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Propolisle Beslenen Kerevitlerin Pleopodal Yumurtalarinda Oksidatif

Stresin Belirlenmesi

Serpil MISE YONAR!

Ozet: Propolis, arilarin kendilerini soguktan ve hastaliklardan korumak igin agaglarmn yaprak, tomurcuk, dal ve
kabuklarindan topladig yapiskan, kendine 6zgii kokusu olan, agik kahverengiden siyaha kadar rengi degisebilen
recinemsi karakterdeki maddedir. Antimikrobiyal, antibakteriyel, antikanserojen, antifungal, antiviral, antitimor,
antiparaziter, antiprotozoan, antiinflamatuar, anestetik, antioksidan, antiseptik gibi 0Ozelliklere sahip
immiinostimulan yapida bir madde olan propolis son yillarda oldukga fazla dikkat ¢cekmektedir. Bu ¢alismada,
farkli oranlarda yeme katilan propolisin uygulandig1 kerevitlerden alinan pleopodal yumurtalarda malondialdehit
(MDA) ve glutatyon (GSH) diizeylerindeki degisimler arastirildi. Bu amagla % 0 (kontrol), % 0.5 (D1), % 1 (D2) ve
% 2 (D3) oranlarinda propolis iceren deneme yemleri olusturuldu. 90 giinlitk besleme sonunda, kerevitlerden
pleopodal yumurta 6rnekleri alindi. Alinan 6rneklerde MDA ve GSH diizeyleri arastirildi. Propolis uygulanan
gruplarin pleopodal yumurtalarinda MDA diizeylerinin azaldig: belirlendi (p < 0, 05). Pleopodal yumurtalardaki
GSH diizeylerinin ise arttifr (p < 0,05) gozlemlendi. Propolisin kerevit yumurtalarinda oksidatif strese karsi
koruyucu bir etki gosterdigi ve {ireme doneminde stresi azaltabilecegi sdylenebilir.

Anahtar kelimeler: glutatyon, kerevit, malondialdehit, oksidatif stres, propolis

Determination of Oxidative Stress in Pleopodal Eggs of Propolis-
Feeding Crayfish

Abstract: Propolis is a sticky, resinous substance that has a unique smell and can vary in color from light brown to
black, collected by bees from the leaves, buds, branches and bark of trees to protect themselves from cold and
diseases. Propolis, an immunostimulant substance with properties such as antimicrobial, antibacterial,
anticarcinogenic, antifungal, antiviral, antitumor, antiparasitic, antiprotozoan, anti-inflammatory, anesthetic,
antioxidant and antiseptic, has attracted a lot of attention in recent years. In this study, changes in malondialdehyde
(MDA) and glutathione (GSH) levels were investigated in pleopodal eggs taken from crayfish to which propolis
was added to the feed at different rates. For this purpose, trial feeds containing 0% (control), 0.5% (D1), 1% (D2)
and 2% (D3) propolis were created. At the end of 90 days of feeding, pleopodal egg samples were taken from
crayfish. MDA and GSH levels were investigated in the samples taken. It was determined that MDA levels
decreased in the pleopodal eggs of the propolis applied groups (p < 0.05). It was observed that GSH levels in
pleopodal eggs increased (p < 0.05). It can be said that propolis has a protective effect against oxidative stress in
crayfish eggs and can reduce stress during the reproductive period.
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GIRIS
Diinyanin bir¢ok iilkesindeki tath su kaynaklarinda yasayan kerevitler kiiltiirii yapilabilen kabuklu su
iirtinlerindendir. Afrika disindaki hemen hemen biitiin kitalarda dogal olarak 500'iin {izerinde tiirii
bulunan kerevitlerin en O&nemli cinsleri Pontastacus, Pacifastacus, Procambarus, Orconectes,
Austropotamobius ve Cherax’tir. Dogal kerevit tiirtimiiz olan Pontastacus leptodactylus {ilkemizde genis bir

dagilim gostermektedir (Harlioglu, 2008).

Protein igeriginin yiiksek olmasi ve yapisinda 6nemli vitamin ve mineralleri bulundurmasi nedeniyle
kerevit eti oldukga tercih edilen bir besin kaynagidir. Bununla birlikte diinyanin pek ¢ok bolgesinde
litkks bir gida maddesi olarak tercih edilen kerevitlerin ekonomik degeri giin gectikce artmaktadir.
Ancak bilingsiz avlanma, sulardaki kirlenme ve hastalik gibi faktorler nedeniyle bazi kerevit
popiilasyonlarinda azalmalar olmustur. Bu sebeple, kerevitlerin popiilasyonlarinin desteklenmesi

baglaminda pleopodal yumurta olduk¢a 6nem arz etmektedir (Mise Yonar, 2012).

Onemli biyolojik aktivitelerinden dolay1 son yillarda arastirmacilarin dikkatini geken propolis, bal
arllarinin kendi kovanlarini koruk igin {iirettii yapiskan, re¢inemsi bir iiriindiir. Propolis cesitli
miktarlarda polifenolleri (fenolik asitler ve esterleri, flavonoidler ve fenolik aldehitler), ketonlar ve
alkolleri, terpenleri, steroidleri, inorganik bilesikleri ve amino asitleri icermektedir (Bankova vd., 2000).
Antifungal ve antibakteriyel aktiviteleri en ¢ok arastirilmakla birlikte (Kujumgiev vd., 1999),
antiinflamatuar (Wang vd, 1993), antiviral, antikanser, antibiyotik, immiinostimiilan ve antioksidan gibi
farmakolojik aktiviteleri belirlenmis ve propolisin etanolik ekstraktlariyla iliskilendirilmistir (Yonar vd.,
2011; Mise Yonar vd., 2014; Mise Yonar vd., 2017).

Bu calismada, propolisin yemle uygulandig1 kerevitlerden almman pleopodal yumurtalarda

malondialdehit (MDA) ve glutatyon (GSH) diizeylerindeki degisimler arastirilmistir.

MATERYAL ve METOT
Kerevit ornekleri (Sekil 1), Elazig ili Keban Baraj Goli Agin bolgesindeki kerevit avciligl yapan
kisilerden temin edildi. Kerevitler, ortalama agirhig1 30 + 1 g ve uzunlugu 11 * 0,5 cm olan disi ve
erkekler arasindan segildi. Kerevit érnekleri Firat Universitesi Cip Balik Uretim Tesisine getirilerek 7 x
4 x 0,5 m ve 16 x 4 x 1 m ebatlarindaki beton stok havuzlara yerlestirildi. Havuzlarin kerevitler icin
uygun bir ortam olusturmasi amaciyla havuz zeminine 20 cm uzunlugunda ve 7 cm capinda yeterli
sayida barinak (plastik borular) yerlestirildi. Havuzlara 1 m? yiizey alan i¢in dakikada 1,5 litre su akis1

saglandi. Adaptasyonlar1 saglanan kerevitlere bu donemde kontrol yemi verildi.

Calisma baslatilmadan hemen 6nce stok havuzlarindan alinan kerevitler 2 x 2 x 0,5 m ebatlarindaki
deneme havuzlarina alind1 (Sekil 2). Calisma ii¢ tekrarh yiiriitiildii ve toplamda 12 havuz kullanild.
Stoklama yogunlugu 15 birey / m? (4 disi: 1 erkek) olarak ayarlandi. 48 adet disi ve 12 adet erkek kerevit

olmak tizere her bir tekrar igin 60 6rnek kullanildi.

Calismada, Yonar vd. (2011) tarafindan 6zellikleri bildirilen ve identifiye edilen kavak tipi Tiirk propolisi
kullanildi.
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Sekil 2. Kerevitlerin birakildig: havuzlar.

Denemeye baslamadan 6nce toplam enerji diizeyi 3326 kcal/kg, ham protein orani % 42,85 olan ve
propolis icermeyen bir kontrol (K) yemi hazirlandi (Tablo 1). Bu yeme % 0,5 (D1), % 1 (D2) ve % 2 (D3)
oranlarinda propolis ilave edilerek deneysel yemler olusturuldu. Bunun icin Mise Yonar (2012),
tarafindan belirtilen yontem kullamldi. Yemler kullanilincaya kadar 4 °C” de plastik muhafaza kaplari
icerisinde saklandi.
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Tablo 1. Calismada kullanilan yem 6gelerinin ham besin madde (kuru maddenin %’si olarak) ve toplam
enerji diizeyleri (kcal/kg).

Ham besin mz'i'ddeleri (%) Balik unu Soya F’asulyesi Bugday unu Mistr gliiteni
ve toplam enerji (kcal/kg) Kiispesi
Protein 64,3 44,0 12,90 60,4
Yag 7,6 1,1 1,70 1,8
Seliiloz 1,0 7,3 2,50 1,5
Kil 14,3 6,3 1,65 2,1
Nem 8 10 12 9

Ekim ayinin basinda beslenmeye baslanan kerevitlere giinliik olarak doyuncaya kadar 90 giin siireyle
hazirlanan yemler verildi. 90 giinlitk deneme sonunda kerevitlerden pleopodal yumurtalar bir pens

yardimiyla toplandi (Sekil 3).

Her bir kerevitten alinan tiim yumurtalar bir 6rnek olarak kabul edildi. Yumurtalar % 1.15’lik potasyum
kloriir (KCl) ile 1:10 oraninda sulandirildi ve homojenize edildi. 50 ml'lik propilen tiiplere birakilan
homojenatlar 3200 rpm’de +4 °C’ de sogutmali santrifiijde 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatantlar
alindi. Elde edilen siipernatantlarda malondialdehit (MDA) (Placer vd., 1966) ve rediikte glutatyon
(GSH) (Ellman, 1951) diizeyleri spektrofotmetrik olarak olciildii. Doku protein diizeyleri Lowry vd.
(1951)' nin bildirdigi yontemle belirlendi ve MDA ve GSH diizeylerini hesaplamak i¢in kullanildi.

Sekil 3. Pleopodal yumurtalar.

79



Sonuglarin istatistiksel analizleri SPSS 22.0 istatistik programi kullanilarak gergeklestirildi. Kontrol ve
deneysel gruplarin incelenen parametrelerinde olusan degisimlerin belirlenmesi i¢in tek yonlii varyans
analizi (ONEWAY — ANOVA) kullanildi. Gruplar arasindaki farkliliklar ise Least Significant Difference
(LSD) test edildi. Sonuglar ortalama + standart hata olarak gosterildi.

BULGULAR
Kontrol ve deneme gruplarinin pleopodal yumurtalarinda belirlenen MDA ve GSH diizeyleri Tablo 2’

de sunulmustur. Kontrol grubuna gore propolis uygulanan tiim deneme gruplarinda pleopodal
yumurtalarin MDA diizeylerinin azaldig belirlendi (p < 0,05). Yemdeki propolisin artan diizeyine bagh
olarak MDA diizeylerindeki azalmanin daha yiiksek oldugu goriildii (p < 0,05). Sadece propolis
uygulanan gruplar kendi i¢inde incelendiginde en diisiik MDA diizeyi D3 grubunda belirlendi. D1, D2
ve D3 gruplarinin MDA diizeylerinin istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugu saptandi (p < 0,05).

Tablo 2. Kontrol ve deneme gruplarinin pleopodal yumurtalarinda MDA ve GSH diizeyleri.

Gruplar MDA (nmol/g protein) GSH (umol/g protein)
K 1,94+0,14 4 3,76 £0,41 2
D1 1,81+0,22¢ 3,98+0,55°
D2 1,67 +0,17° 4,24+0,76 ¢
D3 1,55+0,202 4,47 +0,68 ¢

K: Kontrol, D1; % 0.5 oraninda propolis ilave edilmis yem verilen grup; D2: % 1 oraninda propolis ilave edilmis yem verilen
grup; D3; % 2 oraninda propolis ilave edilmis yem verilen grup.
abed: Ayni stitunda farkl harflerle gosterilen gruplar istatistiksel olarak birbirinden farkhidir (p < 0,05).

Kontrol grubuna gore propolis uygulanan tiim deneme gruplarinda pleopodal yumurtalarin GSH
diizeylerinin arttigr belirlendi (p < 0,05). Yemdeki propolisin artan diizeyine bagli olarak GSH
diizeylerindeki artisin daha ytiiksek oldugu goriildii (p <0,05). Sadece propolis uygulanan gruplar kendi
icinde incelendiginde en yiiksek GSH diizeyi D3 grubunda belirlendi. D1, D2 ve D3 gruplarmin GSH
diizeylerinin istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugu saptandi (p < 0,05).

TARTISMA VE SONUC
Karbonhidrat, protein, lipit ve niikleik asitlerin yikimina sebep olan serbest radikaller oksijenden tek
elektronun indirgenmesiyle olusurlar. Bununla birlikte reaktif oksijen tiirleri olarak da bilinen serbest
radikaller DNA’ ya zarar verdikleri gibi enzimlerin aktivasyonunu ve hiicrelerde membran
gecirgenligini degistirerek bozarlar. Serbest radikallerin etkisiyle doymamis yag asitlerinin oksidatif
yikimi sonucu olusan, bir baska ifadeyle lipid peroksidasyon sonucu agiga ¢ikan aldehitlerden biri olan
MDA’ nin diizeyinin Olgiilmesi hiicrelerde olusan oksidatif zararin belirlenmesinde kullanilan en
onemli gostergelerden biridir (Morales vd., 2004; Fontagné vd., 2006). Mise Yonar vd. (2017), tarafindan
kerevitler {izerine yapilan bir ¢alismada %1, 2 ve 4 oraninda yeme ilave edilen propolisin
hepatopankreas ve ovaryumlardaki MDA diizeylerinde 6nemli bir azalmaya yol a¢tig1 bulunmustur.
Benzer sekilde bu c¢alismada da diyetle propolis uygulanan deneme gruplarinin pleopodal
yumurtalarindaki MDA d{izeylerinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak Onemli diizeyde
azaldigy, yine artan propolis diizeyiyle paralel olarak MDA diizeylerinin deneme gruplarinda diistiigii
belirlenmistir. Bu durum propolisin kerevitin yumurtlamasi sirasinda ve yumurtayi tasidigr donemde
olusan serbest radikallerin birikimini azaltma yetenegiyle agiklanabilir. Propolisin bu etkisi, propolis
ekstraktindaki fenolik bilesiklerin antioksidan 6zellikleriyle iligkili olabilir (Mise Yonar vd., 2017). Isla
vd. (2005) propolisin biyolojik aktivitesinden 0zellikle fenolik bilesiklerin sorumlu oldugunu
bildirmistir. Marquele vd. (2005), Christov vd. (2006) ve Mani vd. (2006) ayrica fenolik bir bilesik olan
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flavonoidlerin, oncelikle radikal temizleme yeteneklerinden dolay: antioksidan aktiviteden sorumlu

oldugunu belirtmistir.

Serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif stresten koruyan tripeptit
karakterdeki GSH, ¢ok énemli bir antioksidan olup non-enzimatik ve endojen 06zelliktedir. Protein
yapisindaki siilfhidril gruplarimi indirgenmis halde tutan GSH boylece ¢cogu protein ve enzimin inaktive
olmasini 6nler (Hayes ve McLellan, 1999). Bu ¢alismada propolis verilen deneme gruplarinin pleopodal
yumurtalarindaki GSH diizeyleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak onemli artislar gostermistir.
Harlioglu vd. (2012) % 1, 2 ve 4 oraninda kerevit yemine ilave n-3 serisi doymamais yag asitlerinin
pleopodal yumurtalardaki GSH diizeylerini arttirdigini ifade etmislerdir. Arastirmacinin bulgulariyla
bu ¢alismadan elde edilen sonugclar arasindaki benzerlik propolisin yapisinda bulunan yag asitlerinden

kaynaklaniyor olabilir.

Sonug olarak, yapilan bu calismada yeme ilave edilen propolisin kerevitlerde MDA diizeyini
diisiirdiigli, ote yandan GSH diizeyini arttirdigr belirlenmistir. Propolisin kerevit yumurtalarinda
oksidatif strese kars1 koruyucu bir etki gosterdigi ve kerevitlerde iireme verimliliginin arttirilmasinda

bir etkisinin olabilecegi goriilmektedir.

Tesekkiir
Bu calisma III. Uluslararas: Battalgazi Bilimsel Calismalar Kongresi'nde sozlii bildiri olarak

sunulmustur.
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