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Ozet

Bu calisma, Egirdir G6li’'nde yasayan Astacus leptodactylus tiiriinde mide sindirim enzim aktiviteleri
iizerine (proteaz a-amilaz ve lipaz) mevsim ve eseyin etkisini aragtirmak amaciyla olugturulmustur. Bu amagla
kerevitler 1 yilda 4 mevsim olarak Egirdir Gélii’'nden avlandi. {lkbahar mevsiminde, kerevitlerin pinterlere
girmemesi nedeniyle drnekleme yapilamadi. Bu nedenle, sonuglar ii¢ mevsim (sonbahar, kig, yaz) ve eseyler
tizerinden faktoriyel diizeyinde varyans analizi ile degerlendirildi. Bulgular, esey ve mevsim faktorlerinin
kerevitlerin midesindeki proteaz ve lipaz aktivitesini 6nemli diizeyde etkiledigini (p<0,05), a-amilaz
aktivitesinde ise istatistiksel olarak onemli diizeyde etkili olmadigini gosterdi (p>0,05). Bulgular ayrica,
kerevitlerin, proteaz enzim aktivitesinin sonbahar ve kisin, lipaz enzim aktivitesinin ise kisin eseyler arasi
6nemli degisim gosterdigini ortaya ¢ikardi (p<0,05). Bununla birlikte, proteaz enzimin en yiiksek aktiviteyi
(524,73 U/mg protein) sonbahar mevsiminde disilerde, lipaz enzimin (0,022 U/mg protein) ise kisin erkek
bireylerde oldugu belirlendi (p<0,05). Sonug¢ olarak, bu g¢alisma arastirilan enzimlerin varligi ve
degiskenliginin belirlenmesiyle, bu tiirin genis besin ¢esitliligine ve sindirme yetenegine sahip oldugunu
gosterdi.

Anahtar kelimeler: Astacus leptodactylus, sindirim enzim aktivitesi, lipaz, a-amilaz, proteaz

Variation of Digestive Enzyme Activities Depending on Season, Size and Sex of Freshwater Crayfish
(Astacus leptodactylus Eschscholtz, 1823) from Lake Egirdir

Abstract

This study was conducted to search the effect of sex and season on digestive enzyme activities (protease, o-
amylase, lipase) in Astacus leptodactylus species that lives in Egirdir Lake.The freshwater crayfish were
caught as four seasons in a year from Egirdir Lake. The sampling was not possible for crayfish since they were
not entered into trap in spring season. Therefore, the results were evaluated over three seasons and sex by
factorial variance analysis. The results showed that sex and season affected to protease and lipase activities
(p<0,05), whereas they did not affect statistically a-amylase activity in crayfish stomach (p>0.05). Results also
indicated that protease enzyme activity in crayfish showed significant changes in autumn and winter while
lipase enzyme activity showed changes in winter between sexs (p<0.05). However, the highest protease
enzyme activity (524.73 U/mg protein) was determined in female in autumn while the highest lipase enzyme
activity (0.022 U/mg protein) was observed in male in winter (p<0.05). It can be concluded that this species
feed on variety of foods and has ability of digestion of these food after identification of variability of enzymes
in this species.

Keywords: Astacus leptodactylus, digesitve enzyme activity, a-amylase, lipase, protease

*Bu ¢alisma yiiksek lisans tezinden 6zetlenmistir.
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GIRIS

Astacus leptodactylus, diinyada Tiirk istakozu (Kerevit) olarak da bilinen (Koksal,
1988) ve iilkemiz igsularinda dogal olarak bulunan bir decapoda (on ayakli) tiiriidiir.
Astacus ekonomik degeri yiiksek kabuklu tiirlerinden biridir (Bolat, 2001). Kerevit 1986
yili 6ncesi 6zellikle Egirdir Golii balikgilarinin baslica gelir kaynagi iken bu tiiriin daha
sonra gerek asirt avcilik ve gerekse hastalik nedeniyle popiilasyonu azalmistir (Koksal,
1988; Ackefors, 2000; Bolat, 2001; Harlioglu ve Aksu 2002; Harlioglu ve Mise 2007;
Bilgin vd., 2008). Kerevit stoklarindaki azalma ve yeni kerevit tiirlerine olan ilgi Astacus
neslinin devamlilig1 i¢in bir tehdit olusturabilir. Bu durum tiiriin yetistiriciligini 6nemli
hale getirebilir. Figueiredo vd. (2001), yetistiriciligi yapilan kerevit tiirlerinden maksimum
verim alinabilmesi i¢in canlmin sindirim yeteneginin bilinmesi ve bu yetenekleri
dogrultusunda diyet hazirlanmasinin 6nem arz ettigini, dolayisiyla yetistirilen tiiriin
sindirim enzimlerinin aktivitelerinin 1iyi bilinmesi gerektigini bildirmektedir. Bu
caligmanin amaci; Egirdir Golii kerevitinde mide sindirim enzim aktiviteleri iizerine,
mevsim ve eseyin etkisinin arastirilmasi ve spesifik enzim aktivitelerinin ortaya
konmasidir.

Bu c¢alisma A. leptodactylus’ un midesindeki sindirim enzim aktiviteleri (amilaz,
proteaz, lipaz) lizerine mevsim ve eseyin etkisini arastirmak amactyla yapilmis, 6zgiin bir
calismadir. Bu tiirin sindirim yetenekleri ve enzimlerine iliskin bir ¢alisma mevcut
degildir.

MATERYAL ve YONTEM

Bu ¢alismada, Ekim 2014 ile Haziran 2015 tarihleri arasinda Egirdir G6li’nde kerevit
(10-15 cm) avcihigr gergeklestirilmistir.  Avcilikta kerevit pinterleri  kullanilmus,
orneklemeler mevsimsel olarak yapilmustir. Ilkbahar mevsiminde, kerevitlerin pinterlere
girmemesi nedeniyle 6rnekleme yapilamamuistir.

Kerevitlerin mide ve yutak diseksiyonu stereo mikroskop altinda yapilmistir. Mide,
bagirsak ve hepatopankreas c¢ikartilarak homojenitor yardimiyla 400 mg/ml oraninda
distile su ile seyreltilerek homojenize edilmis, ependorf tiiplere konularak 16000 G’ de 4
%C’de 30 dakika santrifiij edilerek supernatantlar elde edilmistir (Moyana vd.,1996). Elde
edilen supernatantlar enzim analiz asamasma kadar 80 °C’de muhafaza edilmistir
(Kolkovski, 1995). Her enzim kendine 0zgii spesifik aktivite tayin yontemleri ile tespit
edilmis ve spektrofotometre cihazi yardimiyla enzim aktiviteleri dl¢iilmiistiir.

Enzim aktivite analizleri

Bu ¢alismada; a-amilaz, proteaz ve lipaz olmak {izere li¢ ¢esit sindirim enzim aktivitesi
aragtirllmigtir. Tatlisu istakozundaki a-amilaz enzim aktivitesi, Metais ve Bieth (1968)’e
gore yapilmustir. Proteaz aktivitesi ise Walter (1984)’e gore yapilmustir. Numunelerin
lipaz enzimi aktiviteleri, Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi
Biyokimya Laboratuvarinda Beckman Coulter AU 5800 otoanalizorii (Beckman Coulter,
Amerika) ile cihaza uyumlu ticari kit kullanilarak, kinetik reaksiyon metoduyla,
spektrofotometrik olarak olgiilmiistiir. Sonuglar U/mg protein olarak ifade edilmistir.
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istatistiksel analizler

Verilerin degerlendirilmesinde SPSS 23 istatistiki paket programindan yararlanilmis ve
sonuglar, faktoriyel diizeyinde varyans analizi testi ile P<0,05 6nem diizeyinde test
edilmistir. Faktorlerin seviye ortalamalarimin arasindaki farkliliklarin belirlenmesinde
Tukey testi kullanilmustir.

BULGULAR
a-Amilaz aktivitesi

Esey ve mevsimsel farkliliklarin kerevit midesindeki o-amilaz enzim aktivitesi
tizerinde 6nemli bir etkisinin olmadig: tespit edilmistir (p>0,05) (Tablo 1).

Tablo 1. Kerevit midesindeki a-amilaz aktivitesinin esey ve mevsime gore
degisimi, (Ort. = S.H.) (U/mg protein)

Esey/Mevsim Sonbahar Kis Yaz
Disi 23,44+267 2430+141 24,19+0,98
Erkek 23,55+ 0,15 22,46 +£1,20 23,63 +1,43

Erkek kerevitlerde, a-amilaz enzim aktivitesi sonbahar mevsiminden kis mevsimine
dogru azalan ve kis mevsiminden yaz mevsimine dogru artan bir egilim gosterirken, disi
kerevitlerde, sonbahar mevsiminden kis mevsimine artan ve kis mevsiminden yaz
mevsimine dogru azalan bir egilim gostermektedir (Sekil 1).
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Sekil 1. Kerevit midesinde farkli mevsimlerdeki a-amilaz aktivitesi (U/mg protein)

Proteaz aktivitesi

Kerevit midesinde proteaz aktivitesi lizerine esey ve mevsimin birlikte etkisi oldugu
tespit edilmistir (p<0,05). Yani etkenlerden biri degistiginde digeri de degismektedir.
Sonbahar ve kis mevsiminde eseyler arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli (p<0,05),
yaz mevsiminde ise 6nemsiz oldugu goériilmiistir (p>0,05) (Tablo 2). Her iki eseyde de
mevsimler arasindaki farkin istatistiksel olarak énemli oldugu belirlenmistir (p<0,05).
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Tablo 2. Kerevit midesindeki proteaz aktivitesinin esey ve mevsim gore degisimi (Ort.+
S.H.) (U/mg protein)

Esey/Mevsim Sonbahar Kis Yaz
Disi %524,73 £20,80° 265,39 +4,15°  °141,51 + 15,85
Erkek 306,34 +22,30°  ?37791+537°  °122,47 +2,56°

Sagdaki harfler, ayn1 mevsimde esey ortalamalari arasindaki, soldaki harfler ayni eseyde mevsimlerin
ortalamalar1 arasindaki farklilig1 gostermektedir.

Proteaz aktivitesi sonbahar mevsiminden kis mevsimine kadar, erkek kerevitler azalan
ve disi kerevitler artan bir grafik olustururken, kis mevsiminden yaz mevsimine dogru
hem erkek hem de disi kerevitler azalan bir grafik olusturmaktadir (Sekil 2).
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Sekil 2. Kerevit midesinde farkli mevsimlerdeki proteaz aktivitesi (U/mg protein)
Lipaz aktivitesi

Kerevit midesinde lipaz aktivitesi iizerine esey ve mevsim birlikte etkisi oldugu tespit
edilmistir (p<0,05). Kis mevsiminde eseyler arasindaki farkin istatistiksel olarak dnemli
(p<0,05), sonbahar ve yaz mevsimlerinde ise 6nemsiz oldugu tespit edilmistir (p>0,05).
Disilerde lipaz aktivitesi, kis ve yaz mevsimlerinde benzer (p>0,05), her iki mevsimde
sonbahar mevsiminden farklidir (p<0,05). Erkeklerde ise, mevsimler arasindaki farkin
istatistiksel olarak 6nemli oldugu tespit edilmistir (p<0,05).

Tablo 3. Kerevit midesindeki lipaz aktivitesinin esey ve mevsim gore degisimi
(Ort. + S.H.) (U/mg protein)

Esey/Mevsim Sonbahar Kis Yaz

Disi %0,013 + 0,0011* 0,007 + 0,0006° 0,003 + 0,0010°
Erkek %0,013 + 0,0035% 0,022 + 0,0026* 0,006 + 0,0006

Sagdaki harfler, ayn1 mevsimde esey ortalamalari arasindaki, soldaki harfler ayni eseyde mevsimlerin
ortalamalari arasindaki farklilig1 gostermektedir.
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Lipaz aktivitesi erkek kerevitlerde sonbahar mevsiminden kis mevsimine kadar artan
ve kis mevsiminden yaz mevsimine kadar azalan bir grafik olusturmus, disi bireylerde ise
sonbahar mevsiminden yaz mevsimine kadar azalan bir grafik olusmustur (Sekil 3).
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Sekil 3. Kerevit midesinde farkli mevsimlerdeki lipaz aktivitesi (U/mg protein)

TARTISMA ve SONUC

Mevcut sindirim enzimlerinin profili ve faaliyetleri basta olmak {iizere sindirim
sisteminde ortaya ¢ikan fizyolojik siiregler, tiirlerin genis besin ¢esitliliginden
faydalanmasini etkilemektedir. Farkli kabuklu tiirleri, farkli beslenme aligkanliklarina ve
yasam alanlarin1 yansitan bir dizi sindirim enzime sahiptir (Coccia vd., 2011). Bu
calismada tespit edilen a-amilaz, lipaz ve proteaz aktivitelerinin varhigi A. leptodactylus
tirliniin  genis yelpazede bir beslenme aligkanligina sahip oldugunu gostermektedir.
Bununla birlikte, U/mg protein cinsinden elde edilen spesifik aktivite degerlerindeki
yliksek proteaz aktivitesi tiirlin protein ihtiyaci yiiksek bir tiir oldugunu ortaya
koymaktadir. Buna paralel olarak, kerevitlerin besin ihtiyaglarinin belirlenmesine yonelik
yapilan ¢aligmalarda protein orani yiiksek yemlerin tercih edilmesi gerektigi soylenebilir.
Bir baska arastirmacida, kabuklularda birincil enerji kaynaginin protein oldugunu
savunmustur (New, 1976).

Caligmamiz bulgularindan elde edilen analiz sonuglarina gore, proteaz aktivitesinin
sonbahar ve kis mevsiminde eseyler arasinda istatistiksel olarak énemli farklilik gosterdigi
belirlenmistir. ~ Sonbaharda proteaz aktivitesinin disilerde (524,73 U/mg protein),
erkeklerden (306,34 U/mg protein) daha yiiksek oldugu bulunmustur. Bu durum, gonad
hiicrelerinin yapiminda, disilerin (hacim olarak daha fazla) erkek bireylere gore daha fazla
proteine ihtiya¢ duymalarindan kaynaklanabilir. Kis mevsiminde ise, proteaz aktivitesi
erkek bireylerde (377,91 U/mg protein), disi bireylerden (265,39 U/mg protein) daha
yiiksek bulunmustur. Bunun sebebi yumurtal disilerin, kis mevsiminde sicakligm 10 °C
nin altina diigmedigi zamanlarda bile erkek bireyler kadar besin arama ve bulmada aktif
olmamasindan kaynaklanabilir. Reynolds ve Souty-Grosset (2011)’de yumurtali disi
kerevitlerin, erkek bireylerden ve yumurtasiz disilerden farkli olarak besin almadiklarini
belirtmistir. Bununla birlikte, ¢ok uzun kulugka siiresine (5-6ay ) sahip olan A.
leptodactylus tiirii yumurtali disileri i¢in bu kadar uzun siire besin almama durumu
olamayacagini, ancak erkekler kadar besin aramada aktif olmadiklarini diistinmekteyiz.
Hem disi hem erkek bireylerde yaz mevsiminde proteaz aktivitesi bakimindan farkliligin
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olmamasi ise, eseylerin bu mevsimde aktif beslenmeye baslamalarindan kaynakl olabilir.
Bununla birlikte, proteaz aktvitesinin yazdan bagslayarak sonbahara kadar en yiiksek
aktiviteye ulastigi, bunuda aktif beslenmenin ilkbahardan sonbahara (Alpbaz, 1993) kadar
yogun olmast ve bu dénemde yogunluklu olarak protein agirlikli beslendigini ve belki de
besin fazlaligmi yag ve glikojen seklinde kisin kullanmak icin depoladigini
gostermektedir.

Kis mevsiminde erkek bireylerde lipaz enzim aktivitesinin disi bireylere gére daha yiiksek
tespit edilmesinin nedeni erkeklerin azda olsa beslenme aktivitesi gostermesi, disilerin ise
yumurta tagimasi nedeniyle aktif beslenme hareketi gosterememesi olabilir (Reynolds ve
Souty-Grosset 2011). Genel olarak, mevcut ¢alismadaki lipaz aktivitesindeki ¢ok diisiik
degerler, A. leptodactylus tiiriniin dogal ortaminda yag orani yiiksek besinleri tercih
etmedigini ya da yagl besinlerle beslenemiyor oldugunu da diisiindiirmektedir. A.
leptodactylus tiiriinde Egirdir G6lii’nde yapilan ¢alismalarda tiiriin mide igeriginde tespit
edilen tlirler Uysal (2012)’de alglerden Ceratophyllum demersum, Elodea canadensis,
Epithemia sp., Cocconeis sp., Amphora sp., Synedra sp., Diatoma sp., Pinnularia sp.,
Cymbella sp , Navicula sp., Fragilaria sp., Gyrosigma sp., parazitlerden Nematoda’ya ait
Capillaria sp. ve baliklardan Aphanius anatoliae pullar1 belirlenmis Acar Kurt (2016)’ da
ise midyelerden Dreissena polymorpha, gastropodlardan Greacoanatolica lacustristurca
ve kerevitlerin kendi yumurtalar1 belirlenmistir. Bu tiirler {izerine yapilan biyokimyasal
analiz sonuglarina bakildiginda Dreissena polymorpha’ nin yag oraninin %8,4-12,2
(Nalepa vderleri 1993), tatlisu gastropodlarinda yapilan ¢alismada ise yag oranlarmin %3-
4 ( Adebayo-Tayo vd., 2011), alglerden Ceratophyllum demersum’ un %5.97 (FAO,
2016), Elodea canadensis’in % 1,4 (Dagaro vd., 2004) oraninda oldugu goriilmektedir.
Besinlere bakildiginda az yagli organizmalar oldugu dikkat ¢ekmektedir.

Johnston vd. (2004)’ de, dikenli 1stakoz (Jasus edwardsii) ile yaptiklar1 bir ¢alismada
siirekli ayn1 yem ile yemlenmis kiiltiir larvalarinda sabit bir spesifik enzim aktivitesi tespit
ederken, dogal ortamlardaki larvalarda (V-VI. dénem), besin ¢esitliligine bagli olarak
spesifik enzim aktivitelerinde farklilik gdzlendigini rapor etmislerdir.

Johnston vd. (2004)’nin yaptig1 calismada belirttigi iizere; dogal ortamdan avlanan
larvalarin V. ve VI. donemlerinde, proteaz ve amilaz aktivitesi kiiltlir ortamindaki
larvalarindan daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bunun aksine; lipaz aktivitesi ise kiiltiir
larvalarinda daha yiiksek tespit edilmistir. Buna benzer olarak, dogal ortamda yapilan bu
mevcut calismanin, amilaz ve proteaz aktiviteleri de, kiiltiir ortaminda yapilan ¢esitli
caligmalarla kiyaslandiginda (Figueiredo vd., 2001; Pavasovic vd., 2007; Figueiredo ve
Anderson, 2009; Sacristan vd., 2014) daha yiiksek oldugu goriilmiistiir, buna karsin lipaz
aktiviteleri kiiltlir ortamindaki ¢aligmalardan (Figueiredo vd., 2001) daha diisiik
bulunmaktadir. Bu durum muhtemelen dogal ortamda kerevitin besinlerini daha diisiik yag
oranina sahip besinler olustururken, kiiltiir ortaminda kullanilan yem igeriklerinin yag
oranlarinin yiiksek olmasindan kaynaklanabilir.

Literatiirde; kerevitleri konu edinen, sindirim enzimlerini arastirma c¢alismalarinda
mevsim ve esey faktorlerinin, sindirim enzimlerine olan etkilerinin birlikte
degerlendirildigi herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Sonug¢ olarak, kerevitlerin
sindirim enzimlerinin aktiviteleri iizerine yapilan c¢aligmalarin artirilmasi bu canlilarin
yetistiricilik ortamlarinda daha uygun besinlerle beslenilmelerinin belirlenmesi agisindan
onemli faydalar saglayacaktir. Ayrica ekonomik 6nem tasiyan A. leptodactylus tiiriinde
enzim aktiviteleri iizerine glinlimiize kadar herhangi bir ¢alismanin yapilmamis olmasi da
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oldukga dikkat cekicidir. Bu tiirin sindirim enzim aktiviteleri {izerinde yapilan
caligsmalarin artirilmasi, sindirim 6zelliklerinin daha iyi anlasilabilmesini saglayacaktir. Bu
nedenle, ileride yapilacak besleme denemeleri igin 6ncelikle tiiriin yavru dénemlerinde ve
Ozellikle fonksiyonel mide olusumu sirasinda, sindirim enzim aktivitelerindeki
degisimlerin arastirilmasi ve enzimatik profillerinin ortaya konmasi fayda saglayacaktir.
Ayrica, maksimum enzim aktivitesini belirleyebilmek icin; farkli pH, sicaklik ve
reaksiyon siirelerinde denemeler yapilmas: da 6nemli tasimaktadir. Bu konularda elde
edilecek bilgilerin  Kkerevitlerin yetistiricilik ¢alismalarinda; besin tercihleri ve
kompozisyonlar: ile sindirim yeteneklerinin belirlenmesinde katki saglayacagi
diistiniilmektedir.

Tesekkiir: Bu calismay: destekleyen Siileyman Demirel Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Yonetim Birimi’ne tesekkiir ederiz (Proje No: 4189-YL1-14).
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