinda NaOH ilave edilerek, isleme tim 1600 gr ¢oziinene kadar
isleme devam edilir. Cozelti sicak iken, sicaga dayanikli bir siseye aktarilir ve agzi

hemen kapatilir.

0,1 N HCI Cozeltisi

%37 lik, d= 1,19 g/cm3 olan HCI asitten 1 litre 0,1 N HCI ¢06zeltisinin hazirlanmasi

Burada N=M oldugundan litre.N =Mol sayis1

1 x 0,1 = 0,1 mol HCI ihtiyag vardir.

] =
mol sayisi mol ag.

g = mol agirlig1 x mol sayis1

g =36,5x0,1 =3,65 gr saf HCI
%37'lik oldugundan 222 = 9,86 g HCI gerekir.

M (agirhk)=v.d V= % ==) v=hacim
= 252 = 8,289
1,19

%37 lik HCI den alinir 1 1t ye tamamlanir.
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0,1 N HCI Cozeltisinin Faktoriiniin Ayarlanmasi

a) Faktorii belli olan 0,1 N NaOH cozeltisi ile ayarlama

Bunun i¢in faktorii belli olan 0,1 N NaOH dan 250 ml’lik bir erlene 20-25 ml alinir.
Uzerine 1-2 damla fenolftalein indikatorii damlatilarak renk doniisiimiine kadar yeni
hazirlanmis, faktorii belli olmayan 0,1 N HCI ¢ozeltisi ile titre edilir. Aymi sekilde,

birkag tekrarlama daha yapilir ve ¢ikan sonuglarin ortalamasi alinir.

_ f2.52. N2
T S1.N1

f1 formiiliinden faktor hesaplanir

F1: HCI ¢ozeltisinin faktorii (bilinmeyen)
S1: Sarf edilen HCI ¢6zeltisinin miktari
N1: HCI ¢ozeltisinin normalitesi

F2: NaOH ¢o6zeltisinin faktori

S2: Alinan NaOH c¢o6zeltisinin miktart (ml)

N1: NaOH ¢ozeltisinin normalitesi

b) Saf Na,CO; ile Ayarlama

Na,COs ten belli bir miktar alinir. 260-270°C’de 1-2 saat kurutulur, desikatorde

sogutulur.

Bu numuneden 250 ml’lik bir erlene hassas (0,0001) olarak 0,1-0,2 g arasinda bir tartim
almir. Uzerine 100 ml saf su ilave edilir. 3-4 damla metil oranj veya metil kirmizis
indikatorii ilave edilerek 0,1 N HCI ile kirmizi renge kadar titre edilir. Bu ¢ozelti
kaynayincaya kadar 1sitilir (CO;’nin ortamdan uzaklagmasi i¢in). Renk sariya donerse
tekrar titre edilir ve toplam sarfiyat okunur. Ayni sekilde birkag deneme daha yapilir ve

¢ikan sonuglarin ortalamasi alinir.
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T . )
F= NazCoT v formiiliinden faktor hesaplanir.
2000

T: Alinan Na,CO3 miktar1 (g)
S: Titrasyon i¢in sarfedilen 0,1 N HCI miktar1 (ml)
N: HCI ¢ozeltisinin normalitesi

F: Cozeltinin faktorii (denemeye alinan HCI’in faktorii)

Faktoriin 0,995-1,005 arasinda olmasi tercih edilir. Bu degerler arasina getirmek i¢in su

islemler yapilir.
Eger £>1 ise F= 1 olmasi i¢in ;

Eklenecek su miktar1 = sarf edilmesi gereken HCI miktari- sarf edilen HCI miktar

islemi yapilir, eklenecek su miktari tespiti yapilir.

veya;

_C(A-

S TB) formiiliinden hesaplanir.

S: ilave edilecek su miktari

A: Faktorii belli olan ¢ozeltiden sarf edilen miktar (ml)

B: Faktorii belli olmayan ¢6zeltiden kullanilan miktar (ml)
C: Faktorii belli olmayan ¢ozeltinin toplam hacmi (ml)
Eger f<1 ise F=1 olmas1 i¢in gerekli olan madde miktar ;

Fazla u miktar1 = (Faktor x Sisedeki ¢ozelti miktar1)-Mevcut ¢ozelti Miktar1

Elde edilen fazla su miktar1 i¢in asit miktar1 hesaplanir, hazirlanan ¢ozeltiye katilir ve

tekrar faktor ayarlanir.



36

%4 H3BO4 ¢ozeltisi: 40 gr H3BO4 tartilir, 960 ml saf suda ¢oziiliir.

3.2.6.f. Su ve kuru madde miktarinin belirlenmesi

10 gr 6rnek 100+2°C’deki kurutma firminda sabit tartima ulasincaya kadar kurutulup
toplam kuru madde ve su yiizdeleri hesaplanmistir (Gokalp vd 2001; Alak 2011;
Yumuk 2014).

3.2.6.g. Ham Kkiil iceriginin belirlenmesi

5 gr balik Ornegi tartilmis ve 100°C’lik kurutma firininda 12 saat boyunca
kurutulmustur. Kurutma firmindan c¢ikarilan 6rnekler kil firinina yerlestirilmis ve
sicaklik kademeli olarak artirilarak 525°C’de 18 saat siireyle yakilmistir (Alak 2011;
Yumuk 2014).

3.2.7. Enzim aktiviteleri tayini

3.2.7.a. Glutatyon peroksidaz tayini

A. Prensip

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) rediikte glutatyonun (GSH) okside glutatyona (GSSG)

oksidasyonunu katalizler.

GSH —Px
2GSH+R-O-OH — > GSSG + H,0 + ROH

GSSG’nin olusum hiz1 GR reaksiyonu vasitasiyla ol¢iiliir.

GSSG + NADPH + H —SR_, 2GSH + NADP"
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Reaksiyon ortamindaki t-butilhidroperoksidin (Bu enzim dlgiimlerinde en uygun
peroksid substratidir) her bir molekiiliiniin rediiksiyonu i¢in 1 mol GSSG olusur.
GSSG’nin GSH’a rediiksiyonu ise GR enzimin katalizledigi reaksiyonla olusur. Bu
reaksiyonda GSSG’nin her bir molunun rediiksiyonu i¢in 1 mol NADPH okside olur.
GSH-Px aktivitesi de NADPH oksidasyonunu takiben spektrofotometrik olarak 340 nm

de sistemin optik dansitesindeki diisiis, kore kars1 okunarak hesaplanir.

B. Kullanilan Cozeltiler:

1 M Tris-HCI, 5 mM EDTA, pH= 8,0
Glutatyon rediiktaz (GR), 10 U/ml

0,1 M GSH

NADPH, 2 mM

7 mM t- Butil hidroperoksid

0,27 M EDTA

0,15 M NaCl

B -Merkaptoetanol

C. Enzim Aktivitesi Analizlerinde Kullanilacak Baliklardan Karaciger

Numunelerinin Alinmasi

-80°C’de muhafaza edilen baliklarin karin bdlgeleri steril bir bisturi yardimiyla yarilmis
ve karacigerleri ¢ikarilip ependorf tliplerine aktarilmistir. Tiipler daha sonra hizlica -
80°C ye aktarilmigtir. Her doku 6rnegi aliminda ayr1 ve steril malzemeler kullanilmistir.
Baliktan alman karaciger ependorf tiiplerinde deney giiniine kadar -80°C’de derin

dondurucuya konuldu ve ¢aligilacag: giine kadar burada saklandi.

D. Deneyin Yapihis:

Deney giinine kadar derin dondurucuda —80°C’de saklanan dokular Sedlak ve

Lindsay’in gelistirdigi yontem esas alinarak gerceklestirildi (Sedlak and Lindsay 1968).



38

25 mg doku iizerine 2,5 ml 50 mM Tris-HCI (pH 7,4) ilave edilerek homojenize edildi.
Homojenatlar, 3000 g 4°C’de 30 dakika santrifiij edildi ve silipernatantlar, GSH

miktarinin belirlenmesinde kullanildi.

Kapakli deney tiipleri igerisine 375 pl 6l¢iim tamponu (0,2 mM EDTA igeren 200 mM
Tris-HCI, pH=8,2), 125 ul siipernatant, 25 ul DTNB ve 1975 ul metanol pipetlenerek
vortekslendi. Karigim 37°C’ta 30 dakika inkubasyona birakildi ve sonra 412 nm’de
absorbans Ol¢limleri alindi. Asagidaki deney semasina gore (Cizelge 3.4.) hazirlanip

glutatyon peroksidaz tayini yapildi.

Cizelge 3.4. Glutatyon peroksidaz deney semasi

KOR NUMUNE
Siipernatant - 125ul
Homojenat Tamponu 125p1 -
Olgiim Tamponu 375ul 375ul
DTNB 25ul 25ul
Metanol 1975ul 1975ul

E. Standart grafigin hazirlanmasi:

GSH Standart Grafigi
1,8
1,6 y=0,7879x - 0,0154
L !

E 14 R =0,999
= 124
4 1
E 0,8 /
g0
;‘E 0,4 /

0,2 /

0 ' : ‘ ‘
0 0,5 1 1,5 2 235
GSH Konsantrasyonlar1 (nM)

Sekil 3.8. GSH standart grafigi
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100 mM GSH Stok cozelti (MA: 307,33 g): 0,061 g GSH alinir. 2 ml homojenat
tamponunda ¢oziiliir.

50 mM GSH: 100 mM stoktan 1 ml alimr. Uzerine 1 ml homojenat tamponu ilave
edilir.

25 mM GSH: 50 mM stoktan 1 ml alinir. Uzerine 1 ml homojenat tamponu ilave edilir.
12,5 mM GSH: 25 mM stoktan 1 ml almir. Uzerine 1 ml homojenat tamponu ilave
edilir.

6.25 mM GSH: 12,5 mM stoktan 1 ml almir. Uzerine 1 ml homojenat tamponu ilave

edilir.

3.125 mM GSH: 6,25 mM stoktan 1 ml alinir. Uzerine 1 ml homojenat tamponu ilave

edilir.

Cizelge 3.5. GSH’nin 6l¢iim i¢in kullanilan deney semasi

. 100 25 12,5 6,25 3,125
Kor mM S0mM mM mM mM mM
GSH - 125pul 125pl | 125pl | 125pl 125ul 125pl
Homojenat
Tamponu 125l i ] i i i j
Ol¢iim
Tamponu 375ul | 375ul | 375ul | 375ul | 375ul | 375ul 375ul
DTNB 25ul 25ul 25ul 25ul 25ul 25ul 25ul
Metanol | 1975ul | 1975ul | 1975ul | 1975ul | 1975ul | 1975ul | 1975ul

F. Sonu¢larin Hesaplanmasi:

Olusan sar1 renk miktarlar1 412 nm’de 3 ml’lik kuartz kiivetler kullanilarak okundu ve
seyreltme katsayilar1 dikkate alinarak oOnceden hazirlanan GSH stok c¢ozeltisi
kullanilarak olusturulan standart grafikten (Sekil 3.8) yararlanarak oSlgiimler yapildi.
Numunelerin GSH miktarlari, nmol/mg doku olarak tarif edildi. Her bir faktoriin etkisi

3 tekrar yapilarak belirlendi.
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G. Hesaplanma

Glutatyon derisimi mmol/g protein biriminden hesaplanir.
C/1000=(0D,-0OD)/13600xE1x5/2x

C (mmol/mg protein)=(0D,-OD;) x 0.092

Protein(g/mL)

13600: GSH ile DTNB etkilesimi sirasinda olusan sar1 rengin molar ekstinksiyon katsayisi

E;: Eni 6 nm’den biiyiik olan bant kullanilirsa hem 151k yolu hem de bant genisligi
farklarin1 diizelten bir tiirev ekstrinksiyon katsayist kullanilir. Bizim kullandigimiz 2

nm’dir. Hesaplamalarda E; kullanilmamustir.

C: mmol glutatyon
OD;: DTNB ilave edilmeden 6nce 412 nm dalga boyunda 6l¢iilecek optik dansite
OD,: DTNB ilave edildikten sonra 412 nm dalga boyunda 6l¢iilecek optik dansite

1000: mmol’e doniistim katsayisi

Aktivite degerleri/mg doku veya mg protein X seyreltme faktorii ile carpilarak ifade
edilir. (EU / mg protein veya EU / mg doku)

3.2.7.b. Superoksit dismutaz tayini

A. Prensip:

Ksantin, ksantin oksidaz enzimi vasitasiyla iirik aside doniistiiriilirken meydana gelen
siiperoksit radikalleri, sayet ortamda NBT (nitrobluetetrazolium) mevcutsa, NBT ile
reaksiyona girerek formazon boyasi olustururlar. Bu bilesik 560 nm dalga boyunda
maksimum absorbans verir. Sayet ortamda SOD enzimi varsa siiperoksit radikalleri bu

enzim tarafindan H,O;’ye doniistiiriildiigii i¢cin formazon olusumu azalacak buna bagl



41

olarak da 560 nm’de Olgiilen absorbans azalacaktir. Absorbanstaki azalmanin miktari
bize SOD aktivitesini  XO verecektir. Ozetle; SOD aktivitesi asagida verilen
e

II nolu reaksiyonun inhibe edilme derecesiyle dlciilebilmektedir.

I Ksantin Urik Asit + Siiperoksit (O,

II NBT 02_, Formazon

M 20, + 2H' SODD 0, + HO,
—_—

B. SOD ol¢iimii: SOD aktivitesi Sun et al. (1988) tarafindan tarif edilen yonteme gore
ol¢iildii (Sun ef al. 1988). Mide dokular1 homojenize edildikten sonra 18.000 g’de 1 saat
santrifiij edildi. Cam bir spektrofotometre kiivetine 2450 pl dlgtim karigimi (0,3 mM
ksantin, 0,6 mM EDTA, 150 uM NBT, 0,4 M Na,CO;, 1,2 g/ BSA), 500 nl
supernatant, 50 ul ksantin oksidaz eklendikten sonra karistirilarak yaklasik 20 dakika

inkubasyon birakildi ve 100 pl 0,8 mM CuCl; ilave edilerek reaksiyon sonlandirildi.

C. Kullanilan Cozeltiler:

Ksantin stok ¢ozeltisi, 3 mmol/L
e EDTA, 0,6 mmol/L

e NBT, 150 pol/L

e Na,COs3, 400 mmol/L

e  Sigir albumini, 1 gr/L

e Ksantin oksidaz, 0,166 U/ml
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D. Deneyin Yapihisi:

25 mg doku alinir iizerine 50 mM, pH 7,8 olan, 150 ml 10mM EDTA igeren Fosfat
tamponu ilave edilerek hacmi 2,5 ml’ye tamamlanir. Ultraturraks ile diisiik devirde 45

saniye homojenize edilir. 5000g’de 4°C*de 60 dk santrifiij edilir. Siipernatant kullanildi.

Sun ve arkadaglarinin metodu (43) kullanilarak asagidaki deney semasina (Cizelge 3.6.)

gore kor ve numune tiipleri hazirlanarak SOD tayini yapildi.

Cizelge 3.6. Superoksit dismutaz deney semasi

SOD Kor tiiptli SOD Numune Tiipii
Reaktif Karigimi 2.45 ml 245 ml
Numune 0.50 ml -
Distile su - 0.50 ml
Ksantin Oksidaz (-) 50 ul 50 pl
20°C 25 dakika inkiibasyon

E. Sonuc¢larin Hesaplanmasi

Olusan formazon miktarlar1 560 nm’de 3 ml’lik kuartz kiivetler kullanilarak okundu ve
seyreltme katsayilar1 dikkate alinarak asagidaki gelistirilen formiilden aktivite degerleri
(EU) elde edildi ve SOD aktivitesi mmol /dakika/mg doku olarak tarif edildi. Her bir

faktoriin etkisi 3 tekrar yapilarak verildi.

AAkt)r - AAnumune

EU/mg doku =
AAkijr

Asagida verilen esitlikten yararlanilarak numunede bulunan enzimin meydana getirdigi

% inhibisyon hesaplanir.
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3.2.7.c. Katalaz tayini

A. Prensip:

Uygun tampon i¢inde bulunan H,O, in numunede bulunan katalaz enziminin etkisi ile
yikilmasi sonucu, bu maddenin 240 nm’deki absorbansinda azalma meydana gelir.

Absorbansta gozlenen azalma hizi katalaz enzimi aktivitesi ile orantilidir.

B. Kullanilan Cozeltiler:

e Fosfat tamponu, 1/15 mM; pH 7
e H,0,, %30’Iuk

C. Numunenin Alinmasi:

Numuneler SOD (3.2.7.b.) tayinindeki gibi alinmustir.

D. Deneyin Yapihsi:

CAT’m aktivitesi Aebi'nin belirttigi kurallar uygulanarak 6l¢iildii (Aebi 1984). 0,025 g
doku alinarak tizerine 2,5 ml 50 mM K-fosfat tamponu (pH 7) ilave edilerek
homojenize edildi. Olusan homojenat 10 000 g’de 4°C’de 60 dakika santrifiij edilerek
slipernatantlar katalaz aktivitesi Ol¢limiinde enzim kaynagi olarak kullanildi. CAT
dokularinda 1:1 etanol ile ¢oktiirme yapilir. Sonra Fosfat tamponunda ¢oziilerek 6l¢time

gecilir.

%30’luk H,O,’den 0,16 ml alinarak daha dnce hazirlanmis bulunan fosfat tamponunun
100 ml’sinde seyreltildi. Bu karigim 240 nm’de 0,5 absorbans verecek sekilde ayarlandi.

Bunun igin kii¢lik miktarlarda H,O, ilave edildi. Daha sonra asagidaki semaya uygun
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olarak kiivetlere once hazirlanan H,O, c¢ozeltisi kondu. Daha sonra numune ilave

edilerek absorbanstaki diislis 15 er saniye araliklarla kaydedildi.

Cizelge 3.7. Katalaz 6l¢lim deney semasi

Numune Kor
Fosfat tamponu — 2.99
H,0; (ml) 2.99 0.01
Siipernatan (ml) 0.01 —

E. Sonuc¢larin Hesaplanmasi

Olciimlerde lineer olarak absorbans azalmasi olan araliktan dakika basina absorbans

azalmasi hesaplandu. Isik yolu (b)= 10mm, azalma katsayisi (eu,0,), 0,00394 (mmol-! x

mm-1) almarak A=e.b.c formiiliinden 240 nm’de, dakikada 1 mmol H>O»5’nin

harcanmasini saglayan enzim miktar1 (=EU) hesaplandi. Formiil seyrelme faktorleri
dikkate alinarak 25 mg doku i¢in mmol/min=100xA/(0,00394x25x3) ile pratik olarak
A/3,283 sekline getirildi ve biitlin aktiviteler bu formiilde yerine konulan absorbans
degerlerinden hesaplandi. KAT aktivitesi, pmol/dakika/mg doku olarak tarif edildi.
Deneyler 3 paralel tekrar halinde yapildi.

3.2.8. Balik dokusundan total RNA izolasyonu yontemi

Kas dokusu ornekleri almip TRIzol®Reagent soliisyonu igerisinde soguk sartlarda
ultraturaks yardimiyla pargalanmistir. Total RNA’nin izolasyonu, ilgili soliisyon
protokoliinde belirtilen yontem kullanilarak  gerceklestirilmistir. Total RNA
konsantrasyonlar1 ve varligi, spektrofotometrik ol¢ctimler ve elektroforez uygulamasiyla

belirlenmistir.



45

1- Her 4 ml Trizol basina 400-750 mg doku 6rnegi kullanilmis ve 6rnek Trizol i¢inde
homojenize edilmistir.

2- Homojenizasyonun ardindan 4°C’de 10 dk 11000 devirde santriflij edilmis ve
supernatant alinmustir.

3- 800 ul kloroform eklenmis, tiiplerin agizlarimi giivenli bir sekilde kapatilarak 15 sn
siireyle elle cok giiclii bir sekilde calkalanmis ve oda sicakliginda 2-3 dk inkiibe
edilmistir.

4- Inkiibasyondan sonra ornekler 4°C’de 15 dk 11000 rpm’de santrifiijlenip
supernatant alinmistir.

5- Orneklere 2 ml izopropilalkol katilip ve oda sicakhiginda 5-10 dk inkiibasyona
birakilmistir.

6- Ornekler 11000 rpm’de 4°C’de 15 dk santrifiij edilip iist faz tamamen
uzaklastirilmistir.

7-  Altta kalan kisma 4 ml %70 etanol ilave edilerek hafifce vortekslenip 8000 rpm’de
4°C’de 5 dk santrifiij edilmistir.

8- Etanol uzaklastiritlip tiipler kurutma kagidinda ters ¢evrilerek kurutulmustur.
Ornege 40 pl DEPC su ilave edilerek -80°C’de stoklanmustir (Erdogan et al. 2008;
Parlak 2010).

3.2.9. istatistiki analiz

Biiyiime parametreleri, viicut kimyasal kompozisyonu ve antioksidan enzim
aktivitelerine annenin beslenme ge¢misinin ve yavrulara verilen yemdeki diludin
seviyesinin etkisini belirlemek icin iki yonlii ANOVA testi uygulanmistir. Ad1 gegen
faktorlerin etkisinin 6nemli oldugu durumlarda ortalamalar arasinda Duncan coklu
karsilagtirma testi yapilmistir. Yiizde degerle teste tabi tutulmadan Once arcsin

transformasyonuna tabi tutulmustur. Onem seviyesi 0,05 olarak belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Biiyiime ve Yem Degerlendirme Verileri

Farkli diizeylerde diludin iceren yemle beslenen disilerden elde edilen ve farkli diizeyde
diludin iceren kazein ve jelatin tabanli yemlerle ilk 8 hafta boyunca beslenen gokkusagi
alabalig1 yavrularinda (baslangi¢ agirligi 0,16g) diludin maddesinin anneden gelen ve
diyetlerden gelen etkisinin son agirlik miktarina (SA), agirhik kazancina (AK) ve
spesifik biiyiime oranina (SB) etkisi 2 yonlii ANOVA testine gore istatistiksel olarak
onemli bulunurken, yasama giicii ve yem degerlendirme katsayisina etkisi dnemsiz
bulunmustur. Bu iki faktoriin interaksiyonu ise tiim parametrelerde Onemsiz
bulunmustur. Diludin maddesinin anneden ve yemden gelen etkisinin yem
degerlendirme katsayisina (YDK) ve yasama giiciine (YG) etkisi goriilmemektedir.
Calismadan alinan sonuglara gore (Cizelge 4.1) agirlik kazancinin en fazla oldugu grup
annenin ve yavrularin DO (kontrol) yemi ile beslenmis grupta oldugu, agirlik kazancinin
en az oldugu grubun ise annenin ve yavrularin D1 (%0,1 diludin) yemi ile beslenmis
grupta oldugu belirlenmistir. Spesifik bliylime oranina bakildiginda ise en yiiksek oranin
annenin ve yavrularin DO (kontrol) gurubunda oldugu, en diisiik olan grubun ise
annenin ve Yyavrularin D1 (%0,1 diludin) yemi ile beslenen grupta oldugu

goriilmektedir.
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Cizelge 4.1. Farkli diizeyde diludin iceren yemlerle beslenen disilerden elde edilen ve farkli
diizeyde diludin igeren kazein-jelatin tabanli yemlerle ilk 8 hafta boyunca beslenen gokkusagi
alabalig1 yavrularinin (baslangic agirligi 0,16g) biiylime performanst

SA AK! SB* YG

Anne/yem (2) (%) (%) (%) YDK®
D0/DO 3,10£0,01*°  1957,1+76,4* 5.40+0,07° 93,0+1,4 0,63+0,02
D0/D1 2,77+0,16°  1634,4+34.4° 5,09+0,04° 98,0£2,8 0,65+0,00
D0/D2 3,0240,11%*  1813,1+110,3* 5,27+0,10* 96,0457  0,65+0,01
D1/D0 3,0340,02%  1641,0+27,0° 5,10+0,03° 98,040,0 0,66+0,01
D1/D1 2,68+0,06°  1429,0+11,1° 4,87+0,01° 97,0£1,4 0,69+0,01
D1/D2 2,95+0,18"°  1678,5+38,7° 5,14+0,04° 95,0+1,4 0,67+0,03
2-yonlii

ANOVA?

Anne S S S NS NS

Diyet S S S NS NS

Interaksiyon NS NS NS NS NS

'%Agirlik kazanci (AK) = [(son agirhik — ilk agirlik) x 100] / ilk agirhik

2Spesifik bityiime (SB) = [(log. son agirlik — log. ilk agirlik) x 100]/deneme siiresi (giin)
*Yem degerlendirme katsayis1 (YDK) = tiiketilen yem (g)/agirhik kazanci (g)

*S istatistiki olarak 6nemli, NS istatistiki olarak onemsiz

Farkli diizeylerde diludin iceren yemle beslenen disilerden elde edilen ve farkli diizeyde
diludin igeren ticari yemle 6 hafta boyunca beslenen gokkusagi alabalig1 yavrularinda
(baslangi¢ agirligi 3,09 g) diludin maddesinin etkisini degerlendirdigimizde ise diyetten
gelen etkinin AK ve SB parametrelerinde istatistiksel olarak 6nemli oldugu, anneden
gelen etkisinin SA, YG ve YDK’ye etkisinin 6nemsiz oldugu goriilmektedir. Bu iki
faktoriin interaksiyonu ise tiim parametrelerde 6nemsiz bulunmustur. Calismadan alinan
sonuclara gore (Cizelge 4.2) agirlik kazancinin en fazla oldugu grup annenin ve
yavrularin DO (kontrol) yemi ile beslenmis grupta oldugu, agirlik kazancinin en az
oldugu grubun ise annenin ve yavrularin D1 (%0,1 diludin) yemi ile beslenmis grupta
oldugu belirlenmistir. Spesifik biiyime oranina bakildiginda ise en yiiksek oranin

annenin ve yavrularin DO (kontrol) gurubunda oldugu, en diisiik olan grubun ise



annenin ve Yyavrularin D1

goriilmektedir.

Cizelge 4.2. Farkli diizeyde diludin igeren yemlerle beslenen disilerden elde edilen ve farkli
diizeyde diludin iceren ticari yemle 6 hafta boyunca beslenen gokkusagi alabaligi yavrularmin

(%0,1
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(baslangig agirligi 3,09g) biiylime performansi

diludin) yemi

ile beslenen grupta oldugu

SA AK' SB* YG

Anne/yem (g) (%) (%) (%)  YDK’
D0/D0 13,58+011  316,19+7,74°  3,39+0,04° 100 0,79+0,02
DO0/D1 12,75+0,81  333,10+8,24°  3,49+0,05° 100 0,80+0,03
D0/D2 13,32£0,80  308,38+15,2°  3,35+0,13* 100 0,83+0,06
D1/D0 13,26£0,89  327,23+8,55"  3,46+0,05° 100 0,81+0,03
D1/D1 13,09+0,35 355,35+11,39*  3,61+0,06° 100 0,76+0,02
D1/D2 13,11£0,53  325,89+10,25°  3,45£0,08° 100 0,81+0,03
2-yonlii

ANOVA®

Anne NS NS NS NS NS
Diyet NS S S NS NS
Interaksiyon NS NS NS NS NS

"% Agirlik kazanci (AK) = [(son agirlik — ilk agirlik) x 100] / ilk agirlik

*Spesifik bityiime (SB) = [(log. son agirlik — log, ilk agirlik) x 100] / deneme siiresi (giin)
*Yem degerlendirme katsayis1 (YDK) = tiiketilen yem (g) / agirlik kazanci (g)

*S istatistiki olarak dnemli, NS istatistiki olarak énemsiz, P<0,05
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Cizelge 4.3. Farkli diizeyde diludin iceren yemlerle beslenen disilerden elde edilen ve farkli
diizeyde diludin iceren yemlerle 14 hafta boyunca beslenen gokkusagi alabaligi yavrularinin

tiim viicut kimyasal madde kompozisyonu (%)

Anne/yem Nem Protein Yag Kiil
DO0/DO0 73,69+0,14° 17,25+0,91 12,32+1,41°  8,05+0,33
D0/D1 76,51+0,00" 17,5540,80 9,04+0,25" 9,01+0,05
D0/D2 76,70+0,28" 17,45+0,82 7,54+0,63" 7,90+0,16
D1/D0 73,7140,04° 17,09£1,21 12,45+1,02*  8,90+0,22
D1/D1 75,27+1,60° 17,9540,73 9,23+0,21° 8,09+0,44
D1/D2 76,80+1,02° 17,85+0,84 7,35+0,45" 9,06+0,00
2-yonlii ANOVA®

Anne NS NS NS NS
Diyet S NS S NS
Interaksiyon NS NS NS NS

4.3. Yag Asidi Kompozisyonu

Calismada formiile edilen yemlerin yag asidi komposizyonu Cizelge 4.4 deki gibidir.
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Cizelge 4.4. Calismada kullanilan formiile edilen yemin ve ticari yemin yag asidi igerigi

(%)
Yem
Formiile edilmis yem
Yag asitleri (DO, D1, D2) Ticari yem
14:0 4,5 4,7
14:1 0,3 0,1
16:0 17,3 13,5
16:1n-7 11,3 7,2
18:0 2,8 2,7
18:1n-9 12,5 23,5
18:2n-6 15,3 30,2
18:3n-6 0,5 0,2
18:3n-3 1,2 2,9
18:4n-3 2,6 0,5
20:0 1,1 0,9
20:1n-9 0,6 0,4
20:1n-11 0,2 0,1
20:3n-3 0,6 0
20:4n-6 2,0 0,6
20:4n-3 1,3 0
20:5n-3 7.9 2,5
22:0 0,7 0,5
22:1n-11 0,7 0,6
22:2n-6 0,2 0,3
22:4n-6 0,6 0,5
22:5n-3 2,7 1,3
22:6n-3 12,5 6,5
24:1n-9 0,6 0,3
> Doymus 26,4 22,3
> Tekli doymamis 25,6 32,5
> Coklu doymamis 47,4 45,5
> n3 28,8 13,7
> nb6 18,6 31,8

n3/n6 1,5 0,4
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Farkli diizeylerde diludin iceren yemlerle beslenen disilerden elde edilen ve farkli
diizeylerde diludin igeren yemlerle 14 hafta boyunca beslenen gokkusagi alabalig: (O.
mykiss) yavrularinda yag asidi kompozisyonuna baktigimizda yemlerdeki yag asidi
icerigini baliklarin yag asidi igeriginin yansittigini, yemlere eklenen diludin maddesinin
baliklarin yag asidi igerigine herhangi bir etkisinin olmadigi gorilmektedir (Cizelge

4.5).

Cizelge 4.5. Farkli diizeyde diludin iceren yemlerle beslenen disilerden elde edilen ve farkl
diizeyde diludin iceren yemlerle 14 hafta boyunca beslenen gékkusagi alabaligi yavrularinin yag
asidi kompozisyonu (%)

Yemler

Yag asitleri DO D1 D2
14:0 5,3+0,2 5,24+0,3 5,3+0,1
14:1 0,3+0,1 0,2+0,1 0,3+0,2
15:0 0,3+0,2 0,3+0,2 0,3+0,2
15:1 1,1+0,2 1,2+0,3 1,1+0,1
16:0 17,9+0,1 18,0+0,2 17,9+0,3
16:1n-7 10,3+0,2 10,3+0,2 10,5+0,4
17:0 0,2+0,1 0,2+0,1 0,3+0,2
17:1 0,2+0,2 0,2+0,1 0,2+0,2
18:0 3,4+0,5 3,5+0,4 3,4+0,3
18:1n-9 17,6+0,2 17,7+3,1 18,1+0,1
18:2n-6 13,3+0,7 13,8+0,5 13,1+0,5
18:3n-6 0,8+0,0 0,7+0,1 0,8+0,0
18:3n-3 2,5+0,1 2,3+0,1 2,4+0,2
18:4n-3 0,4+0,2 0,4+0,3 0,4+0,1
20:0 0,3+0,2 0,2+0,2 0,3+0,2
20:1n-9 0,3+0,3 0,3+0,2 0,2+0,3
20:1n-11 0,2+0,1 0,2+0,1 0,2+0,2
20:2n-6 0,4+0,2 0,4+0,2 0,3+0,1
20:3n-3 0,4+0,1 0,5+0,2 0,4+0,2

20:4n-6 0,2+0,1 0,3+0,2 0,3+0,1




Cizelge 4.5 (devam)
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20:4n-3

20:5n-3

22:0

22:1n-11

22:2n-6

22:4n-6

22:5n-3

22:6n-3

24:1n-9

> Doymus

> Tekli doymamis
> Coklu doymamis
>n3

>n6
n3/n6

0,2+0,1
5,6+0,1
0,5+0,2
0,6+0,2
0,2+0,0
0,4+0,1
1,5+0,3
14,6£1,2
1,0+0,0
27,9+1,2
31,7+£0,9
40,5+0,9
25,2+1,3
15,3+0,8
1,6+0,9

0,240,2
5,7+£0,4
0,6+0,3
0,7+0,3
0,2+0,3
0,3+0,2
1,5+0,4
14,1£3,1
1,0+0,1
28,0+0,5
31,7£1,6
40,4+2,3
24,7+0,2
15,7+0,5
1,6+1,2

0,2+0,0
5,6+0,7
0,5+0,3
0,6+0,4
0,2+0,1
0,4+0,2
1,6+0,6
14,0+£2,8
0,9+0,2
28,0+0,7
32,1£1,7
39,7£1,3
24,6+0,2
15,1£2,3
1,6+0,8

4.4. Antioksidan Enzim Aktiviteleri

4.4.1. Katalaz (CAT) aktivitesi

Farkli diizeyde diludin igeren yemlerle beslenen disilerden elde edilen ve farkli diizeyde
diludin iceren yemlerle 14 hafta boyunca beslenen gokkusagi alabaligi yavrularinin
karaciger katalaz (CAT) aktivitesi baktigimizda, en diisiik aktivite oraninin D1 diyeti ile
beslenen baliklarda oldugu, bunu D2 grubunun takip ettigini ve en yiiksek CAT

aktivitesinin DO grubunda oldugunu goriiyoruz (Sekil 4.1)
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Sekil 4.1. Farkli diizeyde diludin iceren yemlerle beslenen disilerden elde edilen ve farkli
diizeyde diludin iceren yemlerle 14 hafta boyunca beslenen gokkusagi alabaligi yavrularimin
karaciger katalaz (CAT) aktivitesi

4.4.2. Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi

Farkli diizeyde diludin igeren yemlerle beslenen disilerden elde edilen ve farkli diizeyde
diludin iceren yemlerle 14 hafta boyunca beslenen gokkusagi alabaligi yavrularinin
karaciger stliperoksit dismutaz (SOD) aktivitesine baktigimizda, en diisiik aktivitenin DO
gurubunda oldugunu en yiiksek aktivitenin ise D1 diyeti ile beslenen baliklarda

oldugunu goriiyoruz (Sekil 4.2.)
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Sekil 4.2. Farkli diizeyde diludin iceren yemlerle beslenen disilerden elde edilen ve farkli
diizeyde diludin iceren yemlerle 14 hafta boyunca beslenen gokkusagi alabaligi yavrularinin
karaciger siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi

4.4.3. Glutatyon S-transferaz (GST) aktivitesi

Farkli diizeyde diludin igeren yemlerle beslenen disilerden elde edilen ve farkl diizeyde
diludin iceren yemlerle 14 hafta boyunca beslenen gokkusagi alabaligi yavrularinin
karaciger GST aktivitesine baktigimizda en yiiksek aktivitenin D2 grubunda oldugunu
bunu DO grubunun takip ettigini ve en diisiik aktivitenin D1 diyeti ile beslenen

baliklarda oldugunu goriiyoruz (Sekil 4.3)
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Sekil 4.3. Farkli diizeyde diludin igeren yemlerle beslenen disilerden elde edilen ve farkli
diizeyde diludin iceren yemlerle 14 hafta boyunca beslenen gokkusagi alabaligi yavrularmin
karaciger glutatyon S-transferaz (GST) aktivitesi

4.5. Stresin etkileri

14 haftalik besleme donemi sonrasinda baliklara uygulanan stres diyetlere baglh
olmaksizin karaciger yaglanmasina sebep olmustur (Sekil 4.1). Stres uygulanmadan
once ortalama 5,8+0,8 olan karaciger yag orani stresten sonra 8,4+1,1’e ¢ikmustir
(P<0,05). Karaciger yaglanmasmin en diisilk oldugu grubun D2 diyeti ile beslenen
baliklarda oldugu goriilmektedir. Karaciger yaglanmasinin en fazla oldugu grubun ise
DO grubunda oldugu, stres uygulandiktan sonra karaciger yaglanmasindaki en fazla
artisin DO grubunda oldugu goriilmektedir. Bunu D1 grubu takip etmekte ve stresten

sonra en az yaglanmanin D2 grubunda oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.4. Stres testinin karaciger yaglanmasina etkisi

Yapilan stres deneyinin baliklarin karacigerinde oleikasit (OA; 18 In-9) ve DHA
kompozisyonuna olan etkisi incelendiginde, stresten 12 saat sonra baliklarin
karacigerindeki OA oraninda diislis goriilmekteyken DHA oraninda ise artis

goriilmistiir (Sekil 4.2.)
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Sekil 4.5. Strese maruz birakilan gokkusagi alabaligi yavrularinin karacigerindeki OA

ve DHA miktar1 arasindaki degisimi
* ki siitun arasinda istatistiki olarak fark oldugunu gostermektedir.
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Strese maruz birakilan gokkusagi alabalig1 yavrularinin karacigerindeki HSP 70 mRNA
ekspresyonunun referans gene kars1 (GAPDH) relatif degisimine baktigimizda D1 diyeti
ile beslenenlerde relatif mRNA seviyesinin en yiiksek seviyede oldugunu, bu
seviyelerin stresten sonra gegen zamana bagli olarak distigiinii, relatif mRNA
seviyesinin en diisiik oldugu grubun ise DO diyeti ile beslenen baliklarda oldugunu

goriilmiistiir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.6. Strese maruz birakilan gokkusagi alabaligi yavrularinin karacigerindeki HSP
70 mRNA ekspresyonunun referans gene karsi (GAPDH) relatif degisimi.

* Kontrol grubuna gore istatistiki olarak dnemi artis1 gostermektedir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Su iriinleri yetistiriciligi konusunda yapilan c¢aligmalara bakildiginda genel olarak
canlilarin beslenmesi ve daha iyi kalitede {irlin alabilme ve tiiketilen hammaddenin daha
iyi degerlendirilmesi i¢in yapilmis olan ¢aligmalar goriilmektedir. Gelisen haberlesme
ortamu ile bilinglenen tiiketicinin tlikettigi gidada herhangi bir katki maddesi istememesi
ve Uriiniin dogal ortamda bulunan gidalarla ayni kalitede olmas1 fikri giin gegtikce
yayginlagsmaktadir. Ayrica su iriinleri yetistiriciliginde artan maliyetlerin diisiiriilmek
istenmesi de iireticilerin talep ettigi ayri bir konu olarak karsimza ¢ikiyor. Ozellikle
canlilarin beslenmesinde kullanilmasi diisiiniilen diludin katki maddesinin insan
tiiketiminde kullanilan gokkusagi alabaligi (O. mykiss) lizerinde yapilan bu ¢alismada
gokkusagi alabaliklarinin biiylime ve yem degerlendirme, % su, % ham protein, % yag
ve % Kkiil igeriklerine olan etki, antioksidan enzim aktiviteleri ve stresin gokkusagi

alabalig1 yavrularina olan etkisi lizerinde durulmustur.

Arastirma iki tekerriirlii ve iki asamali olarak kurulmustur. Birinci asamasinda, 8
haftalik siirede laboratuvar sartlarinda hazirlanan ve diludin katki maddesi ilave edilen

yem kullanilmustir. Bu ¢alismanin sonunda érnekler -80°C de saklanmustir

Ikinci asamasinda, 6 haftalik siirede ise ticari yemin ogiitiilmesi ile diludin katki
maddesi katilan yem kullanilmis, ¢alisma sonunda baliklardan 6rneklemeler alinmis ve
stres testi yapilmistir. Stres testinde uygulanan streslerden 12, 24 ve 48 saat sonra

orneklemeler yapilmigtir. Yapilan calismada asagidaki sonuglara varilmstir.

Daha 6nceki ¢aligmalar diyetsel diludin maddesinin sazanlarda %35’e kadar daha fazla
bliylime sagladigini bildirmistir (Goncharova et al. 2002, 2005). Son yillarda yapilan bir
calismada (Hisar ef al. 2012) diludin katkili yem maddesinin potansiyel etkisini
arastirdiklar1 bir calismada benzer sonuglar bulmuslar diludin maddesinin biiyiimede
pozitif etki yaptigini1 rapor etmistir. S6z konusu ¢aligma bizim ¢aligmamiza gore daha

soguk su (9,5°C) ortaminda yapilmis baliklar agirliklarini  yaklasik 5 katina
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cikarmiglardir. Bizim ¢alismamizda biiylimedeki etkiyi daha net gorebilmek icin daha
cesitli dozlar kullanilmis ve calisma sonunda baliklarin agirliklar1 baslangi¢ agirliklarina
gore yaklasik 81 katina ¢ikmistir. Caligmanin ilk 8 haftasinda yemdeki 2mg/kg diludin
diizeyi kontrol grubu ile aynmi biiyiime seyri saglarken 1mg/kg diludin biiyiimede
gerilemeye sebep olmustur. Diger yandan diludin dozunun artirildigi son 6 haftalik
donemde ise 3mg/kg diludin seviyesinin biiyiimede kontrol grubuna gore daha yiiksek
bliylime sagladigi gozlenmistir. Mevcut caligmada yasama giicili ile diyetsel diludin
etkilesimi Onemli derecede olmamistir. Calismamizda ayrica yemdeki diludin
maddesinin baliklarda viicut yaglarinda diisiise neden oldugu da tespit edilmistir. Bu
durum ileride yapilacak biiyiime c¢alismalarinin molekiiler diizeyde tasarlanmasi

gerektigine isaret etmektedir.

Antioksidan enzim aktivitesi analiz sonuglarinda CAT aktivitesinin en diisiik oldugu
grubun D1 diyeti ile beslenen grupta oldugu, en yiiksek aktivitenin ise DO grubunda
oldugu goriilmiistiir. SOD aktivitesi sonuglarina bakildiginda ise D1 ve D2 diyetleri ile
beslenen baliklarda daha ytiksek ve birbirine yakin degerlerde oldugu DO gurubunda ise
bu oranin daha diisiik oldugu goriilmiistiir. GST enzim aktivitesinde ise en diisiik
degerin D1 diyeti ile beslenen baliklarda oldugu en yiiksek aktiviteninde D2 ile
beslenen baliklarda oldugu goriilmiistiir. Buna ragmen istatistiksel olarak antioksidan
enzim aktiviteleri arasinda bir fark bulunamamistir. Calismamizin aksine, Hisar et. al.
(2012) yapmus olduklar1 ¢alismada diludin ile beslenen baliklarin karaciger dokularinda
bir hareketlilik tespit etmisler SOD ve GST aktivitelerinin yliksek olma egiliminde ve

GPx aktivitesinin tespit edilemedigini belirtmislerdir.

Yapilan ¢alismada uygulanan stresin karaciger yaglanmasina sebep oldugu buna karsi
en diisiik karaciger yaglanmasinin D2 diyeti ile beslenen grupta oldugu en yliksek
seviyenin DO grubunda oldugu goriilmiistiir. Ayrica stresten 12 saat sonra baliklarin
karacigerindeki OA miktarinda diisiis goriilmekteyken DHA miktarinda ise artis tespit
edilmistir. Bu durum baliklarin stres altindayken fizyolojik 6neme sahip DHA’y1
koruma egiliminde olduklarinin bir gostergesi olabilir (Arslan ef al. 2012). Stres sonrasi

HSP70 gen ekspresyonu da artis gdstermistir. Bununla birlikte yukarida bahsedilen
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karaciger yaglanmasi1 ve yag asitlerindeki tercihi tutulma gibi strese karsi gdsterilen

fizyolojik tepkiler diyetlerden bagimsiz olarak ger¢eklesmistir.

Sonug itibar1 ile diyetsel diludin maddesinin gokkusagi alabaliginin biiylime
performansi ve bazi biyokimyasal parametrelerine etkisinin sicakliga, doza ve canlinin
yasam evresine bagli olarak degisebilecegi diisiiniilmektedir. Mevcut sonuglar 1s181nda
3mg/kg diludin seviyesinin gdkkusagi alabaligi yavrularinda biiyiimede pozitif etki

yapabilecegi soylenebilir.
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