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Ozet

Bu c¢alismanin amaci, Tirkiye'nin farkli cografi bolgelerinden elde edilmis olan Yersinia ruckeri izolatlarmin
tiplendirilmesinde farkli PCR tabanli DNA fingerprinting metotlarini degerlendirmektir. Gékkusag: alabaliklarindan izole
edilmig 18 Y. ruckeri izolati ERIC2 primerinin kullanildig1 enterobacterial repetitive intergenic consensus (ERIC)-PCR
metodu, P5, P6 ve M13 primerlerinin kullanildigi randomly amplified polymorphic (RAPD) DNA-PCR metodu ve (GTG)5
primerinin kullamldigi (GTG)5-PCR metodu ile karakterize edildi. Test edilen tiim primerlerin dogru bir analiz igin
kullanilabilir amplifikasyon triinii olusturdugu belirlendi. Kluster ve ayrim giicli analizi sonuglarina gore, Y. ruckeri'nin
molekiiler tiplendirmesi i¢in en uygun primerin ERIC2 primeri oldugu, bunu P5, P6, M13 ve (GTG)S primerinin takip ettigi
belirlendi. ERIC-PCR DNA fingerprinting metodunun Y. ruckeri’nin epidemiyolojik siirveyansinin belirlenmesinde giiglii bir
genotipik arag olarak disiiniilebilecegi sonucuna ulagilmustir.

Anahtar kelimeler: ERIC-PCR, (GTG)5-PCR, molekiiler tiplendirme, RAPD-PCR, Y. ruckeri
Comparative Analysis of PCR-Based DNA Fingerprinting Techniques in the Genotyping of Yersinia ruckeri Isolates
Abstract

The aim of the present study was to evaluate different PCR-based DNA fingerprinting techniques for typing Yersinia
ruckeri isolates from the different geographic region of Turkey. Eighteen Y. ruckeri isolates obtained from rainbow trout
were characterized by enterobacterial repetitive intergenic consensus (ERIC)-PCR with ERIC2 primer, randomly amplified
polymorphic (RAPD) DNA-PCR with P5, P6 and M13 primer and (GTG)5-PCR with (GTG)5 primer. It was determined that
all the primers tested generated an appropriate pattern of amplified products suitable for accurate analysis. Based on the
results of cluster analysis and discriminant function analysis, ERIC2 primer was found to be the most suitable primer for
molecular typing of Y. ruckeri, followed by P5, P6, M13, and (GTG)5 primer. In conclusion, the ERIC-PCR DNA
fingerprinting method can be considered as a powerful genotypic tool for epidemiological surveillance of Y. ruckeri.

Keywords: ERIC-PCR, (GTG)5-PCR, molecular typing, RAPD-PCR, Y. ruckeri

GIRIS

Yersinia  ruckeri salmonid cinsi balik yetistiriciliginde Onemli ekonomik kayiplara yol agan
yersinyozis veya “enterik kirmizi agiz” (Enteric Red Mouth) olarak bilinen hastaliginin etiyolojik
ajanidir (Tobback vd., 2007). Hastalik ilk defa 1950'li yillarda Amerika'nin Idaho eyaletinin Hagerman
vadisindeki gokkusagi alabaligi ¢iftliklerinde yiiksek mortalite ile seyreden septisemik bir hastalik
olarak rapor edilmis ve 1966 yilinda Ross vd. tarafindan tam olarak tanimlanmistir (Horne ve Barnes,
1999). Hastalik etkeni Ewing vd. (1978), tarafindan ilk izolasyonu yapan Rucker'e ithafen Y. ruckeri
olarak isimlendirilmistir. Hastalik baslica salmonid cinsi baliklarda gériilmesine ragmen diger balik
tiirlerini de etkilemektedir (Horne ve Barnes, 1999). Giinliimiizde olduk¢a yaygin bir dagilima sahip
olan hastalik Kuzey Amerika, Avustralya, Giiney Afrika ve Avrupa’da goriilmiistiir (Tobback vd.,
2007). Tiirkiye'de ise Y. ruckeri ilk defa Izmir'de gokkusagi alabalik yetistiriciligi yapilan bir
isletmeden 1990 yilinda izole edilmistir (Cagirgan ve Yiireklitiirk, 1991).
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Bakteriler arasindaki klonal iliskinin ortaya konulmasiyla epidemik izolatlar, sporadik veya
endemik olanlardan ayrilmakta, salginla iliskili suslar belirlenmekte; salginin kapsami, kaynak ve
rezervuari hakkinda bilgiler edinilebilmektedir (Durmaz, 2008). Teorik olarak fenotipik ve genotipik
olarak iki ayri tiplendirme sistemi bulunmaktadir. Fenotipik tiplendirmede kullanilan gesitli besi
yerlerindeki koloni morfolojisi, biyokimyasal testler, seroloji, toksin duyarliligi, patojenite ve
antibiyotik duyarliligi gibi 6zellikler yakindan iliskili suslar arasinda ayrim yapmak icin yeterince
cesitlilik saglamamaktadirlar. Son zamanlarda, genetik yapisina gore bakteriyel suslarin ayirt edilmesi
olarak bilinen genotiplendirme, yiiksek ayrim giicii nedeniyle bakteriyel suslarin tiplendirilmesinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bir susun belirli bir genotiplendirme yontemiyle elde edilen genetik
profili, parmak izi kadar benzersiz olabilmektedir. Bu nedenle, genotiplendirme ayni zamanda DNA
parmak izi olarak adlandiriimaktadir (Li vd., 2009).

Mevcut bakteriyel tiplendirme metotlar;; DNA bant modeli, DNA dizi analizi ve DNA
hibridizasyon temelli metotlar olmak iizere i{i¢ ana kategori altinda siniflandirilabilir. DNA bant
modeline dayanan genotiplendirme metotlarin esasini genomik DNA'nin amplifikasyonu veya
restriksiyon enzimleri ile DNA'nin kesilmesiyle {iretilen DNA bantlarinin (fragmanlari) boyutlarindaki
farkliliklara gore incelenen suslarin ayirt edilmesi olusturur. Pulsed field gel electrophoresis (PFGE)
ve restriction fragment length polymorphism (RFLP) analizi restriksiyon enzimleri ile kesim esasina
dayanan tiplendirme yontemlerdir. Arbitrarily primed PCR (AP-PCR), repetitive extragenic
palindromic PCR (REP-PCR), multiple-locus variable number tandem repeat analizi ise DNA’nin
amplifikasyonuna dayali tiplendirme yontemleri i¢erisinde yer almaktadir (Li vd., 2009).

AP-PCR, bilinmeyen genomik boélgelerin rasgele primerler kullanilarak amplifiye edilmesine
dayanan PCR’in klasik bir varyasyonudur (Li vd., 2009). RAPD yontemi rastgele bir DNA
segmentinin rastlantisal olarak se¢ilmis bir niikleotid sekansi (primer) ile PCR ile amplifiye edilmesine
dayanmaktadir (Fidanboylu, 2010). Bu nedenle AP-PCR ayn1 zamanda RAPD-PCR olarak da
adlandirilmaktadir (Li vd., 2009). RAPD uygulamasinda 9-10 baz uzunlugunda kisa rastgele
sekanslart kullanilmaktadir. Bu rastgele primerler bolgelerinin sayisi ve konumu bakteriyel bir tiiriin
farkli suslarina gore degisiklik gostermektedir. Bu nedenle, amplifikasyon firiinlerinin agaroz jel
elektroforezi ile ayrilmasindan sonra bakteriyel bir sus igin karakteristigi olan bir bant modeli elde
edilir (Olive ve Bean, 1999).

Bakteriyel genomlar igerisinde dogal olarak bulunan bir dizi tekrarlayan DNA sekansi
bulunmaktadir. Bu sekanslar genom iizerinde ¢ok sayida kopya halinde dagilmis bir sekilde
yerlesmistir. Bu daginik tekrarlayan DNA elementlerinin fonksiyonlar1 hala bilinmemekle birlikte,
bunlarin varligi bakterilerin DNA parmak izlerinin ortaya konulmasi i¢in kullanigh parametrelerdir (Li
vd., 2009). Bu metotlarda kullanilan primerler tekrarlanan DNA dizilimlerinin komplementeridir ve bu
primerler kullanilarak, tekrarlar arasinda kalan DNA pargalarinin amlifikasyonu yapilmaktadir.
Tekrarlayan elementlerinin say1 ve yerlesimindeki farkliliklar, bakteriyel tiire 6zgii bant profilini
olusturmaktadir. Tekrarlanan dizilimlerin dort grubu tanimlanmistir. Bunlar: REP dizilimler, ERIC
dizilimler, BOX dizilimler ve politriniikleotid (GTG)5 dizilimlerdir. Bu tekrarlayan dizilimlere dayali
bes ayr1 (REP-PCR, ERIC1 PCR, ERIC2 PCR, BOX-PCR ve (GTG)5-PCR) rep-PCR uygulamasi
vardir ve bu yontemler degisik bakteri gruplarinin tiplendirilmesinde kullanilmaktadir (Durmaz,
2008). Bu tekrarlayan dizilimler igerisinde REP ve ERIC sekanslari tiplendirmede en yaygin
kullanilan dizilimlerdir. BOX elementlerinin REP ve ERIC dizilimleri ile sekans iliskisi
bulunmamaktadir (Olive ve Bean, 1999).

Bu calisma ile PCR tabanli farkli DNA fingerprinting metotlarimin Tiirkiye’nin degisik
bolgelerinden izole edilmis olan Y. ruckeri izolatlar1 arasindaki genetik iligkilerin belirlenmesindeki
etkinlikleri karsilastirilmali olarak ortaya konulmustur.

MATERYAL ve YONTEM

Bakteriyel izolatlar ve kiiltiir sartlar

Calismada, Tiirkiye’nin degisik bolgelerinden izole edilmis olan 18 adet Gokkusagi alabaligi
kokenli Y. ruckeri saha izolat1 kullanildi (Tablo 1). Calismadan Once gliserinli buyyon (%]15)
igerisinde -20 °C'de saklanan izolatlar Trypticase soy broth’a (Merck, Almanya) pasajlanarak 25 °C'de
24 saat inkiibe edilerek canlandirildi.
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Tablo 1. Caligmada kullanilan Y.ruckeri saha izolatlari, izolasyon yerleri ve tarihi

No  izolatlar izolasyon Yeri izolasyon Yih
1 Dersu BD Antalya Akdeniz 2017
2 Asagi Gokdere BD Isparta Akdeniz 2015
3 15SA Isparta Akdeniz ?
4 17 SA Isparta Akdeniz 1998
5 27 SA Bolu Karadeniz 1997
6 Y1EO Samsun Karadeniz 2007
7 Y2 EO Samsun Karadeniz 2007
8 Y3 EO Samsun Karadeniz 2007
9 Y4 EO Samsun Karadeniz 2007
10 YK BD [zmir Ege 2015
11 18/1 SA Denizli Ege 1991
12 18/2 SA Denizli Ege 1995
13 28 SA Manisa Ege 1998
14 35 SA Denizli Ege 1996
15 35/1 SA Denizli Ege 1996
16 36 SA Yalova Marmara 1998
17 5SA Adapazari Marmara 1996
18 6 SA Kirikkale I¢ Anadolu 1997

izolatlarin DNA ekstraksiyonu

Izolatlarin DNA ekstraksiyonlar1 prensibi spin kolon ile filtrasyon esasmna dayanan ticari DNA
ekstraksiyon kiti (Invitrogen, Kanada) kullanilarak yapildi. Elde edilen DNA’larin konsantrasyonlari
Nanodrop (Thermo) ile 260 nm’de &lgiildii. izolatlara ait DNA konsantrasyonlar1 genotiplendirme
calismalarinda kullanilmak {izere 15 ng/pl olacak sekilde ayarlandi. Sonrasinda DNA’lar PCR
calismalarinda hedef DNA olarak kullanilmak iizere -20°C’de sakland.

izolatlar arasi genetik iligkinin belirlenmesi

[zolatlar arasindaki genetik iliskinin belirlenmesinde 3 farkli PCR tabanli DNA fingerprinting
teknigi kullanildi. Bu metotlarda kullanilan primerlerin Y. ruckeri izolatlarinin genotiplendirilmesinde
kullanilabilirliginin degerlendirilmesi amaciyla oncelikle rastgele 7 izolat secildi ve asagida bildirilen
primerler ile reproducible (iiretken) bant verip vermedikleri belirlendi. Bu asamada secilen primer
vel/veya primerler diger izolatlarin genotiplendirilmesinde kullanildi. Her bir genotiplendirme
metodunda PCR karigimmin olusturulmasinda igeriginde 0,05 U/ul Tag DNA polymerase, reaction
buffer, 4 mM MgCl,, 0,4 mM her bir dNTP (dATP, dCTP, dGTP ve dTTP) bulunan 2xPCR master
mix (Thermo) kullanildi. Boylece herbir teknik i¢in tiim degiskenler sabitlendi. Her bir fingerprinting
teknigi i¢in 60 ng template DNA, 8 pmol primer (2 ul), 12,5 pul 2xPCR master mix ve distile sudan
olugan toplam 25 pul PCR reaksiyon karigimi hazirlandi. Sonraki amplifikasyon asamalari ise
aragtirmacilar tarafindan bildirilen kosullar veya modifikasyonlari kullanilarak gergeklestirildi.
Amplifikasyon sonrasi elde edilen {iiriinler etidium bromid (2pg/ml) igceren %1,5’luk agaroz jel
elektroforezi sonrasinda jel goriintiileme sisteminde goriintiilendi.

Olusan bant paternlerinin dendogramlart UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Averages) ile, CHEF-DR® III, Quantity One® yazilimi (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA) kullanilarak ¢izildi. Analizlerin tekrarlanabilirliginin belirlenmesi amaciyla rastgele 7 izolat
secildi ve analizler arka arkaya 3 kez tekrarlandi. Izolatlar arasindaki genetik yakinlik % 90 benzerlik
katsayisina gore hesaplandi.

Y.ruckeri izolatlarinin genotiplendirilmesinde kullanilan PCR tabanli DNA fingerprinting teknikleri
ve bu tekniklerde kullanilan primerler asagida verildi.
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RAPD-PCR: Bu metotda random primer olarak M13 (GAG GGT GGC GGT TCT), P5 (AAC
GCG CAA C) ve P6 (CCC GTC AGC A) primerleri kullanildi (Grundmann vd., 1997: Mancuso vd.,
2007).

M13 primerinin kullanildigi RAPD-PCR’da olusturulan PCR karigimi 94°C‘de 5 dk on
denatiirasyon ve sonrasinda 94°C*de 1 dk denatiirasyon, 50°C‘de 1 dk primer baglanma, 72°C‘de 2dk
uzama olmak tizere 35 siklus ve 72°C*‘de 10 dk son uzama kosullarinda amplifikasyon islemine tabi
tutuldu.

P5 ve P6 primerinin kullanildigi RAPD-PCR’da olusturulan PCR karisimi 95°C‘de 5 dk on
denatiirasyon ve sonrasinda 95°C*de 1 dk denatiirasyon, 35°C‘de 1 dk primer baglanma, 72°C*de 2dk
uzama olmak iizere 30 siklus ve 72°C‘de 10 dk son uzama kosullarinda amplifikasyon islemine tabi
tutuldu.

ERIC-PCR: Bu metoda ERIC-2 (AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G) primeri kullanild:
(Versalovic vd., 1991). ERIC2 primerinin kullanildigt ERIC-PCR’da olusturulan PCR karisimi
95°C*‘de 7 dk 6n denatiirasyon ve sonrasinda 94°C‘de 1 dk denatiirasyon, 52°C‘de 1 dk primer
baglanma, 65°C‘de 8 dk uzama olmak iizere 30 siklus ve 65°C‘de 16 dk son uzama kosullarinda
amplifikasyon islemine tabi tutuldu.

(GTG)5-PCR: Bu metoda (GTG)5 (5°-GTG GTG GTG GTG GTG-3’) primeri kullanildi (Huang
vd., 2013). (GTG)5 primerinin kullanildig1 (GTG)5-PCR’da olusturulan PCR karigimi 95°C‘de 7 dk
On denatiirasyon ve sonrasinda 94°C‘de 1 dk denatiirasyon, 52°C‘de 1 dk primer baglanma, 65°C*de 8
dk uzama olmak tizere 30 siklus ve 65°C*de 16 dk son uzama kosullarinda amplifikasyon islemine tabi
tutuldu.

BULGULAR
izolatlar arasi genetik iliskinin belirlenmesi

Y. ruckeri izolatlar1 arasindaki genetik iliskinin belirlenmesinde PCR tabanli DNA fingerprinting
metotlarinda kullanilan primerlerin rastgele secilen 7 izolatinin kullanildigi 6n denemede iiretken bant
paterni verdigi saptandi. Sonraki asamada ise denemeler biitiin izolatlar kullanilarak tekrar edildi.
Testlerinin tekrarlanabilirligi % 100 olarak belirlendi.

RAPD-PCR: Y. ruckeri izolatlarinin M13 primeri ile % 90 benzerlik katsayisina gore bir tekli
(unique) tip ve 3 kiime igerisinde olmak tizere toplam 4 farkli genotip (M1, M2, M3 ve M4) igerisinde
gruplandigi belirlendi. Bu genotiplerin sirasiyla 3, 5, 1 ve 9 izolat i¢erdigi, M4 no’lu genotipin baskin
genotip oldugu saptandi (Sekil 1). Testin ayrim giici (Discriminatory Power) 0,6797 olarak
hesaplandi.

Y. ruckeri izolatlarinin P5 primeri ile % 90 benzerlik katsayisina gore bir tekli (unique) tip ve 5
kiime igerisinde olmak iizere 6 genotip (P5a, P5b, P5c, P5d, P5e ve P5f) igerisinde gruplandigi
belirlendi. P5d no’lu genotipin igerdigi 6 izolat ile baskin genotip oldugu saptandi (Sekil 2). Testin
ayrim giicii 0,817 olarak hesaplandi.

Y. ruckeri izolatlarinin P6 primeri ile % 90 benzerlik katsayisina gore bir tekli (unique) tip ve 4
kiime igerisinde olmak {izere toplam 5 genotip (P6a, P6b, P6c, P6d ve P6e) igerisinde gruplandig
belirlendi. P6e no’lu genotipin igerdigi 7 izolat ile baskin genotip oldugu saptandi (Sekil 3). Testin
ayrim giicii 0,7516 olarak hesaplandi.
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Sekil 1. Y. ruckeri izolatlarinin M13 primeri ile sergiledikleri RAPD bant profilleri ve genotiplerinin
filogenetik agagta gosterilmesi.
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Sekil 2. Y. ruckeri izolatlarinin P5 primeri ile sergiledikleri RAPD bant profilleri ve genotiplerinin
filogenetik agagta gosterilmesi.
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Sekil 3. Y. ruckeri izolatlarinin P6 primeri ile sergiledikleri RAPD bant profilleri ve genotiplerinin
filogenetik agacta gosterilmesi.

ERIC-PCR: Y. ruckeri izolatlarmin ERIC2 primeri ile % 90 benzerlik katsayisina gére bes tekli
(unique) tip ve 4 kiime igerisinde olmak {izere toplam 9 genotip (E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7, E8 ve
E9) igerisinde gruplandigi belirlendi. E9 no’lu genotipin icerdigi 5 izolat ile baskin genotip oldugu
saptand1 (Sekil 4). Testin ayrim giicii 0,8824 olarak hesaplandi.
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Sekil 4. Y. ruckeri izolatlarinin ERIC2 primeri ile sergiledikleri ERIC-PCR bant profilleri ve genotiplerinin
filogenetik agagta gosterilmesi.
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(GTG)5-PCR: Y. ruckeri izolatlarinin (GTG)5 primeri ile % 90 benzerlik katsayisina gore 2
genotip (G1 ve G2) igerisinde gruplandigi belirlendi. G2 no’lu genotipin igerdigi 16 izolat ile baskin
genotip oldugu saptandi (Sekil 5). Testin ayrim giicti 0,2092 olarak hesaplandi.
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Sekil 5. Y. ruckeri izolatlarinin GTGS primeri ile sergiledikleri (GTG)5-PCR bant profilleri ve genotiplerinin
filogenetik agagta gosterilmesi.

TARTISMA ve SONUC

Yersiniozis veya “Enteric Red Mouth Disease-Enterik Kirmizi Agiz Hastaligi” olarak bilinen
hastalik, hem tatli su hem de deniz salmonidlerinde ciddi ekonomik kayiplara neden olan 6nemli
bakteriyel hastaliklardan biridir (Kumar vd., 2015). Hastalik iilkemiz de kiiltiirii yaygin bir sekilde
yapilan gokkusag alabaliklarinda yaygin olarak gériilmektedir (Oztiirk ve Altinok, 2014).

Farkli cografik yerleskelerden ya da balik tiirlerinden izole edilmis olan bakteriyel patojenlerin
karakterizasyonu igin, tiir igcinde gilivenilir markirlar bulmak amaciyla ¢ok cesitli tiplendirme
yontemleri kullamilnustir. Onceleri izolatlarin biyokimyasal ve serolojik test sonuglarm igeren
fenotipik 6zelliklerine dayanilarak yapilan tiplendirme ¢alismalar: (Davies ve Frerichs, 1989; Romalde
vd., 1993), ilerleyen yillarda yerini molekiiler yontemlerin 6n plana ¢iktigi ¢alismalara birakmustir.
Fenotipik metotlara oranla genotipik metotlar ile daha giivenilir sonuglar elde edilmesi bu metotlarin
kullanimini arttiran baslica faktor olarak degerlendirilebilir. Bununla birlikte bu metotlarin en 6nemli
avantajlan standardize edildikleri zaman stabil karakter gdstermeleri, izolatlarin tiim farkli polimorfik
ozelliklerini ortaya koyabilmeleri yani giiglii ayrim yetenegine sahip olmalari, benzer reagenler, aletler
ve prosediirler kullanilarak bakteri, viriis, mantar ve parazitler gibi oldukc¢a farkli mikroorganizma
tiirleri i¢in kullanilabilmeleri, ucuz, hizli, basit ve duyarli yontemler olmalaridir (Koksal, 1999).

Gilinimiize kadar Y. ruckeri izolatlarinin molekiiler olarak tiplendirilmesinde RAPD-PCR, ERIC-
PCR, (GTG)5-PCR, REP-PCR, MLST ve PFGE (Bastardo vd., 2011a; Bastardo vd., 2012; Altun vd.,
2013; Huang vd., 2013; Duman vd., 2017) gibi yontemler kullanilmistir. Arastirmacilar yapmis
olduklari ¢alismalarda kullandiklar1 yontemlerin Y. ruckeri izolatlarin tiplendirilmesindeki
kullanilabilirligini ve metotlarin ayrim giiglerini tekli veya kombine olarak degerlendirmislerdir. Bu
caligmada DNA amplifikasyonuna dayanan tiplendirme metotlarindan olan RAPD-PCR, ERIC-PCR
ve (GTG)5-PCR’1n izolatlarin tiplendirilmesinde kullanilabilirligi ve ayrim giigleri karsilastirilmali
olarak ortaya konulmustur.
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Tiirkiye’de Y. ruckeri izolatlarinin genotiplendirilmesinde arastirmacilarin genellikle, ERIC-PCR
metodunu ve ERIC2 primerini kullandiklar1 goriilmektedir. Onuk vd. (2011), 97 Y. ruckeri izolatini
ERIC2 primeri ile genotiplendirmisler ve % 75 benzerlik katsayisina gore izolatlar1 6 genotip
igerisinde simiflandirnuglardir.  izolatlarm % 59,8’inin baskin genotip igerisinde dagildigin
saptamiglardir. Arastirmacilar genel olarak Tirkiye’nin farkli bolgelerden elde edilen izolatlarin biitiin
genotipler igerisine dagildigini ortaya koymus ve bu durumun balik transferinin yaygin olarak
yapildiginin gostergesi oldugunu belirtmiglerdir. Altun vd. (2013), 15 Y. ruckeri saha izolat1 ve 2
referans susu inceledikleri ¢calismalarinda ERIC2 primeri ile % 70 benzerlik katsayisina gore izolatlari
2 ayn kiime icerisinde gruplandirmis, kiimelerden birincisinin 2 genotip, ikincisinin ise 3 genotip
icerdigini saptamiglardir. Predominant genotipin 5 izolat (% 29,4) igerdigi belirlenmistir. EK olarak
izolatlarin cografik orjinlerine gére herhangi bir genogrup icesinde gruplanmadigini ortaya
koymuslardir. Bu ¢alismada da benzer sekilde genotipler arasinda cografik orjinlere gore herhangi bir
smiflandirma yapilamamistir. Duman vd. (2017), ise Tirkiye kokenli 136 Y. ruckeri izolati ERIC2
primeri ile % 72 benzerlik katsayisina gore 4 genogruba ayirmislar ve izolatlarin izolasyon yillarina
gore farkli genogruplara dahil olduklarini ortaya koymuslardir. Ege bdlgesinden 2013 yilinda izole
edilen izolatlarin diger izolatlara % 54 oraninda benzerlik gosterdigini, 124 adet izolatin % 90
oraninda benzerlik gosterdiklerini, yine 2013 ve 2014 yilinda elde edilen izolatlarin bilyiik oranda
heterojen yapida olduklarini, 2015 yilinda elde edilen izolatlarin ise daha homojen bir yapiya sahip
olduklarini ortaya koymuslardir.

ERIC-PCR’dan farkli olarak Tiirkiye’de RAPD-PCR metodunun kullanildig1 baska bir galigma
Ozer vd. (2008), tarafindan yapilmustir. Arastirmacilar Mersin IlI’inden izole ettikleri 24 Y. ruckeri
izolatim1 M13 primeri ile genotiplendirmislerdir. Sonu¢ olarak izolatlarin1 tamaminin ayni genetik
profile sahip olduklarin1 ortaya koymuslar ve bu metodun Y. ruckeri izolatlarimin genetik
karakterizasyonunda olduk¢a kullanilabilir oldugunu ve laboratuvar sartlarina kolayca adapte
edilebilecegini bildirmislerdir. Bu c¢alismada da benzer sekilde M13 primeri ile analiz edilen
izolatlarin 15’inin yiiksek diizeyde (% 88 ve iizeri) benzer oldugu belirlenmistir. Ug izolatm ise (3, 5
ve 11 nolu) farkli bir kiimede yer aldig1 belirlenmistir.

RAPD-PCR’da P5 ve P6 primerleri kullanilarak Y. ruckeri izolatlarimin genotiplendirildigi bir
caligmaya rastlanmamustir. Ancak farkli balik patojenlerinde bu primerler kullanilarak izolatlar arasi
genetik iliskiler ortaya konulmustur. Bu c¢alismalardan bir tanesinde P5 ve P6 primerleri ile
Tenacibaculum maritimum izolatlar1 genotiplendirilmistir. Calismada P5 primeri ile bazi izolatlarda
amplifikasyon iriinii elde edilememistir. Dolayisiyla bu bakterilerin tiplendirilmesinde P5 primeri
kullanilamayacagi ortaya konulmustur. P6 primeri ile ise izolatlarin konakgi spesifitesine gore
kiimelere ayrildigi belirlenmistir (Avendano-Herrera vd., 2004). Diger bir ¢alismada ise P5 ve P6
primerlerinin Photobacterium damselae ssp. piscicida izolatlariin tiplendirilmesinde kullanilabilir
oldugu belirlenmis ve her iki primer ile yapilan gruplandirmada gruplar arasinda yaklasik ayni
benzerlik katsayisi elde edilmistir (Mancuso vd., 2007). Foschino vd. (2008), Lactococcus garvieae
izolatlar1 arasindaki genetik iliskiyi belirlemede M13 ve PS5 primerlerini kullanmiglardir. M13
primerinin en iyi ayirim giiciine sahip oldugunu belirlemislerdir. Bu ¢alismada kullanilan P5 ve P6
primerlerinin her ikisi ile de izolatlarin yeterli diizeyde amplifikasyon iriinii verdigi, dolayisiyla her
iki primerin Y. ruckeri izolatlarinin genotiplendirilmesinde kullanilabilir oldugu ortaya konulmustur.
PS5 primerinin ayrim giiciiniin (0,817), P6 primerinden yiiksek oldugu belirlenmistir.

Asilanmus  baliklarda goriilen salginlardan izole edilen Y. ruckeri izolatlar1 arasindaki
epidemiyolojik iliskilerin farkli fenotipik ve molekiiler tiplendirme metotlarin kombine edilerek
kullanildigr bir polifazik ¢aligmada, izolatlar ERIC-PCR ve REP-PCR metotlar: ile karsilagtirmali
olarak genotiplendirilmistir. Elde edilen amplifikasyon sonuglari her iki yontemin de Y. ruckeri
izolatlarin1 ayirt etmede basarili oldugunu ortaya koymustur. Bununla birlikte ERIC-PCR’in REP-
PCR’a oranla ayrim giiciiniin daha yiiksek oldugu ve Y. ruckeri izolatlarin1 daha iyi ayirt ettigi
belirlenmistir (Bastardo vd., 2012). Sili ve Peru kokenli Y. ruckeri izolatlarinin karakterize edildigi
caligmalarda da ERIC-PCR’m REP-PCR’a oranla daha yiiksek ayrim giiciine sahip oldugu ortaya
konulmustur (Bastardo vd., 2011a; Bastardo vd., 2011b). Benzer sekilde bu ¢alismada da DNA’nin
amplifikasyonuna dayanan tiplendirme metotlariin karsilastirilmasi sonucu ayrim giicii en yiiksek
olan metodun ERIC-PCR oldugu ve bu metodun hastaligin epidemiyolojisinde kullanilabilecegi
belirlenmistir.
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Farkli tiplendirme metotlarnin karsilastirilmali olarak degerlendirildigi ¢alismada Huang vd.
(2013), Almanya kokenli 83 Y. ruckeri izolatin1 karakterize etmislerdir. Bu amagla izolatlarin
genotiplendirilmesinde (GTG)5-PCR, BOX-PCR, ERIC-PCR, REP-PCR ve PFGE metodunu
kullanmislardir. izolatlar REP-PCR ile iki, ERIC-PCR ile bes, (GTG)5-PCR ile dért ve BOX-PCR ile
ti¢ farkli kiime igerisinde gruplandirilmistir. PFGE metodu ile ise 17 farkli pulsetip elde edilmistir.
Calismada REP-PCR’1n 0.048 ile en diisiik ayrim giiciine sahip oldugu yani test popiilasyonundan
rastgele segilen iki izolatimin farkli bir REP-PCR paterni gosterme olasiliginin % 4,8 oldugu
belirlenmistir. REP-PCR metodunu sirasiyla BOX-PCR (0,071), (GTG)5-PCR (0,095) ve ERIC-
PCR’1in (0,140) takip ettigi belirlenmistir (Huang vd., 2013). Bu ¢alismada ise farkli olarak
degerlendirilen tiplendirme metotlar1 arasinda en diisiikk ayrim giicline (GTG)5-PCR’1n sahip oldugu
belirlenmistir.  Bu  sonu¢ Y. ruckeri izolatlarimin tiplendirilmesinde (GTG)5-PCR’mn
kullanilabilirliginin diistik oldugunu gdstermistir.

Bu calismada iilkemiz su {iriinleri yetistiriciligi sektoriinde yaygin olarak goriilen ve ekonomik
olarak o6nemli kayiplara neden olan Y. ruckeri izolatlarmim genotiplendirilmesinde DNA
amplifikasyonuna dayanan farkli tiplendirme metotlar1 karsilastirmali olarak degerlendirilmistir. Bu
metotlar icerisinde ERIC-PCR ayrim giicii en yiiksek metot olarak bulunmustur. RAPD-PCR’da P5 ve
P6 primerleri ilk kez kullanilmis olup, her iki primerin Y. ruckeri izolatlar1 ile amplifikasyon {irtinii
verdigi belirlenmistir. (GTG)S-PCR’in ise en diisiikk ayrim giiciine sahip oldugu ve Y. ruckeri
izolatlarinin genotiplendirilmesinde tercih edilmemesi gerektigi sonucuna varilmistir. Bununla birlikte
calismada test edilen izolatlarin genetik olarak homojen bir yapida oldugu belirlenmistir.

Molekiiler tiplendirme metotlarmin epidemiyolojiye uyarlanmasi ve bakteriler arasindaki klonal
iligkilerin detayli olarak ortaya konulmasi ile hastaliklarin kapsami, kaynagi ve rezervuart hakkinda
bilgiler edinilebilmektedir. Bu bilgiler 1s18inda hastalikla miicadelede etkin stratejiler
gelistirilebilmektedir. Ulkemiz su iiriinleri sektoriinde hastaliklarin kontrol altina alinmasinda bu tarz
caligmalarin bolgesel olarak yaygin bir sekilde devam etmesi ve ulusal veribankalar1 olusturulmasi
gerekmektedir.

Tesekkiir: Bu calisma, yiiksek lisans tezinden 6zetlenmis ve Ondokuz Mayis Universitesi tarafindan
PYO.VET.1904.18.012 proje numarasi ile desteklenmistir.
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Ozet

Bu calismada, Ulva lactuca ekstraktlarinin Gram pozitif (Staphylococus aureus ve Bacillus cereus) ve Gram negatif
(Escherichia coli, Eschericha coli O157:H7, Salmonella enteritidis, Vibrio parahaemolyticus, Aeromonas hydrophila)
bakterilere karsi antibakteriyal aktivitesinin belirlenmesi amaglanmigtir. Bu amagla, U. lactuca, aseton, etanol, metanol,
hekzan, kloroform ve distile su gibi farkl ¢oziiciiler ile ekstrakte edilmistir. Antibakteriyal aktivitenin belirlenmesi amaciyla
disk diffuzyon metodu kullanilmistir. Arastirma sonunda, en yiiksek antibakteriyal aktivite etanol ekstresinde saptanmustir.
Gram pozitif bakterilerin Gram negatif bakterilere kiyasla daha duyarli oldugu belirlenmistir. En yiiksek inhibisyon zonu S.
aureus (26 mm) ve B. cereus’ta (21 mm) tespit edilmistir. Kloroform ekstresinin E. coli ve A. hydrophila’ya, hekzan
ekstresinin ise S. enteritidis’e kars1 yiiksek diizeyde antibakteriyal etki gosterdigi tespit edilmistir. Aseton ve su ekstrelerinin
ise test edilen bakteri tiirlerine karsi etkili olmadigi saptanmustir. Bu bulgular, U. lactuca’nin etanol ekstresinin, gida ve
farmasotik endiistrisinde dogal koruyucu madde olarak kullanilma potansiyeline sahip oldugunu gostermistir

Anahtar kelimeler: Antibakteriyal aktivite, alg ekstrakti, disk diflizyon yontemi, Ulva lactuca
Antibacterial Activity of Ulva lactuca Extracts Prepared with Different Solvents
Abstract

In this study it was aimed to determine the antibacterial activity of Ulva lactuca extracts against Gram positive
(Staphylococus aureus ve Bacillus cereus) and Gram negative (Escherichia coli, Escherichia coli 0157:H7, Salmonella
enteritidis, Vibrio parahaemolyticus, Aeromonas hydrophila) bacteria. For this purpose, U. lactuca was extracted with
different solvents such as acetone, ethanol, methanol, hexane, chlorofom and distilled water. Disc diffusion method was used
to determine antibacterial activity. At the end of the study, the highest antibacterial activity was determined in the ethanol
extract. Gram positive bacteria were found to be more sensitive than Gram negative bacteria. The highest inhibition zone was
determined in S. aureus (26 mm) and B. cereus (21 mm). Chloroform extract was found to exhibit strong antibacterial
activity against E. coli and A. hydrophila. However, antibacterial activity against S. enteritidis was detected in hexane extract.
Acetone and water extracts were not effective against bacterial species tested. These findings show that the ethanol extract of
U. lactuca has the potential to be used as a natural preservative in food and pharmaceutical industry.

Keywords: Antibacterial activity, algae extract, disc diffusion method, Ulva lactuca

GIRIS

Cok hiicreli dkaryotik organizmalardan olan makro algler veya daha yaygin olarak bilinen yosunlar
denizel ekosistemin ¢ok 6nemli bir bolimiinii olustururlar (Pramitha ve Lipton, 2014; Dhanya vd.,
2016; Chingizova vd., 2017). Deniz yosunlari, dogada en hizli biiyiiyen bitki organizmalaridir. Ilag,
kozmetik, gida ve hayvan yemi gibi sektorlerde uygulama alani bulabilen ve biyolojik olarak aktif
bilesikler liretme kabiliyetine sahip canlilardir (Yu-Qing vd., 2016; Akbary ve Aminikhoei, 2018).
Diinyada iiretilen deniz yosunlarmnin % 50’si gida sanayinde, % 40’1 ilag-kozmetik sanayinde ve %
10’u diger alanlarda degerlendirilmektedir (Cebi vd., 2016). Bugiine kadar, farkli biyolojik aktivitelere
sahip, kimyasal olarak essiz deniz kokenli bir¢ok bilesik izole edilmis ve bunlarin bazilar1 yeni
farmasétikleri gelistirmek igin 6ncili molekiiller olarak kullanilmigtir (Rangaiaha vd., 2010).
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Deniz yosunlar1 hayat kurtarici ilaglarin en 6nemli kaynagidir ve geleneksel olarak hiperlipidemi,
giines carpmasi ve birgok idrar yolu hastaligimin tedavisi i¢in uzun yillardir kullanilmaktadir
(Umapoorani vd., 2016; Yu-Qing, 2018). Deniz yosunlari, genel olarak, Rhodophyceae (kirmizi
algler), Phaeophyceae (kahverengi algler) ve Chlorophyceae (yesil algler) olmak iizere ii¢ ana gruba
ayrilirlar (Pushparaj vd., 2014). Ulva lactuca, iilkemizde, Ege Denizi (Candarh Kérfezi, Izmir Kérfezi
ve Midilli Adas1), Marmara Denizi ve Karadeniz’de yayilis gosteren ve yiiksek biyomaslara ulasan bir
Chlorophyceae iiyesidir (Durmaz vd., 2008; Aktar, 2012). Deniz marulu olarak da isimlendirilen U.
lactuca, kiy1 alanlarmin litoral ve sublitoral bolgelerindeki diger algler ve kayalar iizerinde kozmopolit
bir dagilim gostermektedir (Pushparaj vd., 2014; Yu-Qing vd., 2016). Ulva tiirleri, tadi, kimyasal
bilesimi ve kalitesi nedeniyle ticari {irlin olma potansiyeline sahiptir. Endiistriyel olarak 6nemli
biyopolimerlerin iyi bilinen kaynaklaridir ve bunlarin organik ekstraktlarinin, kanser hiicresi soylari,
antibakteriyal, antifungal ve antioksidan aktivite gosterdigi belirlenmistir (Pushparaj vd., 2014; Godeh
vd., 2017). U. lactuca, alkaloid, flavonoid, tanen, steroid, saponin ve antrakinon gibi antibakteriyal
potansiyele sahip biyoaktif bilesikler icermektedir (Umapoorani vd., 2016; Godeh vd., 2017). Ayrica,
bilesiminde bulunan siilfatlanmig polisakKaritler, fenolikler, terpenoidler, laktonlar, sterol ve yag
asitlerinin antioksidan aktiviteden sorumlu oldugu bildirilmistir. Bu bilesiklerin antioksidan aktivitesi
temel olarak siiperoksit ve hidroksil radikallerine karsi temizleme aktivitesine, selatlama kabiliyetine,
tekli ve ti¢lii oksijeni sondiirme ve azaltma giicline baglanmaktadir (El-Baky vd., 2008; Alghazeer vd.,
2013).

U. lactuca, antiiilser, antikanser, antibakteriyal, antiviral, antifungal, antiprotozoal, antienflamatuar,
antioksidan, antikoagulan, antiperoksidatif, antihiperlipidemik, hepatoprotektif, hiperkolesterolemi ve
immiinostimulant etki gibi biyolojik aktivitelerine bagli olarak tipta yaygin olarak kullanilmaktadir
(Umapoorani vd., 2016). Su iriinleri ve diger hayvansal {iretim endiistrilerinde viicut kompozisyonu,
biiyiime performansi, yem degerlendirmesi ve sindirilebilirligi iizerine denemeler yapilmasina ragmen,
antimikrobiyel olarak kullanimina yonelik herhangi bir ¢aligmaya rastlanilmamistir (Yildirim vd.,
2009; Abudabos vd., 2013; EI-Waziry vd., 2015).

Gida kaynakli enfeksiyon ve intoksikasyonlarina neden olan c¢ok sayida bakteri bulunmakla
birlikte, en 6nemlileri Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus
cereus, Clostridium spp., Escherichia coli O157:H7, Shigella spp., Yersinia enterocolitica, Vibrio
spp., Brucella spp. ve Aeromonas spp. olarak bilinmektedir (Saglam ve Seker, 2016). Gida kaynakli
enfeksiyonlarin yaklagik iicte birinin bakteriyel etkenlerden meydana geldigi saptanmistir. Bu
etkenlerden Salmonella spp. ilk sirada yer alirken, S. aureus onu takip etmektedir (Cakici vd., 2015).
Salmonella cinsi, 2600 kadar farkli serotip igermesine ragmen, yalnizca 50 tanesi insanlarda patojenite
gostermektedir. Hastaliga neden olan serotiplerden en 6nemlileri S. enteritidis ve S. typhimurium’dur.
S. enteritidis, gida kaynakli gastroenteritlere ve en fazla 6liime neden olan gida patojenidir (Selamoglu
ve Halkman, 2017). S. aureus, deri enfeksiyonlari, pndmoni, endokardit, menenjit, septisemi ve toksik
sok sendromu gibi hayati tehdit eden hastaliklara neden olmaktadir (Atyah vd., 2010). E. coli
0157:H7, hemorajik kolitis ve hemolitik {iremik sendrom ve trombotik trombositopenik purpuraya yol
acmaktadir. V. parahaemolyticus, diyare, ishal, bas agrisi, kusma, bulanti, karin kramplar1 ve diigiik
ates ile karakterize akut gastroenterit gelisimine neden olmaktadir (Huang vd., 2018). B. cereus ise
kusma ve ishalle karakterize edilen gida zehirlenmelerinden sorumludur. Bu enfeksiyonlarin
tedavisinde antibiyotikler yaygin olarak kullanilmaktadir (Bhunia, 2018). Antibiyotikler, tiim diinyada
en ¢ok kullanilan ilaglarin baginda gelmektedir. Ozellikle gelismekte olan iilkelerde, toplam saglik
biitgesinin % 35'i antibiyotiklere harcanmaktadir. Ulkemizdeki ila¢ pazarmnin da yaklasik % 20'sini
antibiyotikler olusturmaktadir (Erol vd., 2004). Antibiyotiklerin asir1 ve bilingsiz kullanimu,
antibiyotige direngli bakteri suslarinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (Chingizova vd., 2017). Bu
direng, bakteriyel enfeksiyonlara yonelik morbidite, mortalite ve saglik bakim maliyetlerini arttiran
onemli bir faktor haline gelmistir (Raj vd., 2015; Deveau vd., 2016; Chingizova vd., 2017).

Diinya Saglik Orgiitii (WHO), diinya ¢apinda her yerde antibiyotik direncinin bulundugunu ve
miidahale olmaksizin diinyanin postantibiyotik bir doneme dogru ilerledigini bildirmistir (WHO,
2014). Bu nedenle antibiyotik kullaniminin kisitlanmasi veya kontrol edilmesi ile ilgili girisimler
agirlik kazanmigtir (Erol vd., 2004). Ayrica, farkli bir yapiya ve etki tarzina sahip yeni antibakteriyal
maddelerin kesfine yonelik ¢aligmalar 6nem kazanmaya baglamistir (Kim vd., 2007). Kara ve deniz
ekosistemleri potansiyel olarak zengin yeni antimikrobiyal kaynaklar igermektedir. Ancak, karasal
organizmalar, antibiyotik kapasiteleri igin yogun olarak tiiketilirken, denizel dogal {irtinlerinin
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antimikrobiyal olarak kullanimlar1 daha kisith diizeyde kalmistir. Kimyasal ilaclarin aksine, bitki ve
yosunlarin dogal kaynakli ve halk ilaglart olarak uzun siireli kullanimi nedeniyle toksik olmadigi
diistiniilmektedir (Dhanya vd., 2016; Chingizova vd., 2017). Yosunlardan elde edilen pek ¢ok madde
ilag ve farmakoterapide uzun yillardir kullanilmakta olup, izole edilen maddelerin antibakteriyal,
antifungal, antiviral ve antikanser aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir (Kim vd., 2007; Pushparaj vd.,
2014). Ogzellikle, deniz yosunlar1 antimikrobiyal 6zellikleri bakimindan degerlendirilmemis bitki
kaynaklar1 olarak dikkat ¢cekmektedir (Deveau vd., 2016).

Tiirkiye denizlerinde bulunan makro alglerin dagilimi, taksonomisi, kimyasal igerikleri, besin
degerleri ve antimikrobiyal aktivitesiyle ilgili ¢ok sayida ¢aligma mevcuttur (Cetingul ve Guner, 1996;
Dere vd., 2003; Taskin vd., 2006; Polat ve Ozogul, 2008). Ancak, U. lactuca tiiriine yonelik yapilmig
siirlt sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu galigsmada, farkli ¢oziiciiler (aseton, etanol, metanol, hekzan,
klorofom ve distile su) kullanilarak hazirlanan U. lactuca ekstraktlarinin gida patojenlerine (E. coli, E.
coli O157:H7, S. enteritidis, V. parahaemolyticus, A. hydrophila, S. aureus ve B. cereus) karsi
antibakteriyal aktivitesi disk difiizyon yontemi kullanilarak incelenmistir.

MATERYAL ve YONTEM
Test Mikroorganizmalari ve Besiyerleri

Denemede kullanilan Gram negatif (E. coli ATCC 25922, E. coli 0157:H7 KUEN 1461, S.
enteritidis ATCC 13076, V. parahaemolyticus ATCC 17802, A. hydrophila) ve Gram pozitif (S.
aureus ATCC 6538 ve B. cereus) bakteri tiirleri izmir Katip Celebi Universitesi Su iiriinleri Fakiiltesi
kiltiir koleksiyonundan temin edilmistir. Bakterilerin aktiflestirilmesi ve ekstraktlarin antibakteriyal
aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla Tryptic Soy Broth (TSB, Merck) ve Miiller Hilton Agar (MHA,
Merck) besiyerleri kullanilmistir.

Alg Ekstraktimin Hazirlanmasi

Bu calismada kullanilan U. lactuca alg tiirii, 2018 Haziran ayinda, Ege denizi, Giilliik Korfezi,
Kiyikislacik Mevkii sahil seridinden taze olarak toplanmistir. Toplanan numuneler, yabanci maddeleri
uzaklastirmak i¢in deniz suyu ile yikanmis ve plastik torbalarda laboratuvara getirilmistir. Musluk
suyuyla yikandiktan sonra kurutma firminda (50 °C) kurutulup toz haline getirilmistir. 20 g numune
200 ml ¢oziicii (aseton, etanol, metanol, hekzan, kloroform ve distile su) igerisine ilave edilmistir.
Daha sonra ¢alkalamali su banyosunda 50 °C'de 6 saat tutulduktan sonra filtre kagidi kullanilarak filtre
edilmistir. Filtrat iizerine ¢oziicii eklenerek ekstraksiyona devam edilmistir. Bu islem 4 kez tekrar
edilmistir. Elde edilen ¢ozeltideki ¢oziicii rotary evoparatér (50 °C) kullanilarak uzaklagtirilmis ve
freeze dryer kullanilarak liyofilize edilmistir. Bu sekilde hazirlanan ekstraktlar, % 10’luk dimetil
stilfoksit (DMSO)’de ¢ozdiiriilerek antibakteriyal aktivite denemelerinde kullanilmistir (Mammadov
vd., 2011).

Antibakteriyal Aktivitenin Belirlenmesi

Alg ekstraktlarinin antibakteriyal aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla disk difiizyon yontemi
(Kirby-Bauer yontemi) kullanilmistir (Bauer vd., 1966). Denemede kullanilan bakterilerin 24 saatlik
kiiltiirleri steril fizyolojik tuzlu su ile seyreltilerek 0.5 Mc Farland standart yogunluguna getirilmistir.
Bu sekilde hazirlanan bakteri inokulumlarindan 0,1 ml MHA igeren petri kutularina yayma plak
yontemine gore ekim yapilmustir. Steril bos diskler ekim yapilan petri kutularina yerlestirildikten sonra
alg ektrelerinden 15 ul inokiile edilerek emmesi i¢in bekletilmistir. inokiile edilen petri kutular1 37
°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda olusan zon gaplari olgiilerek
antibakteriyal aktivite belirlenmistir. Pozitif kontrol olarak ampisilin (AMP; 10 pg) diski
kullanilmigtir. Negatif kontrol olarak bos disklere %10’luk DMSO’dan 15 ul inokiile edilmistir.
Denemeler 2 tekerriir olarak gergeklestirilmigtir.

istatistik Analiz

Arastirmada elde edilen veriler ANOVA (varyans analizi) kullanilarak analiz edilmistir. Sonuglar
Duncan Coklu Karsilagtirma Testi ile degerlendirilmistir. Deneme gruplar1 arasinda fark olup
olmadigin test etmek icin SPSS paket programi kullanilmistir (IBM SPSS 2012).
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BULGULAR

Bu ¢alismada, distile su, aseton, metanol, etanol, kloroform ve hekzan gibi farkli polariteye sahip
coziiciilerle ekstrakte edilen U. lactuca’min gida patojenlerine karsi antibakteriyal aktivitesi
degerlendirilmis ve sonuglar Tablo 1’de verilmistir. Farkli ¢oziiciiler kullanilarak hazirlanan U.
lactuca ekstraktlarinin antibakteriyal etkisi bakteri tiirleri arasinda farklilik gostermistir. En yiiksek
antibakteriyal aktivite (26 mm), S. aureus’a karsi etanol ekstraktinda elde edilmistir. En diisiik
antibakteriyal aktivite (7 mm) ise V. parahaemolyticus’a karst metanol ekstraktinda saptanmustir.
Etanol ve metanol ekstraktlari, Gram pozitif bakterilere 6zellikle S. aureus’a spesifik goriinmektedir
(P<0,05). U. lactuca etanol ekstrakti, S. enteritidis diginda test edilen diger bakterilere karsi ampisilin
(AMP) ile ayn1 diizeyde antibakteriyal aktivite sergilemistir (P<0,05). Metanol ekstraktiyla yiiriitiilen
denemelerde ise, V. parahaemolyticus ve A. hydrophila’ya karsi tespit edilen inhibisyon zonunun
AMP’den daha yiiksek oldugu saptanmistir (P<0,05). Sonug¢ olarak, ¢oziiciilerin antibakteriyal
etkilerinin farkli oldugu, S. aureus ve B. cereus’da etanol, S. enteritis’de hekzan, E. coli’de etanol ve
kloroform ile A. hydrophila’da etanol, metanol ve kloroform ekstraktlariin etkili oldugu
belirlenmistir (P<0,05). Aseton ve su ekstrelerinin ise test edilen bakteri tiirlerine kars1 etkili olmadigi
tespit edilmistir (P>0,05). U. lactuca ekstrelerine karsi, Gram pozitif bakteriler, Gram negatif
bakterilere kiyasla daha duyarli bulunmustur.

Tablo 1. U. lactuca ekstraktlarinin antibakteriyal aktivitesi (mm)

Gram (-) Bakteriler Gram (+) Bakteriler
Ekstrakt E. coli E.coli 0157:H7 S. enteritidis :)/;?erxir?aemolyticus A. hydrophila  S.aureus  B. cereus
Metanol 00 81,480 10+£0,78 7+18 g 42 B2 2027 120,75
Etanol 18+£0,7% 100 §+0% 9+ 9+1C 260 210"
Kloroform 13 +0,9" 005 0+0°8 0+0°8° 10£14%  0x08 =0
Hekzan 00 0+0°¢ 12+ 04 00 00 g§+£28 0x0®
Aseton  0£0” 0+0%° 0+0"° 0£0"° 0+£0"° 0£0%  0x0*
Su 0£0”" 0+0%° 0+04° 0+£0"° 0+0" 0£0%  0+0”°
DMSO  0x0" 0+£0"° 0+04° 0+£0"° 0+£0"° 0£0%  0+0”°
AMP 14+0,7% 204147 16+0752% (0x0™ 00" 24+£0,7% 18+2A8CH

a, b, c(]); »® ™) Ayni veya ortak harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak 6nemli degildir (P>0,05)

TARTISMA ve SONUC

Son yillarda, antibiyotiklere direngli bakteri suslarindaki artis ve sentetik ilaclarm yiliksek maliyeti,
yeni ve dogal antimikrobiyel maddelere olan ilgiyi arttirmistir (Kavitha vd., 2017). Deniz yosunlari,
polisakkaritler, ¢coklu doymamis yag asitleri, karotenoidler ve fenolik bilesikler gibi antimikrobiyal
aktiviteye sahip farkli metabolitlere ve dogal biyoaktif bilesiklere sahiptir (Umapoorani vd., 2016;
Godeh vd., 2017). U. lactuca, patojenik mikroorganizmalari kontrol etmede giiglii bir kaynak olarak
degerlendirilmektedir (Yu-Qing vd., 2016; Godeh vd., 2017).

Bu caligmada tespit edildigi gibi, U. lactuca etanol ekstraktinin antibakteriyal aktiviteye sahip
oldugu farkli arastiricilar tarafindan da rapor edilmistir (Rangaiaha vd., 2010; Saritha vd., 2013;
Boisvert vd., 2015). U. lactuca’nin etanol ekstraktinin (500 ug/mL), E. coli, Micrococcus luteus ve
Brochothrix thermosphacta’nin gelisimini % 69,5; % 61,4 ve % 21,4 diizeyinde inhibe ettigi
belirtilmistir (Boisvert vd., 2015). Saritha vd. (2013), U. lactuca etanol ekstraktinin E. coli izerinde
antibakteriyal etkisinin oldugunu bulmustur. Rangaiaha vd., (2010), U. lactuca etanol ekstraktinda
maksimum inhibisyon oranin1 E. coli’de elde etmistir. Deniz yosunlarinin (Kappaphycus alvarezii ve
U. lactuca) aseton, kloroform, etanol, etil asetat ve metanol ekstresinin insan patojenlerine karsi
(Bacillus subtilis, S. aureus, Lactobacillus acidophilus, E. coli, Pseudomonas aeruginosa ve Proteus
mirabilis) antibakteriyal aktivitesi arastirilmig, en iyi aktivite, etanol ekstraktinda kaydedilmistir
(Pushparaj vd., 2014). Bu arastiricilar tarafindan da belirtildigi gibi, etanoliin diger ¢oziiciilere kiyasla
daha giiclii ekstraksiyon kapasitesine sahip oldugu ve daha fazla antibakteriyal bilesik (alkaloidler,
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steroidler, flavonoidler, ugucu yaglar, terpenoidler) aciga cikarttigi icin daha etkili oldugu
diistiniilmiistiir.

Bu ¢alismada, en yiiksek antibakteriyal aktivitenin etanol ekstraktindan elde edildigi, bunu metanol
ekstraktinin takip ettigi belirlenmistir. Godeh vd. (2017), Ulva tiirlerinin metanolik ekstraktlarmin S.
aureus, E, coli, P. mirabilis ve Klebsiella pnomoniye karst antibakteriyal aktivitesini
degerlendirmislerdir. Ozellikle ilkbahar ve yaz mevsimlerinde toplanan U. lactuca’nin metanolik
ekstraktlar1 S. aureus iizerinde maksimum inhibitor etkiye (20 mm) sahip bulunmustur. E. coli
tizerindeki inhibitor aktivitenin daha disiik (17-12 mm), P. mirabilis ve K. pneumonia iizerinde ise
etkili olmadig1 belirlenmistir (Godeh vd., 2017). Yesil (Cladophora glomerata, U. lactuca ve Ulva
reticulata), kirmizi (Gracilaria corticata ve Kappaphycus alvarezii) ve kahverengi (Sargassum
wightii) alg tiirlerinin su ve metanolik ekstraktlarinin Gram negatif (E. coli, P. aeruginosa, Salmonella
typhi) ve Gram pozitif bakterilere (Staphylococcus epidermis, Streptococcus pyogenes) karsi etkisinin
degerlendirildigi bir caligmada, metanol ekstraktlarinin su ekstraktindan daha yiiksek antibakteriyal
aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir (Mansuya vd., 2010). U. lactuca'nin etil asetat, metanol ve su
ekstresinin S. aureus ve E. coli’yi inhibe etme yeteneginin arastirildigi bir bagka caligmada, U.
lactuca'nin metanol ekstresi maksimum (15 mm) antibakteriyal aktiviteyi gostermistir (Kavitha vd.,
2017).

Kim vd., (2007) tarafindan, U. lactucamin etil-eter, etil asetat, hekzan ve su ekstrelerinin
antibakteriyal aktivitesi, Gram pozitif (B. subtilis, M. luteus, S. aureus), Gram-negatif (E. coli, E.
aerogenes, K. pneumonia, P. aeruginosa, S. typhimurium, V. parahaemolyticus) ve mantar (Candida
albicans) tiirlerine kars1 denenmistir. Inhibisyon zonlar1 sadece etil-eter fraksiyonunda gozlenmistir
(Kim vd., 2007). Tiiney vd. (2006) tarafindan da, 11 deniz alginden elde edilen metanol, aseton, dietil
eter ve etanol ekstraktinda en yiiksek antimikrobiyal aktivite dietil eter kullaniminda gerceklesmistir
(Tiney vd., 2006). Deniz suyu ve vyapay deniz suyunda iretilen U. lactuca’nin
dichloromethane/methanol ekstrakti B. subtilis, B. cereus, S. aureus, M. luteus, K. pneumoniae,
Serralia marcescencs’e karsi antibakteriyal etki gostermesine ragmen ticari ilaglar kadar etkili
bulunmamustir (EI-Baky vd., 2008). Baska bir ¢alismada, U. lactuca, U. fasciata, U. reticulata’nin
farkli g¢oziiciilerle (kloroform, etil asetat, aseton ve metanol) hazirlanan ekstraktlar1 Enterococcus
faecalis’in farkli suslarina karsi test edilmistir. En diisiik zon g¢apt metanol ekstraktindan elde
edilmistir. Buna karsin, etil asetat ekstreleri, diger solventlere kiyasla daha yiiksek antibakteriyal
aktivite gostermistir (Chandrasekaran vd., 2014). Kosanic vd. (2015) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada
ise U. lactuca’nin aseton ekstraktinin  MIC degerlerinin E. coli, S. aureus ve B. subtilis’te sirasiyla
2,5, 0,625 ve 0,312 mg/mL olarak tespit edilmistir. Ancak, antibakteriyal aktivite standart
antibiyotiklere kiyasla daha zayif bulunmustur. Yapilan bu arastirmalarda, antibakteriyal aktivitenin
ekstraksiyon yoOntemine ve ekstraksiyonda kullanilan ¢oziicliniin tiirline baghi olarak degisim
gosterdigi rapor edilmistir (Tiiney vd., 2006; Kolsi vd., 2015).

Vallinayagam vd. (2009) yapmis oldugu bir ¢aligmada, U. lactuca’nin kloroform ekstraktinin, S.
aureus (2,1 mm), Shigella bodii (1,36 mm), P. aeruginosa (1,23 mm) ve Shigella dysentriae’ye
(2,56 mm) kars1 inhibitor etkiye sahipken, Salmonella paratyphi, Vibrio cholera ve K. pneumonia
iizerinde etkili olmadig1 bulunmustur. Tarafimizca yiiriitiilen bu ¢alisma da ise, kloroform ekstraktinin
yalnizca Gram negatif bakterilerden E. coli ve A. hydrophila iizerinde inhibit6r etki gosterdigi tespit
edilmistir. Bakteri tiirleri arasindaki farkliligin Vallinayagam vd. (2009) tarafindan da ifade edildigi
gibi direng¢ mekanizmalarindan kaynaklandigi diisliniilmiistiir. Bakteri tiirleri, i¢ ve dis membran
permeabilitesinde degisiklik meydana getirerek, antimikrobiyel maddeyi enzimlerle inaktive ederek,
kimyasalin baglandig1 reseptor bolgede degisiklik olusturarak antimikrobiyel maddelere karsi daha
direncli hale gelmektedir (Yiice, 2001).

U. lactuca, mikroorganizmalar iizerinde etkili olan antimikrobiyal aktiviteden sorumlu alkaloid,
flavonoid, tanen, steroid, saponin ve antrakinonlari icermektedir. (Umapoorani vd., 2016; Godeh vd.,
2017). Bu c¢aligmada, U. lactuca ekstraktlarinin Gram pozitif bakteriler {izerinde daha giiglii
antibakteriyal etki olusturdugu belirlenmistir. Farkli arastiricilar tarafindan da benzer sonuglara
ulagilmustir (Tiiney vd., 2006; Kolsi vd., 2015; Raj vd., 2015; Chingizova vd., 2017). Gram pozitif ve
Gram negatif bakterilerin hiicre duvari yapisi ve gecirgenliginin farkli olmasi duyarlhiliklarinin da
farkli olmasina neden olmaktadir (Kosanic vd., 2015). Gram negatif bakterilerde, dis zar antibiyotikler
de dahil olmak iizere birgok maddeye engel olusturmaktadir (Raj vd., 2015). Gram-negatif bakteriler,
lipopolisakkarit bilesenlerini tasiyan bir dig fosfolipidik membrana sahiptir. Bu yapi, hiicre duvarim

276



OZTURK ve HAMZACEBI 2019 ActAquaTr 15(3), 272-279

lipofilik ¢oziiciilere gegirimsiz kilarken, porinler hidrofilik ¢dziicii i¢in segici bir engel olusturur. Gram
pozitif bakteriler ise, yalnizca, etkili bir ge¢irgenlik engeli olmayan dis peptidoglikan katmana sahiptir
(Arias vd., 2004; Kosanic vd., 2015).

Deniz yosunlarinin antimikrobiyal aktivitesinin cografi kosullar ve mevsimsel degisikliklere bagh
olarak degisim gosterdigi bildirilmistir (Deveau vd., 2016). Elde ettigimiz sonuglarin Onceki
calismalardan farkli olmasi, alg hasadinin yapildigi boélge ve mevsimin farkli olmasina, aktif
metabolitleri elde etmek i¢in kullanilan ekstraksiyon yontemine ve kullanilan hedef bakteri suslarinin
duyarliliklarindaki farkliliga baglanmistir. Antibakteriyal aktiviteye iligkin yapilan bu caligmada, U.
lactuca ekstraktlarinin test edilen bakterilere karsi etkili oldugu, bu etkinin 6zellikle Gram pozitif
patojenlere karsi daha yiiksek oldugu saptanmustir. Antibakteriyal aktivitede en etkili ekstraksiyon
yonteminin etanol ekstraksiyonu oldugu tespit edilmistir. Bu bulgular, U. lactuca’nin, gida ve
farmasoétik endiistrisinde dogal koruyucu madde olarak kullanilma potansiyeline sahip oldugunu
gostermistir.
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Ozet

Bu calismada Nemrut Volkanik Golii’nden izole edilen bir Chlorella sp. mikroalginde oksitatif stresin diizeyine bagl
olarak triagilgliserol miktarinda ve formasyonundaki degisiklikler incelenmistir. Bu amagla mikroalglerde oksidatif stresi
uyarmak i¢in bliylime ortamlarmma 1uM, 5uM, ve 20uM yogunluklarda hidrojen peroksit (H,O,) uygulanmistir. Hidrojen
peroksit uygulamasi ilk giinden itibaren biiylimede 6nemli diizeyde baskilanmaya sebep olmustur. Uygulamanin ilk 5
giiniinde biiytimedeki baskilanma artmug, takip eden giinlerde 1uM ve 5uM H,0, uygulanan gruplarda biiylime yeniden
gelismis ve baskilanma kalkmugtir. Mikroalglerin H,0, igerikleri, ugulanan H,O, yogunlugu ile orantili sekilde artmgtir.
Mikroalglerin klorofil ve karotenoid igerikleri H,O, uygulanan gruplarda konsantrasyon ile dogru orantili olarak ilk 24 saatte
artmus, daha sonra da lineer olarak azalmistir. Mikroalglerin triagilgliserol igerikleri 6zellikle 5uM H,O, uygulamasina
cevapta ilk 24 saatte yaklasik olarak 2,1 kat artis ile en yiiksek diizeyde gergeklesmistir. Floresans goriintiileme ile elde edilen
sitoplazmik lipid cisimi iiretimindeki artig da bu veriyi desteklemistir. Bdylece, bu ¢aligsma ile elde edilen sonuglar kisa siireli
ve diisik yogunlukta H,O, uygulamasinin mikroalglerden biyodizel hammaddesi olan triagilgliserol {iretiminde
kullanilabilecek bir yaklasim oldugunu gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Chlorella, H,0,, nétral lipid, oksidatif stres, triagilgliserol.

Enhancement of Triacylglycerol Production via H,O, Application in Chlorella sp. Isolated from Nemrut Crater Lake
(Bitlis/Turkey)

Abstract

In this study, oxidative stress depended changes in lipid production and formation in Chlorella sp. was analyzed. The
strain was isolated from Lake Nemrut which is a volcanic lake located in Bitlis province. In order to induce oxidative stress
in microalgae 1puM, 5uM, and 20uM hydrogen peroxide (H,O,) were added into the growth media. Hydrogen peroxide
application caused a significant decrease in growth starting from the first day of incubation. Following decrease of the growth
for first five-days, microalgae started to grow up as a response to 1uM and 5uM H,0, application. The H,O, contents of
microalgae increased in proportion to the applied H,O, concentation. Total chlorophyll and carotenoid contents showed a
gradual increase during first 24 hours of H,O, application, and then a linear decrease was followed afterwards. A maximum
of 2.1 fold increase in triacylclygerole content of microalgae was recorded after 24 hours of 5uM H,0O, aplication.
Fluorescence imaging of cytoplasmic lipid bodies support this datum. Thus, results of this study showed that short-term and
low-density H,O, application might be used as a potential approach to induce microalgal triacylglycerol production as a
biodiesel feedstock.

Keywords: Chlorella, H,O,, neutral lipid, oxidative stress, triacylglycerol.

GIRIS

Kisa yasam dongiileri, kolay manipiile edilebilmeleri ve tarima uygun olmayan alanlarda kolayca
iiretilebilmeleri gibi 6zellikleriyle mikroalgler, siirdiiriilebilir yolla katma degeri yiiksek iiriin eldesi
icin biyoteknoloji endiistrisinde dnemli bir kullanim potansiyeline sahiptir. Genel olarak biyotik ya da

abiyotik stres faktoriine cevapta mikroalglerde ergastik maddeler ya da sekonder metabolitlerin
iiretimi degiskenlik gosterir.

280


https://doi.org/10.22392/actaquatr.508780
https://orcid.org/0000-0001-8625-7816
https://orcid.org/0000-0002-4953-8384
https://doi.org/10.22392/actaquatr.508780

SELCUK ve CAKMAK 2019 ActAquaTr 15(3), 280-288

Mikroalglerin biyodizel hammaddesi olarak kullanilan triagilgliserol {iretim etkinliginin artirilmasi
tizerine simdiye kadar yapilan ¢alismalar ¢ogunlukla abiyotik stress faktorlerinin uygulanmasi ile
biiylimede baskilanmanin yaninda nétral lipid tretiminde artisin saglandigi ¢aligmalardir (Sharma vd.,
2012). Simdiye kadar yapilan c¢aligmalarda baglica diisiik sicaklik (Elmoraghy vd., 2012),
makroelement aglig: (Elibol Cakmak vd., 2014), mikroelement fazlaligi (Chen vd., 2011), tuzluluk
(Mohan ve Devi, 2014), yiiksek (He vd., 2015) ya da disiik 151k siddeti (George vd., 2014), pH (Elibol
Cakmak, 2018) ile azot kaynagindaki degisimin (Elibol Cakmak, 2019) ¢ok sayida mikroalg tiirliniin
ndtral lipid iretiminin artirilmasi iizerine olumlu etkilerinin olugu bildirilmistir. Diger taraftan
abiyotik stress uygulamasinin sebep oldugu biiylimedeki baskilanma ile nétral lipid iiretiminin
mikroalglerde olusan oksidatif stresin diizeyi ile dogrudan iligkili olabilecegi degerlendirilmistir (
Solovchenko, 2012; Elibol Cakmak vd., 2015).

Literatiirde bildirilen 10 farkli tiirle temsil edilen Chlorella (Chlorophyta) cinsi mikroalgler
heterotrof, miksotrof ya da fotoototrof olarak yetistirilebilmektedir ve biyodizel hammaddesi olarak
kullanilan nétral lipid iiretiminde biyoteknolojik olarak firetilebilme potansiyeli tasirlar (Petkov ve
Garcia, 2007). Chlorella cinsi mikroalglerdeki lipid igeriginin kuru agirligin %14-%63’{ oraninda
degisebildigi bildirilmistir (Gouveia ve Oliveira, 2009; O’Grady ve Morgan, 2011). Nétral lipid
iiretiminin artirilmasi igin yapilan stres uygulamalari bir yana 6zellikle evsel ve endiistriyel atiksularda
diger yesil mikroalglere gore daha genis bir yayilim gosteren Chlorella tiirlerinin oksidatif strese
toleransli olduklar1 ve bu boélgelerden izole edilen mikroalglerin biyodizel hammaddesi {iretimi
acisindan daha etkili oldukar1 yoniinde bulgular bildirilmistir (Osundeko vd., 2013; Sibi vd., 2016).

Hidrojen peroksit alglerde ¢ogunlukla fotosentez ve solunum esnasinda normal olarak hiicre
icerisinde liretilen, ancak asir1 birikmesi durumunda ¢ok sayida metabolik faaliyeti sekteye ugratan ve
oksidatif hasara sebep olabilen gii¢lii bir oksidanttir (Mallick ve Mohn, 2000). Bu ¢alismada, Bitlis il
siirlar igerisinde bulunan volkanik bir gél olan Nemrut Goéliinden izole edilen Chlorella sp.
mikroalginde artan yogunluklarda hidrojen peroksit uygulamasi ile mikroalglerde olusturulan oksitatif
stresin diizeyine bagl olarak lipid miktarinda ve formasyonundaki degisiklikler incelenmistir.

MATERYAL ve YONTEM
Tiiriin izolasyonu, Tanimlanmas ve Biiyiitme Kosullar

Chlorella sp. mikroalgi Bitlis ilinde bulunan bir volkanik gol olan Nemrut Krater Goliinden
(42°15'25"N 38°31'11"E), izole edilmistir. Chlorella sp. tiirii morfolojik (Bellinger ve Sigee, 2015)
tanimlamanin yan sira 18S rRNA geninin sekans analizi yapilarak da teshis edilmistir. Bu amagla
PCR’la ¢ogaltilan genomik DNA pargasinin sekans analizi (Hoham vd., 2002)’e gore yapilmustir. Tiir
tamimlama amaciyla DNA  c¢ogalunm ve  Sanger sekans analizi ig¢in ileri  5'-
TGATCCTTCYGCAGGTTCAC-3' ve geri: 5-ACCTGGTTGATCCTGCCAG-3' birbirini takip eden
primerler kullanilmistir. Sekans sonucu elde edilen sonuglar NCBI-BLAST programi kullanlarak
degerlendirilmistir.

Bu ¢alismada mikroalgler igerisinde 0,25g/L NaNOs, 0,18g/L KH,PO,4, 0,075¢g/L MgS0O,.7H,0,
0,025 g/L CaCl,.2H,0, 0,075¢/L K,HPO,, 0,0025¢/L NaCl, 0,1g/L Na,EDTA, 0,05g/L FeSO,.7H0,
0,1g/L H3Bs;, 18,1 mg/L MnCl,-4H,0, 2,22 mg/L ZnSO4.7H20, 3,9mg/L Na,MoO,-2H,0, 0,8mg/L
CuS0Oy4-5H,0, ve 0,5mg/L Co(NO3)2.6H20 bulunan ve pH’s1 6,8’e¢ ayarlanmis olan Bold’s Basal
Medium biiyiitme ortamuinda kiiltiire alinmuglardir (Bischoff ve Harold, 1963). Calisma igin
mikroalgler dért gruba ayirilmistir. Icerisinde 100ml hacimde 0, 1uM, 5uM, ve 20uM H,0, ilave
edilmis olan BBM ¢ézeltisi bulunan 250ml’lik erlenlerde kiiltiire alinan mikroalglerin biiyiime hizlari
120 rpm devir hizinda 26°C’ye ayarlanmis ¢alkalamali inkiibatorde 250 wE/(m?/s) siirekli 1sik altinda
12 giin boyunca takip edilmis, inkiibasyondan 2, 8, 24, 48 ve 72 saat sonra hasat edilen ornekler
belirlenen analizler i¢in kullanilmistir. Mikroalglerin biiylimelerinde meydana gelen degisiklikler her
24 saatte bir optik yogunluga gore 680nm dalga boyunda belirlenen absorbans degisimleri esas
almarak takip edilmistir.

Mikroalglerin i¢erdikleri H,O, Yogunlugunun Belirlenmesi

Mikroalglerdeki H,O, miktarinin tayini (Shin vd., 2005)’e gére Amplex Red Hydrogen Peroxide/
Peroxidase Assay Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) kullanilarak gerceklestirilmistir. Analiz i¢in
100mg mikroalg 6rneginin iizerine 150pul fosfat tamponu (20 mM KH,PO,, pH 7.4) ilave edilmis, 2dk
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boyunca sonikasyon ile hiicrelerin par¢alanmasi saglanmis ve 12000 xg devir hizinda 5dk boyunca
4°C’de santrifiijlenerek elde edilen siipernatant érnekleri kullanilmistir.

Toplam Klorofil ve Toplam Karotenoidlerin Spektrofotometrik Tayini

Mikroalglerin igerdikleri toplam klorofil ve karotenoid miktar1 (Jeffrey ve Humphrey, 1975)‘den
modifiye edilerek spektrofotometrik metodla belirlenmistir. Tayin igin 100g mikroalg 6rnegi lizerine
500 pl %90’lik aseton ilave edilerek 15 dk boyunca karistirilmis ve 10000 xg devir hizinda 5 dk
boyunca 4°C’de santrifiij edilmis, 250ul siipernatant 96 kuyucuklu plaga yiiklenmistir. Siipernatan
absorbanslar1 sirastyla 750, 664, 647, 470 ve 630 nm’dalga boylarinda %90’lik aseton koriine karst
okunmustur. Toplam Klorofil ve karotenoid miktarlar1 (Jeffrey ve Humphrey, 1975) tarafindan
bildirilen denklemler kullanilarak hesaplanmis olup toplam klorofil sonuglar1 klorofil a ve b’nin
toplam1 olarak sunulmustur.

Sitoplazmik Lipid Cisimlerinin Floresans Goriintiillenmesi

Mikroalglerde olusan sitoplazmik lipid cisimlerinin goriintilenmesi amaciyla mikroalgler (Elsey
vd., 2007) tarafindan tarif edildigi sekilde Nil kirmizist ile boyanmistir. Buna goére, 680nm dalga
boyunda yapilan 6l¢iime gore alinarak absorbans degerleri 0,2-0,3 araliginda seyreltilmis olan 1 ml
hacimde mikroalg orneklerinin igerisine Spug/ml Nil kirmizisi1 (Invitrogen) ilave edilmis ve mutlak
karanlikta 15dk boyunca oda sartlarinda hafif sekilde c¢alkalanmak suretiyle karigtirilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda orneklerin floresans goriintiileri TXRED (560nm ex-630nm em) filtresi ile
floresans mikroskop sistemi (Zeiss AXIO Imager M2) kullanilarak elde edilmistir.

FT-IR analizi ile Triacilgliserollerin miktarsal tayini

Mikroalglerin {irettikleri triagilgliserollerin (TAG) miktarsal tayinleri Fourrier Transform Infrared
Spektroskopisi (FT-IR) analizi ile nisbi olarak belirlenmistir. Ol¢iim igin 50mg liyofilize edilmis
mikroalg Ornekleri pens yardimiyla dogrudan ATR modiilii ile desteklenmis FT-IR (PerkinElmer-
L160000A, USA) cihazinin 6rnek modiiliine yerlestirilmistir. Numune alicisinin kizilétesi spektrumu,
4000-400 cm™ dalga boyu araliginda 128 tarama ile kaydedilmistir. FTIR analizinde ¢evresel
kosullardan fazla etkilenmiyen absorbsiyon bandi olan Amid 1 (1652 cm-1) degeri dogrulama degeri
olarak secilmistir. Boylece, trigliseritlerin ester grubunun (C=O) titresimi (1744 cm™) ile verdigi
absorbsiyon degerinin  Amid 1 degerlerine oranlanarak mikroalglerdeki triagilgliserol
konsantrasyonlarinda meydana gelen degisiklikler tespit edilmistir (Mairet vd., 2011). Daha sonra
H,0, uygulanan mikroalglerden elde edilen TAG/Amid 1 oranlari, H,O, uyglanmayan kontrol grubu
ile elde edilen TAG/Amid 1 oranina boliinerek mikroalglerin TAG igeriklerinde meydana gelen nisbi
degisim “—n kat1 degisim” olarak grafiklendirilmistir.

Bu ¢alismada deney iki farkli zamanda 3 biyolojik tekrar kullanilarak yiiriitiilmiis ve elde edilen
verilerin ortalamalar1 sunulmustur. Degerler arasindaki istatistiksel farkliliklar ikinci dereceden iki
kuyruklu student t-test uygulamasi kullanilarak degerlendirilmis, %95 veya daha yiiksek oranda farkli
oldugu belirlenen veriler nemli bulgular olarak degerlendirilmistir.

BULGULAR

Herhangi bir stres faktorii uygulandiginda mikroalglerin biiylimelerinde meydana gelen degisim,
stresin siddeti hakkinda bir fikir verebilir. Bu ¢aligmada mikroalglerin biiylimesi ortama 1, 5 veya
20uM H,0, ilave edildiginde ilk giin sirasiyla yaklasik %21, %25 ve %31 oraninda baskilanmistir
(Sekil 1). Biiylimedeki baskilanma zamana bagli olarak artmis ve 5. giiniin sonunda biiyiimedeki
baskilanma sirastyla %59, %60 ve % 62 olarak belirlenmis, bu siireden sonra 1 ve 5uM H,0, ilave
edilmis olan grupta yeniden biliylime ger¢eklesmeye baslamis ve hatta biiylime hizlanmistir.
Biiyiimedeki baskilanma 1 ve 5uM H,O, uygulanan gruplarda 12 giinliik inkiibasyonun sonunda %32
ve %36 diizeylerinde iken 20uM H,0, uygulanmis olan grupta biiylimedeki baskilanma lineer olarak
artmig ve %068 ile en yiiksek degere ulagsmistir (Sekil 1a,b).
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Sekil 1. Artan yogunluklarda H,O, uygulanan mikroalglerin biiyiimelerinde meydana gelen degisimi
gosteren a)Absorbans Olciimleri ile b) erlen goriintiileri

Mikroalglerin biiylimelerindeki baskilanma ilk 5 giinlik inkiibasyonun sonundaluM ve 5uM
uygulamalarda en yiliksek diizeylere ¢ikmig, 20uM H,0, uygulanan grupta da bu siireden sonra
duragan bir seyir izlenmistir. Bu sebeple takip eden analizler 5 giin boyunca hasat edilen 6rnekler
kullanilarak yiirttilmistir. Mikraolglerin hiicresel H,0, igerikleri ortama uygulanan H,0,
konsantrasyonlar1 ile dogru oranti gostermistir (Sekil 2). Ortam H,0, yogunlugu arttiginda
mikroalglerdeki H,0, konsantrasyonu da yiiksek degerde bulunmustur. Inkiibasyonun ilk giiniinde
1uM, 5uM ve 20uM H,0O, uygulanan tiirlerde kontrole kiyasla sirasiyla %22, %18 ve %36
diizeylerinde daha yiiksek olarak belirlenen hiicresel H,O, konsantrsayonlar1 5 giinliik inkiibasyon
periyodunun sonunda sirastyla %113, %119 ve %205 oraninda daha yiiksek degerler olarak
belirlenmistir.
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Sekil 2. Mikroalglerin H,O, igeriklerinde zamana bagl olarak meydana gelen degigim

Mikroalglerin toplam klorofil igerikleri H,O, uygulamasina cevapta ilk 24 saatte artmis, daha sonra
onemli oranda azalmistir (Sekil 3a). H,O, uygulamasindan sonraki ilk iki saat i¢erisinde 1, 5 ve 20 uM
H,O, uygulanan gruplarda kontrol grubuna kiyasla sirasiyla %49, %52 ve %81 oraninda artis
belirlenmis ve bu artiglar 24 saatin sonunda sirasiyla yaklagik olarak %26, %123 ve %233 oranlarinda
artiglar olarak Kkaydedilse de takip eden giinlerde klorofil pargalanmasi sonucu toplam klorofil
miktarinda 6nemli oranda azalma gozlemlenmistir. Mikroalglerin ig¢erdikleri toplam klorofil miktari
72 saatlik inkiibasonun sonunda 1, 5 ve 20uM H,0O, uygulanan gruplarda, kontrol grubuna kiyasla
strasiyla %41, %45 ve %58 oraninda daha diislik olarak kaydedilmistir.
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Sekil 3. Mikroalglerin a) toplam klorofil ve b) toplam karotenoid igeriklerinde meydana gelen degisim

Mikroalglerdeki zamana ve H,0, konsantrasyonuna bagli olarak toplam klorofil miktarindaki
degisime benzer sonuglar alglerdeki karetenoid miktarindaki degisime parelellik gostermistir (Sekil
3b). H,0O, uygulamasindan sonraki ilk iki saat icerisinde 1, 5 ve 20 uM H,0, uygulanan gruplarda
kontrol grubuna kiyasla sirasiyla %6, %46 ve %70 oraninda artis belirlenmis bu artislar 24 saatin
sonunda sirasiyla yaklasik olarak %33, %69 ve %202 oranlarinda artiglar olarak belirlense de takip
eden giinlerde 6nemli oranda azalma gozlemlenmistir. Mikroalglerdeki toplam karetenoid miktar1 1, 5
ve 20uM H,0, uygulanan gruplarda, kontrol grubuna kiyasla sirasiyla %57, %68 ve %79 oraninda
daha diisiik olarak kaydedilmistir.
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Sekil 4. Mikroalglerin a) TAG igeriklerinde meydana gelen nisbi degisim ve b) sitoplazmik lipid cisimlerinin
floresans goriintiileri

Mikroalglerin triagilgliserol igerikleri FT-IR analizi ile tayin edilmistir. Genel olarak H,O,
uygulamas1 Chlorella sp. mikroalginin triagilgliserol tiretimi {izerine ilk 24 saatte en yiiksek diizeye
cikarmustir (Sekil 4). Mikroalglerin TAG igerikleri 1,5 pM ve 20 uM H,0, uygulamasina cevapta ilk
24 saatin sonunda yaklagik olarak sirasiyla 1,2- 2,1 ve 1,7 kat artmis, ancak daha sonra TAG igerikleri
linecer disilis sergilemistir (Sekil 4a). Boylece TAG igerigindeki en yiiksek artis 5uM H,0,
uygulamasindan 24 saat sonra belirlenmistir. Diger taaftan FT-IR 6l¢limleri ile elde edilen sonuglar
floresans boyama ile elde edilen goriintiilerle uyumludur (Sekil 4b). Ikiibasyondan sonraki ilk 8 saatte
H,0, stresi uygulanan hiicrelerde lipid kesecikleri net bir sekilde goriilmiistiir. Ozellikle 24 saat sonra
5uM H,0, uygulamasinda sitoplazmik lipid cisimlerinin olusumu net bir sekilde artmigtir. 20uM
yogunlukta H,O, uygulanan mikroalglerde zaman igerisinde hiicresel biitiinliilk bozulmaya baglamistir.

TARTISMA ve SONUC

Mikroalglerden biyodizel hammaddesi ve katma degeri yiiksek iiriin eldesi i¢in uygulanan stresin
siddeti onemlidir. Bu ¢alismada, H,0, uygulamasi ilk giinden itibaren biliyiimede 6nemli diizeyde
baskilanmaya sebep olmustur (Sekil 1). Ozellikle uygulamanin ilk 5 giiniinde biiyiimedeki baskilanma
artmig, takip eden giinlerde 1 uM ve 5 uM H,0, uygulanan gruplarda biiyiime yeniden gelismis ve
baskilanma ortadan kalkmustir. Diisiik konsantrasyonda H,O, degerinde hiicreler hayatta kalabilecek
kapasite gosterirken yiiksek konsantrasyondaki H,O, yogunlugu hiicrelerin muhtemelen yiiksek
oksidatif stres ile birlikte membran yapilarinda bozulma meydana geldigi i¢in 20uM olarak uygulanan
grupta yeniden biiyiime gergeklesmemis olabilir.

Dogal sularda H,0O, yogunlugu 10uM’a kadar ¢ikabilmektedir (Cooper vd., 1988). Diger taraftan
artan H,O, yogunluguna siyanobakterilere kiyasla okaryot yapida mikraoalglerin 10 kat daha fazla
dayanim gosterdikleri bildirilmistir (Drabkova vd., 2007). Ayni ¢alismada 8uM H,0, uygulamasina
cevapta Microcystis aureginosa siyanobakterisinin  bilylimesindeki Onemli baskilanmanin
siyanobakterinin fotosentez verimindeki %50’lik diislisten kaynaklandigi, Pseudokirchneriella
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subcapitata yesil mikroalginin biiyiimesinde goriilen %]15’lik baskilanmanin da yine bu algin
fotosentez veriminde goriillen %7°lik diisiisle dogrudan iliskili oldugu bildirilmistir (Drabkova vd.,
2007). Bununla birlikte (Mallick ve Mohn, 2000) yaptiklari ¢alismada yesil bir mikroalg olan
Chamydomonas sp. tiiriiniin fizyolojik faaliyetlerinde 10uM H,0, uygulamasina cevapta énemli bir
degisim gorilmemesini, bu mikroalgde bulunan tiol-modile enzimlerin H,0,’ye karsi hassas
olmamasindan dolay1 mikroalgin fotosentez sistemindeki dayanimdan kaynaklandigini bildirmislerdir.
Bu c¢alismada mikroalglerin igerdikleri H,O, konsantrasyonlari zamana ve uygulanan H,0,
yogunluguna parallel bir artis sergilemistir (Sekil 2). Boylece, ortam H,0, yogunlugundaki artis
mikroalglerde dogrudan oksidatif strese sebep olan bir faktdr olarak degerlendirilmistir. Ote yandan
mikroalglerin toplam klorofil ve karotenoid igerikleri H,O, uygulanan gruplarda konsantrasyon ile
dogru orantili olarak ilk 24 saatte artmig, daha sonra da azalmigtir (Sekil 3). Benzer sekilde (Choo vd.,
2004) yesil mikroalglerden Cladophora glomerata ve Enteromorpha ahlneriana’da oksidatif strese
verilen akut cevapta ilk olarak klorofil ve karotenoid {iiretimindeki artisin 6nemli oldugunu
bildirmislerdir. Dolayisiyla bu ¢aligmada kullanilan Chlorella sp. mikraolginin 6zellikle ilk 24 saatlik
inkiibasyon siiresi icerisinde karsilastigi oksidatif strese cevapta fotosentez mekanizmalart hiicresel
redoks dengesinin saglanmasinda baslica rol oynamis olabilir.

Hiicresel redoks homeostazisini bozan olagan dis1 stres kosullarina cevapta mikroalgler tarafindan
TAG sentezlendigi ¢ok sayida ¢alisma ile rapor edilmistir ( Zemke vd., 2010; Xin vd., 2018) . Bu
calismada hidrojen peroksit uygulamasi ilk 24 saatlik inkiibasyonda mikroalglerin TAG igeriklerini
istatistiksel olarak dnemli oranda artirmistir. FT-IR analizi ile belirlenen TAG igeriklerindeki degisim
24 saatin sonunda 6zellikle 5uM H,0, uygulamasinda yaklasik olarak ,.1 kat ile en yiiksek diizeyde
artiy olarak kaydedilmistir (Sekil 4a). Mikroalglerin Nil kirmizisi ile boyanmasi ile elde edilen
floresans gortintiileri de FT-IR ile elde edilen verileri desteklemekte, mikraolglerin sitoplazmik lipid
cisimcikleri iiretiminin o6zellikle 5uM H,0, uygulamasinin ilk 24 saat icerisinde tetikledigini
gostermistir (Sekil 4b). Triagilgliseroller alglerde fotosentez sisteminin diizenlenmesinde Onemli
biyokimyasal roller tistlenen uzun zincirli yag asitlerinin tiretilmesi i¢in baslica kaynaktir (Sharma vd.,
2012). Yine TAG iiretimi oksidatif strese maruz kalan alglerde fotosentez sonucu iiretilen enerjinin
depo edilebilmesi i¢in ¢ok uygun bir yoldur (Yilancioglu vd., 2014). Son olarak sitoplazmik lipid
cisimcikleri seklinde depo edilen TAG’lerin alglerde fotosentez sisteminin asir1 yiiklenmesini
engellemek adina 15181 adeta geri yansitan bir optik koruyucu olarak rol oynayabilecekleri bildirilmistir
(Solovchenko, 2012). Dolayisiyla bu ¢alismada elde edilen sonuglar, varsayilan 72500 tiir (Guiry,
2012) ile temsil edilen alg diinyasinda biyodizel hammaddesi olarak TAG iiretim etkinligi belirlenecek
olan mikroalglerin seciliminde dogrudan oksidatif stres uyariminin uygun bir yaklagim olabilecegini
gostermektedir.

Yiksek yapili bitkiler gibi Okaryot yapida olan mikroalglerin depoladiklar1 ve biiyiik oranda
TAG’lerden teskil olan notral lipidlerin biyodizel hammaddesi olarak kullanima elverisli olmalar1 bu
organizmalar1 fosil yakitlara bagimliligin azaltilabilmesi agisindan biyoteknolojik olarak iistiin
kilmaktadir. Bu ¢alismada Nemrut Géliinden izole edilen bir mikroalg olan Chlorella sp. tiiriinde 5
uM H,0, uygulamasimin 24 saat igerisinde mikroalglerden biyodizel hammaddesi olarak kullanilan
triagilgliserol miktarini iki katin iizerine ¢ikarmistir. Bu sayede diisiik yogunlukta H,0O, uygulamasinin
biyoteknolojik acgidan mikroalglerden biyodizel ve katma degeri yiiksek iriin eldesinde
degerlendirilebilecek uygun bir yaklagim oldugu sonucuna varilmaistir.

Tesekkiir: Bu ¢aligma, yiiksek lisans tezinden 6zetlenmistir.
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Abstract

Static bioassays to assess acute toxicity of cadmium on Ophelia bicornis were first time conducted. Organisms were
exposed to the different concentrations of cadmium for 24, 48, 72 and 96-hr. The LCsx, values for 24, 48, 72 and 96-h with
95% confidence limits were estimated by the probit method and were found as 26 (22.8-29.4), 18 (15-22), 12 (9.1-14.4) and
7.2 (6.8-7.5) mg/l for Group 1 (15 and 25 mm in length) and 28 (24.6-33.8), 24 (22.4-25.5), 18 (16.1-19) and 8.7 (7.8-9.6)
mg/l for Group 2 (26 and 36 mm in length), respectively. Toxicity of Cd was dependent on concentration and exposure time.
LCs, increased with increasing the length of organisms. Mortality of O. bicornis was increased by Cd concentration and
exposure. Results showed that O. bicornis was sensitive to cadmium.

Key words: Lethal concentration, acute toxicity, cadmium, Ophelia bicornis
Kadmiyumun Ophelia bicornis Savigny, 1822 Uzerindeki Akut Toksisitesi
Ozet

Ophelia bicornis tiiriinde kadmiyumun akut toksisitesini degerlendirmek igin statik biyolojik deneyler ilk kez yapilmstir.
Organizmalar 24, 48, 72 ve 96 saat siireyle farkli Cd konsantrasyonlarma maruz birakilmigtir. % 95 giiven araligina sahip
LCsq degerleri 24, 48, 72 ve 96 saatleri i¢in probit yontemiyle tahmin edilmis olup, sirasiyla Grup 1 (15 ve 25 mm boy) i¢in
26 (22,8-29,4), 18 (15-22), 12 (9,1-14,4) ve 7,2 ( 6,8-7,5) ve Grup 2 (26 ve 36 mm boy) i¢in 28 (24,6-33,8), 24 (22,4-25,5),
18 (16,1-19) ve 8,7 (7,8-9,6) mg/l olarak hesaplanmugtir. Kadmiyum toksisitesi hem konsantrasyon hem de maruz kalma
stiresine bagli olarak degismistir. LCsq degerleri organizmalarin uzunlugu arttikga artti. O. bicornis bireylerinde mortalite Cd
konsantrasyonu ve maruz kalma siiresiyle artmustir. Sonuglar O. bicornis tiiriiniin kadmiyuma duyarli oldugunu gostermistir.

Anahtar kelimeler: Letal konsantrasyon, akut toksisite, kadmiyum, Ophelia bicornis

INTRODUCTION

Marine pollution which derived from toxic metals has become a threat to the coastal biota and is
one of the matters of concern. These toxic metals are mainly entered the coastal waters from industrial
effluent, domestic and agricultural areas and many of these compounds are highly resistant. The eco-
toxicological tests with aquatic organisms help to protect the natural environment and people health
from contaminants such as heavy metals in the water. The need to protect biota in the water
ecosystems from contaminants released into the coastal environment have risen up during last few
decades. As a results usage of the many standard methods for determining the acute and chronic
toxicity of contaminants including heavy metals has increased. The common methods for assessing the
toxicity of contaminants in wastewaters, effluents, water bodies and sediment are bioassays. There are
many types of organisms that can be used as bio-indicators to determine the toxicity of chemicals
including heavy metals but commonly used of them is with crustaceans and polychaetes (Bat, 2005).

The Marine Strategy Framework Directive (MSFD) necessitates that the European Commission
should make criteria and methodological standards to permit consistency in approach in assessing the
degree to which Good Environmental Status (GES) is being maintained (Official Journal of the
European Union, 2008/56/EC). The concentration of contaminants including heavy metals in the
marine environment and their effects need to be assessed taking into account the impacts and threats to
the ecosystem.
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The polychaetes are commonly used organisms for sediment testing around European seas (Bat,
2005) including the Black Sea (Bat et al., 2014). Literature has recommended polychaetes in eco-
toxicological studies (Bat and Raffaelli, 1998; Bat et al., 2001). Ophelia bicornis is known to prefer
clean habitats in Sinop coasts of the Black Sea (Dagli et al., 2015) and is also sensitive to a broad
range of toxic chemicals (Bat et al., 2016). No literature is available concerning the toxicity of heavy
metal on O. bicornis from the Black Sea coasts.

The polychaetes O. bicornis is important links in detritus food chains. The selection of O. bicornis
has several advantages including its small size, its relatively short life cycle and reproduction, easy to
collection and hold in the laboratory conditions and its wide distribution in the habitat. O. bicornis has
been used as fish bait (Dagli et al., 2005) and is used as bio-indicator species in heavy metal pollution
monitoring study (Bat et al., 2016). Cd is one of the most toxic metals for most of the aquatic
organisms and human life even at very low concentrations. With this study, O. bicornis was first time
examined eco-toxicologically.

MATERIALS and METHODS
Test solutions

A stock solution of cadmium was prepared by dissolving of weighted CdCl,.2"4H,0 in bi-distilled
water and used for the course of this study. Different concentrations of the stock solution were
prepared from low values (0 mg Cd/l as control) to high values (64 mg Cd/l) on toxicity test.
Preliminary tests were carried out to establish suitable concentration ranges. The stock solution was
diluted to the desired concentration before beginning the toxicity tests. Nominal concentrations of
CdCl,.2"4H,0 were 0 (control), 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1, 2, 4, 8, 16, 32 and 64 mg/l and were prepared
freshly. Test concentrations were made up by serial dilutions of the stock solution with natural sea
water which had been previously filtered through a filter (Bat et al., 2018a).

Collection and analysis of sediment

The sediment was taken from the surroundings of O. bicornis and was washed through a 0.5 mm
mesh sieve into a tank to remove any associated macrofauna and particles. They were then washed
again through a mesh sieve 0.5 mm to ensure a standard particle size for the sediment in all
experiments. The area is known to be clean and where supported a healthy population of O. Bicornis
(Bat et al., 2016).

Total organic content, pH, redox potential and water content of sediment samples were determined.
Sediment samples for total organic content were dried at 105°C for 24 h. Five grams of dried sample
were then treated with hydrochloric acid vapour overnight in a desiccating jar to convert any calcium
carbonates to chlorides. Samples were then placed in a muffle furnace at 600°C for 4 hours. The loss
ignition was taken as the organic carbon content of the sediment (Buchanan, 1984).

For the pH analysis, 1: 2.5 percent pure water were added to the sediment samples taken in a
certain amount and the samples were thoroughly mixed in the water. After 30 min sediments were
expected to settle in water, pH was measured by pH meter. Oxidation-reduction (Eh) values were
measured with Portable redox meter. In order to determine the water content, dry weight was weighed
by drying for 2 days. After cooling, water amount % calculated from weight differences (Bat et al.,
2018b).

Test organisms

The used organisms for test are O. bicornis (Figure 1) which is deposit feeders. It is broadly
distributed in the sediments at Sinop shores of the Black Sea and sampling area was shown in Figure 2.
Samples were collected from the area up to 2 m depth by snorkelling.
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Figure 1. Ophelia bicornis
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Figure 2. Sampling area.

The sampled organisms were acclimated for 7 days in 10-1 container containing clean seawater and
sediment. The seawater used for the experiment was pumped from the natural sea in the surroundings
of O. bicornis through a filter to avoid water containing suspended particles and organisms smaller
than 10 um. The photoperiod is adjusted to 16-h light and 8-h dark. Acute toxicity tests were carried
out in 1 litre jars in the laboratory following static bioassay method. The jars were covered with black
plastic bags to prevent the light from coming from the sides except for above. Clean sediment of 5 cm
thickness was placed at the bottom of each jar. Required quantity of the chemical was weighed and
was added directly to test medium for preparing different concentrations. Then the solution was stirred
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with a glass rod carefully for uniformity. All the bioassays carried out during the study were done
following the methods outlined in American Society for Testing and Materials (ASTM, 1990 and
1991) and U.S. Environmental Protection Agency and U.S. Army Corps of Engineers (U.S. EPA/COE
Manual, 1991). During acclimation and experimental period, the animals were not fed.

Specimens were divided into two groups. Between 15 and 25 mm in length of individuals were
formed as Group 1, whereas between 26 and 36 mm in length of them as Group 2. The organisms
were exposed to the concentrations for 24, 48, 72 and 96-hr at 17°C+1. Ten worms were put each jar.
The toxicity of the Cd was evaluated by estimation of the LCs, value. Mortality was recorded for daily
observations. The dead worms were counted and removed immediately after death to avoid
decomposition. Dissolved oxygen, pH and temperature were measured twice daily for water quality.
Mortality data was used for calculating lethal concentration LCsy, 95% confidence interval using
probit analysis (Finney, 1971) in SPSS software version 21.

The toxicity test was evaluated to be valid and acceptable if mean control mortality was lower than
10 percent and water quality parameters were maintained within acceptable limits (American Society
for Testing and Materials (ASTM, 1990).

The bioassay was conducted with 3 replicates at each concentration and control. One-way analysis
of variance (ANOVA) was carried out. If ANOVA results were significant, the control and treatment
means or procedures were compared by Tukey test to determine which treatment(s) or procedure(s)
differed from which (Zar, 1984).

RESULTS and DISCUSSIONS

The average total organic content, pH, redox potential, water content of the sediment at the start of
the experiment were 0.81%+0.05, 7.92+0.09, 148 Eh and 24%+3, respectively. The average
temperature over the experimental period in all tests was 17°C+1, dissolved oxygen was 7.4+0.5 mg/l,
salinity was 17.2%0+0.3 and pH was 8.5+0.3.

There was no mortality in control organisms during the course of toxicity tests, indicating that the
holding facilities, seawater, control sediment and handling techniques were acceptable for conducting
such toxicity tests, as required in the standard U.S. EPA/COE protocol where mean mortality should
be <10% (U.S. Environmental Protection Agency and U.S. Army Corps of Engineers, 1991).

LCx, values for 24, 48, 72 and 96 hours with 95% confidence limits were calculated by the probit
methods and were found as 26 (22.8-29.4), 18 (15-22), 12 (9.1-14.4) and 7.2 (6.8-7.5) mg/l for Group
1 and 28 (24.6-33.8), 24 (22.4-25.5), 18 (16.1-19) and 8.7 (7.8-9.6) mg / | for Group 2, respectively
(Figure 3). In all bioassays, the rate of O. bicornis mortality is increased corresponding to the high
toxic concentrations and duration of exposure. No mortality was observed during cadmium exposure
poisoning in the first twelve hours in both groups and the movement of the worms were normal. With
time in higher Cd concentrations, the worms wrinkled, gradually became brittle and got decomposed.
In lower Cd concentrations, mortality of the worms was late. Statistical analysis between mortality rate
at different concentrations of Cd at 24, 48, 72 and 96 hours of exposures showed significant
relationship (p<0.05). However, there was no significant differences (p>0.05) in mortality rates at 24-
hr toxicity test.
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Figure 3. LCs, values with 95% confidence limits of CdCl,.2'4H,0 in seawater with clean sediment to O.
bicornis for two sizes at 24, 48, 72 and 96-hrs of exposure. a, b, ¢, d, e, f, g= The same letters beside the vertical
bars in graph indicate the values are not significantly different (p > 0.05

The acute toxicity of cadmium to O. bicornis was dependent on both the concentrations and
exposure times (Figure 4 and 5). Toxicity of Cd decreased with increase in the length of O. bicornis.
On the other hand LCs, increased with increasing the length of organisms. It may be suggested that
metabolic activity of O. bicornis played an important role in metal toxicity. Because metabolism of
younger individuals is normally higher than that of older individuals thus, Cd toxicity is higher in
younger individuals than the older ones. It means that, if Cd levels in water get higher with time it may
be seen low metal toxicity owing to growth and lowered metabolic activity in older specimens. This
trend indicates that smaller individuals of O. bicornis are more sensitive to Cd and hence have a
greater toxic to them than larger species. The larger organisms may be developed a protective defence
against the deleterious effects of Cd that produce degenerative changes like oxidative stress in the
body. This tendency seems to specify that as smaller species in aquatic ecosystem, the sensitivity to
heavy metals toxicity increases. In the study of Mendez and Green-Ruiz (2006) that supported this, the
larvae of the polychaete Capitella sp. showed high sensitivity to Cd.
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Figure 4. Relations between the percent mortality of O. bicornis for Group 1 (15-25 mm in length) at

different concentrations and exposure times.
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Figure 5. Relations between the percent mortality of O. bicornis for Group 2 (26- 36 mm in length) at
different concentrations and exposure times.

These findings were in agreement with Bat et al. (2001) who study on the toxicity of zinc and lead
in water with sediment was made to identify to tolerance limit of the hazardous substances to the
polychaete worm Hediste diversicolor. It was found that small worms are more sensitive to Zn and Pb
than bigger worms. Bat et al. (2017) showed that Cd was highly toxic to larvae of Baltic prawn
Palaemon adspersus. Similarly, in another study of Reish et al. (1976) 96-hr LCs, of Cd was 7.5 ppm
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for adult polychaetes Capitella capitata and 0.22 ppm for trochophore larvae. Ray and McLeese
(1983) also found Cd levels in polychaetes Nereis virens increased with increasing Cd levels in
sediment. Smaller N. virens accumulated higher Cd levels (per unit wt.) and at a greater rate than
larger worms.  Bryan and Hummerstone (1973) found that Zn was regulated by the worm Nereis
diversicolor, whereas Cd was not, in laboratory, rising concentrations in solution the rate of absorption
of Cd rises more quickly than that of Zn. In the field, Zn levels in the worm N. diversicolor vary less
than Cd and populations from high-Zn sediments are better at regulating Zn than normal populations
and N. diversicolor more resistant to Zn than normal ones.

On contrary Bat et al. (2013) studied the acute toxic effects of copper, lead and zinc in seawater on
the survival of the Mediterranean mussel Mytilus galloprovincialis. They found that the 96-h LCx,
values for the medium and larger mussels were lower than that of the smaller individuals. It is
concluded that smaller individuals were more tolerant to metals than bigger sizes. Further bioassays
are needed to evaluate such trends for much smaller sizes or other small benthic organisms.

Comparison of polychaete LCs, results involving Cd exposures in water are given in Table 1.

Table 1. Comparison of polychaete LCs, results involving Cd exposures in water.

Species Time (hr)  Cd-LCs (ppm) References

: : 7.5 for adults; .
Capitella capitata 96 0.22 for trochophore larvae Reish et al., 1976
Capitella capitata 96 0.6-1 Reish et al. 1983
Neanthes 12 for adults; .
arenaceodentata % 12.5 for juveniles Reish etal., 1976
Neanthes vaali 168 6.4 Ahsanullah, 1976
Nereis virens 24,48,96 25, 25,11 Eisler, 1971
Nereis virens 24,96,168  56,9.3,0.7 Eisler and Hennekey

1977

Laeonereis acuta 96 8.2349 Carricavur et al., 2018
Perinereis aibuhitensis 96 0.7934-13.5673 Wang et al., 2008
Ophrgotrocha labronica 48 4 Reed, 1980

The results of the present study in agreement with Reish et al. (1976), Eisler and Hennekey (1977),
Wang et al. (2008) and Carricavur et al. (2018) who found similar LCs, values for 96-hr for the
polychaetes C. capitata, Nereis virens, Perinereis aibuhitensis and Laeonereis acuta. In the present
study 24 and 48-hrs LCs, values were also similar to Nereis virens (Eisler, 1971). On the other hand
Ophrgotrocha labronica (Roed, 1980) was the most sensitive organisms when compared with O.
bicornis and N. virens (see Table 1).

In general, the use of bioassays to straight measurement of toxicity of contaminants is a correct and
reliable method to detect its effect. Here, the toxicity of Cd on O. bicornis by static method has been
studied. The results provide baseline information in formulating strategy for controlled release of
treated industrial effluents into the receiving water bodies. The estimated LCs, values for Cd with
nominal concentrations for the O. bicornis show that Cd is toxic to this species. For application of
toxicity data in control of wastewater discharges and estimate of environmental affects both acute and
chronic toxic levels have to be determined to protect ecosystem.

CONCLUSION

The polychaete worm (O. bicornis) was used as the test organism for the static bioassay method.
The worms were exposed up to 96-hr to Cd concentrations ranging from 6.6 to 8.1 mg/l in seawater
with clean sediment. As heavy metals including cadmium binds to sediments and gradually becomes
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available to the bottom dwelling organisms, O. bicornis was selected as the test organism in the
present study. O. bicornis is a primary consumer of the detritus-based food chain of marine coastal
areas. It feeds on organic matter, particles of detritus, algae and other microorganisms, indicating that
it plays a major role in the biomagnification of toxic heavy metals from bottom sediments to the
higher trophic levels. In conclusion, O. bicornis is sensitive to cadmium than other many polychaetes
(Bat, 2005).
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Ozet

Bu caligmada Akdeniz’in Antalya kiyisi, Karadeniz’in Rize kiyis1 ve Marmara’nin Yalova kiyisindan drneklenen karides
tirlerinin (sirasiyla; Aristeus antennatus, Palaemon adspersus, Parapenaus longirostris) kas dokularinda kadmiyum (Cd),
bakir (Cu), ¢inko (Zn) ve nikel (Ni) agir metal konsantrasyonlar tespit edilmistir. Atomik Absorpsiyon Spektrometre (AAS)
cihazi kullanilarak 6l¢iim isleri gergeklestirilmistir. Tespit edilen agir metal igeriklerine gore hesaplanan metal kirlilik indeksi
(MP]) ile giinliik ve haftalik alim degerleri bolge kirliligi ve insan sagligi agisindan degerlendirilmistir. Sonuglar, ulusal-
uluslararas1 limit degerler ve uluslararasi tiiketilebilir ve standart degerler ile karsilastirilmistir. Cd’nin en yiiksek
konsantrasyonu P. adspersus ve P. longirostris’de, Cu konsantrasyonu ise en yiiksek P. adspersus’da kaydedilmistir. Ni
igeriginin yalmzca A. antennatus’da olmasina kargin, Zn konsantrasyonu sirasiyla en yiiksek P. adspersus, P. longirostris ve
A. antennatus’da kaydedilmistir. Sonu¢ olarak, Cd seviyeleri Marmara Denizi ve Karadeniz’den alinan orneklerde
maksimum kabul edilebilir sinirlarin {izerinde bulunmustur. Ayrica Marmara Denizi ve Karadeniz’den alinan 6rneklerin
metal kirlilik indeksleri limit degerin (1<MPI) {izerinde bulunmustur. Metal seviyeleri insan sagligi agisindan
degerlendirildiginde tiiketiciler i¢in risk olusturmamaktadir.

Anahtar kelimeler: Metal kirliligi, biomonitor, karides, akuatik ekosistem.

The Evaluation of Heavy Metal Content in Shrimp Species (Aristeus antennatus (Risso, 1816), Palaemon adspersus
(Rathke, 1837), Parapenaus longirostris (Lucas, 1846)) Sampled from the Antalya, Rize and Yalova Coastal
Ecosystems

Abstract

In this study, the cadmium (Cd), copper (Cu), zinc (Zn) and nickel (Ni) heavy metal concentrations in the muscle tissues
of three shrimp species (respectively; Aristeus antennatus, Palaemon adspersus, Parapenaus longirostris) were determined
.The organisms were collected from the Antalya coast of the Mediterranean Sea, Rize coast of the Black Sea, and from the
Yalova coast of the Marmara Sea and Atomic Absorption Spectroscopy (AAS) instrument were used for measurement. The
metal pollution index (MPI) was calculated based on the detected heavy metal content, and the daily and weekly intake
values were evaluated in terms of regional pollution and human health. The results were compared with the national-
international limit values and international consumed and standart values. The highest concentration of Cd was detected in P.
adspersus and P. longirostris, while the Cu concentration was highest in P. adspersus. Although the Ni content was recorded
only in A. antennatus, Zn concentration was highest in P. adspersus, P. longirostris, and A. antennatus, respectively. The Cd
levels were above the maximum acceptable limits in the samples taken from Marmara Sea and the Black Sea. In addition, the
MPI of samples taken from Marmara Sea and the Black Sea was found to be above the limit value (1<MPI). In terms of
human health, the metal levels do not pose any risk to consumers.

Keywords: Metal pollution, biomonitoring, shrimp, aquatic ecosystem.
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GIRIS

Karidesler, Krustase sinifina dahil olup, Decapoda takiminda yer almaktadir (Kocatas vd., 1991).
Tiirkiye’nin sahip oldugu Karadeniz ve Akdeniz ile bu ekosistemleri birbirine baglayan Istanbul,
Canakkale ve Marmara Denizi’nden olusan Tiirk Bogazlar Sistemi’nde simdiye kadar Krustase’lerin
yaklasik 244 tiirii tanimlanmistir. Bu tiirlerin arasinda 84’1 karides faunasina aittir (Kocatas ve
Katagan 2003; Ates vd., 2010). Karideslerin igcerdigi yiiksek protein miktar1 nedeniyle pek ¢ok iilkede
denizel besin kaynagi olarak tiiketilmektedir. Palaemon adspersus Rathke, (1837); Avrupa Atlantik
kiyilari, Baltik Denizi, Akdeniz kiyilari, Karadeniz ve Hazar Denizi’nde, Palaemon longirostris
Lucas, (1846); Avrupa Atlantik kiyisi1, Baltik denizi ve Akdeniz’de, Aristeus antennatus Risso, (1816);
Kuzey Adriyatik Denizi, Hint Okyanusu, Dogu Atlantik’in Orta bolgesi, Brezilya’nin kuzey kiyilari ve
Akdeniz’de yayilis gosteren ekonomik tiirler arasinda yer almaktadir (Sezgin vd., 2007; Marra vd.,
2005). Ticari onemlerinin yani sira agir metal indikatorleri olarak siklikla kullanilan karidesler,
ekolojik olarak da oldukga 6nemlidir (Baboli ve Velayatzadeh, 2013).

Akuatik cevrelerde agir metal ve iz elementlerin seviyeleri sanayi, madencilik ve tarimsal
faaliyetler gibi insan aktiviteleri ile artarak kirlilige neden olmaktadir. Metal birikimi besin zinciri
vasitasiyla akuatik canlilarin organlarinda ¢ok yiiksek konsantrasyonlara ulasabilmektedir (Heath,
1987; Kalay ve Canl1 2000). Bu nedenle akuatik organizmalar bulunduklari ¢evrede kirliligin biyolojik
olarak en iyi sekilde izlenmesine imkan saglar (Schiitirman ve Markert 1998; Velayatzadeh vd., 2014).
Akuatik organizmalarda Cd (kadmiyum) biyobirikimi ¢ok diisiik seviyede bile zararlidir. Bununla
birlikte metabolik faaliyetler i¢in gerekli fakat diisiik miktarlarda ve siirekli tiiketildiginde toksik olan
Cu (Bakir), Zn (Cinko), Ni (Nikel) gibi metallerin maksimum sinir degerlerine ulasmasi hem insan
saghigr hem de cevre kirliligi i¢in endise uyandirmaktadir (Rainbow ve White 1989; Pourang vd.,
2005; Celik ve Oehlenschldger 2007). Ekotoksikolojik arastirmalar sahil ve i¢ kesimlerde bulunan su
ortamlarinda metal kirliliginin hizli bir sekilde arttigimi bildirmektedir (Burridge vd., 1999;
Kimbrough vd., 2008). Tiirkiye’nin Karadeniz kiyilar artan sanayilesmeden, Marmara Denizi kiyilart
ise kentsel atik sular, tarim, ulagim gibi faaliyetler ve Karadeniz’den gelen Kirlilikten olumsuz
etkilenmektedir (Balkis ve Cagatay 2001; Altas ve Biiylikglingdr 2007). Antalya Korfezi’'nde deniz
iiriinlerinin metal igerikleri ile ilgili yapilan aragtirmalar Akdeniz kiy1 sularinda heniiz metal kirliligi
tehlikesinin olmadigin1 belirtmektedir. Fakat bolgede uluslararasi tasimacilik, kentlesme ve turizmin
yaygin olmasi metal kirliligi riskini artirmaktadir (Yazkan, 2002; Kayhan vd., 2010). Tim canlilari
tehdit eden bu kirliligin olusturdugu ekolojik hasar, izlenmesi ve dnlem alinmasi gereken ¢ok ciddi bir
problemdir. Biyomonitdr organizmalar, metali depolayarak sulardaki seviyesinin zamana dayali
ol¢limiinii saglayan, gevre kirleticileri igin erken belirleyici indikatorlerdir (Rainbow, 1993).

Bu aragtirmada Karadeniz, Marmara Denizi ve Akdeniz kiyilarinin metal kirliligi durumunun
izlenmesi i¢in yapilan arastirmalara katki saglamak amaciyla Orneklendirilen karides tiirlerinde
(swrasiyla, P. adspersus, P. longirostris ve A. antennatus) Cd, Cu, Zn, Ni metallerinin
konsantrasyonlari incelenmistir. Sonuglar daha 6nceki veriler ve ulusal-uluslararasi tolere edilebilir {ist
limitler ile karsilastirlmistir (TGK, 2001, 2011; FAO, 1983). Ayrica 6rneklerin alindig: lokalitelerin
kirlilik durumunun tanimlanmasinda metal kirlilik indeksleri (MPI) kullanilmistir. Metal analizi
yapilan karides tiirlerinin biyomonitor 6zelliklerinin anlasilabilmesi i¢in her bir tiire ait ortalama metal
icerikleri arasindaki farklar incelenmistir. Metal seviyelerinin insan sagligi agisindan kabul edilebilir
sinirlarda olup olmadigr giinliik ve haftalik alimlar hesaplanarak, Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) ve
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) niin 6nerdigi gecici kabul edilebilir giinliik (PTDI) ve haftalik (PTWI)
standart degerlerle belirlenmistir (FAO,WHO, 2004; FAQ, 2014).

MATERYAL VE METOT
Orneklerin metal analizi

Ornekler 2017 yilinda, Nisan-Mayis aylarinda P. adspersus Rize (Dogu Karadeniz Kiyisi), A.
antennatus Antalya (Akdeniz Kiyis1) ve P. longirostris Yalova (Marmara Denizi kiyisi)’da bolge
balik¢ilarindan temin edilmistir (Sekil 1). Metal analizi i¢in Orneklerin kas dokusu tiire gore
etiketlenerek -20 °C’de muhafaza edilmistir. Her tiir i¢in en az 15 birey olmak {izere kas dokusundan
alman Ornekler 105 °C’de kurutulmustur. Kurutulan oOrnekler porselen havanda ezilerek
homojenizasyonu saglanmigtir. Homojenize edilen 6rneklerden 0,5 gr alinarak 5 ml (% 65°lik) nitrik
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asitle karistirtlmis ve 24 saat oda sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra 100 °C’de 4 saat asitle yakma
islemi uygulanmugtir. Yakilmis ornekler tekrar oda sicakliginda bekletilerek filtre edilmis ve
stiziilmiistiir. Stiziilen ornekler deiyonize su ile 25 ml’ye tamamlanarak ¢ozeltinin seffaflagtirilmasi
saglanmstir (Caglak ve Karsh 2014).

Ackbendnr

Sekil 1. Karides 6rneklerinin alindig1 lokaliteler

Hazirlanan diliisyonda tayin edilmek istenen Cd, Cu, Ni ve Zn elementleri i¢cin Atomik absorbsiyon
spektrometre (AAS) cihazinda (Perkin-Elmer 1100B) metal stok ¢6zeltisinden hazirlanan standartlar
(Merck) ile kalibrasyon saglanmistir. Her bir ornek ¢ozelti igindeki metal miktari, absorbans
degerlerine karsilik gelen konsantrasyon degerlerinin 3’er kez okutulmasi ile olusturulan kalibrasyon
grafiklerinden belirlenmistir. Tiirler arasinda metal konsantrasyon farklarinin istatistiki olarak
degerlendirilebilmesi igin IBM SPSS Versiyon 24.0 istatistik paket programi, tek yonlii varyans
analizi kullanilarak ortalama ve standart sapma hesaplanmistir (Tablo 1). Ortalama degerler arasindaki
farklar P<0,05 ise istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Ayrica farkli tiirlerde tespit edilen
toplam metal igerigini karsilagtirmak ve bolgelerin kirlilik durumlarinin anlasilabilmesi i¢in metal
kirlilik indeksi (MPI) asagidaki denklem kullanilarak hesaplanmistir (Shue vd., 2014). MPI degeri
1’den fazla ise kirlilik olduguna, 1’den az ise herhangi bir kirliligin olmadigina isaret etmektedir
(Rakocevic vd., 2018).

MPI = (Cfl x Cf2 x ... x Cfn)*"
Cfn: Metal konsantrasyonu
n: 6rnek sayisi

Aragtirmada analizi yapilan tiirlerin balik¢ilar tarafindan satisa sunulan ve insanlar tarafindan
tiikketilen tiirler olmasi nedeniyle insan sagligi acisindan Oneminin anlagilabilmesi igin gilinlik ve
haftalik tiikketim degerleri hesaplanmistir. Hesaplamalar 70 kg agirliginda olan bir kisinin giinliik
ortalama balik tiiketiminin 15 gr oldugu varsayilarak yapilmistir (Korkmaz ve Colakfakioglu, 2016).
Tespit edilen metal seviyeleri kilogram basina giinliik tiiketime izin verilen standart degerler ile
karsilastirilarak Tablo 2’de sunulmustur.

BULGULAR

Karideslere ait ii¢ farkli tiirde toplam metal seviyelerinin ortalamasina gore en yiiksek
konsantrasyon sirasiyla P. adspersus (Karadeniz), P. longirostris (Marmara Denizi) ve A.
antennatus’da (Akdeniz) tespit edilmistir (p<0,05). Cu en yiiksek konsantrasyonda P. adspersus > P.
longirostris > A. antennatus olmak iizere 5,87 mg/kg, 4,49 mg/kg, 2,48 mg/kg olarak kaydedilmistir.
Zn’ nin ise en yiikksek konsantrasyonu P. adspersus (9,58 mg/kg), en diisiik konsantrasyonu A.
antennatus (6,94 mg/kg) tiirtinde bulunmustur. Analizi yapilan metaller arasinda en toksik olan Cd
konsantrasyonlar1 P. adspersus ve P. longirostris’de birbirine ¢ok yakin ve sinir degerlerin tizerindedir
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(0,93-0,90 mg/kg). A. antennatus’da ise Cd ve Ni igerigi en dusiik seviyededir (0,30, 0,13). P.
adspersus ve P. longirostris tiirlerinde ise Ni konsantrasyonu yoktur (Sekil 2). Tiirk Gida Kodeksi ve
Gida ve Tarim Orgiitii’niin deniz canlilarindaki kabul edilebilir agir metal konsantrasyon verileri bu
arastirmadaki degerler ile karsilagtirildiginda, Cd disinda arastirilan diger metaller kabul edilebilir

standart degerlerin altindadir (Tablo 1).

Tablo 1. Karides tiirlerinin kas dokusunda tespit edilen metal konsantrasyonlarinin karsilastirilmasi (ortalama

A

B

Metal
m Cu
m 7Zn

Cd
® Ni

Sekil 2. Toplam metal konsantrasyonlarinin tiirlere gore dagilim
(A: P. longilostris, B: P. adspersus, C: A. antennatus)

konsantrasyon + standart sapma, nd: tespit edilemeyen deger (null)).

Tiir Metal Yil Bolge Metal diizeyi Referans FEQSQ ;S:fg
2007  Marmara Denizi 24,50+3,850 mg/kg Kurun vd., 2007
2008 Antalya/Akdeniz 1,33+ 0,007 mg/kg Gokoglu vd., 2008
Cu 2009 Kuzey Dogu Akdeniz 2,240,672 mg/kg (:?ksﬁz vd., 2009 30 20
2009 Marmara Denizi 5,19-7,60 mg/kg Ozden, 2010
2014  Tekirdag/Marmara  25,48+0,3 mg/kg Dokmeci vd., 2014
2017 Yalova /Marmara 4,49 + 0,55 mg/kg Arastirma sonucu
2007 Marmara Denizi 40,42+11,24 mg/kg Kurun vd., 2007
2 2008  Antalya/Akdeniz 14,57 +3,57 mg/lkg  Gokoglu vd., 2008
g 7n 2009 Kuzey Dogu Akdeniz 6,1+ 0,472 mg/kg (:?ksiiz vd., 2009 30 50
= 2009 Marmara Denizi 11,090-17,707 mg/kg  Ozden, 2010
§ 2014 Tekirdag/Marmara  22,4+24.4 mg/kg Dékmeci vd., 2014
@ 2017 Yalova /Marmara 7.58 + 1.66 mg/kg Arastirma sonucu
s 2007 Marmara Denizi 0,77+0,31 mg/kg Kurun vd., 2007
s 2008 Antalya/Akdeniz 0.23 + 0,03 mg/kg Gokoglu vd., 2008
£ 2009 Kuzey Dogu Akdeniz 0,784+0,081 mg/kg  Oksiiz vd., 2009
o Cd 5009 MarmaraDenizi  0,007-0,098 mg/kg  Ozden, 2010 005 005
2014  Tekirdag/Marmara  0,106+0,01 mg/kg Dokmeci vd., 2014
2017 Yalova /Marmara 0,93 + 0,32 mg/kg Arastirma sonucu
2007 Marmara Denizi 4,27+2,78 mg/kg Kurun vd., 2007
Ni 2009 Marmara Denizi 0,316-0,507 mg/kg Ozden, 2010 ) )
2014  Tekirdag/Marmara  19,25+7,1 mg/kg Do6kmeci vd., 2014
2017 Yalova /Marmara nd Arastirma sonucu
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2017

Akdeniz/Antalya

0,13 +0,10 mg/kg

Arastirma sonucu

9 Cu 2007  Marmara Denizi/Kuzey 38,65+6,56 mg/kg Kurun vd., 2007 30 20
o 2017 Rize/Karadeniz 5,87 = 0,53 mg/kg Arastirma sonucu

§ 7n 2007 Marmara Denizi/Kuzey 44+18,86 mg/kg Kurun vd., 2007 30 50
3 2017 Rize/Karadeniz 9,58 + 0,77 mg/kg Arastirma sonucu

& cq 2007  Marmara Denizi/Kuzey 0,66+0,39 mg/kg Kurun vd., 2007 005 005
% 2017 Rize/Karadeniz 0,9 + 0,31 mg/kg Arastirma sonucu ' '
= Ni 2007 Marmara Denizi/Kuzey 4,70+1,64 mg/kg Kurun vd., 2007 i i
o 2017 Rize/Karadeniz nd Arastirma sonucu

» Cu 2015 Akdeniz 2,099+0,01mg/kg Olgunoglu, 2015 30 20
= 2017  Akdeniz/Antalya 2,48+0,27 mg/kg Arastirma sonucu

% 7n 2015 Akdeniz 9,953+0,10 mg/kg Olgunoglu, 2015 30 50
= 2017  Akdeniz/Antalya 6,94 + 0,76 mg/kg Arastirma sonucu

g cg 2015 Akdeniz nd Olgunoglu, 2015 005 005
I 2017  Akdeniz/Antalya 0,3 + 0,25 mg/kg Arastirma sonucu

-jﬁ Ni 2015 Akdeniz nd Olgunoglu, 2015 ]

Ayrica farkl karides tiirleri arasindaki metal kirliliginin 6nem derecesi metal kirlilik indekslerine
gbre P. adspersus ve P. longirostris’de sirastyla; 3,1, 3,6 (1< MPI) olarak, A. antennatus’da ise 0,9
(1>MPI) olarak hesaplanmigtir. Karadeniz ve Marmara Denizi kiyilarindan 6rneklendirilen tiirlerin
metal kirlilik indeks degerlerinin 1 kritik degerinin {izerinde olmasi1 bu bolgelerde kirliligin varligina
isaret etmektedir. Akdeniz bdlgesinden orneklenen tiir igin hesaplanan MPI degerine gore bolgede
endise verici bir kirliligin olmadig1 kanisina varilmistir. Metal konsantrasyonlar1 belirlenen karides
tiirlerinin Antalya, Rize ve Yalova’da insanlar tarafindan tiiketilmesi nedeniyle igerdikleri metal
konsantrasyonlarina bagl olarak, giinliik ve haftalik alim degerleri hesaplanmistir. Sonuglar Cu, Zn,
Cd ve Ni igeriklerinin tolere edilebilir giinliik ve haftalik limitlerin olduk¢a altinda oldugunu ve
tiikketiciler agisindan sorun teskil etmedigini gostermistir (Tablo 2).

Tablo 2. Karides tiirlerinde hesaplanan haftalik alim degerleri (HHA) ve giinlik alim degerleri (HGA)
ile tolere edilebilir standart haftalik (THA) ve giinlikk (TGA) alim degerlerinin karsilagtiriimasi

1 2 3 HHA - HGA HHA- HGA HHA - HGA
Metal THA THA TGA (P.longilostris) (P.adspersus) (A. antennatus)
Cu 35007 245000 35000 471,4-67,3 616,3-88 260,4-37,2
Zn 7000° 490000 70000 795,9-113,7 1005,9-143,7 728,7-104,1
Cd 7t 490 70 97,6-13,9 94,5-13,5 31,5-4,5
Ni 35° 2450 350° - - 13,6-1,9

1 THA Tolere edilebilir haftalik alim (ug/hafta/kg viicut agirligr),

2THA, 70 kg agirhginda yetiskin bir kisi icin (ug/hafta/70 kg viicut agirligr),

3TGA, tolere edilebilir giinlitk alim (ug/giin/70 kg viicut agirhgr),

 (FAO/WHO, 2004),

®Bir hafta igin hesaplanan deger (ug/hafta/kg viicut agirhgn),

®WHO, (2014) 1 kg viicut agirhg: i¢in giinlik 5 pg’hk bir TGA énermektedir. (70 kg agirligindaki bir kisi igin 350 pug),
HHA, Bu arastirmada hesaplanan haftalik alim degeri (ng/hafta/70 kg viicut agirhigi),

HGA, Bu arastirmada hesaplanan giinlilk alim degeri (ng/hafta/70 kg viicut agirhigy).

TARTISMA ve SONUC

Ekosistemlerde genis olglide dagilim gosteren Kursun (Pb), civa (Hg) ve kadmiyum (Cd) gibi
esansiyel olmayan agir metaller ile ¢inko (Zn) ve bakir (Cu) gibi esansiyel elementlere belirli
konsantrasyonlarda maruziyet tiim canlilarda toksik etkiler olusturabilmektedir (Benavides vd., 2005).
Agir metallerin hayvanlar ve insanlar {izerindeki en onemli zararli etkisi reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) olusumuna neden olmaktir. Siiperoksit (O3), hidroksil (OH") hidrojen peroksit (H,O,) gibi
reaktif tiirler siirekli olarak biyolojik sistemlerde, normal oksidatif metabolizma sirasinda diisiik
seviyelerde tiretilmektedir (Sanchez-Chardi vd., 2007). Fakat agir metaller gibi kimyasal maddelere
maruz kalma nedeniyle artan serbest radikal olusumu oksidatif strese neden olarak hiicrelerde DNA,
lipid ve proteinlerde zararli etkiler olusturmakta ve bunun sonucu olarak, enzimler ve diger 6nemli
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makromolekiillerin fonksiyonlar1 degismektedir (Viegas-Crespo vd., 2003). Insan ve gevre saghgini
olumsuz etkileyen kiy1 sularinin kirlilik durumunun belirlenmesi i¢in farkli bolgelerden ¢esitli karides
tiirlerinin biyomonitér 6zelliklerini inceleyen, organizmalarin metal iceriklerini konu alan birgok
arastirma mevcuttur. Tiir, esey ve dokulara gore karideslerde metal igeriklerinin degiskenlik
gostermesi nedeniyle bu arastirmada ayni tiir ve kas dokusunda tespit edilen metal konsantrasyonlari
iizerinde durulmustur.

Sucul ekosistemlerle ilgili olan arastirmalarin ¢ogu, dar bir bogazla birbirine bagli Marmara Denizi
ve Karadeniz’de kirliligin 6nemli derecede arttigim belirtmektedir. I¢ denizlerin dogal siireglerle kendi
kendini temizleme potansiyeli olmasina karsin antropojenik aktivite nedeniyle bu siire¢ zorlasmaktadir
(Tasdemir, 2002; Okmen, 2011). Marmara Denizi’nde biyomonitor olarak kullamlan ii¢ tiiriin (P.
adspersus, P. serratus, P.s longirostris) agir metal birikimi incelenmistir. Arastirmacilar, Cu igerigini
P. longirostris disindaki tim 6rneklerde, Cd igerigini P. adspersus disindaki tim orneklerde, Zn
iceriginin ise sadece bir lokalitede esik degerlerin oldukea iistiinde oldugunu tespit etmislerdir (Kurun
vd., 2007). Marmara Denizi’'nde yapilan baska bir arastirmada ise P. longirostris orneklerinde
makromineral ve mikromineral konsantrasyonlari arastirilmistir. Bu minerallerden Cd igin ortalama
olarak 0,007-0,098 mg/kg, Cu i¢in 5,194-7,600 mg/kg, Zn i¢in 11,090-17,707 mg/kg, Ni i¢in 0,316—
0,507 mg/kg degerleri kaydedilmistir (Ozden, 2010). Marmara Denizi’nin kiyisinda yer alan Tekirdag
kiyisal alanindaki P. longirostris tiiriine ait 6rneklerde, Cu seviyesinin (25,48+0,3 mg/kg) maksimum
limitlerin tstiinde bulundugu belirtilmistir (Dékmeci vd., 2014). Ayrica Marmara Denizi’'nde P.
longirostris 6rneklerindeki Cu, Zn, Cd ve Ni konsantrasyonlari, Akdeniz Antalya Korfezi’nden alinan
orneklere gore daha yiiksektir (Gokoglu vd., 2008; Oksiiz vd., 2009). Bu arastirmada da Marmara
Denizi kiyisindan aliman (Yalova) P. longirostris orneklerinde tespit edilen metal seviyeleri
Akdeniz’den alinan P. longirostris’ e gore daha yiiksek degerlerdedir.

Karadeniz bolgesinden alinan Palaemon cinsine ait P. serratus orneklerinin kas dokusunda Cu
konsantrasyonu TGK, (2002) tarafindan belirlenen sinir degerleri astigi tespit edilmistir (Ergiil ve
Aksan, 2013). Bu arastirmada P. adpersus érneklerinde Cu degerleri sinir degerlerin altindadir. Kurun
vd., (2007)’nin Marmara Denizi’nde P. adpersus’da belirledikleri Cu, Zn ve Ni degerleri, bu
arastirmada Karadeniz’den alinan ayni tiir Orneklerin metal iceriklerine gore oldukca yiiksek
degerdedir. Ayrica Karadeniz’e ait P. adpersus érneklerinin Cd degeri sinir degerlerin tizerinde tespit
edilmistir.

Akdeniz’den Aristeidac familyasina ait A. antennatus tiirii ile ilgili olarak ortalama Zn (9.953 +
0.10 mg/kg) degerinin Cu (2,099 + 0,01 mg/kg) degerinden fazla bulundugu kaydedilmistir. Cd ve Ni
konsantrasyonlarin ise tespit edilmedigi belirtilmistir (Olgunoglu, 2015). Bu arastirmada benzer
olarak Akdeniz’e ait A. antennatus orneklerinin Zn degeri (6,94 + 0,76 mg/kg) Cu degerinden (2,48
+ 0,27 mg/kg) fazladir. Ayrica bu tir i¢in Cd (0,3 + 0,25 mg/kg) ve Ni (0,13 £ 0,10 mg/kg)
konsantrasyonlar1 kaydedilmistir.

Elde edilen veriler diinyadaki diger arastirmalarla kiyaslandiginda ise Zn igeriklerinin Cu
iceriklerine gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Kuzeydogu Cezayir’ de A. antennatus icin Cu
icerigi 139 mg/kg, Zn igerigi 105 mg/kg, Cd igeriginin ise 0,83 mg/kg oldugu tespit edilmistir. P.
longirostris tiiriinde ise Cu degeri 134, Zn degeri 118, Cd degeri ise 0,89 mg/kg’ dir (Abdennour vd.,
2000). Akdeniz’in giineydogusunda Israil kiyilarinda yapilan bir baska arastirmada bu tiir igin verilen
metal oranlar1 Cu (21,8 mg/kg) > Zn (13,6 mg/kg) > Cd (0,06 mg/kg) olarak kaydedilmistir (Kress vd.,
1998). Ispanya’nin Kanarya adalarinda P. adspersus’ta Cu, Zn ve Ni’nin en yiiksek ortalama degerleri
P. elegans ve P. serratus tiirlerine gore daha yiiksektir. Ortalama olarak Cu; 186,4 mg/kg, Zn; 124,7
ma/kg, Ni; 11,7 mg/kg olarak tespit edilmistir (Lozano vd., 2010). Arastirmacilarin verdigi metal
seviyeleri bu arastirmada P. adspersus tiirii i¢in tespit edilen ortalama degerlerden oldukga yiiksektir.
Arastirmalar deniz yasam alanlarinin antropojenik metal kirlenmesinden etkilendigini ve karides
tiirlerinin ¢evre kirliliginin belirlenmesinde dikkate alinabilecek biyomonitdrler oldugu kanaatindedir
(Lorenzon vd., 2001).

Sonug olarak, Zn, Cu, Ni ve Cd metallerinin ortalamasina gore en yliksek konsantrasyonlar
Karadeniz ve Marmara Denizi’'ne ait 6rneklerde (P. adspersus, P. longirostris) tespit edilmistir.
Akdeniz’den alinan A. antennatus 6rneklerinin metal igerikleri analizi yapilan diger tiirlere gore daha
diisiik seviyededir. Onceki arastirmalarda da Karadeniz ve Marmara Denizi’nin kirlilik durumu
bildirilmistir. Karides tiirlerinin metal igerikleri degerlendirildiginde alindiklar1 bolgelerin kirlilik
durumunu yansitabilmesi, metal kirliligi i¢in uygun biyomonitdr olduklarin1 gostermektedir. Aragtirma
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sonuglarina gore, metal analizi yapilan tiirlerle ilgili olarak simdilik insan saglig1 acisindan bir tehlike
bulunmadigi sdylenebilir. Ancak Rize ve Yalova kiyilarinda Cd degerinin ulusal ve uluslararasi sinir
degerlerin iizerinde bulunmasi, ileriki zamanlarda insan saglig1r ve g¢evre kirliligi agisindan tehlike
olusturabilir. Bu nedenle Karadeniz ve Marmara Denizi’nin izlenmesi, toksisiteyi meydana getiren
unsurlarin belirlenmesi ve Oniine gecilmesi i¢in farkli alanlar1 ve diger sucul tiirleri iceren ¢alismalarin
artirtlmasi 6nerilmektedir.
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Abstract

This study aimed to examine the effects of six trial diets (containing different amounts of fish meal, hazelnut, and
soybean meal protein, also without the enzyme phytase “0 FTU” and with “1000 FTU”) on the rainbow trout (Oncorhynchus
mykiss) juveniles. The study was conducted as three replicates. Live weight gain, feed consumption, feed conversion ratio
(FCR), specific growth ratio (SGR) and the protein efficiency ratio (PER) of the trial groups were calculated as 52.8-64.3g,
64.1-72.1g/fish, 1.12-1.22, 1.42-1.6% and 1.79-2.0, respectively (P<0.05). The dietary factors did not produce a significant
effect on the organ indexes, body chemical composition, digestibility ratios of diets in the fish (P>0.05). But phytase enzyme
affected significantly the dietary phosphorus ratio and the digestible energy ratio (P<0.05). Dry matter, crude ash, crude
lipid, crude protein and phosphorus components in the fish bodies were found to be 30.7-31.8%, 2.2-2.3%, 11.8-12.8%, 14.5-
15.2% and 0.56-0.62%, respectively. In the trial groups fish, values of the total nitrogen and phosphorus consumption, gain
and retention were calculated as 1139-1173 mg/kg versus 248-279 mg/kg, 315-350 mg/kg versus 73-82 mg/kg, and 27.2-
30.6% versus 26-33%, based on the average daily weight. Generally, the interaction between factors was found to be
statistically insignificant (P>0.05).

Keywords: Diet proteins, enzyme, retention, growth, trout.

Farkh Oranlarda Findik, Soya Kiispesi, Ballk Unu ile Birlikte Fitaz iceren Rasyonlarmn Gokkusag Alabalig
(Oncorhynchus mykiss) Yavrularimin Gelisimi Uzerine Etkileri.

Ozet

Bu ¢alismada, balik unu protein (BUP), findik kiispesi proteini(FKP) ve soya kiispesi protein (SKP) ile birlikte fitaz
enzimini 0 (-) ve 1000 FTU (+) farkli oranlarda iceren alti adet deneme rasyonunun gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus
mykiss) yavrularinin (27,824+0,04g) biiylime parametrelerine, viicut kimyasal kompozisyonuna, organ indekslerine, yemin
sindirilebilirligine etkilerinin belirlenmesi amaglanmigtir. Calisma 3 tekerriirlii olarak yiiriitiilmistiir. Canli agirlik artist 52,8-
64,3g, yem tiiketimi 64,1-72,1g/balik, yem doniisiim oran1 1,12-1,22, spesifik biiyiime oranm1 % 1,42-1,6 ve protein etkinlik
orani 1,79-2,0 arasinda degismistir(P<0.05).Denemede rasyon protein kaynagi ve fitaz enzim igerigi gokkusagi alabalig
yavrularinin organ indeksleri, viicut kimyasal kompozisyonlari ve rasyon sindirim oranlart iizerine etkilerinin 6nemsiz, ancak
rasyon fosfor ve enerjinin sindirilme oran1 iizerine rasyon fitaz enzim seviyesi etkisinin énemli oldugu saptanmustir (P<0,05).
Deneme sonu balik viicutlarinin kuru madde (KM), ham kiil (HK), ham yag (HY), ham protein (HP) ve fosfor bilesenleri
sirastyla %30,7-31,8, %2,2-2,3, %11,8-12,8,%14,5-15,2 ve %0,56-0,62 olarak bulunmugtur. Deneme grubu baliklarin toplam
azot, tiikketimi, kazanci ve tutumu giinliik ortalama agirlik tizerinden 1139-1173 mg/kg, 315-350 mg/kg, %27,2-30,6 ve
toplam fosfor tiketimi, kazanci ve tutumu 248-279 mg/kg, 73-82 mg/kg ve %26-33 olarak hesaplanmistir. Tim
hesaplamalarda (“rasyon protein kaynagi*Fitaz”) faktorleri arasinda etkilesimin dnemsiz oldugu bulunmugtur (P>0,05).

Anahtar kelimeler: Rasyon proteinleri, enzim, vuciitta tutulma, biiyiime, alabalik.
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INTRODUCTION

Agquaculture is the fastest-growing sector among the agricultural and food fields (Granada et al.,
2016). The growth of the fish farming sector has also led to an inevitable increase in the demand for
the fish meal (Orisasona et al., 2017), and using higher amounts of plant-based raw materials in fish
feeds (Ruohonen et al., 2007; Granada et al., 2016).

It is commonly reported that soybean protein and other vegetable protein may be used in the
rainbow trout farming instead of a part of fish meal in the diet in order to reduce aquafeeds
environmental pollution without compromising on live weight gain,feed conversion ratios, specific
growth rate (Vielma et al., 2000; Morris et al., 2005; Dalsgaard et al., 2009; Pratoomyot et al., 2010;
Harhioglu, 2011; Burr et al., 2012; Diler et al., 2012; Zhang et al., 2012; Orisasona et al., 2017).
Atalayoglu and Cakmak (2010) reported that hazelnut (10%) meal could be substituted for some parts
of the fish meal without having a problem. Dogan and Bircan (2010) reported that the rate of hazelnut
meal (increasing this ratio to 30%) in the feed of rainbow trout did not affect the feed conversion ratio,
the protein efficiency ratio, the condition factor. Karabulut et al. (2017) reported that when the
hazelnut meal was greater than 35%, the protein efficiency ratio decreased and the feed conversion
ratio significantly reduced in angelfish (Pterophyllum scalare) juveniles. Important findings have been
obtained from the use of hazelnut meal at certain ratios instead of fish meal (Emre et al., 2008a; Emre
et al., 2008b; Sevgili et al., 2009a; Sevgili et al., 2009b). Harlioglu (2011) found that the feeds have
significant effects on the phosphor and nutrients digestibility rates of rainbow trout (p<0.05).

The use of the enzyme phytase, for example, provided an increase in the digestion rate of minerals,
protein-amino acid, and starch in the feeds and an improvement in feed conversion ratio, reducing the
pollution from the metabolic waste and faeces (Cheng et al., 2004; Cao et al., 2007; Dalsgaard and
Pedersen, 2011). The optimum level of phytase supplementation in rainbow trout diets was
approximately 500 mUkg diet (Cheng et al., 2004). The addition of fungal phytase diet could not
increase nutrient digestibility in trout Orisasona et al. (2017). Phytase activity is defined as FTU, FTT,
PU and U (Selle and Ravindran, 2007). The addition of fungal enzyme of phytase, as well as the
increase in phosphorus level in feed, did not significantly affect the growth and feed conversion ratios
(Dalsgaard et al., 2009). The use of microbial enzyme in biotechnological applications is promising to
allow for higher availability (Chung, 2001; Maenz, 2001). Besides, use of 2000 FTU phytase enzyme
in the diet significantly reduced the phosphorus waste output (Biswas et al., 2007).

Dogan and Bircan (2010) reported that the rate of hazelnut meal in the feed of rainbow trout did not
affect the hepatosomatic index, and viserosomatic index. In all experimental groups, protein (90.93% -
9.176%) and fat (96.78% -98.33%) digestibility rates were quite high, but no statistical difference was
found between them. In another report, use of different ratios of canola meal instead of fish meal
in Lateolabrax japonicus diets and the increase in this ratio negatively affected feed conversion ratio,
specific growth rate slowed down digestive enzyme activity and significantly reduced the digestibility
of dietary dry matter, protein, lipid and phosphorus (Cheng et al., 2010).

Ozgiir Yigit et al. (2018) reported that feeds containing protease and phytase did not produce a
significant effect on the growth, feed conversion ratio, protein and lipid digestibility in the rainbow
trout groups. Vielma et al. (1998) found that on the phosphorus utilization in rainbow trout had been
reduced by feed containing phytase and cholecalciferol.

Hernandez et al. (2004) observed that the phosphorus retention efficiency of rainbow trout
juveniles was higher than that of the group fed with the feed containing high level of fish meal,
suggesting that nitrogen retention rates were similar for all experimental groups. In adult fish,
phosphorus and nitrogen retention rates in the body were found to be lower than the juveniles.

In this study, it is aimed to investigate the effects of diets containing different amounts of soybean
and hazelnut meal, fish meal, and phytase on the development, body chemical structure and the feed
digestibility in rainbow trout (O. mykiss) juveniles. It is hypothesized that an increase in feed
digestibility rate should improve the growth and feed conversion rate in the fishes, and more
environmentally sustainable aquaculture practices are needed to be performed by sticking to the
natural and economical principles.
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MATERIAL and METHODS
Experiment location, duration, and fish species

In the study, 450 rainbow trout (O. mykiss) juveniles (27.82 + 0.04 g as mean live weight) obtained
from a private company were used. Trials were conducted at Kepez Trout Unit of the Mediterranean
Fisheries Research, Production and Training Institute. The fish were used in the trial after being kept
in quarantine for 15 days in order to ensure that they were in good health for the trials. Trial duration
was considered as 75 days. In order to determine the feed digestibility after the trials, the fish were fed
ad libitum. Fecal samples were collected twice a week for 3 weeks.

Experimental diets and design

The raw materials used in the trial diets were purchased from Kagsan Karadeniz Food and
Agriculture Industry Inc. Trial diets used to feed rainbow trout juveniles contain different amounts of
fish meal protein (FMP), hazelnut meal protein (HMP) and soybean meal protein (SMP), without the
enzyme phytase “0 FTU” (-) and with “1000 FTU” (+). Six equally prepared trial diets (D) with 42%
of isonitrogenous crude protein values (CPV) were formulated as follows (Table 1), (D, D+ = 30%
FMP+ 35% HMP+ 35% SMP; D,., D,. = 40% FMP+ 30% HMP+30% SMP; D3, D3, = 50% FMP+
25% HMP+25% SMP).

The study was carried out in three replicates in 18 trial tanks (400 L). 25 juvenile fish were
randomly allocated to each of the six groups (Table 1).The fish were fed with the feed corresponding
to approximately 2% of their daily live weight in the morning and evening. Each tank was supplied
with 12L water per minute. In the trials, water with a temperature of 17.5 + 0.52°C, dissolved oxygen
0of 9.2 £ 0.55 mg / L, and pH of 8.0 + 0.08 was used. In addition, 0.5% of chromic oxide was added as
an indicator in order to determine nutrient digestibility in the trial diets. Prepared trial diets were
stored at + 4°C until use.

Tablel. Distribution of raw material and nutrient contents according to crude protein structure of trial diets (%).

. Distributions of raw materials according to raw material contents of trial
Feed raw materials

diets
D, D+ D, Do+ D; D+

Phytase (FTU) 0(-) 1000(+) 0(-) 1000(+) 0(-) 1000(+)
Fish meal 18 24 30
Soybean meal 28.8 24.8 20.4
Hazelnut meal 33 27.8 23
Corn gluten 2.4 1.7 1
Wheat meal 1.64 2.99 5.49
Corn meal 0 3.85 7.05
Vitamin mixture 0.5 0.5 0.5
Mineral mixture 0.11 0.11 0.11
Fish oil 14.4 13.1 11.3
Carboxymethyle cellulose 0.5 0.5 0.5
Choline chloride 0.15 0.15 0.15
Chromic acid 0.5 0.5 0.5
Unit feed 100 100 100
Proximate Moisture 6.39 6.61 6.32 6.22 5.93 6.55
analvsis: DM 93.1 93.39 93.68 93.78 94.07 93.45
Dietgb - CA 8.53 8.71 8.74 8.81 8.93 9.13
dr ma)t/ter 17.64 21.09 14.32 18.79 15.04 18.72
(cyy) CP 42.64 42.92 4254 42.44 42.02 42.86

0 Total 68.80 72.72 65.60 70.04 65.99 70.71

Dry matter ‘DM, Crude Ash ‘CA’, Crude Lipid ‘CL’, Crude protein ‘CP’, D; [ %30 FMP+ (%35 SMP + %35 HMP)],
D [%40 FMP + (%30 SMP + %30 HMP)], Ds [%50 FM + (%25 SMP + %25 HM)]. Phytase 0 FTU -, 1000 FTU * +°,
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Analysis and calculations of growth parameters

This study investigated the effects of diets containing equal ratios of hazelnut meal and soybean
meal and different ratios of fish meal and phytase on the growth parameters of rainbow trout juveniles
and the digestibility of nitrogen and phosphorus in feeds. In periodical intervals (15 days), the fishes
were anesthetized with 0.3 mL / L phenoxyethanol.

Then, their total length (mm) was measured with the aid of a caliper, and their live and internal
organs weights (g) were measured with an electronic scale with 0.01 precision. Feed requirements
were determined by calculating the feed conversion rates periodically. For the digestion analysis, the
anesthetized fishes were dried with blotting paper. Then, the feces samples were collected by rubbing
the abdominal area and pressing on it. This process was repeated every three days. All collected feces
samples were combined in a way to represent the average, and then stored in the deep freeze until the
analysis.

The analyses of dry matter (DM), crude protein (CP) and crude lipid (CL) (James, 1999), crude ash
(CA) (AOAC, 2000), fecal chromium oxide (Furukawa and Tsukahara, 1966) and phosphor amount
(James, 1999), and the calculations of total energy (Henken et al., 1986), dry matter digestion (Cheng
et al., 2004), nutrient digestion coefficient, retained nutrient rate (Vielma et al., 2002), nutrient gain,
nutrient uptake and mean weight gain were performed in trial diets. Live weight gain (LWG), feed
conversion ratio (FCR), condition factor (CF), specific growth rate (SGR) and protein efficiency ratio
(Akpinar et al., 2012) and viscerosomatic index (VSI), hepatosomatic index (HSI), and carcass yield
(CY) were calculated (Metailler, 1987).

Statistical Analysis

After the arcsin transformation, Shapiro-Wilk W test for data normality and Bartlett test for data
homogeneity were performed. Then, all percentages were calculated. Differences between the
averages of the trial group were analyzed with One Way Variance Analysis (ANOVA) followed by
Tukey multiple comparisons. Two-way ANOVA was used to test whether the addition of phytase to
the feed has an effect on the parameters included in the study. Tukey multiple comparisons were
performed to determine whether there is any difference among groups, P<0.05 was considered
significant. Data were analyzed using the JMP 8.0 Statistical Package Program (SAS Institute and Inc.,
2008) Analysis results are presented as the mean standard error (mean + SE).

RESULTS
Growth and feed conversion ratio

Trial diets (D1, D, and D3) contain fish meal protein (30%, 40% and 50% respectively) as the
protein of animal origin and semi soybean meal protein+semi hazelnut meal protein, (70%, 60% and
50%, respectively) as plant-based protein, without the phytase enzyme (OFTU) and with the phytase
enzyme (1000FTU) (Table 1).

The effects of trial diets, contents of which are given above, on the growth parameters, body
chemical composition, organ indexes, and nutrient digestibility in rainbow trout juveniles are
summarized in Table 2-6. The fishes having an initial weight of 27.85-27.88 g gained 80.63-92.20 g at
the end of the experiment. The most live weight gain (LWG) was in the group fed with D3-, while the
least live weight gain was in the group fed with D,.. Furthermore, phytase enzyme added to the feeds
(D4, D, and Dj) did not shown any significant difference (P>0.05).
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Table 2. Effects of trial feeds on the growth parameters and feed conversion ratio in rainbow trout juveniles (*).

Diets  IW(gffish)  FW (gffish)  LWG (gffish) F Con. g/fish) FCR (;)/Gdgy) PER
D:- 27.8£0.02 87.84+0.61™ 59.96+0.62™° 67.86+0.56™ 1.13+0.02®  1.53+0.01° 1.94+0.04®
Du. 27.8+0.04 80.63+3.16°  52.8043.19°  64.12+1.67°  1.22+0.05°  1.42+0.05° 1.79+0.07°
D,- 27.840.04 82.80+£1.84" 54.97+1.88" 66.56£1.16" 1.21+0.02°  1.45+0.03% 1.82+0.03%
D,. 27.840.05 83.86+2.37% 56.06+2.34™ 67.87+1.62% 1.21+0.02%° 1.47+0.04"° 1.82+0.04®
Ds- 27.840.05 92.20+0.33%  64.35+0.38%  72.17+0.19*  1.1240.01*  1.60+0.01*  2.00+0.02°

Da. 27.840.03 90.20+1.10°  62.35+1.12%  70.2940.44®°  1.13+0.02%®  1.57+0.02%°  1.93+0.03%

Two-way Anova

DPS 0.002 0.002 0.001 0.016 0.004 0.048
F 0.099 0.104 0.139 0.159 0.125 0.008]
DPS* F 0.121 0.125 0.111 0.205 0.139 0.165

(*)Different letters in the same column indicate significant differences between group averages (P<0.05).
“Diet ‘D’, Dietary protein source ‘DPS’, Phytase ‘F>, 0 FTU “-¢, 1000 FTU ,’, Initial weight ‘TW’, Final weight ‘FW’. Live weight gain
‘LWG’, Feed consumption ‘F Con’, Feed conversion ration ‘FCR’, Specific growth ratio ‘SGR’, Protein efficiency ratio (PER).

‘DPS*F’ interaction was found to be non-significant on the feed consumption of trial groups
(P>0.05). However, differences in the average feed consumption per fish at the end of the experiment
were found significantly (P <0.05) depending on the trial diet with a protein of the plant-based or
animal origin and on their rates (P<0.05).The most feed consumption was observed in the Ds- group
where the growth was the most, while the least feed consumption was in the D,. having the least
growth (Table 2).

The interaction between the ‘DPS*F’ factors on the specific growth rate of the trial groups was
found to be non-significant (P>0.05).At the end of the experiment, the greatest SGR was in the Ds-
group (1.60), whereas the least SGR was in the Dy, group (1.42) (P<0.05).

In terms of FCR, D3- group had the highest value with 1.12 while D,. group exhibited the lowest
value with 1.22.In FCR, the difference between (D,>Ds) = D; group was found significantly. At the
end of the experiment, differences between FCR values in the groups were significantly (P <0.05),
depending on the source and rates of plant- or animal-based proteins used in the trial diets
(P<0.05).Increased amount of fish meal protein in diets positively affected FCR (P<0.05). However,
the presence or absence of the phytase enzyme in the experimental diets presented no difference
between the groups (P> 0.05).

The interaction between the ‘DPS*P’ factors on the protein efficiency ratio (PER) in the
experimental groups was found non-significant (P> 0.05). At the end of the experiment. Ds- group had
the highest PER value (2.00), while D, displayed the lowest PER value (1.79).Diet protein source and
phytase of the trial diets affected PER values of experimental groups (P<0.05). Adding phytase to the
feeds reduced significantly PER.

Organ indexes

Values of viscerosomatic index (VSI), carcass yield (CY), condition factor (CF), and
hepatosomatic index (HSI) of the experimental groups are given in Table 3 At the end of the
experiment, interaction between ‘DPS*F’ factors on the VSI, CY, CF, and HSI and the effects of
dietary protein source and phytase were found to be similar for all groups (P>0.05).

Table3. Effects of trial diets on the organ indexes in rainbow trout juveniles.

Diets _Viscerosomatic Hepatosomatic Condition Cgrcass
index (%) index (%) factor Yield (%)
D;- 13.28+0.27 1.26+0.02 1.40+0.02 85.10+0.28
Dy 13.02+0.28 1.17+0.08 1.41+0.04 85.38+0.36
D,- 13.39+0.63 1.34+0.16 1.40+0.06 85.07+0.70
Do, 13.70+0.58 1.40+0.12 1.45+0.04 84.64+0.65
Ds- 14.09+0.13 1.27+0.01 1.43+0.01 83.98+0.13
Ds. 12.98+0.24 1.22+0.07 1.45+0.06 85.24+0.30
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The lowest VSI (12.98%) was observed in D3, group having a supplement of the lowest phytase,
while the highest VSI (14.09%) was found in Ds- group without phytase. The lowest HSI was in Dy,
with 1.17%, as the highest HSI was recorded in D,- with 1.40%. In terms of condition factors, D;- had
the lowest value (1.40), whereas D3, had the highest value (1.45). When the Table 3 is examined in
terms of carcass yield, the lowest value was found in the Ds-group with 83.98%, as the highest value
was recorded in D, with 85.38%.

Body composition

The initial and final body compositions of the groups are given in the Table 4. At the end of the
experiment, interaction between ‘DPS*F’ factors on the dry matter, crude ash, crude lipid, crude
protein and phosphor in rainbow trout juveniles and the effects of dietary protein source and phytase
were similar for all groups (P>0.05). Selected factors also had no significant effects on the body
composition, although there was a proportional difference between the initial and final body
compositions.

Table4. Effects of trial diets on the body composition in rainbow trout juveniles (%).

Diets Dry matter  Ash Lipid Protein Phosphor
Before experiment  27.18 2.45 9.87 13.63 0.62

D;- 31.15+0.50 2.28+0.01 12.47+0.15 14.84+0.18  0.59+0.03
(DI 31.66+0.48 2.37+0.10 12.45+0.52 14.67+0.70  0.59+0.01
D,- 31.84+0.48 2.30+0.05 12.87+0.47 14.59+£0.35 0.62+0.00
D,. 30.84+0.12 2.35+0.03 12.11+£0.35 15.21£0.09  0.60=0.00
Ds- 31.22+0.37 2.22+0.15 12.30+0.11 14.82+0.24  0.59+0.03
D3, 30.73+0.09 2.21+0.05 11.81+£0.13 14.71£0.06  0.56=0.02

Digestibility rates of trial diets

Analysis results of digestion in the diets are given Table 5. It was found that the digestibility
coefficients of dry matters in trial diets ranged from 50.83% to 62.34% and that the interaction
between ‘DPS*F’ factors and the effects of dietary protein source and phytase were similar among the
groups (P>0.05).

Digestion coefficients for dry matters were higher in those containing the phytase than in those
without it among D; D, and Ds. It is most likely that the digestibility coefficients of dry matter were
positively affected by the presence of phytase enzyme.

It was observed that the digestibility coefficients of dietary lipid varied from 93.23% to 96.33 %
and that interaction between ‘DPS*F’ factors on digestibility coefficients of dietary lipid and the
effects of dietary protein source were non-significant among the groups (P>0.05). However, phytase
enzyme had an important effect on the digestibility rate of dietary lipid, suggesting that there was a
statistically significant difference between the trial groups (D; =D;>D,) (P<0.05).

Table5. Digestibility rates of diets in trial group fish (*).

Diets DM Lipid Protein Phosphor Energy

D;- 60.90+3.87  95.224+0.93° 83.07+1.43 64.43+2.85"  73.80+2.55%

Di. 62.34+£3.57  94.79+0.53°% 84.37+1.12 74.38+1.19% 74.99+2.35%

D,- 53.08+5.64  93.23+0.33" 79.704+2.12 55.80+6.73° 66.87+3.78°

D,. 57.85+0.61  93.76+0.21° 81.47+0.16 74.11+0.38% 76.45+0.28 2

Ds- 50.83+5.96  94.58+0.79° 78.1142.61 55.37+4.00° 70.21+3.18™

Ds. 60.73+2.98  96.33+0.16" 82.40+1.19 64.99+2.74*  73.33+1.85%
Two-way ANOVA

DPS 0.289 0.212 0.106 0.074 0.507

F 0.141 0.012 0.091 0.0011 0.0481

DPS*F 0.606 0.203 0.629 0.422 0.272

(%) Different letters in the same column indicate significant differences between group averages (P<0.05).
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Digestibility coefficients of dietary protein in trial fishes ranged from 78.11% to 84.37% and
interaction between ‘DPS*F’ factors and the effects of dietary protein source and phytase were similar
among the groups (P>0.05).

Digestibility rate of dietary phosphorus varied from 55.37% to 74.38 %, and interaction between
‘DPS*F’ factors on digestibility coefficients of dietary phosphor and the effect of dietary protein
source was non-significant among the groups (P>0.05). On the contrary, the phytase enzyme present
in the feed had a positive effect on the digestibility rate of phosphorus in the experimental groups
(P<0.05).

The digestible energy ratio varied between 66.87% and 76.45%. The interaction between ‘DPS*F’
factors on the digestible energy ration and the effect of dietary protein source were found to be
statistically non-significant (P >0.05). However, phytase enzyme had a significant effect on the
digestible energy ratio (P<0.05), suggesting that it positively affected the groups being fed with Dy,
D,. and D3, diets containing the phytase.

Nitrogen and phosphor utilization

Table 6 indicates the values of nitrogen and phosphorus consumption, gain and retention in the
diets used to feed the trial group fishes. The interaction between ‘DPS*F’ factors on consumption,
gain and retention of dietary nitrogen, and the effect of dietary protein source and phytase were
statistically non-significant among the groups (P>0.05).

The highest nitrogen consumption, gain and retention values were 1173.4 mg / kg average weight
(AW) / day, 350.8 mg / kg AW / day and 30.63%, respectively, while the lowest nitrogen
consumption, gain and retention values were 1139.8 mg / kg AW / day, 315.9 mg / kg AW / day, and
27.29%, respectively.

The highest phosphorus consumption, gain and retention values were 279.6+1.4 mg / kg average
weight (AW) / day, 83.03 mg / kg AW / day, and 33.07%, respectively. While the lowest phosphorus
consumption, gain and retention values were 248.8 mg / kg AW / day, 73.69 mg / kg AW / day, and
26.53%, respectively. While the interaction between ‘DPS*F’ factors on the dietary phosphorus
consumption was statistically non-significant (P>0.05), the effects of feed protein source and phytase
on dietary phosphorus consumption were found to be statistically significant (P<0.05).

The results of two-way ANOVA analysis showed statistically significant differences between the
groups in terms of ‘dietary protein source’ (P<0.05).In addition, the interaction between ‘DPS*F’
factors and the effect of "dietary protein source” were statistically non-significant (P>0.05). The
interaction between "DPS *F" factors on the phosphorus retention and the effect of ‘dietary protein
source’ were found to be statistically non-significant (P>0.05). However, the results of two-way
ANOVA analysis indicated that adding the phytase to the diets significantly affected the phosphorus
retention, leading to a reduction in D;, D,, and D3 groups (P<0.05).

Table6. Values of nitrogen and phosphorus consumption, gain and retention in the diets used to feed the trial
group fishes (%).

N Con. P Con. N gain P gain N P
Diets (ma/kg (mg/kg (mg/kg (mg/kg retention retention
OA/day) OA/day) OA/day) OA/day) (%) (%)
Dy 1139.8+15.0 248.9+3 3" 340.4+6.3 80.15+6.38 29.88+0.83  32.2742.99%
Dy, 1159.5£11.0 277.7+2.6% 315.94£3.2 73.69+2.13 27294279 26.530.70°
D,. 1165.5+£2.5 252.9+0.6" 319.445.8 83.03+1.58 27.41£0.54  32.82+0.59°%
D,. 1173.4+5.8 279.6+1.4° 342.549.4 79.81£1.75 29.1940.76  28.55+0.67°
Ds. 1145.6+5.3 248.8+1.2° 350.848.2 82.33+5.61 30.63£0.83  33.07+2.11°
Ds. 1165.3+£8.2 272.4+1.9 342.244.9 74.40+4.14 29.37+0.57 27.33+1.61°
Two-way ANOVA

DPS 0.116 0.049 0.393 0.546 0.409 0.752
F 0.051 <0.0011 0.776 0.103 0.532 0.003]
DSP*F 0.756 0.461 0.259 0.841 0.271 0.884

(%) Different letters in the same column indicate significant differences between group averages (P<0.05). NitrogenN’, Phosphorus ‘P’,
Consumption ‘Con.’, Average weight/day ‘AW/d’.
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DISCUSSION

Although the interaction between ‘dietary protein source (DPS) and phytase (F)’ on the final live
weight, LWG, SGR and PER in the trial groups was statistically non-significant (P>0.05), these
parameters were affected by variations in the amount and rates of fish meal protein, hazelnut meal
protein and soybean meal protein found in the diets.

In addition, the increased amount of fish meal in the diet had a positive effect on the final live
weight and live weight gain, SGR and PER parameters improved depending on the increased amount.
Improvement in FCR also seems to support these increases (Table 2, P<0.05). These results are
consistent with those of Cheng et al. (2004); Cao et al.(2007); Cheng et al. (2010); Pratoomyot et al.
(2010); Dogan and Bircan (2010); Diler et al. (2012); Zhang et al. (2012); Karabulut et al. (2017);
Orisasona et al. (2017) and Ozgiir Yigit et al. (2018). However, our findings are inconsistent with the
results of Vielma et al. (2000); Ruohonen et al. (2007); Cheng et al. (2010); Pratoomyot et al. (2010);
Burr et al. (2012); Zhang et al. (2012).

Presence or absence of phytase in diets containing the same rate of plant-protein did not create any
marked difference in these characteristics of the groups (P> 0.05). These results are in line with those
of Dalsgaard et al. (2009) and Ozgiir Yigit et al. (2018). However, our findings are inconsistent with
the results of Vielma et al. (2000); Ruohonen et al. (2007); Burr et al. (2012). One of the possible
reasons why phytase has no effect may be that water temperature is not optimal for the enzyme
activity.

Moreover, it is understood from these results that feed structures inappropriate for the nutrient
requirements of carnivorous fishes due to various concerns in terms of fish production and feed costs
have a negative impact on the fish growth and feed digestibility. These results are consistent with
those of Biswas et al. (2007); Cao et al. (2007); Cheng et al.(2010); Pratoomyot et al. (2010); Burr et
al. (2012).

This study showed that the most feed consumption was in the group Ds- (72.17+0.19g) where the
growth was the highest and our findings are inconsistent with the results of Cheng et al. (2010);
Pratoomyot et al. (2010). Our study also revealed that the groups fed with D3z- and D3, diets containing
more amount of fish meal protein had higher final live weight, live weight gain, FCR, SGR, and PER
values than the other groups (Table 2).

It can be inferred from the current data that the distribution of raw material contents and ratios of
the Ds- and Dg. is relatively more important than the other diets in terms of biological fulfillment of
fish nutrient requirements and fish welfare. Aquaculture should be performed appropriately for the fish
biology. Therefore, its main objective should be to reduce the feed costs, improve the product quality,
increase the biomass, and reduce the waste output released into a receiving environment.

It was found that the effects of factor levels on the final VVSI, CY, CF, and HSI were similar for all
groups, and there was no interaction between them (P >0.05). These results are in line with those of
Dogan and Bircan (2010). We think that the absence of difference between body indexes of fishes in
the experimental groups maybe due to the fact that the trial diets were prepared suitably for the natural
nutrient requirements of the fish, and feeding ratio and frequency were few.

It has been observed that the lowest ratio of HSI was in the D;., with 1.17%, while the highest HSI
value was in the D,, with 1.40%. As the amount of plant-based raw materials in carnivorous diets
increases, the value of HSI in living organism also increases.

While CF was the lowest in the D;- group with 1.40, it was the highest in the D3, group with 1.45.
The fact that CF remains at this level also suggests that the feeding ratio is relatively low.

The carcass yield was found to be the lowest in the Ds-group with 83.98% and the highest in the
D,. group with 85.38%. It is believed that one reason for not being able to detect a difference between
the final VSI, CY, CF and HSI values may be the trial duration. Values of final crude protein, crude
lipid, and dry matter in the groups are increased slightly when compared to the baseline values (Table
4), suggesting that the final values are affected more positively by the present feeding regimes than the
pre-trial feeding profiles. These results are consistent with those of Morris et al. (2005). Levels of
dietary protein source and phytase did not produce a significant effect on the body phosphorus levels
of fishes in the experimental group. Even it has been found that these values are relatively lower in the
experimental groups. It is thought that this is similar to the level of pre-trial mineralization in the fish
body, and joint evaluation of the calcium and phosphorus relationship would be useful.
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The effects of dietary protein source on the digestibility of these nutrients present in the trial diets
were found to be similar (P>0.05). These results are consistent with those reported by Cheng et al.
(2004); Dogan and Bircan (2010); Ozgiir Yigit et al. (2018), despite being inconsistent with the results
of Harlioglu (2011). Digestibility ratio of dietary protein in D,, D, and D5 fed with the diets containing
phytase enzyme was found to be relatively higher than that of other groups.

The phytase enzyme present in the diets had a significant positive effect on the digestible energy,
lipid and phosphorus digestibility (P<0.05). Our findings are inconsistent with the results of Cao et al.
(2007). These values were shown to be higher in all the groups fed with D.., D, and Ds. diets
containing phytase enzyme. It is clear from the results shown in Table 5 that the aquaculture studies
would contribute significantly to the reduction of the environmental impacts of organic phosphorus
burden since phytase enzyme added to the diets improves the digestibility ration of dietary phosphorus
(P <0.05). These results are also supported by those reported by Cheng et al. (2004); Biswas et al.
(2007); Cao et al. (2007); and Dalsgaard and Pedersen (2011). We believe that the digestibility ratios
of dietary dry matter used in terms of the relationship between fish production amount, unit cost per
growth and environment should be further improved.

It was determined that the effects of factor levels on the dietary nitrogen consumption, gain, and
retention in fishes of the experimental group were statistically non-significant (P> 0.05). These results
are different from those of Chung (2001). The effects of DPS and F factor levels on consumption of
dietary phosphorus were found to be statistically significant (P <0.05). These results are in line with
those of Vielma et al. (1998); Maenz (2001); Chung (2001); Cheng et al. (2004); Hernandez et al.
(2004) Biswas et al. 2007; Cao et al. 2007; Harlioglu (2011), despite being inconsistent with those of
Dalsgaard et al. (2009). Regardless of which proportion plant-derived proteins are used in the diets,
phytase-added diets provided a higher amount of phosphorus consumption than the phytase-free ones
(P<0.05). These results are also supported by those reported by Biswas et al., 2007; Cao et al., 2007.

The two-way ANOVA analysis revealed statistically significant differences between the groups in
terms of "dietary protein source" factor levels (P<0.05). The increase in the amount of fish meal
protein in the trial diets also positively affected the quantity of phosphorus consumed by the fishes in
the experimental group. These results vary depending on whether the diets contain dietary protein
source and phytase enzyme (P<0.05). Effect of factor levels on dietary phosphorus gain was found to
be statistically non-significant in experimental group fishes (P>0.05). A significant reduction was
shown in the dietary phosphorus gain and retention in the groups fed with D,. D,. and D3. containing
the phytase enzyme. Biswas et al. (2007); Cao et al. (2007). This suggests that the parameter
‘phosphor gain’ would be more meaningful because the fishes are able to benefit from the dietary
phosphorus more efficiently. These results are consistent with those of Biswas et al. (2007); Cao et al.
(2007), despite being inconsistent with those of Vielma et al. (2000); Ruohonen et al. (2007); Zhang et
al. (2012).

In conclusion, the decreased amount of plant-based hazelnut meal and soybean meal protein added
to the six trial diets used for feeding rainbow trout juveniles had a positive effect on the growth
parameters (P<0.05), but the level of phytase enzyme did not produce any effect on these parameters.
Ds- and D3, diets may be recommended for the fish biology and growth. It should also be noted that all
diets produce similar effects on organ indexes and body chemical components of fish but they will be
in the order of D;>D,>D; in terms of feed cost. Vegetable source protein ingredients contain anti-
nutritional factors that reduce the uptake of nutrients and minerals, especially in carnivorous fish, by
increasing the waste output in this way. The effect of dietary protein source on the digestibility ratios
of dietary nutrients is insignificant, but the diets containing phytase achieve a significant effect in
some groups. Depending on whether or not the diets contain the phytase enzyme, it produces an effect
on dietary nitrogen and phosphorus consumption, gain and retention.
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Abstract

Based on freshwater halacarid mites collected from four different provinces (Antalya, Denizli, Isparta and Mugla) of
Turkey, two species of the genera Halacarellus and Porohalacarus are reported and illustrated in the present study.
Halacarellus hyrcanus (Viets, 1928) was only recorded from Mugla, while Porohalacarus alpinus (Thor, 1910) is recorded
from Isparta, Denizli and Antalya. H. hyrcanus is reported for the first time from Turkey in this study. Additionally,
comparisons of the idiosoma lengths and localities of the two species are presented here.

Keywords: Halacaridae, Acari, Halacarellus hyrcanus, Porohalacarus alpinus.
Tiirkiye’nin Tathisu Halacarid Kenelerine (Acari: Halacaridae) Katkilar
Ozet

Bu caligmada, Tiirkiye’nin 4 farkl ilinden (Antalya, Denizli, Isparta ve Mugla) toplanan 6rnekler tizerinden Halacarellus
hyrcanus (Viets, 1928) ve Porohalacarus alpinus (Thor, 1910) tiirleri bildirilmistir. H. hyrcanus sadece Mugla ili’nden
kaydedilirken, P. alpinus tiiri Antalya, Denizli ve Isparta’dan kaydedilmistir. H. hyrcanus tiirii Tiirkiye faunasi i¢in yeni

kayittir. Ayrica, her iki tiirtin viicut uzunluklar1 ve lokalite bilgileri de bu ¢aligmada sunulmustur.

Anahtar kelimeler: Halacaridae, Acari, Halacarellus hyrcanus, Porohalacarus alpinus.

INTRODUCTION

Halacarid mites are relatively small benthic organisms, the adult body length is less than 1 mm and
unable to swim. Although the majority are marine, some are found in freshwater streams, lakes and
ponds. While the first marine halacarid mite recorded in 1758 by Baster, the first freshwater halacarid
mite was described in 1879 by Kramer. Until now, the family Halacaridae includes more than 1000
marine and approximately 60 freshwater species all over the world (Bartsch, 2006, 2009; Durucan,
2018). In this study, illustrations of deutonymph and female of P. alpinus, and female, male of H.
hyrcanus are given with their worldwide distributions and comparisons. The present materials from
four different provinces (Antalya, Denizli, Isparta and Mugla) of Turkey adds new record of
freshwater halacarid mites of Turkey.

MATERIAL and METHODS

Samples were collected by hand at localities in Turkey. Mites were extracted by washing the
substrates. The meiofauna retained in the set of sieves (63pum, 500 pm, 1 mm) was sorted under
binocular microscope (Nikon SMZ 10A). In the laboratory, mite specimens were cleared in lactic acid
and mounted in Hoyers medium. Figures were drawn with the aid of a camera lucida (Nikon Eclipse
E400). The specimens were kept in the first author’s personal collection in Antalya. All measurements
are given as micrometers (um).
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RESULTS

Family Halacaridae Murray, 1877
Genus Halacarellus Viets, 1927
Halacarellus hyrcanus (Viets, 1928) (Figure 1)

Material examined
19, 13, Kargi Stream, Fethiye, Mugla, 15 May 2016, Coll. Y. O. Boyac.
Morphology and notes

Dorsal and ventral plates large. Setae ds-1 on AD, ds-2 to ds-4 (striated in integument), ds-5 on PD
and ds-6 on anal plate. AE with 3 pairs of ventral setae. PE with 1 dorsal seta and 2 ventral setae.
Anterior portion of GA broadly rounded. Female GA with 2 pairs of pgs and sgs. Genital acetabula
external (Figure 1). Male with almost 100 pgs around GO (Figure 1). Gnathosoma 1.6 times longer
than wide. Both pairs of maxillary setac on rostrum. Palps 4 segmented. Total palp lenght is 150 pm.
P-2 with dorsal seta; P-3 with medial spur; P-4 with three setae (Figure 1). Leg-1 chaetotaxy (from
trochanter to tarsus): 1, 2, 8, 6, 10, 8; Leg | longer than leg Il (Figure 1). The morphological
characteristics of the our specimens reported here accord with the previously descriptions (Bartsch
1998, 2018; Viets 1928). The present finding constitutes first record of this species from Turkey. See
Table 1 for measurements.

basifemur
trochanter

Figure 1. H. hyrcanus (Viets, 1928) 1 idiosoma, dorsal, ¢ 2 idiosoma, ventral, ¢ 3 GA, & 4 gnathosoma,
ventral, @ 5 chelicera, @ 6 leg |, lateral, @ 7 leg 11, medial, ¢ (AD anterior dorsal plate AE anterior epimeral
plate ds-1 to ds-6 dorsal setae numbered in sequence from anterior to posterior GA genitoanal plate ga genital
acetabula OC ocular plate P-1 to P-4 palps from 1-4 PD posterior dorsal plate PE posterior epimeral plate sp
spermatopositor) Scale bars: 100 um.
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Distribution

H. hyrcanus was found for the first time from Caspian Sea, Bakii-Azerbaijan by Viets (1928) and
afterwards recorded from Rhine (France, Germany, Netherlands), Bulgaria (Lake Varna), Romania
(Danube delta, Sfintul Gheorghe, Plavisevita, Sulina) (Bartsch, 1998; 2004; 2009) Present record:
Kargi Stream, Fethiye (Mugla, Turkey) (Table 2).

Genus Porohalacarus Thor, 1922
Porohalacarus alpinus (Thor, 1910) (Figure 2-3)

Material examined

4 99, from Cladophora sp. on stone 50 cm depth (25 September 2016) (37°53'0.5202"N;
30°51'59.565"E) at coastal part of Lake Egirdir, Isparta; 6 @9, from macrophytes which in 1-2 m
depth (30 October 2014) (38°15'48.0"N; 29°55'17.0"E) at Lake Isikl1, Denizli; 34 9 and 3 DN, from
macrophytes which in 30-50 cm depth (27 August 2018) (36°51'35.2872'"N;30°43'48.9468"E) at
Mehmet Manavoglu Park, Antalya. Coll. F. Durucan.

Morphology and notes

Dorsal and ventral plates large. Dark spots of eye pigment underneath AD and OC. The
characteristics features of P. alpinus are dorsal plates reticulated, anterior margin of AD and PD
truncated, female GA has five pairs of pgs; each of genital sclerit with four genital acetabula (Figure
1). The first author also observed four females with an everted ovopositor (Figure 1).

Gnathosoma 1.6 times longer than wide. Both pairs of maxillary setae on rostrum. Palps 4
segmented. Total palp lenght is 87 um. P-2 with dorsal seta; P-3 with medial spur; P-4 with 3 setae
(Figure 1). Leg-I chaetotaxy (from trochanter to tarsus): 1, 2, 4, 5, 6, 8. Legs slender, tibia | ventrally
with four bristles (Figure 2). The same author also has found three deutonymphs at Mehmet
Manavoglu Park, Antalya. The deutonymph specimens similar to the adult one. Dorsal and ventral
plates smaller than adults. GA of the specimens have four pairs of genital acetabula (Figure 3). See
Table 1 for measurements.

P. alpinus differs from P. gallicus by the following features: (1) OC as long as or longer than AD
in P. gallicus, while OC distinctively shorter than AD in P. alpinus (2) ventral plates fused to a ventral
shield in P. gallicus while ventral plates are separated in P. alpinus (Bartsch, 2006).

The morphological characteristics and idiosoma size of our specimens accord with the original
description. Table 2 summarizes worldwide literature data on idiosoma size of the species.This is the
first halacarid record from Lake Isikli, Denizli, Turkey and constitutes the second record of this
species from Sinop, Turkey, by Bartsch (2004) but the species not illustrated.

Distribution

P. alpinus was described (only one female) for the first time in Norway from littoral macrophytes
by Thor (1910) and afterwards recorded from Europe (from Finland and Iceland to Italy), Black Sea
(Turkey) North Africa, North America (United States and Canada), Australia and New Zealand
(Bartsch, 2009); Madagascar (Bartsch, 2018) Present study records: Mehmet Manavoglu Park
(Antalya, Turkey), Lake Egirdir (Isparta, Turkey) and Lake Isikl1 (Denizli, Turkey).
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Figure 2. P. alpinus (Thor, 1910) female: 8 idiosoma, dorsal 9 idiosoma, ventral
10 everted ovopositor 11 gnathosoma, lateral 12 palp,ventro-lateral 13 leg I, lateral (AD anterior dorsal plate
che chelicera co cornea AE anterior epimeral plate GA genitoanal plate ga genital acetabula glp gland pore
GO genital opening gs genital sclerite gsp genital spine OC ocular plate P-1 to P-4 palps from 1-4
pc pore canaliculus PD posterior dorsal plate PE posterior epimeral plate pgs perigenital setae)
Scale bars: 50 pm.
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Figure 3. P. alpinus (Thor, 1910), DN: 14 Idiosoma with gnathosoma, ventral
15 deutonymph GA 16 gnathosoma, ventral (che chelicera ga genital acetabula) Scale bars: 50 um.

Table 1. Measurements (um) of H. hyrcanus and P. alpinus

Halacarellus hyrcanus

Porohalacarus alpinus

Length/Width (Viets, 1928) (Thor, 1910)
g 3 DN ?

Idiosoma 575/400 550/375 235-240/135-137 255-312/160-186
Gnathosoma 200/110 162/75 55/50 85/60
AD 100/137 125/170 63/66 75/100
oC 100/75 125/100 37/25 50/23
PD 300/225 300/250 162/87 225/125
AE 137/287 150/250 75/125 89/175
PE 200/100 250/100 112/25 162/37
GA 237/225 250/225 77165 135/100
GO 125/75 110/90 - 63/35
Total palp 150 125 70 87
Leg | 550 412 155 225
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Table 2. List of globally recorded H. hyrcanus and P. alpinus with additional informations (*, gnathosoma
included n, number of specimens DN, deutonymph L, larva PN, protonymph)

Species Reference Location Length of idiosoma (um)
Thor, 1910 Norway Q:350%/200 (n=1)
Walter, 1919 Lake Davos-Switzerland ?: 345/215 (n=1)
Sokolov, 1952 Russia Q:320/200
Q:343/265
Bartsch, 1973 Hohwachter Bucht-Germany DN: 267-280
PN: 205-209

Q:268-308/185-216 (n=7)
DN:162, 234, 276, 318 (n=4)
PN:142, 208, 240, 273 (n=4)
Mari & Morselli, 1985 Tuscan-Emilian Apennines-ltaly 9: 290-300/176-203 (n=10)

Parco della Repubblica,

Morselli & Mari, 1979 Modena-ltaly

P alpinus g faut et ., 1992 Lake Bolsena, Viterbo-ltaly _ Q: 314/180, 315/174 (n=2)
0:280-318 (n=10)
3286 (n=1)
Bartsch, 2018 North and Southern Madagascar DN: 240-263 (n=6)
PN: 186-210 (n=6)
L.:140-185 (n=6)
Lake Egirdir, Isparta-Turkey Q: 250-287/162-175 (n=4)
Present stud Lake Igikl1, Denizli-Turkey Q:255-312/160-186 (n=6)
y Mehmet Manavoglu Park, @:250-300/135-188 (n=34)
Antalya-Turkey DN: 210-232/130-135 (n=3)
Viets, 1928 Caspian Sea, Bakii, Azerbaijan g\ 222
Q: 478527
H. hyrcanus  Bartsch, 1998 Lake Varna, Bulgaria 31 447-459
DN: 402-459
Kargi Stream, Fethiye, Mugla- ¢: 575
Present study Turkey 2550
DISCUSSION

In Turkey, the first records of freshwater halacarids (Copidognathus tectiporus and Porohalacarus
alpinus) were given by Bartsch (2004). Later, Durucan (2018) recorded and illustrated all life stages of
C. tectiporus from Lake Egirdir (Isparta, Turkey).

H. hyrcanus is for the first time recorded from Turkey (Kargi Stream, Mugla) in this study. Further
studies aimed to improve our knowledge of Turkish freshwater halacarid mites should focus on
unstudied areas and habitats in Turkey.
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Ozet

Bu aragtirmada organosiilfiirlii bir pestisit olan propargite ¢alisilmis ve bu pestisitin sazan baliklarinin (Cyprinus carpio)
biyokimyasal kan parametreleri tizerine olan etkisine bakilmistir. Bu parametreler serumda glikoz (GLU), toplam protein
(TP), albiimin (ALB), globulin (GLOB), laktat dehidrogenaz (LDH), alkalen fosfataz (ALP), kreatin kinaz (CK), glutamik
piriivik transaminaz (GPT), glutamik oksaloasetik transaminaz (GOT), kalsiyum (Ca), magnezyum (Mg), fosfor (P), demir
(Fe), klor (Cl), trigliserit (TG), diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL), yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) ve kolesterol
(CHOL) seklindedir. Bu degerlerin 6l¢limii i¢in baliklar kontrol (Sadece dinlendirilmis ¢gesme suyu), diisiik (0,04125 mg L'1),
orta (0,0825 mg L™) ve yiiksek (0,165 mg L) doz propargite konsantrasyonlarina 14 giin siire ile maruz birakilmislardir.
Deneme 3 tekerriirlii gergeklestirilirken, 6rnek baliklar denemenin 0,7 ve 14. giinlerinde alinmiglardir.

Anahtar kelimeler: Pestisit, propargite, Sazan baligi, biyokimya

Effect of Sublethal Doses of Propargite (Acaricide) to Biochemical Blood Parameters of Cyprinus carpio Linnaeus,
1758

Abstract

In this research, an organosulfide pesticide propargite was studied and the effect of this pesticide on the biochemical
blood parameters of carp fish (Cyprinus carpio) was investigated. These parameters can be listed as serum glucose (GLU),
totel protein (TP), albumin (ALB), globulin (GLOB), lactate dehydrogenase (LDH), alkalane phosphatase (ALP), creatine
kinase (CK), glutamate pyruvate transaminase (GPT), glutamate oxaloacetate transaminase (GOT), calcium (Ca), magnesium
(Mg), phosphor (P), iron (Fe), chlor (Cl), triglyceride (TG), low density lipoprotein (LDH), high density lipoprotein (HDL)
and cholesterol (CHOL). For analysing these parameters, fish were exposed to control (only rested fountain water), low
(0.04125 ppm), medium (0.0825 ppm) and high (0.116 ppm) dose propargite concentrations for 14 days. While the
experiment was carried out with 3 replications, sample fishes were taken on the days 0, 7 and 14 of the experiment.

Keywords: Pesticide, propargite, Common carp, biochemistry

GIRIS

Gunimiizde giderek artan Diinya niifusunun ihtiyaglarini karsilamak ve mevcut kaynaklardan en
verimli sekilde faydalanabilmek igin pestisit gibi ¢esitli yardimci maddelerin kullanimi yoluna
gidilmektedir. Ancak, bu maddeler her ne kadar faydali bir amaca hizmet etmek i¢in kullanilsalar da,
zamanla yagmur ve sel sulari, kanalizasyon kagaklari, erozyon ve topraktan sizinti gibi yollarla
akuatik ortamlara kadar ulasarak hedef disi canlilarin etkilenmesine yol agmakta ve bu sekilde de
canlilarin  biliylime, {ireme ve beslenme gibi cesitli aktivitelerinde olumsuz yan etkiler
olusturmaktadirlar. Hatta besin zincirine girerek, giderek artan konsantrasyonlarda birikmekte ve
insana kadar ulasabilmektedirler (Adhikari vd., 2004, Ramesh ve Saravanan, 2008, Sahiti vd., 2018).
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Bunun sebebi, balik ve suda yasayan diger organizmalarin su ile olan dogrudan temaslar1 nedeniyle
cevresel degisimlere karsi oldukga hassas olmalarindan kaynaklanmaktadir. Hatta bu bakimdan
kirliligin o6lciilmesi ¢alismalarinda miitkemmel birer indikatorlerdir (Ahmad, 2011; Chandrasekar ve
Jayabalan, 1993; Satyanarayan vd., 2004; Giron Perez vd., 2006; Sevcikova vd., 2016; Tulgar ve
Celik, 2015).

Bu calismada kullanilmis olan propargite pestisiti, organosiilfiirlii pestisitler grubundan olup, ¢esitli
meyve agaglari, sebzeler ve mengeisi sera olan siis amacglh bitkilerde kullanilan bir akarisit ve
mitisiddir (EPA, 2001; Funk, 2013; Pal ve Das Gupta, 1994; PAN, 2013; PMEP, 2013; Xu, 2001). Ilk
olarak Amerika Birlesik Devletleri’'nde 1969 yilinda kayit altina alinmig ve Uniroyal Chemical
Firmasi tarafindan iiretilip Omite® ve Comite® ticari adlariyla tescillenmistir (Tulgar, 2014).
Propargitenin sudaki toksisitesi ise oldukg¢a yiiksektir ve sudaki yarilanma émrii suyun pH’1 ile ters
orantilidir (Xu, 2001). Propargitenin Cyprinus carpio i¢in lethal dozu (LCsp) 48 saat igin 330 ppb
olarak bildirilmistir (Turner, 2002). Fakat bunun disinda propargite ve C. carpio ile ilgili fazla bir
kaynak mevcut degildir. Yapilan bu ¢aligmanin literatiire biiyiik katki saglayacag: diistiniilmektedir.

MATERYAL ve METOT

Arastirmada sazan tiirleri (C. carpio) kullanilmistir. Baliklar, Akdeniz Su Uriinleri Arastirma,
Uretme ve Egitim Enstitiisii Beymelek Tesisleri’nden (Antalya) getirtilmis ve adaptasyon igin 30 giin
stire ile fiberglas tanklar (80 L.) igerisinde muhafaza edilmislerdir. Adaptasyon siiresi bitiminde 180
adet balik secilerek boy (ortalama boy: 14,25 + 0,06 cm.) ve agirlik (ortalama agirlik: 43,75 + 0,37 gr.)
Olclimleri yapilmig, 12 adet akvaryuma (50 1.) her birinde 15 adet olacak sekilde boliinerek deneme
dizayn1 olusturulmustur. Deneye baslanmadan 1 giin 6nce yemleme kesilmis ve deney boyunca
baliklara viicut agirliklarimin %2’si kadar yem, giinde 2 defa verilmistir. Denemede Sigma-Aldrich
marka (Steinheim, Germany, % 99,5) propargite etken maddesi kullanilmistir. Deneme 14 giin
boyunca yapilmig ve bu zaman zarfinda baliklar kontrol (K: sadece dinlendirilmis ¢esme suyu), diisiik
doz (DD: 0,04125 mg L™), orta doz (OD: 0,0825 mg L™) ve yiiksek doz (YD: 0,165 mg L™) propargite
konsantrasyonlarina maruz birakilmiglardir. Konsantrasyonlarin belirlenmesinde literatiir bilgilerinden
yararlanilmustir (Turner, 2002). Belirlenen konsantrasyonlar aseton igerisinde propargite etken
maddesi ¢oziilerek hazirlanmis ve buradan da uygun seyreltmeler yapilarak deneme konsantrasyonlari
elde edilmistir. Deneyde 0. giin (herhangi bir kimyasal uygulamasi olmadan), 7. giin ve 14. giinlerde
olmak iizere 3 defa drnekleme yapilmistir. 0. glinde her akvaryumdan birer adet, 7. ve 14. giinlerde ise
yediger adet balik alinmistir. Baliklar, kan 6rneklerinin alinabilmesi amaciyla MS222 (150 mg/L)
anestezi maddesi ile bayiltilmiglardir (Smith vd., 2007). Bu madde baliklardan aci ¢ekmeden kan
almmasini saglamaktadir ve kontrol grubu da dahil olmak {izere tiim gruplara uygulanmistir. Kana
mukoza karigmamasi icin alkolle anal yiizgecin hemen arka kismui temizlendikten sonra, 5 ml.’lik
plastik enjektorle kaudal venadan kan alinmistir (Val vd., 1998). Alinan kan ornekleri potasyum
trietilen diamin tetraasetik asit (K;EDTA) ve jelli serum tiiplerine konularak immiinolojik ve
biyokimyasal kan analizleri ger¢eklestirilmistir.

Biyokimyasal kan analizleri i¢in kan drnekleri 4000 rpm devirde 10 dakika boyunca santrifiij
edilmis, kan serumu ayrimistir (Bricknell vd., 1999). Daha sonra bu serumlarin analizleri kit
(Bioanalytic)  kullanilarak  spektrofotometrede  yapilmistir. Denemede biyokimyasal kan
parametrelerinden GLU, ALB, GLOB, TP, GPT, GOT, ALP, CK, LDH, TG, CHOL, LDL, HDL, Ca,
Mg, P, Fe, ve Cl seviyeleri 6l¢iilmiistiir..

Doz gruplarinin ve deney siirelerinin kan parametreleri lizerine olan etkisini aragtirmak igin iki
yonlii varyans analizi (Two-Way ANOVA) yapilmustir. Istatistiki analizlerin degerlendirilmesi ise
SPSS 17 paket programina gore yapilmistir. Gruplar arasi farklar p<0,05 olarak degerlendirilmistir
(Logan, 2010).

TARTISMA ve SONUC

Biyokimyasal parametrelerden serum GLU, TP, ALB ve GLOB degerlerinde de ¢esitli degisimler
gozlenmistir. GLU degeri orta ve yiiksek dozlarda 7. giinde, tiim doz gruplarinda ise 14. giinde kontrol
grubuna gore dnemli derecede artmustir (p<0,05) (Sekil 1). ALB degeri orta ve yiiksek doz gruplarinin
14. giiniinde kontrol grubuna gére onemli derecede artarken (p<0,05) (Sekil 3); GLOB degeri ise
sadece yliksek dozun 14. giiniinde kontrol grubuna gore azalmistir (p<0,05) (Sekil 4). GLU degerinde
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goriilen artma endosiilfan’a maruz birakilan C. carpio (Chandrasekar ve Jayabalan, 1993) ve
Oreochromis mossambicus baliklarinda (Kumar vd., 2011); diazinon’a maruz birakilan Rutilus frisii
Kutum (Shamoushhaki vd., 2012) ve C. carpio baliklarinda (Ahmad, 2011); sipermetrin’e maruz
birakilan Rhamdia quelen (Borges vd., 2007) ve Cirrhinus mrigala baliklarinda (Vasantharaja vd.,
2012), ana maddesi metribiizin olan Sencor 70 WG’ye maruz birakilan C. carpio (Velisek vd., 2009a)
ve lindan’a maruz birakilan C. carpio (Saravanan vd., 2011) baliklarinda da goriilmistiir. GLOB
degerinde goriilen azalma ise endosiilfan’a maruz birakilan Oreochromis mossambicus (Kumar vd.,
2011), diazinon’a maruz birakilan Oncorhynchus mykiss (Banaee vd., 2011) baliklarinda da
goriilmiistir. Kan GLU seviyesindeki artis hiperglisemik sartlara isaret edebilmektedir. Bununla
beraber, pestisitin olusturdugu strese bagli olarak balik metabolizmasinin asir1 derecede enerjiye
ihtiya¢ duyuyor olabilecegi de belirtilmistir (Chandrasekar ve Jayabalan, 1993; Naveed vd., 2011).
Diger bir deyisle, GLU seviyesinde goriilen yiikselme propargiteye maruz birakilan balikta metabolik
strese kargi verilen tepki olarak gosterilebilir (Velisek vd., 2006; Velisek vd., 2009a; Saravanan vd.,
2011). Serum TP ve GLO seviyesindeki azalmalar ise karacigerde fonksiyon bozuklugu olabilecegine
veya pestisitin metabolizma tizerindeki immunosiipresif etkisine isaret etmektedir (EI-Sayed vd., 2007;
Kumar vd., 2011). Dolayisiyla, calismamizdaki GLOB degerinin azalmasiyla iliskili olarak
karacigerde bir takim problemler olabilecegi sOylenebilir. ALB degerindeki artma nedeninin ise
dehidrasyon olabilecegi diistiniilmektedir (Medlineplus, 2014). Buna bagl olarak ALB degerindeki
artig, propargite pestisitinin etkisiyle balik viicudundaki su miktarmin diismesi ile iliskilendirilebilir.
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Sekil 1. Farkli propargite konsantrasyonlarina maruz birakilan sazan baliginin GLU degerleri. (K: 0, DD:
0,04125 mg L *, OD: 0,0825 mg L *, YD: 0,165 mg L ™). Ayni parametre ve zamanda farkli kiigiik harflerle
gosterilen konsantrasyon ortalamalari arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,05).
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Sekil 2. Farkli propargite konsantrasyonlarina maruz birakilan sazan baliginin TP degerleri. (K: 0, DD: 0,04125
mg L !, 0OD: 0,0825 mg L ™, YD: 0,165 mg L ™). Ayn1 parametre ve zamanda farkls kiigiik harflerle gosterilen
konsantrasyon ortalamalari arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,05).
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Sekil 3. Farkli propargite konsantrasyonlarina maruz birakilan sazan baliginin ALB degerleri. (K: 0, DD:
0,04125 mg L '1, OD: 0,0825 mg L 'l, YD: 0,165 mg L 1), Ayni parametre ve zamanda farkli kii¢iik harflerle
g g g ynip
gosterilen konsantrasyon ortalamalari arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,05).
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Sekil 4. Farkli propargite konsantrasyonlarina maruz birakilan sazan baliginin GLOB degerleri. (K: 0, DD:
0,04125 mg L *, OD: 0,0825 mg L *, YD: 0,165 mg L ™). Ayni parametre ve zamanda farkli kiiiik harflerle
gosterilen konsantrasyon ortalamalari arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,05).

Calisma sonunda serum enzim parametrelerinden GPT ve GOT enzimleri tiim doz gruplarinin 7. ve
14. giinlerinde (Sekil 5 ve 6); ALP enzimi diisiik ve orta doz gruplarinin 7. giiniinde ve tiim doz
gruplarmin 14. giiniinde (Sekil 7) kontrole gore dnemli derecede artmistir (p<0,05). CK enzimi ise tim
doz gruplarinin 14. giintinde kontrole gore artarken (Sekil 8), LDH enzimi de tiim doz gruplarmin 7.
giiniinde 6nemli derecede artmustir (Sekil 9) (p<0,05). Diazinon’a maruz birakilan C. carpio
baliklarinin GOT ve GPT degerlerinde (Ahmad, 2011), Rutilus frisii baliklarinin ALP seviyesinde
(Shamoushaki vd., 2012); triazofosun’a maruz birakilan Channa punctatus baliklarinin GPT, GOT ve
ALP seviyelerinde (Naveed vd., 2011), Monokrotofos’a maruz birakilan C. punctatus baliklarinin
GOT, ALP ve GPT degerlerinde (Agrahari vd., 2007); Roundup®’a maruz birakilan C. carpio
baliklarinin LDH seviyesinde (Gholami vd., 2013); Sipermetrin’e maruz birakilan Rhamdia quelen
baliklarinin ALP degerinde (Borges vd., 2007), Oreochromis niloticus tiirlerinin ALP ve LDH
degerlerinde (Firat vd., 2011); Deltametrin’e maruz birakilan O. niloticus tiiriiniin ALP degerinde (El-
Sayed vd., 2007); Karbaril ve Forat’a maruz birakilan Clarias batrachus baliklarinin ALP seviyesinde
(Jyothi ve Narayan., 1999); Talstar EC 10’a maruz birakilan C. carpio baligimin CK seviyesinde
(Velisek vd., 2009a) goriilen artma bu ¢alisgmanin sonuglariyla benzerlik gostermektedir. Serumdaki
GPT, GOT, ALP ve LDH gibi enzim aktivitelerinin artmasi bazi hiicresel hasarlar olduguna veya
dokularda strese bagli bozulmalar meydana geldigine isaret etmektedir. Bununla beraber, karacigerde
olugan hasara bagli olarak da bu enzimlerin karaciger sitosolundan sizdig1 ve kana karisarak enzim
aktivitelerini arttirabildigi belirlenmistir (Firat vd., 2011; El-Sayed vd., 2007; Velisek vd., 2009b;
Naveed vd., 2011). Diger yandan, serumdaki artan CK enzim degerleri kas lifleri veya diger dokularda
gecici bir hasar olabilecegine isaret etmektedir (Ozawa vd., 1999). Bu calismada tim enzim
aktivitelerinin ylikselmesine bagli olarak, propargiteye maruz birakilan baliklarda karacigerin olumsuz
yonde etkilendigi sonucuna varilabilir.
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Sekil 5. Farkli propargite konsantrasyonlarina maruz birakilan sazan baliginin GPT degerleri. (K: 0, DD:
0,04125 mg L *, OD: 0,0825 mg L *, YD: 0,165 mg L ™). Ayni parametre ve zamanda farkli kiigiik harflerle
gosterilen konsantrasyon ortalamalari arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,05).
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Sekil 6. Farkli propargite konsantrasyonlarina maruz birakilan sazan baliginin GOT degerleri. (K: 0, DD:
0,04125 mg L *, OD: 0,0825 mg L *, YD: 0,165 mg L ™). Ayni parametre ve zamanda farkli kiigiik harflerle
gosterilen konsantrasyon ortalamalari arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,05).
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Sekil 7. Farkli propargite konsantrasyonlarina maruz birakilan sazan baliginin ALP degerleri. (K: 0, DD:
0,04125 mg L *, OD: 0,0825 mg L *, YD: 0,165 mg L ™). Ayni parametre ve zamanda farkli kiiiik harflerle
gosterilen konsantrasyon ortalamalari arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,05).
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Sekil 8. Farkli propargite konsantrasyonlarina maruz birakilan sazan baliginin CK degerleri. (K: 0, DD: 0,04125
mg L™ OD:0,0825mgL ? YD:0,165mg L ™). Ayni1 parametre ve zamanda farkli kii¢lik harflerle gosterilen
konsantrasyon ortalamalari arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,05).
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Sekil 9. Farkli propargite konsantrasyonlarina maruz birakilan sazan baliginin LDH degerleri. (K: 0, DD:
0,04125 mg L *, OD: 0,0825 mg L *, YD: 0,165 mg L ™). Ayni parametre ve zamanda farkli kiiiik harflerle
gosterilen konsantrasyon ortalamalari arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,05).

Calisma sonrasinda biyokimyasal parametrelerden olan serum elektrolit degerlerinde de bir takim
degisimler meydana gelmistir. Ca seviyesi 7. giinde diisiik ve orta doz gruplarinda, 14. giinde ise tiim
doz gruplarinda kontrole gore artig (Sekil 10) gosterirken Mg degeri 7. ve 14. giinlerde tiim doz
gruplarinda (Sekil 11), P degeri diisiik ve orta doz gruplarinin 7. giiniinde, tiim doz gruplarinin ise 14.
giiniinde (Sekil 12), Cl seviyesi tiim doz gruplarinin 7. giinlinde (Sekil 13) kontrole gore yilikselme
gostermistir (p<0,05). Diger yandan, Fe seviyesi diisiik ve orta doz gruplarinin 7. giiniinde, tiim doz
gruplarinin ise 14. giiniinde kontrole gére 6nemli bir azalma (Sekil 14) sergilemistir (p<0,05). Benzer
sonuglar diazinon’a maruz birakilan R. frisii baliklarinin Fe degerinde (Shamoushaki vd., 2012),
metribiizin’in ticari karisimi olan Sencor 70 WG maddesine maruz birakilan C. carpio baliklarinin Ca
seviyesinde (Velisek vd., 2009b), sipermetrin’e maruz birakilan Rhamdia quelen baliklarinin Mg ve P
degerlerinde (Borges vd., 2007), aldrin ve malathion’a maruz birakilan Heteropreustes fossilis
baliklariin CI degerinde de goriilmiistiir. Ca seviyesindeki artisin bagirsak epitelyumu, karaciger ve
solungagtaki histopatolojik hasara bagli olarak gelisen sizinti sonucu veya elektrolitlerin aktif atilim
mekanizmasinin zarar gérmesi ile iligkili olabilecegi bildirilirken (Muralidharan, 2014), Mg ve P gibi
serum elektrolitlerinde goriilen artigin ise pestisitin bobrek, karaciger ve kas yapilarinda olusturdugu
hasarlar ile ilgili olabilecegi rapor edilmistir (Borges vd., 2007; Nieves-Puigdoller vd., 2007). inhibe
olmus serum demir seviyeleri ise, fazla demirin karacigere transfer edilmesi ve sonug¢ olarak kan
birikiminde eksiklige neden olmasi ile iliskilendirilmektedir (Zhao vd., 2013). CI seviyesindeki artma
nedenine bakilacak olursa da bu durum genellikle dehidrasyonla agiklanmaktadir. Dolayisiyla
pestisitin etkisine bagli olarak balik viicudunda su kaybi1 oldugu da sdylenebilir (Morrison, 1990).
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Sekil 10. Farkli propargite konsantrasyonlarina maruz birakilan sazan baliginin Ca degerleri. (K: 0, DD: 0,04125
mg L !, OD: 0,0825 mg L ™, YD: 0,165 mg L ™). Ayn1 parametre ve zamanda farkls kiigiik harflerle gosterilen
konsantrasyon ortalamalari arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,05).
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Sekil 11. Farkli propargite konsantrasyonlarina maruz birakilan sazan baliginin Mg degerleri. (K: 0, DD:
0,04125 mg L *, OD: 0,0825 mg L *, YD: 0,165 mg L ™). Ayni parametre ve zamanda farkli kiigiik harflerle
gosterilen konsantrasyon ortalamalari arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,05).
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Sekil 12. Farkli propargite konsantrasyonlarina maruz birakilan sazan baliginin P degerleri. (K: 0, DD: 0,04125
mg L !, 0OD: 0,0825 mg L ™, YD: 0,165 mg L ™). Ayn1 parametre ve zamanda farkls kiigiik harflerle gosterilen
konsantrasyon ortalamalari arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,05).
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Sekil 13. Farkli propargite konsantrasyonlarina maruz birakilan sazan baliginin Cl degerleri. (K: 0, DD: 0,04125
mg L ', OD: 0,0825 mg L ™, YD: 0,165 mg L ™). Ayn1 parametre ve zamanda farkls kiigiik harflerle gosterilen
konsantrasyon ortalamalar arasindaki farklar dnemlidir (p<0,05).
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Sekil 14. Farkli propargite konsantrasyonlarina maruz birakilan sazan baliginin Fe degerleri. (K: 0, DD: 0,04125
mg L !, 0OD: 0,0825 mg L ™, YD: 0,165 mg L ™). Ayn1 parametre ve zamanda farkls kiigiik harflerle gosterilen
konsantrasyon ortalamalari arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,05).

Calisma sonunda biyokimyasal parametrelerden serum yag parametrelerinde de bir takim
degisiklikler meydana gelmistir. TG seviyesi diisiik ve orta doz gruplarmin 7. giliniinde, tiim doz
gruplarinin ise 14. giiniinde (Sekil 15) kontrol grubuna gore 6nemli derecede azalmistir (p<0,05).
CHOL seviyesi orta dozun 7. ve 14. giinlerinde (Sekil 16) kontrole gore 6nemli derecede artmigtir
(p<0,05). LDL degeri ise (Sekil 17) yiiksek dozun 7. giiniinde kontrole gore azalirken (p<0,05), 14.
giinde orta ve yiiksek doz gruplarinda kontrole gore artmistir (p<0,05). TG degerindeki azalma ve
CHOL seviyesinde goriilen artma sipermetrin’e maruz birakilan R. quelen baliklarinda da goriilmiistiir
(Borges vd., 2007). Diger yandan CHOL degerinde goriilen artma deltametrin’e (El-Sayed vd., 2007)
ve sipermetrin’e (Firat vd., 2011) maruz birakilan O. niloticus baliklarinda da goériilmiistiir. TG degeri
baligin beslenmesi ile ilgili durumunu ve lipid metabolizmasini degerlendirmek igin kullanilmaktadir
(Naveed vd., 2011). Diger yandan, TG degerindeki azalmanin ve CHOL degerindeki artisin bobrek,
karaciger ve kas yapilarinda olusan fonksiyon bozukluklarinin birer gostergesi olabilecegi
belirtilmistir (Borges vd., 2007). Bununla beraber, CHOL degerinin balik biiyiikliigii ile dogru orantili
bir bigimde yiikseldigi rapor edilmistir (Satheeshkumar vd., 2011). Bu caligmada da benzer sonuglarin
elde edilmesine bagli olarak sazan baliklarinin bobrek, karaciger ve kas dokularinda bazi fonksiyon
bozukluklar1 olabilecegi diigiiniilmektedir.

Son olarak propargite pestisitinin akuatik ortamlara topraktan sizma (yagmur, sel, erozyon vb.) ve
havadan dogrudan piiskiirtiilme yollariyla bulastig1 diistiniilmektedir. Bu ¢alismayla beraber propargite
pestisiti hakkinda yeterli bilgi sunuldugu ve bu bilgiler 1s18inda ilgili kisilere faydali olacagi
diistintilmektedir.
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Sekil 15. Farkli propargite konsantrasyonlarina maruz birakilan sazan baliginin TG degerleri. (K: 0, DD:
0,04125 mg L *, OD: 0,0825 mg L *, YD: 0,165 mg L ™). Ayni parametre ve zamanda farkli kiiiik harflerle
gosterilen konsantrasyon ortalamalari arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,05).
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Sekil 16. Farkli propargite konsantrasyonlarina maruz birakilan sazan baliginin CHOL degerleri. (K: 0, DD:
0,04125 mg L *, OD: 0,0825 mg L *, YD: 0,165 mg L ™). Ayni parametre ve zamanda farkli kiigiik harflerle
gosterilen konsantrasyon ortalamalari arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,05).
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Sekil 17. Farkli propargite konsantrasyonlarina maruz birakilan sazan baliginin LDL degerleri. (K: 0, DD:
0,04125 mg L *, OD: 0,0825 mg L *, YD: 0,165 mg L ™). Ayni parametre ve zamanda farkli kiigiik harflerle
gosterilen konsantrasyon ortalamalari arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,05).
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Sekil 18. Farkli propargite konsantrasyonlarina maruz birakilan sazan baliginin HDL degerleri. (K: 0, DD:
0,04125 mg L *, OD: 0,0825 mg L *, YD: 0,165 mg L ™). Ayni parametre ve zamanda farkl1 kiigiik harflerle
gosterilen konsantrasyon ortalamalari arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,05).

Tesekkiirler: Bu calisma Canakkale Onsekiz Mart Universitesi arastirma fonu tarafindan
desteklenmistir (BAP, 2011/072).
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Abstract

The present study was conducted to determine the effects of high level red pepper supplementation to diet on the growth
performance, coloration, histology, intestinal microflora and protection against Aeromonas sobria in yellow tail cichlid
(Pseudotropheus acei). Two isonitrogenous (37% crude protein) and isocaloric (3831 kcall/kg Gross energy) experimental
diets were prepared by adding of 15% pepper meal to control diet. The feeding trial was conducted in triplicate for 90 day in
aquariums (80 L). At the beginning of the experiment, twenty fish (initial weight 0.06 g) were stocked into each aquarium.
The end of the experiment, fish fed red pepper supplemented to diets did not have any marked effect on the weight gain, feed
conversion ratio, specific growth rate and survival. However, tail of fish fed diet containing red pepper was showed increase
significantly in pigmentation. High level red pepper addition to diet caused no pathological findings in any organs. Red
pepper didn’t observed significant differences for protection to A. sobria infection. However, Aeromonas and Pseudomonas
counts in red pepper group were significantly lower than control groups.

Keywords: Pseudotropheusacei, red pepper, growth performance, coloration, histology, disease resistance, Aeromonas sobria

Sar1 Kuyruk Ciklit balig, Pseudotropheus acei, Yemlerine Yiiksek Seviyede Kirmuzi Biber ilavesinin Biiyiime
Performansi, Renklenme, Histoloji ve Aeromonas sobria'ya Kars1 Korunma Uzerine Etkileri

Ozet

Bu ¢alisma, sar1 kuyruk ciklit, Pseudotropheus acei, baliklarnin yemlerine yiiksek seviyede kirmizi biber ilavesinin
biiylime performansi, renklenme, histoloji, bagirsak mikroflorasi ve Aeromonas sobria'ya karsi hastalik direnci {izerine
etkilerini belirlemek igin yiiriitiilmiistiir. Kontrol yemine % 15 oraninda biber unu eklenerek fki izonitrojenik (% 37 ham
protein) ve izokalorik (3831kcall / kg toplam enerji) deneme yemleri hazirlanmustir. Besleme denemesi, akvaryumlarda (80
L) ii¢ tekerriir olacak sekilde 90 giin beslenerek yiiriitiilmiistiir. Denemenin basinda, her akvaryuma yirmi balik (baslangi¢
agirhigr 0.06 g) stoklanmistir. Deneme sonunda,yemlere kirmizi biber ilavesi ile beslenen baliklarin agirlik kazanci, yem
doniistim orani, spesifik biiylime oran1 ve yasama orani iizerine 6nemli bir etkisi olmamigtir. Ancak, kirmizi biber igeren
yemlerle beslenen baliklarin kuyrugunda pigmentasyonun 6nemli derecede arttigir goriilmiistiir. Yemlere yiiksek seviyede
kirmiz1 biber eklenmesi higbir organda patolojik bir bulguya neden olmamustir. Kirmiz1 biber, A. sobria enfeksiyonuna karst
korumada 6nemli bir farklilik gdstermemistir. Kirnmzi biber grubunda Aeromonas ve Pseudomonas sayilart kontrol
gruplarina gore anlamli derecede diisiikt bulunmusgtur.

Anahtar kelimeler: Pseudotropheus acei, kirmizi biber, bilyiime performansi, renklenme, histoloji, hastalik drenci,
Aeromonas sobria

INTRODUCTION

Ornamental fish keeping is one of the most popular hobbies in the world today. The growing
interest in aquarium fishes has resulted in steady increase in aquarium fish trade globally. The cichlid
fish (Cichlasoma severum sp., Heckel 1840) is one of the most preferred species in the world.
Pseudotropheus acei, also known as yellow tail cichlid of Lake Malawi in Africa, is popular among
ornamental fish hobbyists, due to its vibrant coloring (Smith, 2000).
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Coloration in the aquarium fish is one of major factors which determine the price of fish in the
market. In addition, pigmentation of aquatic fish may also directly indicate its healthiness and quality.
Fish can’t synthesize pigment substances by themselves, and must obtain from their diet. Hence, there
is a direct relationship between coloration of fish and carotenoids in the diet (Halten et al.,1997).

Aeromonas species is the most common bacterial disease in freshwater aquarium fish (Lewbart,
2001). Motile Aeromonas Septicemia (MAS) is associated with infections caused by A. hydrophila, A.
sobria, A. veronii, and A. caviae. A. hydrophila is the predominant causative agent of MAS. These
pathogens exist worldwide in fresh and brackish waters and occasionally in salt water and they have a
diverse host range. Motile Aeromonas spp. is considered as opportunistic pathogens and could easily
found in organically rich waters. Thus, stress and poor water quality play a key role in occurrence
(Oztiirk and Altinok, 2014).

Red pepper is plant sources which are cheap, abundant in market and carotenoids rich. Red pepper
contains the xanthophylls, capsanthin and capsorbin which make up the largest pigments percentage
(Curl, 1962, Gregory et al., 1987, Rizk and Tolba, 2002). In the study, one of the most promising
alternatives fish pigmentation is red pepper (Harpaz and Padowicz 2007; Kop et al., 2010, Lee et al.,
2010, Yilmaz and Ergiin 2011).

The aim of this study is to determine the effect of red pepper on growth and coloration, resistance
against A. sobria and histology in yellow tail cichlid, P. acei.

MATERIALS and METHODS
Experimental diets and feeding trial

Experiment diets were prepared by adding of %15 red pepper to control diet (without red pepper).
Diet ingredients and nutrient compositions used in the experiment are shown in Table 1. Diets were
isonitrogenous (37% crude protein) and isocaloric (3831kcall/kg Gross energy). Red pepper was
obtained from local market. Red pepper flour is prepared by drying and grinding at room temperature
of red pepper. Flour and other ingredients were ground to a small particle size in a mill. All ingredients
homogenous were mixed. Water was added to obtain a 25% moisture level. Diets were passed through
a mincer with a 1.5 mm sieve. Then, diets were dried for 24 h in room temperature. After drying, the
diets were broken into 1.5 mm granules. All granule diets were stored at +4°C until used. Protein
content was determined by the Kjeldahl method, fat by the chloroform-methanol extraction method
(Bligh and Dyer, 1956), and ash and moisture by standard methods (AOAC, 1990).

Table 1. Diet ingredients and nutrient compositions of diet used in the experiment

Control 15 % red pepper
Fish meal 35 35
soybean meal 20 20
Wheat flour 35 20
Red pepper 0 15
Qil 7 7
Vitamin * 2 2
Mineral ? 1 1
Chemical analysis
Crude protein (%) 37.13 37.21
Crude fiber (%) 1.81 2.36
Crude fat (%) 10.91 11.95
Crude ash (%) 9.61 9.76
Total carotenoid 0.00 120.30
Gross Energy (kcal/kg) 3831 3831

Vitamin premix contained the following per kilogram; 4 000 000 IU vitamin A, vitamin D3 480 000 1U, 2400 mg vitamin E, 2400
mg vitamin K3, 4000 mg vitamin B1, 6000 mg vitamin B2, 4000 mg Niacin, 10 000 mg Cal. D. Pantothenate, 4000 vitamin B6, 10
mg vitamin B12, 100 mg D-Biotin, 1200 mg folic acid, 40 000 mg vitamin C, 60 000 mg inositol.? Mineral premix contained the
following per kilogram; 23 750 mg manganese, 75 000 mg zinc, copper 5000 mg, cobalt 2000 mg, iodine 2750 mg, selenium 100
mg, magnesium 200 000 mg.
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Fish and experimental conditions

The feeding trial was conducted in aquarium (80L), for 90 days. Twenty fish (0.06 g weight) were
stocked in separate aquarium as 3 replicates for each experimental feed. Experimental groups were fed
by hand, ad libitum twice daily. The aquariums were cleaned by siphoning out the residual feed and
feces.lThe water temperature ranged between 23 - 25 °C. The dissolved oxygen rate ranged from 5 to 7
mg L.

Colour assessment

Tail and skin colour assessment was performed by minolta chroma meter CR-300 calibrated
towards a white standard; L: lightness, 100 L: white, 0 L: black, a: red, -a: green, b: yellow, -b: blue
(Sharma, 2003). Skin and tail color was measured under anesthesia (40 mg L clow oil) from fish in
each aquarium.

Histopathological examination

All visceral organ specimens were collected and fixed in 10% neutral formalin during the necropsy.
After routine processing by automatic tissue processing equipment (Leica ASP300S, Leica
Microsystem, Nussloch, Germany), samples embedded in paraffin and 5um sections were taken by a
Leica RM 2155 rotary microtome (Leica Microsystem, Nussloch, Germany). Than sections stained
with hematoxylin and eosin (H&E) and examined under the 40X objective of an Olympus CX41 light
microscope. Morphometric evaluation and microphotography was performed using the Database
Manual Cell Sens Life Science Imaging Software System (Olympus Corporation, Tokyo, Japan).

Bacterial challenge

Pathogen A. sobria strain was isolated from in yellow tail cichlid during the previous study. A.
sobria, was grown for 24 hr at 25°C in Tryptic Soy Agar. After incubation, the cells were harvested by
centrifugation (2,000 x g), washed with PBS and re-suspended in the same buffer. The number of
bacteria was standardized at 600 nm absorbance. After 90 days of feeding, 10 fish (0.4g) from
experimental group and control group fish were challenged with A. sobria resulting in a dose of 10’
cfu ml™* by immersion bath at 1 h. Mortality recorded for a period of 15 days. Cumulative mortalities
were calculated on the last day of the trial. A. sobria were reisolated from the kidney, liver and spleen
of freshly dead fish after the mortalities.

Intersinal microfloa

Collections of samples for intestinal microflora determination of yellow tail were done at the end
of the experiment. Eight fish randomly collected from each groups were used for total bacteria,
Aeromonas and Pseudomonas counts in fish intestine. Individual fish was scooped out of the
holding vessel, euthanized by MS222. The external areas of each fish were then thoroughly
disinfected with 70 % ethyl alcohol before the intestine of fish were aseptically dissected and
separately homogenized in 9 volumes of sterile peptone water. Each of the homogenates were
serially diluted (up to 107") and each diluted sample (100 pl) was spread in duplicate on Plate count
agar for total bacteria count, Aeromonas Medium Base for Aeromonas count and Pseudomonas
medium for Pseudomonas count. Then plates were incubated at 30 °C for 48 h for total bacteria
count and 25 °C for 48 h for Aeromonas and Pseudomonas counts. The colonies were counted and the
colony forming units (CFU) per gram of intestinal content were calculated.

Statistical analyses

Trial result of fish fed red pepper in diet are presented as mean+SE and subjected to independent-
samples t-test for determining significant differences between treatment means (SPSS, 2000).
RESULTS

Growth parameters and FCR displayed no significant differences with addition of red pepper
(Table 2). Growth performance and FCR with the addition of red pepper to the diet did not show any
significant difference (P > 0,05).when compared to the control group (Table 2). No mortality was
associated with experimental treatments.
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Table 2. Growth performance, FCR, specific growth rate, weight gain and survival rate of P. acei fed diets

containing red pepper

Control Red pepper P

Initial mean weight () 0.064+0.005 0.067+0.004 0.328
Final mean weight (g 0.401+0.002 0.403+0.001 1.00
Weight gain 0.337+0.005 0.336+0.003 0.12
SGR(% day™) 1.627+0.067 1.595+0.049 0.189
FCR 1.80+0.025 1.79+0.007 0.267
Total length 3.08+0.11° 3.38+0.83" 0.027
Condition factor 1.3240.05 1.11+0.04 0.123
Survival rate (%) 100 100

P alues in the line having the same superscript are not significantly different (P > 0.05).

Skin and tail color measurements of fish fed diets containing red pepper is shown in Table 3. and
figure 1. The end of the experiment, L* (lightness), b* (yellow color) and -b* (blue color) values on
tail and skin of fish with addition red pepper to diet did not show any statistically significant
difference. The a* (red color) values on tail of fish fed red pepper were significantly higher than those
of the control. The a* values only showed statistically significant different on the body coloration of

fish.

v
v~
sk hd

- -

-

Figure 1. fish fed with control and pepper.

Left: fish fed with control, right: fish fed with pepper

Table 3. Skin and tail color measurements of fish fed diets containing pepper for 90days.

Tail Control Red pepper
L 72,39+1,41 73,96+3,23
a 1,43+0,17° 6,2620,29"
b 11,82+0,84 13,05+1,27
L 54,59+1,69 52,0642,42

Skin a 2,00+0,27° 3,61+0,37"
b -2,00+0,32 -3,32+0,77

P Values in the line having the same superscript are not significantly different (P > 0.05).

Histopathological examination of the hepatopancreases revealed that while moderate lipidosis
observed in control group, pepper addition decreased the lipidosis (Figure. 1). At the histopathological
examination of the ovaries, there were no differences observed between the groups (Figure.2). No
marked differences were also noticed between the groups. Red pepper addition on fish diet caused no
pathological findings in any organs. Only decrease in lipidosis was seen in hepatopancreases of red

pepper added group.
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Figurel.Microscopical appearance of the hepatopancreases between the groups. (A) Moderate lipidosis in
control group and (B) only slight lipidosis in pepper group. HE, Bars= 100um.

N =~ LN ' ™ L
Figure 2. Histopathological appearance of the ovaries (A) control and (B) Pepper group. Similar activity and
appearance between the groups (arrows), HE, Bars= 100um.

Cumulative mortalities after challenging with A. sobria were 60 and 55 % in fish fed red pepper
and control group, respectively. However, no significant differences (p >0.05) were observed among

mortalities in groups.
Total bacteria counts in intestinal microflora were found similar between red pepper and control

groups. However, Aeromonas and Pseudomonas counts in red pepper group were significantly lower
than control groups (Table 4).

Table 4. Intestinal microflora in yellow tail cichlid fed with red pepper and control (cfu/gx10®

Control Red pepper P
Total bacterial counts 0,61+0,01° 1,90+0,58° 0.04
Aeromonas counts 1,15+0,15° 0,25+0,05" 0.00
Pseudomonas counts 1,15+0,05% 0,15+0,05° 0.00

P Values in the line having the same superscript are not significantly different (P > 0.05).

DISCUSSION

Addition of red pepper meal to diet of P. acei did not affect growth performance and FCR.
Similarly, addition of red pepper and carrot to diet of cichlid (Cichlasomaseverum) did not exhibit any
distinctions in FCR and growth (Kop et al., 2010). Sea bream fed with diet containing 3% red pepper
did not affect growth and feed utilization (Wassef et al., 2010). In contrast, growth performance was
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significantly improved in O. mossambicus fed 1.5% sweet pepper (paprika) extracted from Capsicum
annuum (Yilmaz et al., 2013). Addition of 3.8% and 7.6% red pepper to diet improved growth
performance of rainbow trout (Diler et al., 2005). Biiyiik¢apar et al. (2007) informed that addition
level of 6.6% or higher red pepper into the rainbow trout diet had negative effects on growth
performance.

Tail color of fish increased as visually with addition of 15 % red pepper to diet in the present study.
However, the addition of red peppers to diet affected on red color in body coloration of fish. But, this
effect was understood from  statistically data detected by device. This red color change was not
observed as visually in blue areas of fish body. Similar findings were obtained in studies conducted in
different species. Yilmaz and Ergiin (2011) informed that 2% and 5% red pepper (C. annuum) in diet
is an appropriate dietary level to ensure good pigmentation in blue streak hap. Harpaz and Padowicz
(2007) noted that addition of 60 mg pepper (capsicum) extract per kg to diet is sufficient to obtain
good coloration in dwarf cichlid, M. ramirezi. Kop et al. (2010) informed that addition of red pepper
and carrot to provide 50 mg (5 %) of total pigments kg™ in diet have an impact on coloration of cichlid
(Cichlasoma severum) diet. Pale chub fed with diet containing 8% paprika could improve skin
pigmentation without any adverse effect on growth performance (Lee et al., 2010). Biiyiik¢apar et al.
(2007) showed that most appropriate dietary doses of red pepper for pigmentation of rainbow trout are
4.4%

This study showed that high level red pepper addition to fish diet caused no pathological findings
in any organs. So far as we know, effect on organs histopathology of red pepper use in fish diet has not
been studied. So far as we know, there is no study effect on organs histopathology of red pepper use
for fish. Nwaopar et al., (2008) observed that there was no effect on the kidney of rabbit fed red
pepper. Again, Nwaopara et al., (2007) show that the excessive consumption of red pepper in rat can
cause necrosis of liver hepatocytes and therefore acute hepatitis.

In the present study, red pepper did not effect on survival rates in yellow tail cichlid after
experimental A. sobria infection. However, the aqueous Azadirachta indica leaf extract has been
tested against A. hydrophila infection in common carp, Cyprinus carpio and the results showed that
this plant could effectively control A. hydrophila infection in C. carpio (Harikrishnan et al., 2003).
Similar results were reported in Labeo rohita fingerlings fed with Magnifera indica (Sahu et al.,
2007); in tilapia (Oreochromis niloticus) fed with dry leaf powder and ethanol extract of Psidium
guajava leaf (Pachanawan et al., 2008) and fed with two Chinese medicine herbs (Astragalus
membranaceus and Lonicera japonica) (Ardo et al., 2008); in Victoria Labeo (Labeo victorianus) fed
with stinging nettle (Urtica dioica) (Ngugi, et al., 2015).

In this study can be concluded that high level of red pepper in diet is suitable use for increases
coloration in tail of fish without adversely affecting growth and health of P. acei. However, red pepper
administration did not provide protection against A. sobria infection.
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Ozet

Bu ¢alismada, Eylil 1999-Agustos 2000 tarihleri arasinda Edremit Korfezi (Ege Denizi)'nden trol &rneklemeleri ile
toplanan bes kirlangi¢ balig tiiriiniin (Chelidonichthys lucerna, Chelidonichthys lastoviza, Eutrigla gurnarduss, Lepidotrigla
cavillone, Trigla lyra) besin kompozisyonu aragtirilmigtir. Toplamda 1205 adet bireye ait mide igerigi (262 C.lucerna, 300 C.
lastoviza, 300 E. gurnardus, 300 L. cavillone ve 43 T. lyra) incelenmistir. Mide igeriklerindeki besin maddeleri yiizde sayisal
varlik (%n), yiizde bulunus frekansi (%f), ve yiizde baskinlik (%d) olarak degerlendirilmistir. Sonugta, tiim tiirlerin diyetinde
toplam 19 besin ¢esidi belirlenmis olup, Polychaeta, Crustacea, Mollusca, Echinodermata ve Teleostei olmak iizere beg temel
besin grubu i¢inde siniflandirilmustir. Mide igerigi incelemeleri, tiim tiirler i¢in genel besin tercihinin Crustacea’ler oldugunu
gostermistir

Anahtar kelimeler: Triglidae, mide igerigi, beslenme, Edremit Korfezi.
Food Preferences of the five gurnard species (Triglidae) in Edremit Bay
Abstract

In this study, the food composition of the five gurnard species (Chelidonichthys lucerna, Chelidonichthys lastoviza,
Eutrigla gurnarduss, Lepidotrigla cavillone, Trigla lyra) from Edremit Bay (Aegean Sea), collected by trawl surveys in
September 1999-August 2000, were investigated. A total of 1205 stomach contents (262 C. lucerna, 300 C. lastoviza, 300 E.
gurnardus, 300 L. cavillone and 43 T. lyra) were analyzed. The percentage numerical abundance (n%), percentage frequency
of occurrence (f%), and percentage dominance (d%) prey types in the stomach contents were evaluated. Consequently, 19
food items were identified in the diet of all species and classified into five main categories: Polychaeta, Crustacea, Mollusca,
Echinodermata and Teleostei. Stomach content analysis revealed that a common dietary preference for all species is
Crustaceans.

Keywords: Triglidae, stomach contents, feeding, Edremit Bay.

GIRIS

Trofik iligkiler hayvan topluluklarindaki biyolojik etkilesimleri anlamanin temelini olusturur
(Carrasson ve Cartes, 2002). Dolayisiyla, tiirlerin beslenmeleri ile ilgili bilgiler gerek balikgilik
yonetimi gerekse ekolojik iligkilerin anlagilmasi agisindan son derece 6nemlidir.

Aragtirma materyalimizi olusturan Triglidae familyas: diinya denizleri ve iilkemizde farkli
arastirmalara konu olmustur. Yapilan ¢alismalar sonucunda bu familyaya ait Akdeniz’de sekiz (Ben-
Tuvia, 1953; Tortonese, 1975; Hureau, 1986; Fischer vd., 1987) Karadeniz’de ise ii¢ (Slastenenko,
1955-1956) tiiriin bulundugu tespit edilmistir.

Kirlangi¢ baliklariin biyolojisi iizerine yapilan ¢ok sayida calismanin yanisira, familya {iyelerinin
beslenme ozelliklerini iceren Ozellikle Akdeniz’de yapilmis g¢alismalar mevcuttur (Froglia, 1976;
Moreno ve Matallanas, 1983; Jardas ve Zupanovic, 1983; Caragitsou ve Papaconstantinou, 1990; de
Gee ve Kikkert, 1993; Moreno-Amich, 1994; Caragitsou ve Papaconstantinou, 1994; Colloca vd.,
1994; Morte vd., 1997; Labropoulou ve Machias, 1998; Serena vd., 1998; Tetrats vd., 2000; Weinert
vd., 2010; Vallisneri vd., 2011; Stagioni vd., 2012; Vinogradov vd., 2014; Montanini vd., 2017).
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Ulkemiz denizlerinde ise bu familya tiirlerinin beslenme 6zellikleri ile ilgili cok az sayida galisma
yer almaktadir (Togulga vd., 2000; igemer vd., 2002). Dolayisiyla, bu konudaki eksikligi gidermek ve
Triglidae familyasinin {igli ekonomik Oneme sahip bes tiriinin  (Chelidonichthys lucerna,
Chelidonichthys lastoviza, Eutrigla gurnarduss, Lepidotrigla cavillone, Trigla lyra) Edremit
Korfezi’ndeki besin kompozisyonlarini tespit etmek amaciyla bu ¢alisma gerceklestirilmistir.

MATERYAL ve METOT

Aragtirma materyalimizi olusturan Triglidae familyasinin 5 tlirline ait Ornekler, Edremit
Korfezi’'nden (39° 23" 25" N ve 39° 33" 00" N ile 26° 36’ 05" E ve 26° 55’ 01" E) Eyliil 1999-Agustos
2000 tarihleri arasinda, bir y1l boyunca, aylik olarak yapilan trol ¢ekimleri ile elde edilmistir.
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Sekil 1. Arastirma bolgesi

Yakalanan orneklerin gatal boy olgtimleri 1 mm hassasiyetli balik 6lgme cetveli, viicut ve gonad
agirhigi olgtimleri ise 0,01 g hassasiyetli elektronik terazi ile yapilmistir. Baliklarin beslenme
ozelliklerini belirlemek amaciyla ¢ikarilan midelerden elde edilen igerikler, stereo mikroskop altinda
grup diizeyinde incelenmistir. Midelerdeki organizmalarin sayim isleminde sindirilmeyen viicut
parcalarindan yararlanilmistir (Katagan vd., 1990).

Mide igeriklerinin degerlendirilmesinde, Sayisal Analiz Yontemi (Sayisal Varlik (n), Bulunug
Frekansi (f) ve Baskinlik (d)) kullanilmistir (Holden ve Raitt, 1974).

Sayisal Varhk Yoéntemi: (%)n=ni/Zn ~ 100

(ni =1 besin grubunun sayisi, n = Tiim besin gruplarinin toplam sayisi).

Bulunus Frekans1 Yontemi: (%)f= fi/~ f .100

(fi =i besin grubunun frekansi, Xf= Toplam dolu mide sayisi).

Baskinlik Yontemi: (%)d=si/Zs -100

(si=i besin grubu bulunan mide sayisi, Xs=Bos mideler de dahil olmak iizere toplam mide sayis1).

Incelenen tiirler arasinda, besin kompozisyonu agisindan benzerlik olup olmadigini tespit etmek
amaciyla, “Biodiversity” programi kullanilarak, oérneklerin mide igeriklerinde tespit edilen 6 temel
besin maddesinin bulunus frekansina gore “Bray-Curtis Benzerlik Katsayis1t Matrisi” belirlenmis ve
elde edilen verilerle “Kiimeleme Analizi” yapilmistir (Washington, 1984).
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BULGULAR

Edremit Korfezi’nden 6rneklenen Triglidae familyasina ait bes tiiriin (C. lucerna, C. lastoviza, E.
gurnarduss, L. cavillone, T. lyra) catal boy ve total agirlik dagilimi degerleri ile incelenen mide ve bos
mide sayilar1 Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Edremit Korfezi’nden drneklenen C. lucerna, C. lastoviza, E. gurnarduss, L. cavillone ve T.lyra’ya
ait baz1 biyolojik parametreler

C. lucerna C. lastoviza E. urnardus L. cavillone T. lyra
Catal boy(cm) 11,3-36,4 10,1-22,1 8,5-22,4 5,8-14,1 19,7-29,8
Agirhik (g) 12,10-522,00  11,39-147,23 6,1-98,0 2,32-40,09 61,24-218,03
incelenen mide 262 300 300 300 43
Bos mide 23 16 14 29 3
% bos mide 8,78 5,34 4,67 9,67 6,98

Mide igerigi incelenen tiirlerin avladigi ana taksonlara ait besin analizleri ise Tablo 2'de
Ozetlenmigtir. Buna gore, arastirma bolgesinden elde edilen 262 adet C. lucerna’nin mide igeriginin
incelenmesi sonucunda Crustacea’lerin bu tiiriin temel besin grubunu olusturdugu ve Teleostei’nin de
2. sirada yer aldigi tespit edilmistir. Mollusca, Echinodermata ve Polychaeta da besin olarak tiiketilen
diger gruplar olarak belirlenmistir (Tablo 2).

Edremit Korfezi’nden elde edilen C. lastoviza, E. gurnardus ve L. cavillone 6rneklerinden rastgele
secilen 300 adedinin mide igeriklerinin incelenmesi ile bu g tiiriin de temel besin grubunu yine
Crustacea’lerin olusturdugu tespit edilmistir. Mollusca, Teleostei ve Polychaeta ise alinan diger besin
gruplar1 olarak saptanmistir. Bu besin gruplar1 L. cavillone tiirii i¢in diisiik oranlarda tercih edilen
gruplar olarak belirlenmistir (Tablo 2).

Tablo 2. C. lucerna, C. lastoviza, E. gurnarduss, L. cavillone ve T. lyra’nin mide igeriklerinde saptanan besin
gruplarinin sayisal varlik (%n), bulunug frekansi (%f), ve baskinlik (%d) oranlart (n; incelenen toplam mide
sayist)

C. lucerna C. lastoviza E. gurnardus L. cavillone T. lyra

(n=262) (n=300) (n=300) (n=300) (n=43)
Besin Gruplar %n %f %d %n %f %d %n %f %d %n %f %d %n %f %d
Polychaeta 019 044 038 042 324 301 010 101 100 002 034 0,33 579 4524 4419
Crustacea
Mysidacea 597 699 6,08 47,75 80,94 75,01 74,23 71,04 70,33 71,38 97,26 93,73 22 952 93
Cumacea - - - 029 252 233 010 135 133 301 2089 2013 - - -
Isopoda 019 044 0,38 0,23 144 133 - - - 011 1,71 165 - - -
Amphipoda 019 044 038 4,89 2230 20,67 619 1852 1833 10,21 57,88 55,78 - - -
Decapoda 058 1,31 114 7,19 32,01 29,67 11,83 40,74 40,33 8,11 3836 3696 0,28 238 2,33
Anomura - - - 9,08 30,22 28,00 038 303 300 036 342 330 386 19,05 18,6
Brachyura 55,69 62,45 54,37 16,20 57,55 53,33 2,29 16,84 16,67 2,13 16,10 15,51 18,46 47,62 46,51
Stomatopoda - - - 0,16 144 133 - - - - - - - - -
Mollusca
Gastropoda 308 611 532 045 288 267 021 269 267 002 034 033 56,75 71,43 69,77
Cephalopoda 019 044 038 111 6,83 633 016 168 167 - - - - - -
Scaphopoda 019 044 0338 001 0,00 000 - - - - - - - - -
Bivalvia 6,94 1092 951 098 576 533 034 202 200 002 034 033 083 714 6,98
Echinodermata
Asteroidea 019 044 038 - - - - - - - - - 0,55 4,76 4,65
Ophiuroidea - - - - - - - - - - - - 744 381 3721
Teleostei
Tanimlanamayan Balik 19,08 38,43 3346 0,62 504 4,67 104 976 967 042 651 6,27 055 4,76 4,65
Balik larvasi 058 131 114 0,01 0,36 033 005 067 067 - - - - - -
Balik yumurtasi - 288 252 233 155 236 233 -

Tanimlanamayan organizma 6,94 830 722 793 180 167 153 11,11 11.00 421 342 330 331 2857 2791

Arastirma periyodu siiresince korfezden T. lyra tiirline ait sadece 43 birey yakalanabilmis ve mide
icerikleri incelenmistir. Bu verilere gore, T. lyra’nmin besininin biiyiikk boliimiinii sayisal varlik
agisindan Mollusca olustururken, bulunus frekansi ve baskinlik agisindan Crustacea’nin de Mollusca
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ile esit oranlarda tiiketildigi saptanmistir. Echinodermata, Polychaeta ve Teleostei’de besin olarak
alinan diger gruplar olarak tespit edilmistir (Tablo 2).

Tablo 3. Beslenme agisindan tiirler arasindaki “Bray-Curtis Benzerlik Katsayis1 Matrisi”

C.lucerna  T.lyra L. cavillone C. lastoviza  E. gurnardus
C. lucerna - 54,87 65,73 67,93 71,17
T. lyra - - 46,97 54,20 50,44
L. cavillone - - - 87,15 84,90
C. lastoviza - - - - 90,23

E. gurnardus

Beslenme rejimleri ayri ayri incelenen bes kirlangig tiirli arasinda besin kompozisyonu agisindan
benzerlik olup olmadigini belirlemek amaciyla “Bray-Curtis Benzerlik Katsayisi Matrisi” belirlenmis
ve bu verilere “Kiimelenme Analizi” uygulanmstir (Tablo 3 ve Sekil 2). Incelenen mide igeriklerinde
tespit edilen 6 temel besin maddesinin midelerdeki bulunus frekanslarina goére yapilan bu analiz
sonucunda, arastirma bolgesindeki tiim Triglidae familyas: tiirlerinin, Crustacea ilk sirada olmak
iizere, benzer besin gruplari tizerinden beslendigi saptanmuistir.

T.lyra

— E. gurnardus

e C, lastoviza

L. cavillone

C. lucerna

0 % Senilarity 50 100

Sekil 2. Bray-Curtis Benzerlik Katsayis1 Matrisi’ne gore beslenme acisindan tiirler arasindaki
“Kiimelenme Analizi”

Ozellikle E. gurnardus ile C. lastoviza tiirlerinin besin kompozisyonlarindaki benzerligin ¢ok yiiksek oldugu
(% 90,23), T. lyra ve C. lucerna nm ise diger tiirlerden biraz farkli bir beslenme rejimi sergiledigi gézlenmistir.
Bu iki tiir, digerlerine gore ¢ok daha biiylik boyutlara ulasabilen tiirler olup, besin olarak tiikettikleri
organizmalarin boyutlar1 da, artan boylarina paralel olarak biiylimektedir. Dolayisiyla, artan boyla birlikte, C.
lucerna’da Teleostei’nin, T. lyra’da ise Mollusca ve Poychaeta tiiketiminin artmasi, bu iki tiiriin beslenme
modelini, diger tiirlerden farklilastirmaktadir.

TARTISMA ve SONUC

Aragtirma bolgemizden elde edilen toplam 1205 kirlangi¢ baliginin mide igeriginin incelenmesi sonucunda,
Crustacea’lerin en fazla tiiketilen besin grubunu olusturdugu saptanmustir. Crustacea’lerin kirlangiclarin
diyetindeki baskin rolii, farkli bolgelerde bu tiirlerin beslenmesini inceleyen birgok arastir1 tarafindan da rapor
edilmistir (Tablo 4).

Ayrica ¢alismamiz sirasinda, Ozellikle C. lastoviza ve E. gurnardus bireylerinin mide iceriklerinde bol
miktarda Nematod (Aschelminthes) tespit edilmistir. Ancak bu filum iiyeleri parazit formlar olmalar1 sebebiyle,
tiketilen besin gruplar1 igerisine dahil edilmemistir. Mide igeriklerinde ¢ok miktarda Nematod’a
rastlanilmasinin, kirlangic baliklarimin  parazitli baliklarla beslenmis olabileceginden kaynaklandig
diistiniilmektedir.
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Tim bu ¢aligmalara ait verilerde, sadece tiiketilen besin gruplariin siralamalarinda degisimler gézlenmistir.
Bu da biiyilik olasilikla, bu tiirler tarafindan en cok tiiketilen besin gruplarmin farkli denizlerdeki genel
dagilimlari ve o bolgede bol olarak bulunmalari sebebiyledir.

Bu arastirma sonucuna gore Triglidae familyasina ait tiirlerin beslenme 6zelliklerinde goézlenen kiigiik
degisimlerin, muhtemelen mevsimsel ve ortam farkliliklari ile tiir i¢i veya tiirler arasi iligskilerden kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Genel olarak bakildiginda, bes tiire ait bireylerin bolgede yeterli besini bularak iyi bir sekilde
beslendigi tespit edilmistir.

Tablo 4. C. lucerna, C. lastoviza, E. gurnarduss, L. cavillone ve T. lyra bireylerinin farkli bolgelere ait besin tercihleri

Tiir ismi Besin tercihi Aragtirma bolgesi Arastiricl
Crustacea Orta Adriatik Froglia (1976)
Decapoda, Mysidacea, .
Balik, Amphipoda Portekiz Kiyilar Costa (1988)
Balik, Decapoda Portekiz Kiyilari Mareira vd. (1992)
Mysid Giiney Bat1 Hollanda Kiyilari Hostens ve Mees (1999)
Decapoda, Mysidacea, Valencia Korfezi (Batt Akdeniz) Morte vd. (1997)

C. lucerna Balik, Mollusca

' Mysidacea, Decapoda, . L

Balik, Cephalopoda, Tiren Denizi (Italya) Collaco vd. (1994)
Crustacea, Teleostei, . .
Mollusca, Anellida, Orta Adriatik Montanini vd. (2017)
Crustacea (Brachyura,
Mysidacea), Teleostei,  Edremit Korfezi Bu ¢alisma
Mollusca (Bivalvia)
Decapoda, Brachyura, . i
Amphipoda, Balik Fransa (Marsilya) Kiyilari Bell ve Harmelin-Vivien (1983)
Decapoda Girit Adasi Kiyilar Labropoulou ve Plaitis (1995)
Deca}poda, Crustacea Girit Adas1 Kiyilar Labropoulou ve Machias (1998)
Mysidacea

C. lastoviza Mysidacea Decapoda Cyclades ve Dodecanese Adalar1  Tetrats vd. (2000)

Crustacea (Mysid ve
Decapod)

Crustacea (Mysidacea,
Brachyura, Anomura,
Decapoda)

Gabes Korfezi (Tunus)

Edremit Korfezi

Boudaya vd. (2007)

Bu ¢calisma

E. gurnardus

Decapoda Natantia
Decapoda Natantia

Kuzey Denizi ve Ingiltere Kiyilart
Kuzey Denizi ve Ingiltere Kiyilart

Smith (1888, 1891, 1892)*
Steven (1930)*

Crustacea Kuzey Denizi De Gee ve Kikkert (1993)
Crustacea Kuzeybati Akdeniz Moreno-Amich (1994)
Crustacea, Balik Kuzey Denizi Weinert vd. (2010)

Crustacea, Balik
Cephalopoda,
Ctenophora

Crustacea, Teleostei,
Mollusca, Nematoda,
Echinodermata
Crustacea (Mysidacea,
Decapoda,
Amphipoda)

Biiyiik Britanya Kiyilar

Orta Adriatik

Edremit Korfezi

Vinogradov vd. (2014)

Montanini vd. (2017)

Bu ¢calisma

L. cavillone

Crustacea (Mysidacea)

Crustacea, Amphipoda
Crustacea (Mysidacea)
Mysidacea, Decapoda
Crustacea (Mysidacea)
Decapoda

Mysidacea, Decapoda
Crustacea (Mysidacea,
Amphipoda, Decapoda,
Isopoda)

Crustacea (Mysidacea,

Ege Denizi

Katalan Denizi
Akdeniz
Girit Adas1 Kiyilari

Tiren Denizi (italya)

Cyclades ve Dodecanese Adalari
Giilbahge Korfezi

Edremit Korfezi
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Caragitsou ve Papaconstantinou
(1990)

Moreno ve Matallans (1983)
Colloca vd. (1994)
Labropoulou ve Machias (1998)

Voliani vd. (2000)
Tetrats vd. (2000)
Togulga vd. (2000)

Bu ¢calisma
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Amphipoda,
Decapoda)

Crustacea,
Echinodermata
Mysidacea, Brachyura,

Giiney Adriatik Jardas ve Zuponovic (1983)

Saronikos Korfezi Caragitsou ve Papaconstantinou

Decapoda (1994)
T lyra Cru;tacea, Mollusca, - .
) Echinodermata, Balik, Ege Denizi Igemer vd. (2002)
Polychaeta
Mollusca
(Gastropoda), Edremit Korfezi Bu calisma

Crustacea (Brachyura)
* Moreno-Amich, (1994)’ten

Tesekkiir: Bu aragtirma “Edremit Korfezi’nde Triglidae Familyasinin (Kirlangic Baliklar1) Biyo-ekolojik
Ozelliklerinin Arastirilmas1” adli Doktora Tezi’nin bir boliimiinii icermektedir.
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Abstract

A study was conducted to estimate the growth and stock characteristics of the Sardinella maderensis (Lowe, 1838) from
Sombreiro River of Niger Delta, Nigeria. Results obtained revealed that mean total length and the mean weight of S.
maderensis ranged between 4.1cm to 18.5 cm and 59 to 55.5g respectively. The b value of the length-weight relationship was
2.58 thus, the species could be categorized as displaying allometric negative growth and condition factor was very high, it
ranged from 3.04 to 4.43. The estimated von Bertalanffy growth parameters (VBGP) of Lo, growth coefficient (k) and age
at zero length (t) were 23.31cm, 0.54 and -0.03/year respectively. The species showed year round recruitment patterns
having two peak periods during April and July. The total mortality (Z) was 2.74 year-'., the natural mortality rate (M) and
fishing mortality (F) were 1.32 and 1.42 respectively. The estimated fishing mortality (Z-M=F) stood at 0.518. The length-
based index of growth performance (&@'— phi prime) for S. maderensis was estimated at 2.46. The length at first capture Ls,
was 27.31 cm. The exploitation rate (Eay) Was 0.421 whereas (E, 1) was observed to be 0.355 indicating that that the level of
exploitation is already high and to obtain the maximum sustainable yield, the present level of fishing effort should be reduced
through appropriate fishing regulation techniques..

Keywords: Length- weight relationship, condition factor, population parameters, Sardinella maderensis, Sombreiro River,
Nigeria

Sombreiro Nehri'ndeki (Nijer Deltasi, Nijerya) Sardinella maderensis'in (Lowe, 1838) Bazi Popiilasyon Parametreleri
Ozet

Bu ¢aligma, Nijerya'daki Nijer Deltasi'nin Sombreiro Nehri'ndeki Sardinella maderensis (Lowe, 1838), populasyonlarinin
baz1 bitytime ve stok 6zelliklerini belirlemek i¢in yapilmustir. Elde edilen sonuglar, S. maderensis'in ortalama toplam uzunluk
ve ortalama agirliginin sirasiyla 4,1 cm ile 18,5 cm ile 5 g ile 55,5 g arasinda oldugunu gostermistir. Uzunluk-agirlik
iligkisinin b degeri 2,58 olarak tespit edilmistir, bu nedenle tiirler, allometrik negatif biiylime gosteriyor seklinde kategorize
edilebilir. Bu tiirlin durum faktorii 3,04 ile 4,43 arasinda ¢ok yliksek olarak belirlenmistir. Tahmini Loo, von Bertalanffy
biiyiime parametreleri (VBGP), bilyiime katsayisi (k) ve sifir uzunluktaki yas (t0) sirasiyla 23,31cm, 0.54 ve -0.03 / y1l olarak
belirlenmigtir. Tirler, Nisan ve Temmuz aylarinda iki tepe periyodu olmak iizere yil boyunca dagilim gostermektedir.
Toplam mortalite (Z) 2.74 yil, dogal 6liim oran1 (M) ve balik¢ilik dliimleri (F) sirasiyla 1,32 ve 1,42 olarak bulunmustur.
Tahmini balik 6liimii (Z-M = F) 0,518 seviyesinde gergeklesmistir. S. maderensis i¢in uzunluk temelli biiyiime performansi
endeksi (@' phi prime) 2.46 olarak hesaplanmistir. ilk yakalama L50'deki uzunluk 7,19 cm olarak bulunmustur. E ., (0,421)
ve Eg; (0,355) degerleri tiirden maksimum verim alinabilmesi igin uygun balik¢ilik diizenlemeleri ile mevcut avlanma
baskisinin azaltilmasi gerektigini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Uzunluk-agirlik iligkisi, durum faktorii, populasyon parametreleri, Sardinella maderensis, Sombreiro
Nehri, Nijerya
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INTRODUCTION

Clupeids are chiefly marine coastal and schooling fishes; some freshwater and anadromous
(Gaudant, 1991) widely distributed in the tropical and subtropical region (Riede, 2004) including the
entire Mediterranean and the Black sea (Froese and Pauly, 2017). These are small, silvery fishes with
fusiform, or strong compressed body. Three genera consisting of six species have been identified in
Nigerian freshwaters Adesulu and Sydenham (2007). Sardinella maderensis belonging to family
clupidae. S. maderensis resembles Sardinella aurita, but pelvic fin with 1 unbranched and 7 branched
rays and no black spot on hind part of gill cover, but a faint gold or black area just behind gill opening
(Tous et al., 2015). The species has maturity mean length of 13.4 cm and common length 25 cm
(Whitehead, 1985).

The population of the S. maderensis is declining due to overfishing, with the average size of fish in
the catch reducing and as a result, the International Union for Conservation of Nature has rated its
conservation status as "vulnerable (Tous et al., 2015). The fish species is considered as one of the most
important fishery resources in marine and brackish water in Nigeria because of its abundance in the
landings. In Nigeria, S. maderensis accounts for 15,115 tonnes of fish production by species in 2015
(NBS, 2017). In spite of its economic importance, there is paucity of information on population
parameters and biology of S. maderensis in Nigerian water bodies.

An approach towards conservation and management of the population of this particular fish species
demands the generation of information on the stock or population structure. Stock assessment
generally aims to estimate the current stock size and its potential for increased in size (de Graaf,
2015). Generally the size of the total stock of a race, species, (or) group of species vary from year to
year and from one region of the world to the other. These fluctuations in abundance are caused by
natural factors and also by man’s activity. The estimation of stock abundance is important in
determining the effects of fishing and environmental disturbances as well as in estimating parameters
such as length-weight relationships, recruitment variability, mortality and stock status. These
information are required for consideration of management measures of the species in the future. As
there is currently no knowledge of S. maderensis stock structure in the Sombreiro River. Therefore,
this study was carried out to estimate population parameters, yield per recruit, biomass and MSY on S.
maderensis in order to formulate management and conservation policies.

MATERIALS and METHODS

Sombreiro River system (between latitude 6° 30" and 7° 0' E, and longitude 4°12* N and 60° 17" N)
is located in Rivers State in the Niger Delta region of Nigeria (Figure 1). It has its source from the
Niger River, runs downwards into the Southern tip of the Niger Delta basin and empties into the
Atlantic Ocean (Ezekiel et al., 2011). The middle reach of the Sombreiro River is brackish and appears
turbid during the raining season. The extent of brackish in this river is between 117-132 km?
Ssentongo et al. (1983) and Nduaguba (1983). Two distinct seasons is usually observed in a year.
They include the rainy and dry season. The maximum temperature is between 26-28°C and mean
annual rainfall is 362.5 mm. The climate presents two distinct seasons; a rainy season (April -
October) and a dry season, (November - March).
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Figure 1. Map of Sombreiro River showing the study area

A total of 531 S. maderensis were collected monthly the period from January to December 2017 at
five different stations (Degema, Ogonokomi, Ogbokuma Abua, and Abonnema) within the Sombreiro
River.

These sites were chosen because they are the fishing and landing grounds of fishermen. Fishes
were identified to species level based on Schneider (1990). Samples were transported to the laboratory
for further evaluation. Total Length (TL) and Standard Length (SL) were measured to the nearest 0.01
cm using digital slide calipers and graduated plastic measuring board and total Body Weight (BW)
was weighed by an electronic balance with 0.01 g accuracy for each individual.

The length/weight relationship of the fish was described by the equation: W= axL", where W=
weight in grams, L= total length in centimetres, and a and b are regression constants. This can be
expressed in logarithmic form as Log W= log a + b (log L) suggested by Le Cren (1951). Length and
weight data were used to calculate the Fulton condition factor, ‘k’ from the equation: k= 100 W/L?,
where W = weight in grams, and L = length in centimetres.

The growth parameters were estimated by fitting length frequency data into the von Bertalanffy
growth function (VBGF) was used to describe the fish growth; Lt = Loo (1-exp (-k(t-t0)))

where Lt was the predicted length in the cm at age t, Lo is the asymptotic length, K is the growth
coefficient and t0 was the hypothetical age at which length of the fish is equal to zero (usually
negative), (Haddon, 2011) which can be estimated from the empirical equation of Pauly (1983) as:

10og10 (-tg) = -0.3922-0.275 log10 Loo — 1.038 log10 K

The total mortality coefficient (Z) was estimated by using Beverton and Holt’s (1956) equation Z =
K ((Lo - L-) / (Lo — L)) where Z is the instantaneous total mortality coefficient, L- is the mean length
and L’ is the length for which all fish of that length and longer are under full exploitation. Natural
mortality coefficient (M) was calculated by using Pauly empirical formula (1980): Log M = -0.0066 —
0.279 Log Loo + 0.6543 Log K + 0.4634 Log T; where T is the annual mean temperature. The fishing
mortality coefficient (F) was computed as F = Z — M.

The recruitment pattern of the stock was determined by backward projection on the length axis of
the set of available length frequency data as described in FiSAT Il (Pauly and Caddy, 1985).

Growth performance index (@') was calculated by the equation given by Pauly and Munro (1984):
10log 2 logk L @' o=+
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Probability of capture against mid-length a resultant curve was used to compute the length at first
capture (Lcsg). Length at first maturity (Lmsg) was estimated as: Lmsg = (2 * Loo)/ 3 (Hoggarth et al.,
2006)

Relative yield per recruit (Y'/R) and relative biomass per recruit (B'/R) were estimated using the
model of Beverton and Holt (1959) as modified by Pauly and Soriano (1986) and incorporated in the
FiSAT software.

RESULTS
Length-weight relationship and condition factor

As indicated in Table (1), the mean total length and mean weight of S. maderensis ranged between
4.1cm to 18.5 cm and 5g to 55.5g respectively. The weight of the fish strongly correlated with the total
length (TL) with r* value of 0.89. The b value of the length-weight relationship was 2.58 thus, species
could be categorized as displaying allometric negative growth. The value of (K) of the under study
species was very high, it ranged from 0.52 to 7.82 and with mean value of 4.43 + 0.07 (Table 1).

Table 1. Length-weight relationship and condition factor of S. maderensis from Sombreiro River

Species N Total weight (g) Total length (cm) K

Mean+SE Range Mean+SE Range Mean+SE Range

S. maderensis 531
24274040 5-55 8.29+0.08 4.1-185 -2.25 2.58 0.89 4.43+0.07 0.52-7.82

Growth parameters

Parameters of von Bertalanffy's equations were estimated as shown in Table 2. Asymptotic length
stood at 23.31cm, growth coefficient (k) was estimated at 0.54 and age at zero length (to) stood at -
0.03 year-' in the restructured form of the length-frequency data is presented as output of ELEFAN |
in Figure 4.

Table 2. Growth parameters of S. maderensis from Sombreiro River

Von Bertalanffy's Growth parameters ELEFAN-I

Asymptotic length (cm) 23.21
Growth coefficient (k) 0.54
Age at zero length (tp) (yr) -0.03
Growth Performance index () 2.46

Mortality parameters and exploitation ratio

The mortality parameters and exploitation ratio are shown in Table 3.Total mortality (Z) was found
to be 2.74 year-'. Fishing mortality was computed as 1.42 year-' and Natural mortality was 1.32 at an
annual average sea surface temperature of 29.7° Figure 4. The estimated fishing mortality (Z-M=F)
stood at 0.518.

Table 3. Mortality parameters and exploitation ratio of
S. maderensis from Sombreiro River

Fishing mortality (F) 1.42
Natural mortality(M) 1.32
Total mortality (Z2) 2.74
Exploitation ratio (E = F/Z) 0.518
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The length-based index of growth performance (@' — phi prime) for S. maderensis was estimated at

2.46 (Tablel and Figure 2).
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Figure 2. Growth Performance index of S. maderensis from Sombreiro River

Recruitment patterns

The recruitment patterns for S. maderensis is shown in Figure 3. Spawning capable individuals
were recorded throughout the entire fishing period and the species showed year round recruitment
patterns having two peak periods which occur in two nearly equal pulses. The minor peak during April

and major peak during July.
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Figure 3. Recruitment patterns of S, maderensis from Sombreiro River
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Figure 4 below showed the restructured length frequency with superimposed growth curves with
bimodal population structure, indicating probably the existence of six cohorts within the population.
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Figure 4. Length frequency distribution data and growth curve parameters using ELEFAN for S. maderensis
from Sombreiro River

Figure 5 revealed the length at first capture Lsy was 27.31cm, Lys estimated at 14.88cm and the
length at which 75% fish are retained in the gear was estimated as 39.75cm.
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Figure 5. The probability capture curve showing the Ls, Lso and L5 of length converted catch curve
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Length-Converted Catch Curve
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Figure 6. Length converted catch curve of S. maderensis using VBGF growth parameters
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Figure 7. Relative yield per recruit and biomass per recruit curves of S. maderensis in Sombreiro River

Stock status of using Beverten and Holt’s relative Y/R analysis

The relative yield-per-recruit (Y/R) and relative biomass-per-recruit (B/R) analysis by the knife-
edge selection method. The exploitation rate (Emax) that gives maximum relative yield-per-recruit
was 0.421. The exploitation rate at which marginal increase occurred in the relative yield-per-yield
was 10% of its value at E = 0, whereas (E ;) was observed to be 0.355 (Figure 7). The exploitation
rate (Eos) which corresponds to 50% of the virgin (that is., the unexploited stock) relative biomass-
per-recruit was estimated to be 0.278.
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DISCUSSION

Estimation of the population size of a fish stock for the purpose of its rational exploitation often
requires knowledge of these relationships (Le Cren, 1951). Values of the exponent ‘b’ provide
information on fish growth. The values of length-weight regression coefficient "b” in this study was
2.58 negative allometric growth pattern (b>3) meaning that the weight increase is made faster than the
growth in length. This value is within the expected range of 2-4 reported by Tesch (1971), and 2.5<b
< 3.5 by Froese (2006). However, the negative allometric growth pattern obtained in this study for S.
maderensis was in contrary with the positive allometric growth reported for this species in Nkoro
River (Niger-Delta) (Abowei, 2009). The value of ‘b’ may be due to feeding, sex, state of maturity,
metabolic activity and genetic nature (Wootton, 1990). The length-weight relationship provides means
for finding out the condition factor which indicates the “Wellbeing of the fish”. The condition factor
was very high in this fish species, the values ranged from 3.04 - 4.43. This could be attributed to the
length range of the sampled specimens. Salam et al. (2005) pointed out that ‘K’ remained constant
with increasing in length and weight of fish.

In this study the values of asymptotic length (L) and growth coefficient (k) were calculated as
23.31cm, and 0.54 respectively. The results are in agreement with Beverton and Holt (1959) who
pointed out that the two parameters of growth, asymptotic length and growth coefficient are inversely
proportionally to each other. It implies that fishes with high Loo should be with lower K values and
those with lower Loo with higher K values. The estimated growth rate was within the range: 0.34 per
year and 0.67 per year, suggesting that S. maderensis is an intermediate growing fish species, evinced
by its lifespan of 7.51 years (Kienzle, 2005). On the other hand, the Loo value (23.31cm) in this study
was smaller than 37.5cm reported by Marcus (1989) from coastal waters around Lagos, Nigeria, on the
same species. The difference may be due to the ecological differences, feeding variability and most
importantly fishing pressure.

Age at zero length (to) stood at -0.03 year-'. Amponsah et al. (2018) reported the age at birth (to)
for the same fish species at -0.284 year-' from coastal waters of Ghana. It has been reported that there
must be some differences between growth characteristics among localities as a result of diversity and
availability of dietary items, hydrographical and climatic conditions (Bartulovic et al., 2004).

In this study the value of growth performance index of S. maderensis was found to be 2.46. The
result is lower than values reported for the same species by Amponsah et al., (2018) in coastal waters
of Ghana and by Marcus (1989) in coastal waters around Lagos, Nigeria. The difference in values
could be due to poor state of water quality in the study area as a result oil pollution and other human
activities in and around the Sombreiro River. The value recorded in the current study was lower than
recommended value for fishes in Africa. Baijot and Moreau (1997) estimated that the ¢' mean value
for some important fishes in Africa have a range of 2.65 - 3.32, which they considered as low.
According to Kalhoro et al. (2015) the higher value of growth performance index indicates that fish
can grow faster and larger.

Total mortality (Z) was found to be 2.74 year-!, fishing mortality was computed as 1.42 year-! and
natural mortality stood at 1.32. The total mortality (Z) was slightly higher than the Hashem and Faltas
(1982) estimated Z by 2.399 for S. maderensis in EI-Mex. The high estimated Z in this study may
indicate more pressure on the species that may be resulted from increasing in one, or both the
components (M and F') of Z. Sardine is vulnerable to a wide variety of predators, including many
recreationally and commercially important fish species such as Scomber japonicus (Rizkalla and
Faltas, 1997). The fishing mortality was slightly higher than the natural mortality and exploitation rate
estimated (E) at 0.52 showed that that the level of exploitation is already high and species may not be
in a sustainable condition. The exploitation rate in this study was almost the same with 0.5 optimally
exploited stock which shows that the stock of this species may be under the pressure and not in a safe
condition. Coefficient of exploitation higher than 0.5 along with higher fishing mortality compared to
natural mortality show the stock is under overfishing pressure (King, 2007).

The species showed year round recruitment patterns having two peak periods. The minor peak
during April and major peak during July. Pauly (1982) reported that double recruitment pulses per
year for tropical fish species and for short-lived species. Recruitment has been described as a year-
round phenomenon for tropical fish and shrimps species (Weber, 1976). The results obtained by
Diouf et al. (2010) show a continuous reproduction for S. maderensis throughout the year.
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In this work, the length at first capture Ls, and L,s were 27.31cm and 14.88cm respectively. The
length at which 75% fish are retained in the gear was estimated as 39.75 cm.. The values in the current
study were higher than those recorded in the coastal waters of Ghana for S. maderensis L%, Ls%
and L.s% were 4.40 cm, 5.30 cm and 6.12 cm respectively by (Amponsah et al., 2018) In Senegal, the
work performed by Boely (1980) and (Levenez 1993) showed that the Ls in this area was 20 cm.

The present level of exploitation rate (E = 0.36) was close to the maximum allowable limit based
on the yield-per-recruit calculation (En.x= 0.42) indicating that that the level of exploitation is already
high.

CONCLUSION

The results reveal that the level of exploitation is already high for this species and to obtain the
maximum sustainable yield, the present level of fishing effort should be reduced. The present results
can serve as baseline data for species with no previous information regarding stock assessment and for
comparisons in future studies of Nigerian inland water fishery.
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Ozet

Bu galismanin amaci soguk sartlar altinda depolanan giimiisi havuz balig1 (Carassius gibelio)’nda depolama zamani ve
mikrobiyolojik, kimyasal ve duyusal verilere dayanarak asamali ¢oklu regresyon yontemine gore bir raf dmrii tahmin modeli
gelistirmektir. Aveilik yontemi ile elde edilen C.gibelio biitiin olarak soguk sartlar altinda (4+1°C) 11 giin boyunca
depolanmustir. Ornekler depolama siiresi boyunca Toplam mezofilik aerobik bakteri (TMAB), toplam psikrofilik aerobik
bakteri (TPAB), Enterobacteriaceae, Laktik Asit Bakterileri (LAB), pH, duyusal analiz (koku, renk, tekstiir ve genel begeni)
agsindan degerlendirilmistir. Aragtirma sonuglari biitiin olarak depolanan C.gibelio’nun soguk sartlar altinda 11 giin raf
Omriine sahip oldugunu gostermistir. Asamali ¢oklu regresyon modeline gore sadece 2 parametre (genel begeni ve TMAB)
kullanilarak depolama zamaninin tahmininin yapilabilecegi gosterilmistir. Gelistirilen model matematiksel olarak Depolama
zamani = 3,374+ (Genel begeni*-3,211) + (TMAB*1,482) esitligi ile agiklanabilmektedir. Bununla birlikte, F istatistiklerine
gore modelin kullanilabilir oldugu arastirma sonuglaria goére rapor edilmistir.

Anahtar kelimeler: Asamali ¢oklu regresyon, raf 6mrii tahmini, kalite degisimleri, Carassius gibelio.

Quality Changes and Development of Shelf Life Prediction Model Based on Stepwise Multiple Regression in Prussian
Carp (Carassius gibelio) Stored Under Chilled Conditions (4+1°C)

Abstract

The aim of this study is to develop a shelf life prediction model based on the data of microbiology, chemical and sensory
in accordance with the stepwise multiple regression in whole prussian carp (Carassius gibelio)that are stored under chilled
conditions. Captured C. gibelio were stored for 11 days under chilled conditions (4+1°C). Speciemens were evaluated in
terms of the changes in Total mesophilic aerobic bacteria (TMAB), total psychrophilic aerobic bacteria (TPAB),
Enterobacteriaceae, Lactic Acid Bacteria (LAB), pH, sensory analysis (odor, color, texture and general acceptability) during
storage time. The results of this study are showed that whole stored C. gibelio has 11 days of shelf life under chilled
conditions. Regarding to the stepwise regression model the shelf life prediction can be made by only using two parameters
(general acceptability and TMAB). The developed model could be mathematically explained by the equation storage time=
3.374+ (general acceptability*-3.211) + (TMAB*1.482). However, it was reported that the developed model can be used
according to the F statistics.

Keywords: Stepwise multiple regression, shelf life prediction, quality changes, Carassius gibelio

GIRIS

Avcilik yolu ile elde edilen Carassius gibelio tilkemizde taze olarak tiiketime sunulmaktadir.
Uretim miktar1 ise 2012 yilinda 5.090 ton ve 2017 yilinda ise artarak 7.035 ton olarak bildirilmistir
(TUIK, 2019). Baliklarda bozulma, kirmiz1 et ve kanatli etine gére daha hizli olabilmektedir. Bozulma
stireci, genel anlamda bakteri faaliyetleri sonucu mikrobiyolojik (spesifik bozulma organizmalarr),
azotlu ve azotlu olmayan bilesiklerin olusumu  sonucu kimyasal ve duyusal kayiplar ile
olusabilmektedir (Gram ve Huss, 1996; Zhang vd., 2017). Su {iriinlerinde depolama sirasinda
meydana gelen kalite kayiplar yiiksek oranda depolama sicakligina baglidir (Geng, 2018). Sicakligin
diistiriilmesi mikrobiyolojik ve enzimatik faaliyetler yavaslatir ve bunun sonunda su iiriinleri gibi
¢abuk bozulan gidalarin depolama siireleri uzatilabilmektedir.
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Hasat yonteminin de kalite degisimleri ve raf dmrii iizerine etkisinin varlig1 iizerine ¢aligmalar da
yapilmistir. Ornegin, Scherer vd. (2006) yapmus olduklari ¢alismada farkli hasat tekniklerinin ot
sazaninda (Ctenopharyngodon idella) kimyasal ve mikrobiyolojik kalitesine olan etkisini incelemis,
buzlu suya daldirma ve elektrik ile muameleden sonra buzlu suda asfiksasyon yontemlerini
inceledikleri ¢aligmada, hasat yonteminin raf Omriine bir etkisinin olmadigmni tespit etmislerdir.
Aragtiricilar sazan baliklarin1 1,0+£0,5°C’de 20 giin boyunca depolamislardir. Arastirma sonuglarina
gore farkli 61diirme metotlart arasinda depolama sonunda bir fark gézlenemedigi bildirilmistir.

Yapilan diger bir c¢alismada aragtirmacilar, buzda depolanan ot sazami filetolarinda
(Ctenopharyngodon idellus) kalite degisimlerini incelemislerdir. Bu ¢alismada sazan filetolar1 12
giinlik depolama siiresince kalite indeks metodu, kimyasal, mikrobiyolojik ve tekstiir yoniinden
incelenmis ve depolama zamani ile kalite indeks metodu arasinda giiclii dogrusal bir korelasyon
bulunmustur. Arastirmacilar sazan filetolarinin tazeligini, 10 giin boyunca soguk sartlar altinda
muhafaza ettigini ve 10 giinden sonra mikrobiyolojik, kimyasal ve duyusal acidan degerlerin kabul
edilebilir degerlerin lizerine ¢iktiginm rapor etmislerdir (Zhu vd., 2012).

Sazan baliklarinda soguk depolama sartlarinda kalite degisimlerini belirlemeye yonelik birgok
calisma yapilmigtir (Can, 2011; Lu vd., 2014; Kachele vd., 2017; Lu vd., 2014; Agiieria vd., 2016;
Hudecova vd., 2010; Yu vd., 2017; Fan vd., 2016). Ancak yapilan bu caligmalar kalitatif olarak,
genellikle geleneksel yontemler ile 6rneklerin kalite parametrelerinin belirlenmesine yonelik olarak
gerceklestirilmistir.

Gidalarda kalite kayiplarmin bir biitiin olarak diigiiniilmesi ve her bir faktoriin 6rneklerin raf
omriine nasil bir etki yarattiginin belirlenmesi gerekmektedir. Gidalarda raf 6mrii belirlenirken zaman
alan ve pahali analizlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Prediktif modeller ise gidalarin ¢evresel etkilere nasil
tepki verdigini matematiksel olarak ifade eden denklemlerdir. Bu kapsamda bir iirlinlin raf émrii
belirlenirken prediktif modellerin kullanilmasi hem zaman hem ekonomik olarak avantaj
saglamaktadir. Bununla birlikte, gidalarda ve oOzellikle su triinleri gibi ¢abuk bozulan gidalarda
bozulma, kalitenin korunmasi ve raf Omriiniin belirlenmesinde ¢oklu regresyon gibi istatistiksel
metotlar siklikla kullanilmaktadir (Jung vd., 2013; Fidelis vd., 2017)

Literatiirde bircok metot bulunmasina ragmen su riinlerine iligkin olarak Jorgensen vd. (2000)
Salmon (Salmo salar) baliklari i¢in ¢oklu bilesen kalite indeks metodunu 6nermistir. Bu metoda gore
tirtintin raf 6mri biyojenik amin igerigi ve pH’ya gore belirlenebilmektedir. Bununla beraber Leroi vd.
(2001) yapmis olduklari ¢alismada soguk dumanlanan salmon baliklar1 i¢in mikrobiyolojik ve fiziko-
kimyasal degiskenlere dayali asamali ¢oklu regresyon yontemini énermislerdir.

Yapilan bu c¢alisma biitiin olarak soguk sartlar altinda depolanan C. gibelio’da depolama sirasinda
meydana gelen mikrobiyolojik, kimyasal ve duyusal degisimlerin belirlenmesini ve asamali ¢oklu
regresyon yontemine gore matematiksel olarak raf Omrii tahmin modelinin gelistirilmesini
amaclamaktadir.

MATERYAL ve YONTEM
C. gibelio Temini

Bu ¢alismada ortalama agirliklar1 328,48+29,04 g olan 30 adet C. gibelio kullanilmigtir. Egirdir
golinden avcilik yolu ile balikgilar tarafindan temin edilen Ornekler ticari faaliyet gdsteren
isletmelerden temin edilmiglerdir. Baliklar yakalandiktan 12 saat sonra strafor kutu igerisinde buz
muhafazali olarak laboratuvara getirilmis ve mikrobiyolojik, kimyasal ve duyusal analizler
gergeklestirilmistir.

Depolama Sartlar1 ve Ornekleme

C. gibelio ornekleri biitiin olarak buzdolabi kosullarinda (4°C+1°C) strafor kutu iginde
depolanmuslardir. Strafor kutu igeresinde aerobik olarak depolanan oOrneklerin kurumasini en aza
indirmek igin strafor kutunun sicakligi depolama sicakligina geldikten sonra kapagi kapatilmigtir.

Ornekler duyusal olarak reddedilene kadar depolanmis ve depolamanm 0, 1, 4, 7 ve 11. giiniinde
ornekleme yapilmustir.
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Mikrobiyolojik Analizler

Glimiisi havuz baliklarinda depolama siiresince meydana gelen mikrobiyolojik degisimlerin
belirlenmesi Geng vd. (2015) tarafindan belirtilen yonteme gore gerceklestirilmistir. C. gibelio
orneklerinden aliman 10 g derili kas 90 ml peptonlu su (Merck 107228) ile homojenize edilmistir.
Sonraki seyreltmeler ilk seyreltme sivisindan hazirlanmistir. Toplam mezofilik aerobik bakteri
(TMAB) sayisi, Toplam psikrofilik aerobik bakteri sayis1t (TPAB), Laktik asit bakterileri (LAB) ve
Enterobacteriaceae familyasi iiyelerinin sayilari sirasiyla Plate Count Agar (PCA, Merck 105463), de
Man Rogosa and Sharpe (MRS agar, Merck 110660) agar ve Violete Red Bile Glucose Agar (VRBG
agar, Merck 1.10275) kullanilarak belirlenmistir. Belirtilen her bir besi yerine gerekli seyreltmeden 1
ml inokiile edilmis ve dokme plak yontemine gore besi yerleri inkiibasyona hazirlanmistir. Hazirlanan
TMAB, TPAB, LAB ve Enterobacteriaceae familyasina ait besi yerleri sirasiyla 30°C’de 2 giin, 4°C’de
10 giin, 25°C’de 5 giin ve 37°C’de 2 giin inkiibasyona birakildiktan sonra 30-300 arasi koloniye sahip
olan petri kaplarinin sayimlar1 yapilmistir. Bakteri sayilar1 log kob/g olarak ifade edilmis ve ortalama
+ standart sapma olarak rapor edilmistir.

Kimyasal Analiz

Balik orneklerinde meydana gelen kimyasal degisimleri belirlemek igin 6rnekleme giinlerinde
derili olarak alinan balik eti 6rnekleri 1:1 oraninda deiyonize saf su ile homojenize edilmis ve pH
Ol¢timleri gergeklestirilmistir (Hanna 221 pH meter, USA).

Duyusal Analizler

Depolama siiresince duyusal analizler Dalgaard (2000) tarafindan belirtilen yontemin
modifikasyonlarina gore yapilmistir. Balik 6rneklerinde meydana gelen duyusal degisimler 3-5 uzman
panelist tarafindan degerlendirilmistir. Panelistler her 6rnekleme giiniinde giimiisi havuz baliklarini
koku, renk, tekstir ve genel begeni acisindan degerlendirmislerdir. Orneklerin duyusal
degerlendirmesinde 3 (1 en diisiik (raf 6mrii sonu) ve 3 en yiiksek (raf omrii bags1)) ifadeli skala
kullanilmigtir. Depolama sonunda o&rneklerin degerlendirilmesi duyusal kalite degisimlerinin
ortalamasi + standart sapma olarak ifade edilmistir.

Istatistiki Analizler ve Asamali Coklu Regresyon Modeli

Depolama siiresince boyunca elde edilen mikrobiyolojik, kimyasal ve duyusal analizler Tek-Yonli
Varyans (ANOVA) analizine tabi tutulmustur. Ortalamalar arasindaki farklar Tukey testi ile
belirlenmistir. Ortalamalarin ¢oklu karsilastirmalar istatistik paket programi (SPSS, 17.0, IBM)
kullanilarak gerceklestirilmistir (Esteves, 2011). Asamali ¢oklu regresyon modeli Minitab paket
istatistik programu (Minitab, Coventry, UK) kullanilarak olusturulmustur (Svertsvik vd., 2003).
Asamali ¢oklu regresyon modelinde mikrobiyolojik, kimyasal ve duyusal analizler bir biitiin olarak
modele eklenmis ve bu parametrelerin depolama zamanini nasil etkiledigi hesaplanmistir. Bu
kapsamda bagimli ve bagimsiz degiskenler asamali g¢oklu regresyon modelinde kullanilmak tizere
modele dahil edilmis ve modele 6nem seviyesine gore en az katki saglayan degiskenler modelden
asamali olarak c¢ikarilmistir. Gelistirilen modelin validasyonu literatiir verileri kullanilarak
gercgeklestirilmistir. Modelin gecerliligi ve hassasiyeti F-testi sonuglarina gore degerlendirilmistir.

BULGULAR ve TARTISMA
C. gibelio’da Meydana Gelen Mikrobiyolojik Degisimler

Biitiin olarak buzdolabi kosullarinda depolanan C. gibelio’da meydana gelen mikrobiyolojik
degisimler Sekil 1°de sunulmustur. Depolama siiresince TMAB, TPAB, Enterobacteriaceac ve LAB
sayilar istatistiki olarak onemli derecede artis gostermistir (p<0,05). Depolamanin basinda 4,24+0,33
log kob/g olan TMAB sayilar1 depolamanin son giinii olan 11. giinde 7,22+0,20 log kob/ g olarak
rapor edilmistir(Sekil 1 a) . Biitiin olarak depolanan glimiisi havuz baliklarindaki TPAB sayilar (Sekil
1 b) ise depolamanin baginda TMAB sayilarina gore daha diisiik olarak 2,85+0,21 log kob/g ve
depolama sonunda ise TMAB sayisindan yiiksek olarak 7,75+0,71 log kob/g olarak bulunmustur.
Depolama siiresince TMAB ve TPAB sayilarindaki artig istatistiki olarak 4 ve 7. depolama giiniide
6énemli olmustur (p<0,05).
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Sekil 1. Buzdolabi kosullarinda biitiin olarak depolanan C. gibelio ‘da meydana gelen
mikrobiyolojik degisimler. a:TMAB, b: TPAB, c: Enterobacteriaceae, d: LAB sayilarin1 gostermektedir.

Li vd. (2012) yapmus olduklar1 ¢alismada Carassius auratus’un raf omriinii soguk depolama
sartlarinda (4+1°C) dogal koruyucular (¢ay polifenolleri ve biberiye ekstrakti) kullanarak uzatmay1
amaglamiglardir. Arastirmacilar dogal koruyucu eklenmeyen kontrol grubunda toplam bakteri
sayilarini depolamanin basinda 2,84 log kob/g ve depolamanin 10. giiniinde ise 6,97 log kob/g olarak
bildirmislerdir. Yapilan diger bir ¢alismada arastirmacilar farkli 6ldiirme metotlar1 kullanarak C.
idella’da meydana gelen kimyasal ve mikrobiyolojik degisimleri incelemislerdir. Arastirma sonuglari
incelenen orneklerin mezofilik ve psikrotrofik bakteri sayilarinin 13 ve 16. giinler arasinda ICMSF
(1986) tarafindan belirlenen 6 log kob/g olan limitini astigim belirtmislerdir (Scherer vd., 2006).
Yapilan bu ¢alismada C.gibelio 6rneklerinin ICMSF (1986) tarafindan belirtilen limitlere TMAB ve
TPAB acisindan depolamanin 7. giiniinde yaklastigi ancak degerlendirilen biitiin bakteri gruplar1 géz
Oniine alindiginda ise depolamanin son giinii olan 11. giinde bu limitin iizerine ¢iktigi gorilmiistiir
(Sekil 1 a-b). Bu kapsamda yapilan diger ¢aligmalar ile benzerlik gostermektedir.

Enterobacteriaceae familyasinin iiyeleri ve LAB sayilar1 depolamanin basinda TMAB ve TPAB
sayilarina gore daha diisiik olarak 1,00+0,00 log kob/g olarak bulunmustur. Depolama siiresince
Enterobacteriaceac ve LAB sayilar1 énemli derecede (p<0,05) artig gostererek depolama sonunda
sirastyla 7,10+0,99 ve 5,79+1,17 log kob/g olarak rapor edilmistir (Sekil 1 c-d). Enterobacteriaceae
familyasinin iiyeleri taze sogutulmus su iirlinlerinin bozulma mikroflorasinda bulundugu bildirilmistir
(Gram ve Dalgaard, 2002). Giimiisi havuz balig1 ile yapilan bu ¢alismada Enterobacteriaceae sayilari
TMAB ve TPAB sayilarina benzer olarak bulunmustur. Koutsoumanis vd. (1999) 0°C’de biitiin
depolanan ¢ipura (Sparus aurata) ile yapmis olduklar1 ¢aligmada baslangi¢ Enterobacteriaceae
sayilarin1 1,90+0,00 log kob/g olarak bildirirken 14 giinliikk depolamanin sonunda ise 3,90+1,20 log
kob/g olarak giimiisi havuz baligi ile yapilan bu c¢alismaya gore daha disiik olarak rapor
etmislerdir.Taze sogutulmus diger balik tiirleri (Dicentrarchus labrax) ile yapilan galigmalarda ise
Enterobacteriaceae sayilar1 daha diisiik olarak bildirilmistir (Paleologos vd., 2004). Depolama sonunda
LAB sayilan diger bakteri gruplarina gore daha diisiik degerler sergilemistir. LAB sayilarinin daha
diisiik degerlerde goziikmesinin sebebi olarak ise bu bakteri gruplarinin genellikle yar1 korunmus su
iriinlerinde daha yiiksek 6neme sahip olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Frangoise, 2010).

C. gibelio’da Meydana Gelen Kimyasal Degisimler

Buzdolab1 kosullarinda biitiin olarak depolanan C. gibelio’da meydana gelen kimyasal degisimler
Sekil 2’de sunulmustur. Depolama siiresince C. gibelio’da kas pH’sinda 6nemli bir degisime
rastlanilmamistir (p>0,05). Depolamanin basinda 6,45+0,05 olan pH degeri depolama siiresince
onemli olmayan derecede artis gostererek 11. giinde 6,80+0,31 olarak bulunmustur (p>0,05).
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Sekil 2. Buzdolabi kosullarinda biitiin olarak depolanan C. gibelio’da meydana gelen kimyasal degisimler

Aragtirmacilar balik kasindaki pH diistisiiniin glikojenin ATP ve kreatin fosfata par¢alanmasina ve
balik kasinda CO,’nin ¢6ziinmesi ile iliskili olabilecegini bildirmislerdir (Manju vd., 2007; Zhang vd.,
2012). Ancak buzdolabi1 kosullarinda depolanan C.gibelio’da pH da depolama siiresince meydana
gelen degisim artis yoniinde olmustur. Giimiis sazan baliklar1 (Hypophthalmicthys molitrix) ile yapilan
bir ¢aligmada kitosan ile kaplanan i¢ organlar1 alinmis 6rneklerin depolama siiresince pH’larinda
meydana gelen degisim C.gibelio ile yapilan bu ¢alisma ile benzerlik gostermektedir. Arastirmacilar
H. molitrix’in baglangi¢ pH’sin1 yaklasik olarak 6,00 olarak bildirirken depolama sonunda (30 giin)
kontrol ve kitosan ile kapli 6rneklerin pH’lar sirasiyla yaklasik 7.5 ve 7,0 olarak bildirilmistir (Fan
vd., 2009). Ancak depolamanin ilk giinlerinde meydana gelen diisiis C.gibelio ile yapilan bu ¢alisma
ile benzerlik gostermemektedir. Giimiis sazan baligi (H. molitrix) kiymalari ile yapilan diger bir
calismada 6 ay boyunca dondurulmus olarak depolanan orneklerin pH larinda meydana gelen
degisimin istatistiki olarak Onemsiz oldugu bildirilmistir (Asgharzadeh vd., 2010). Yapilan bu
calismada da istatistiki olarak 6nemli olmayan degisimler (p>0,05) rapor edilmistir ve bu kapsamda
yapilan ¢alisma ile benzerlik gostermektedir.

C. gibelio’da Meydana Gelen Duyusal Degisimler

Soguk sartlar altinda depolanan C.gibelio’da depolama siiresince meydana gelen duyusal
degisimler koku, renk, tekstiir ve genel begeni agisindan 3 ifadeli skalaya gore incelenmis ve sonuglar
Sekil 3’te sunulmustur. Orneklerin incelenen parametreleri depolama zamanina bagli olarak &nemli
derecede diisiis gostermistir (p<0,05). Depolama sonunda 6rnekler koku, renk, tekstiir ve genel begeni
agisindan sirastyla 1,33+0,57; 1,67+0,57; 1,33+£0,57 ve son olarak 1,00+0,00 degerlerine ulagmis ve
raf 6mriinii tamamlamis olarak kabul edilmislerdir. Su {iriinlerinin kabul edilebilirligi yiiksek oranda
tilketicilerin genel begenilerine baglidir. Bu calismada oOrneklerin renk ve tekstiir (Sekil 3 b-C)
acgisindan degerlendirildiginde degerlerinde 6nemli bir diisiis olmasina ragmen istatistiki sonuclara
gore iriin kalitesinde 6nemli bir etkisi olmadigi goriilmiistir (p>0,05). Bununla birlikte renk
parametresi (Sekil 3 a) baligin biiyiik pullu olmasindan kaynakli olarak biiyiik ol¢iide korundugu
kanaatine varilmigtir. Ancak genel begeni parametresinin (Sekil 3 d) zamana gore sistematik bir
sekilde azaldig1 goriilmektedir. Bu kapsamda soguk sartlar altinda biitiin olarak depolanan C.gibelio
tazeligini 11 giine kadar korumaktadir. Bu sonuglar mikrobiyolojik veriler ile desteklenmektedir (Sekil
1 a-d). Duyusal degerlerin zamana gore onemli dl¢iide diisiis gosterdigi diger sazan tiirleri (C. carpio
ve H. molitrix) ile yapilan diger ¢alismalarda da bildirilmistir (Tokur vd., 2006; Fan vd., 2009).

370



GENC ve DILER 2019 ActAquaTr 15(3), 365-377

O T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Depolama zamani (giin)

2,5 -

0,5 -

O T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Depolama zamani (giin)

0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Depolama zamani (giin)

371



GENC ve DILER 2019 ActAquaTr 15(3), 365-377

0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Depolama zamani (giin)

Sekil 3. Buzdolab1 kosullarinda biitiin olarak depolanan C. gibelio’da meydana gelen duyusal degisimler.
a: Koku, b: Renk, c: Tekstiir, d: Genel begeni degerlerini gostermektedir.

Asamali Coklu Regresyon Modelinin Gelistirilmesi

Asamal1 ¢oklu regresyon modeli ¢ok degiskenli parametreleri iceren sistemlerde modele en fazla
katki yapan degiskeni/degiskenleri bulmaya yonelik olarak kullanilan bir yontemdir. Bu kapsamda
model gelistirilmeden 6nce bagimli ve bagimsiz degiskenler arasindaki korelasyonlar Tablo 1°de
sunulmustur. Yapilan bu ¢aligmada depolama zamaninin diger kalite parametreleri ile korelasyonu
incelendiginde en diisiik korelasyonun 0,913 ile pH ve en yiiksek korelasyonun ise -0,988 ile genel
begeni parametresi oldugu agikca goriilmektedir (Tablo 1). Tiim bu degiskenler ile olusturulan ¢oklu
dogrusal regresyon modeli esitlik (1)’de gosterilmistir. Coklu dogrusal regresyon modelinde kullanilan
degiskenler depolama zamani ile yiiksek korelasyon gostermistir (Tablo 1).

Tablo 1. Bagimli ve bagimsiz degiskenler arasindaki korelasyon degerleri

Depolama Zamam

Depolama Zamani 1,000

TMAB ,967
2 TPAB ,931
% Enterobacteriaceae  ,962
s LAB 932
£ Koku -,978
S Renk -962
é_ﬁ Tekstiir -,957

Genel begeni -,988

pH ,913

Ancak depolama zamami tahmini 9 degiskenli ¢oklu dogrusal regresyon ile tahmin edildiginde
gozlenen ve beklenen degerler arasinda istatistiki olarak énemli farklar gériilmiistiir (p<0,05) (sonuglar
gosterilmemektedir). Bununla birlikte mikrobiyolojik verilerin ise korelasyonlar1 yiiksek olmasina
ragmen (Tablo 1) modeldeki katsayilariin oldukga diisiik oldugu goriilmektedir (Esitlik 1).

Depolama  zamamn =  -0,814+ (TMAB*4,58e-14) +  (TPAB*-7,46e-14) +
(Enterobacteriaceae*8,91e-14) + (LAB*1,30e-13) + (Koku*-2,34) + (Renk*-2,151) + (Genel begeni*-
1,596) + (pH*2,959)

1)
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Asamali ¢oklu regresyon modeline gore denklemden ¢ikarilan parametreler Tablo 2’de
sunulmustur. Bu kapsamda ¢ikarilan parametreler en diisiik kismi korelasyon derecesinden en yiiksege
dogru incelendiginde siralamanin Enterobacteriaceae, tekstiir, renk, TPAB, LAB, koku ve pH oldugu
goriilmektedir.

Tablo 2. Asamali ¢oklu regresyon modelinden ¢ikarilan parametreler

Model Beta In t Sig Kismi
korelasyon

TPAB ,062 1,033 ,341 ,389
i{leterobacterlac -012 -125 905 -,051

LAB ,085 1,496 ,185 ,521

Koku -,161 -2,064 ,085 -,644

Renk ,032 ,360 ,731 ,145
Tekstiir -,011 -,130 ,901 -,053

pH ,115 2,159 ,074 ,661

Asamali regresyon modeli incelendiginde depolama zamaninin kalan diger parametreler ile (genel
begeni ve TMAB) iliskili oldugu ancak bu parametrelerin tek basina kullanilamayacagi Tablo 2°de
modelden ¢ikarilan parametreler incelendiginde goriilmiistiir. Bu ¢er¢evede asamali ¢oklu regresyon
modelinin son denklemi esitlik 2’de gosterilmistir.

Depolama zamani = 3,374 + (Genel begeni * -3,211) + (TMAB * 1,482)
)

Esitlik 2’de belirtilen regresyon denkleminde istatistiki olarak 6nemli (p<0,05) derecede
regresyona ulagilmustir (Tablo 3). ANOVA tablosunda belirtilen modelin F-istatistigi 1098 (p<0,05)
ve hata kareleri toplami1 0,516 iken hata karelerinin ortalamasi 0,074 olarak hesaplanmigtir. Gelistirilen
asamali ¢oklu regresyon modelinde diizeltilen R? degeri ise 0,996 olarak kaydedilmistir. Modelin
tahmin verilerine uyarlanmasinda bu degerin oldukga yiiksek oldugu agik¢a goriilmektedir (Tablo 4).
Bununla birlikte model parametreleri olarak kullanilan genel begeni ve TMAB sayilarinin
C.gibelio’larda depolama zamani varyasyonunun % 99’unun agiklandigini gostermektedir. Yapilan bir
caligmada arastirmacilar sar1 yiizgegli orkinos (Thunnus albacares) baliklarinda ugucu bilesiklerin
kalite parametreleri ile iliskisini arastirmiglardir. Arastirma yontemine gore asamali ¢oklu regresyon
metodu kullanilarak ugucu bilesiklerin toplam ugucu bazik azot (TVBN) ve duyusal degisimler gibi
parametreler ile yiiksek bir korelasyona sahip oldugunu bildirmisler ve asamali ¢oklu regresyon
yontemine gore kalite parametrelerinde meydana gelen degisimlerin varyasyonlarinin % 99 kadarinin
aciklandigini  belirtmiglerdir (Edirisinghe vd., 2007). Yapilan c¢alisma C.gibelio’nun kalite
degiskenlerinin varyasyonlarinin agiklanmasi agisindan benzerlik gostermektedir. Buna karsilik olarak
Hassan vd., (1999) tarafindan yapilan ¢alismada soguk depolanan kefal baliklarinin kalite kriterleri,
raf omrii ve market kayiplarinin belirlenmesi amaglanmig ve asamali regresyon metodu kullanilarak
raf omri tahmin modeli gelistirilmistir. Asamali dogrultuda olusturulan regresyon esitliklerine gore
market kayiplarimin tahminindeki varyasyonlarin sadece % 22°si agiklanabilmistir. Bu durumun ise
baz1 degiskenlerin veri toplamada kullanilmadigi veya gozlenen verilerin sayilarinin yetersiz
olabileceginden kaynaklandig1 arastirmacilar tarafindan bildirilmistir. Ancak C.gibelio ile yapilan bu
calismada varyanslarin %99°u agiklandigindan gerekli ve yeterli parametrelerin kullanildig1 ve modele
eklendigi diisiiniilmektedir.
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Tablo 3. Asamali goklu regresyon modeli ANOVA analizi

Model Kareler toplam df Kareler F Sig.
ortalamasi

Regresyon 161,884 2 80,942 1097,990 ,000

Hata ,516 7 ,074

Toplam 162,400 9

Tablo 4. Asamali regresyon model 6zeti

. Degisim istatistikleri
Tahminin g

standart hatasi R’degisimi F degisimi dfl df2 Sig. F degisimi

R R?  Diizeltilen R®

998,997  ,996 212 ,021 46,926 1 7 ,000

Asamali regresyon modeli validasyonu Tablo 5’te belirtilen kaynaklara gore gergeklestirilmistir.
Sazangiller familyasina ait olan farkli tiirler ile gerceklestirilen galismalarda depolama sicakliklari
C.gibelio ile yapilan bu c¢alisma ile benzerlik gostermektedir. Kalite degisimlerinin sicakliga birincil
oranda bagli oldugu bildirilirken (Geng, 2018) asamali ¢oklu regresyon modelinin validasyonunda
kullanilacak olan verilerin eldesindeki depolama sicakliklarinin ayni olmasina dikkat edilmistir.

Tablo 5. Asamali ¢oklu regresyon modelinde validasyon i¢in kullanilan paramatreleri iceren soguk ortamda
depolanan farkli sazan balig tiirleri ile yapilan ¢aligmalar

Depolama sicakhigi TMAB

Tiir (-C) (log kob/g) Duyusal analizler Kaynak
Ctenopharyngodon idellus  +4 400-733 9-3 Huang vd., 2018
Ctenopharyngodon idellus  +4 344-862 9-1 Huang vd., 2017
Ctenopharyngodon idellus  +4 359-718 20-4 Wang vd., 2014
Ctenopharyngodon idellus  +4 458-7,09 35-19 Zhang vd., 2012
Cyprinus carpio +4 390-8,10 20-9 Zhang vd., 2017

1,4 +
=

1,2 4
e +« ¢
é 1 - s *
; s 3
2 08 1 *
2 &
06 - * ¢
S y = 0,3947x + 0,6194
204 - R?=0,3027
€
< 0,2
'—

0 T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Gozlenen depolama zamani

Sekil 4. Asamal1 ¢oklu regresyon modeline gore tahmin edilen ve
g6zlenen depolama zamanina iligkin regresyon modeli (n=16).

374



GENC ve DILER 2019 ActAquaTr 15(3), 365-377

Esitlik 2 kullanilarak gerceklestirilen depolama zamani tahmini gozlenen veriler ile goreceli olarak
yiiksek korelasyon gostermis ve sonuglar Sekil 4’te sunulmustur. Bu kapsamda regresyon denklemi
y=0,39x+0,61 olarak ve agiklama katsayisi ise R?=0,30 olarak hesaplanmistir. Yapilan calismada
C.gibelio’da gozlenen ve tahmin edilen depolama zamani arasindaki varyasyonun % 30 kadarinin
agiklandig1 gorillmiistiir. Regresyon modellerinde R? degeri bazi kriterlere gére birbirinden ayrilmakta
ve bu kriterler R? degerinin kullanim alanlarin belirlemektedir. Ozelliklerinden bir kismu ise 0<R*<1;
degisken eklendiginde R? degerinin degismemesi gibi durumlar olarak arastirmacilar tarafindan
bildirilmis (Cameron ve Windmeijer, 1996) ve C.gibelio ile yapilan bu g¢alismada arastirmacilar
tarafindan belirtilen kriterleri sagladigi goriilmistiir. Bununla birlikte F-istatistikleri incelendiginde
F=1,94 ve F olasilik degerinin ise 0,10 oldugu hesaplanmis ve modelin gecerligi olabilecegi yapilan
istatistik analizler ile ortaya konmustur.

SONUC

Yapilan bu c¢alismada C.gibelio’da meydana gelen kalite degisimlerinin belirlenmesi ve bu kalite
degisimleri kullanilarak asamali ¢oklu regresyon yontemine gore bir raf Omrii tahmin modeli
gelistirilmesi amaglanmistir. Arastirma sonuglarina gore 6rnekler depolama sonunda mikrobiyolojik
olarak tiikketime uygun olmayan oSlgiite ulasmislardir (>7 log kob/g). Bununla birlikte duyusal a¢idan
ise genel begeni degeri yaklasik olarak 7. Giinde 1,5’a ulagmus ve Ornekler tiikketim agisindan
reddedilmislerdir. Orneklerin kalite degisimleri belirlenirken pH’larinda istatistiki olarak énemli bir
degisime rastlanilmamistir.

Asamali ¢oklu regresyon modeli 9 parametre arasindan sadece 2 parametrenin toplam varyansin
%99 kadarmi acikladigin1 gostermis ve modelde sadece genel begeni ve TMAB sayilarimin
kullanilabilir oldugu belirtilmistir. Bununla birlikte gelistirilen matematiksel ifade Depolama zamani =
3,374+ (Genel begeni*-3,211) + (TMAB*1,482) olarak belirlenmis ve gelistirilen modelin
validasyonu literatiirde belirtilen farkl tiirler ile gergeklestirilmis ve F-istatistiklerine gére modelin
kullanilabilecegi anlasilmistir. Gelistirilen modelin sadece iki parametre kullanarak raf dmriinii tahmin
edebilmesi ve toplamda 48 saat igerisinde sonug¢ alinabiliyor olmasi agisindan avantajlari mevcuttur.
Ancak gelistirilen modelin TMAB parametresini icermeSi ve bu parametrenin degerinin 4 log
kob/g’dan kii¢iik olmamasi gerekmektedir. Dogal kontamine olmus su iiriinlerinin bakteriyel yiikii
yasadigl ortama, av/hasat yontemlerine, transfer ve depolama kosullarina biiyiik Olciide bagh
olmasindan dolay1 bu kisitlamanin 6niine gegmek miimkiin olmamaktadir. Bu kapsamda gelistirilen
model genel begeni degerleri ve TMAB sayilarinin belirlenmesi temeline dayanmaktadir. Bununla
beraber bu caligmada gelistirilen model F-istatistiklerine gore biiyiik Olgiide basariya ulagmis
oldugundan bilimsel ¢aligmalara katki saglamas1 ve endiistriye uygulanabilir olmas1 yoniiyle 6nem arz
etmektedir.

Tesekkiir: Calisma siiresince duyusal analizlerde yardimlarini ve tecriibelerini esirgemeyen Egirdir
Su Uriinleri Fakiiltesi personeline tesekkiirlerimizi sunariz.
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Ozet

Bu caligmada, fenomen bir viriilens faktorii olan biyofilmin, bakteriyel balik patojeni olan Staphylococcus warneri,
Aeromonas sobria, Yersinia ruckeri, Flavobacterium psychrophilum, Vibrio anguillarum bakterileri tarafindan tiretilmesi tiip,
mikroplak ve kongo red agar yontemleriyle arastirilmustir. Tiip yontemi ile biyofilm olusum dereceleri tiipiin i¢ ylizeyinde
olusan film tabakasinin kalimhigma gore sirayla F. psychrophilum’da (++), A. sobria’da (++), S. warneri’de (+), Y. ruckeri’de
(-), V. anguillarum’da (-) olarak tespit edilmigtir. Mikroplaklarla yapilan biyofilm testinde plaklarda olusan biyofilm negatif
kontrolde 0,048, S. warneri’de 0,121, A. sobria’da 0,158, Y. ruckeri’de 0,071, F. psychrophilum’da 0,172, V. anguillarum’da
0,212 absorbans degeri tespit edilmistir. Mikroplak testinde biyofilm olusumu sirayla V. anguillarum, F. psychrophilum,
A. sobria, S. warneri, Y. ruckeri olarak belirlenmistir. Kongo red agar testinde biyofilm (slime) olusturan bakterilerin koloni
morfolojisinin renk degistirmesine gore biyofilm olusumu sirayla V. anguillarum, A. sobria, S. warneri, F. psychrophilum, Y.
ruckeri olarak belirlenmigtir. Kongo red agarda kuru kristalize siyah koloni iireterek en giiglii biyofilm olusumu V.
anguillarum, A. sobria, S. warneri’de bulunmustur. Pembe renkli koloni iireten F. psychrophilum ve Y. ruckeri bakterileri ise
bu teste biyofilm olusumu goéstermemistir. Sonug olarak; biyofilm kaynakli enfeksiyonlar baliklar {izerinde dlimciil etki
gostermektedir. Bu etkilerin arastirilmasi ve durdurulmasi balik dliimlerinin azaltilmasinda onemlidir. Bakteriyel balik
patojenlerinden olan S. warneri, A. sobria, V. anguillarum, F. psychrophilum, Y. ruckeri’nin arastirmamizda oldukga gii¢lii
biyofilm olusturduklari farkli yontemlerle tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Bakteriyel balik patojenleri, biyofilm, tiip yontemi, mikroplak yontemi, kongo red agar yontemi
Determination of Biofilm Formation with Different in Vitro Methods in Some Bacterial Fish Pathogens
Abstract

bacterial fish pathogens Staphylococcus warneri, Aeromonas sobria, Yersinia ruckeri, Flavobacterium psychrophilum
and Vibrio anguillarum by tube, microplate and congo red agar methods.
The degree of biofilm formation by the tube method in order according to the thickness of the film formed on the inner
surface of the tube is in F. psychrophilum (++), in A. sobria (++), in S. warneri (+), in Y. ruckeri (-) was determined as (-) in
V. anguillarum. In the biofilm biofilm test with microplates, the biofilm was found to be 0.048 in the negative control, 0.121
in S. warneri, 0.158 in A. sobria, 0.071 in Y. ruckeri, 0.172 in F. psychrophilum and 0.212 absorbance in V. anguillarum.
Biofilm formation in microplate test was determined as V. anguillarum, F. psychrophilum, A. sobria, S. warneri, Y. ruckeri.
In congo red agar test, biofilm formation was determined as V. anguillarum, A. sobria, S. warneri, F. psychrophilum, Y.
ruckeri according to color change of colony morphology of bacteria forming slime. The most powerful biofilm formation by
producing dry crystallized black colony in congo red agar was found in V. anguillarum, A. sobria, S. warneri. The pink
colony producing F. psychrophilum and Y. ruckeri bacteria did not show biofilm formation in this test. As a result; Biofilm
induced infections show a lethal effect on fish. Investigation and cessation of these effects is important in reducing fish
mortality. It was determined that cacterial fish pathogens S. warneri, A. sobria, V. anguillarum, F. psychrophilum, Y. ruckeri
create a very strong biofilm by using different methods.

Keywords: Bacterial fish pathogens, biofilm, tube method, microplate method, congo red agar method.
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GIRIS

Biyofilm, bir ylizeye yapisarak belirli bir yapisal biitiinliik igerisinde toplu halde yasayan, iletisim
ve bilgi aktarimina izin veren, farkli gen transkripsiyonu ve biiyiime oranlarina bagli olarak farkl
fenotipik 0Ozellik gosterebilen (Donlan ve Costerton, 2002), birbirleriyle haberleserek varliklarinin
devami icin gerekli islevlerin yerine getirilmesini saglayan bakterilerin olusturdugu karmasik bir
mimari organizasyondur. Bakteriler ekstraseliiler polimerik maddeler olarak da bilinen ve bir dizi
polisakkarid, niikleik asit ve protein i¢eren ¢amur veya balgik benzeri bir matriks icerisinde gomiilii
olarak bulunurlar (Post vd., 2004). Biyofilm, kalinlig1 0,2 mikron istiinde ise bakteri icerebilecegi
belirtilmistir (Larson, 2011). Diinyadaki mikrobiyal kiitlenin %80 kadarinin biyofilm durumunda
bulundugu iddia edilmektedir (Davies, 2003; Richards ve Melveer, 2009). Mikrobiyal biyofilmlerin
balik sagligi iizerinde 6nemli etkileri vardir. Amerika Birlesik Devletleri’ndeki ulusal saglik enstitiileri
enfeksiyonlarin %80’inden fazlasima biyofilmlerin neden oldugunu tahmin etmektedir (Donlan ve
Costerton, 2002). Bu iddialar gz oniine alindiginda savasmamiz gereken biyofilmlerin ne derece
Onem arz ettigi daha iyi anlagilmaktadir. S6z konusu biyofilmin kimyasal kompozisyonu Tablo 1’de
verilmistir.

Biyofilm kitlesi yerlestigi bolgeye gore degisir ve genellikle bakteri, mantar, alg ve protozoa ve
fajlar1 igeren birgok mikroorganizma tiiriinden olusur (Wu vd., 2015). ilk yapisma (adezyon)
oldugunda biyofilmin uzaklastirilmasi artik zordur (Bryers, 2008).

@ A‘
Sekil 1. Biyofilm olusumunun asamalar1 (Monroe, 2007; Rendueles ve Ghigo, 2012)

Biyofilm gelismesinin bes asamasi (Sekil 1); 1: Planktonik bakterilerin biyomateryal yiizeyine
yapismalari, 2: Hiicrelerin mikro koloniler olusturmasi, ekstraseliiler polimerik substantlar (EPS) yani
slimenin disar1 atilmasi ve baglanmanin geri dondiiriilemez hale gelmesi, 3: Biyofilm olugmasi,
olgunlasmasi, 4: Ug boyutlu biiyiime ve konak¢1 savunma mekanizmalarina ve antibiyotiklere karst
koruma saglayarak biyofilmin daha da olgunlasmasi, 5: Biyofilmin, kritik bir kiitleye ulagmasi, diger
yiizeylere kolonize olmaya hazir olmasi ve planktonik bakterilerin dagilmasi seklinde gelismektedir
(Monroe, 2007; Rendueles ve Ghigo, 2012).

Tablo 1. Biyofilmin kimyasal kompozisyonu (Jamal vd., 2015)

Bilesen (Component) Matriksteki yiizdesi
Mikrobiyal hiicre %2-5

DNA ve RNA <%1-2
Polisakkaritler %1-2

Proteinler < %1-2

Su %97
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Sekil 2. Biyofilmin 3 boyutlu goriiniimii (Cizim: Bryan Christie) (Ciftci, 2005)

Biyofilmlerle ilgili balik enfeksiyonlar1 arastirildiginda Listeria, Salmonella, Shigella, Vibrio,
Bacillus ve Aeromonas gibi bakteri tiirler biyofilm olusturmakta ve hastaliklara neden olmaktadirlar
(Mortensen, 2014). Biyofilmler bakterilerin birbirleri arasinda horizontal gen transferi yapmasi igin
elverigli ortamlardir. Horizontal gen transferi bakterilere, balik enfeksiyonlartyla miicadele de
antimikrobiyal direnci gibi adaptif mutasyonlar gelistirmeleri avantajim  saglamaktadir.
Enfeksiyonlardaki biyofilmlerden ayrilan bakterilerin immiin sistemi agarak enfeksiyon olusturmaya
daha hazirdir (Jurcisek ve Bakaletz, 2007).

Bakteriyel patogenezle ilgili yapilan aragtirmalarin ¢ogu akut enfeksiyonlara odaklanmis ancak bu
hastaliklar, simdi biyofilm (Sekil 2) iginde yetisen bakterilerin neden oldugu yeni bir kategori olan
kronik enfeksiyonlarla desteklenmektedir. Kronik yaralar, fibrindz peritonitis enfeksiyonlar1 gibi
biyofilm enfeksiyonlari, diinyadaki milyonlarca baligi her yil etkilemekte ve bircok 6lim meydana
getirmektedir. Ozellikle kronik biyofilmin temeli enfeksiyonlarin énemli noktas: antibiyotiklere karsi
asir1 direng ve konake1 savunmalarindan kagmaktir (Bjarnsholt, 2013). S6z konusu tehlikeli biyofilm
su tdrilinleri yetistiriciliginde de balik pullari gibi baligin viicudunda ve yetistiricilik tesislerinde
kullanilan birgok materyalin yiizeyinde goriilmektedir. Etkili bir viriilens faktorii olan biyofilmin
yetistiricilik tesislerinden uzak tutulmasi bu nedenle olduk¢a 6nemlidir.

S. warneri’de, A. sobria’da, Y. ruckeri’de, F. psychrophilum’da ve V. anguillarum'da biyofilm
tiretimi agisindan arastirildiginda Stafilokoklarin biyofilm olusturmalarinda icaADBC gen lokusu
tarafindan kodlanan polisakkarit interselliiler adhesin (PIA) en onemli rolii Gstlendigi gosterilmistir
(Donlan ve Costerton, 2002; Arciola vd., 2015). S. warneri’de hasta baliklar arasinda kronik
enfeksiyonlarin patognomik oldugu biyofilmi olusturur (Molobela vd., 2010). Aeromonas’larda
biyofilm olusumunda polar flagellayla yiizme hareketinde ve baslangic tutunmasinda, lateral
flagellayla ise hiicrelerin kolonizasyonunda rol oynamaktadir (Kirov vd., 2003). Rahman vd., 2007°de
Aeromonas klonlariin gii¢lii biyofilm olusturdugunu gostermistir. C-di-GMP (cyclic di-GMP) birgok
bakteride biyofilm olusumunu diizenledigini bildirmistir. Yersinia bakteri tiirleri Quroum Sensing: QS
(Cevreyi Algilama) adi verilen bakteriyel iletisim mekanizmasinin diizenledigi 3-oxo-C8-HSL
molekiiliiyle biyofilm iretmektedir (Delshad vd., 2018). Y. ruckeri’de flagellar proteinin
salgilanmasiyla yapigkanligi artmakta ve biyofilm olusturabilmektedir (Coquet vd., 2002). F.
psychrophilum mutantlart yiiksek biyofilm gelistirir. Donlan, 2002; Hogfors-Ronnholm vd., 2015;
Levipan ve Avendafio-Herrera, 2017 yaptiklari caligmalarda F. psychrophilum‘un viriilens ve biyofilm
olusumu arasinda pozitif bir iliski oldugunu ifade etmislerdir (Levipan ve Avendano-Herrera, 2017).
V. anguillarum'da, transkripsiyonel diizenleyici, VanT’nin, biyofilm olusumunu diizenledigi
gosterilmistir. V. anguillarum-VanT mutant1 ve Sat-Vps73 DNA lokiisiinde polar mutasyon tastyan bir
mutantin, hatali biyofilmler {trettigini gostermistir (Croxatto vd., 2002). Vibrio’larin biyofilm
olusturmasinin 6zel genetik yapilarina (flagella, pili ve ekzopolisakkarit biyosentezi) ve diizenleyici
islemlere (iki diizenleyici bilesen, ¢evreyi algilama ve c-di-GMP molekiilleri) bagh oldugu
bilinmektedir (Yildiz ve Visick, 2009).
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Bu calismanin amaci; hasta baliklardan izole dilen S. warneri, A.sobria, Y. ruckeri, F.
psychrophilum, V. anguillarum balik patojenlerinin biyofilm viriilens giicii birbirinden farkli metotlar
olan tlip, mikroplak, kongo red agar yontemleriyle arastirilmasidir.

MATERYAL ve YONTEM

Bakteriyel Suslar (S. warneri, A. sobria, Y. ruckeri, F. psychrophilum, V. anguillarum Suslariin
Uretim ve Depolanmasi)

Arastirmada ISUBU Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi Balik Hastaliklar1 Laboratuvarindan temin
edilen S. warneri, A. sobria, Y. ruckeri, F. psychrophilum, V. anguillarum suslar1 kullanilmustir. F.
psychrophilum 15°C’de, diger patojenler 25°C’de iiretilmistir. Suslar kullanilincaya kadar -80°C’de ve
%20 gliserin icerisinde muhafaza edilmistir. Depolanan bakteriler giinliik kullanim igin -80°C’den
almarak -20°C’de bekletildikten sonra F. psychrophilum Ordal Agar, diger patojenler TSA
besiyerlerine ekilmistir. Ekimleri yapilan S. warneri, A. sobria, Y. ruckeri, V. anguillarum 25°C’de 24
saat siireyle inkiibe edilmistir. Ekimleri yapilan F. psychrophilum susu ise 15°C’de 72 saat siireyle
inkiibe edilmistir. Daha sonra giinliik kullanim amaciyla maximum 7 giin siireyle +4°C’de
saklanmustir.

Patojenlerin Biyofilm Testleri

Tilip yontemi, mikroplak yontemi ve kongo red agar yontemi olmak iizere 3 farkli metotta
arastirilmstir.

Tiip Yontemi

Christensen vd. (1985) tarafindan bildirilen yonteme gore, test edilecek S. warneri, A. sobria, Y.
ruckeri, V. anguillarum suslarinin, agar’da tireyen saf kiiltiiriinden tek bir koloni alinarak, iginde 5 ml
% 0,25 glukoz igeren TSB besiyerine inokule edilerek 25°C’de, F. psychrophilum suslar1 ise 15°C’de
24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra tiip icerikleri bosaltilmis, %1°lik safranin soliisyonu ile
oda 1sisinda 30 dakika bekletilmistir. Boya dokiilecek, tiipler steril PBS ile iki defa yikandi ve ters
cevrilerek kurutma kagidi lizerinde kurumaya birakilmistir. Ertesi giin tiipiin i¢ yiizeyinde renkli bir
film tabakasinin olusumu ve yogunluguna gore (+), (++), (+++) ve (-) olarak degerlendirilmistir. Tim
patojenler 3 paralel olarak galisilmigtir (Demir ve inang, 2015).

Mikroplak Yoéntemi

O’Toole ve Kolter (1998)’in tanimladigi metoda gore gergeklestirilmistir (Ye vd., 2008). Kisaca S.
warneri, A. sobria, Y. ruckeri, V. anguillarum suslar1 Triptik Soy Broth (TSB)’da 25°C’de 16 saat, F.
psychrophilum 15°C, 72 saat tretilmistir. Kiiltiirlerin tiimiinden McFarland 0,5’e¢ gore standardize
edilen bakteri siispansiyonlar1 diiz tabanli 96 cukurlu mikroplaklara 100 pl olarak ¢ukurlara ilave
edilerek 25°C’de, F. psychrophilum ise 15°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyonu takiben
cukurlar distile su ile yikanmig ve biyofilmle iligkili hiicre kalintilar1 %1°lik kristal viole ile 15 dk
siiresince boyanmustir. Boya fazlasi hafif akan ¢esme suyunda dikkatli bir sekil yikanmis ve
bakterilerin olusturdugu 96 c¢ukurlu plakalara tutunmus biyofilm fotograflanmistir. Biyofilm
olusumunu kantitatif olarak belirlemek i¢in mikroplaklara 2x200 pl %95 etanol saf su ile 4 ml ye
tamamlanarak ilave edilmistir. Plaklarin 630 nm’de ELISA okuyucusunda optik yogunluklar
Olgtilmiistiir (Ye vd., 2008). Her bakteri i¢in 24 sonucun OD degerleri ortalamalar1 alinmigtir. Test
sirasinda steril TSB negatif kontrol olarak g¢alisilip degerlendirilmistir.

Kongo Red Agar Yontemi

Freeman vd. (1989) tarafindan bildirilen metoda gore hazirlanmigtir. Kongo kirmizili besiyeri
litrede 50 gr sakkaroz, 37 gr BHI (Brain Heart Infusion) Agar ve 0,8 gr Kongo kirmizisi igerecek
sekilde hazirlanmustir. Suslar kongo kirmizili agara ekim yapildiktan sonra F. psychrophilum 15°C,
diger suslar 25°C°de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda, kuru kristalize siyah koloniler
olusturan suglar biyofilm pozitif, kirrmzi veya pembe renkli koloni olusturan suslar ise biyofilm
negatif olarak degerlendirilmistir. Tiim patojenler 2 paralel olarak ¢alisilmistir (Demir ve inang, 2015).
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BULGULAR

Balik Patojenleri S. warneri, A. sobria, Y. ruckeri, F. psychrophilum, V. anguillarum’un Koloni
Morfolojileri

Aragtirmada 5 farkli balik patojeni kullamlmustir. F. psychrophilum iretilmesi ve
genglestirilmesinde Ordal Agar (OA) kullanilmistir. Bakteriler 15°C de 72 saat inkiibe edilmistir ve
OA’da sar1 turuncu renkte tremislerdir (Madetoja, 2002; Wiklund, 1994) (Sekil 3). S. warneri,
A. sobria, Y. ruckeri, V. anguillarum patojenlerinin iiretilmesi ve genglestirilmesinde Triptik Soy Agar
(TSA) kullanilmastr. Bakteriler 25°C’de 24 saat inkiibe edilmis ve TSA iizerinde krem renkli koloniler
olusturmuslardir. S. warneri (Sekil 4), A. sobria (Sekil 5), Y. ruckeri (Sekil 6), V. anguillarum (Sekil
7) bakterileri kullanilmigtir. (Bakterilerin koloni rengi onemlidir ¢iinkii kongo red agar testindeki
biyofilm tespitinde koloni rengi degisimi sonucu verecektir).

Sekil 3. F. psychrophilum OA ve OB’da koloni morfolojisi

Sekil 4. S. warneri koloni morfolojisi

Sekil 5. A. sobria koloni morfolojisi
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Sekil 7. V. anguillarum koloni morfolojisi

Biyofilm Testleri Bulgulari

Tilip yontemi, mikroplak yontemi ve kongo red agar yontemi olmak ilizere 3 biyofilm tespit
yontemleriyle ilgili patojenlerin biyofilm viriilens giicii arastirilmistir.

Tiip Yontemi Bulgulan

Tiip yonteminde bakteri kiiltiirii dokiilerek safraninle boyanan tiiplerde besiyerinin bittigi hizada
safranin boyasiyla bakteri tutunmasindan kaynaklanan biyofilm ¢izgisi belirlenmistir. Tiip yonteminde
tiipiin i¢ ylizeyinde renkli bu film tabakasimnin olusumu ve yogunluguna gore (+), (++), (+++) ve (-)
olarak degerlendirme yapildiginda biyofilm S. warneri’de (+), A. sobria’da (++), Y. ruckeri’de (-), F.
psychrophilum’da (++), V. anguillarum’da (-) olarak tespit edilmistir (Sekil 8 ve Sekil 9). Tiip testinde
tiipiin i¢ ylizeyinde olusan film tabakasinin kalinligina goére sirayla F. psychrophilum, A. sobria, S.
warneri, Y. ruckeri, V. anguillarum olarak belirlenmistir. En giicli biyofilm olusumu F.
psychrophilum ve A. sobria’da goriilmiistiir.
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Sekil 8. Tiip yontemi ile F. psychrophilum (++), A. sobria (++), S. warneri (+) suglarinda film tabakas1
varligiyla biyofilm olusumu

Sekil 9. Tiip yonteminde S. warneri (+), A. sobria (++) ve F. psychrophilum (++), Y. ruckeri (-), V.
anguillarum (-) suglarinda biyofilm sonuglari

Mikroplak Yontemi Bulgular

Mikroplaklarla yapilan biyofilm testinde plaklarda olusan biyofilm ELISA okuyucusunda 630
nm’de 6l¢iildii ve absorbans degeri negatif kontrolde 0,048, S. warneri’de 0,121, A. sobria’da 0,158,
Y. ruckeri’de 0,071, F. psychrophilum’da 0,172, V. anguillarum’da 0,212 olarak tespit edilmistir. Bu
sonuclara gore ¢aligilan tiim bakteriyel balik patojenleri biyofilm olusturmaktadir (Sekil 10 ve Sekil
11). Mikroplak testinde absorbans degerlerine gore biyofilm olusumu sirayla V. anguillarum, F.
psychrophilum, A. sobria, S. warneri, Y. ruckeri olarak belirlenmistir. Mikroplak yonteminde en gii¢lii
biyofilm olugumu V. anguillarum’da bulunmustur.

Sekil 10. V. anguillarum’da biyofilm olusumu
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Sekil 11. S. warneri, A. sobria, Y. ruckeri ve F. psychrophilum’da biyofilm olusumu
Kongo Red Agar Yontemi Bulgulari

Dogasi1 geregi krem renkte olan bakteriyel balik patojenleri bu biyofilm testiyle krem renkten farkli
renge doniismektedir (Sekil 12). Kolonin pembe renge doniismesi biyofilm olusturmadigini, siyah
renge doniismesi biyofilm olusturdugunu gostermektedir (Sekil 13). Koloni morfolojisi incelendiginde
koloni rengiyle biyofilm olusumunun tespit edildigi prensibe dayanan CRA testiyle A. sobria, S.
warneri ve V. anguillarum suslar1 kongo red agarda kuru kristalize siyah pigmentli koloni {ireterek
biyofilm (slime) tiretimi pozitif bulunmustur (Sekil 14). Y. ruckeri ve F. psychrophilum suslar1 pembe
pigmentli koloni ireterek biyofilm iiretimi negatif bulunmustur (Sekil 15). Kongo red agar testinde
biyofilm olusturan bakterilerin koloni morfolojisinin renk degistirmesine gore biyofilm olusumu
sirayla V. anguillarum, A.sobria, S. warneri, F. psychrophilum, Y. ruckeri olarak belirlenmistir.
Kongo red agar testinde en giiclii biyofilm olusumu V. anguillarum, A.sobria, S. warneri’de
bulunmustur.

/

Sekil 13. CRA testinde pembe renk koloni morfolojisiyle negatif, siyah renk koloni morfolojisiyle pozitif
sonug¢
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Sekil 14. Siyah pigmentli koloni morfolojisiyle biyofilm olusturan
S. warneri, V. anguillarum ve A. sobria suslar

! T 1= N +
Sekil 15. Pembe pigmentli koloni morfolojisiyle biyofilm olusturmayan
Y. ruckeri ve F. psychrophilum suslari

Tablo 2. Farkli metotlarda uygulanan biyofilm testine gore patojen bakterilerin biyofilm olusturma giileri

F. psychrophilum | A.sobria | S.warneri | Y.ruckeri | V.anguillarum

Tiip yontemi ++ + + i -
Mikroplak yontemi ++ ++ ++ + F++
Kongo red agar yontemi - +++ +++ - +++

Biyofilm olusturan bakterilerin en iyi hangi yontemle biyofilm olusturduklarinin belirlenmesi
amaciyla caligilan bakterilerin tiip yontemi, mikroplak yontemi ve kongo red agar yontemleriyle
biyofilm olusturmalarinin karsilastirilmasi Tablo 2’de verilmistir.

TARISMA ve SONUC

Biyofilm igerisinde bulunan bakterilerin antibiyotiklere, planktonik formlarina gore 100-10000 kat
daha direngli olduklar1 bilinmektedir (Szczuka ve Kaznowski, 2014). Biyofilm kiiltiirli ve 6l¢iimii igin
birkag farkli yontem gelistirilmistir (Deighton vd., 2001; Arciola vd., 2002; Harraghy vd., 2006). Bu
yontemlerden; tiip testi (Mathur vd., 2006), mikroplak testi (Stepanovic, 2000), radiolabeling
mikroskopi (Deighton vd., 2001) ve kongo red agar testi (Arciola vd., 2002) gibi testler biyofilm tayini
icin kullanilmaktadir. Fakat mikroplak metodu biyofilm incelenmesi i¢in yapilan 6l¢iimlerde digerleri
arasinda en sik kullanilanidir (Stepanovic vd., 2007).

Sundell ve Wiklund (2011) F. psychrophilum’un biyofilm olusturduklarini kanitlamiglardir. F.
psychrophilum enfeksiyonunda patojen bakterileri barindiran direngli biyofilmleriyle ve tekrarlayan
enfeksiyonlarla daha karmasik hale gelebildigini bildirmislerdir. Bu arastirma da F. psychrophilum’un
biyofilm olusturdugu tiip testinde ve mikroplak testinde kanitlanmustir.

Hareketli Aeromonas tiirlerinde biyofilm olusumunun incelendigi ¢aligmada ve A. veronii biovar
sobria’da, A. hydrophila ve A. caviae’va gore daha yiiksek oranda biyofilm olusumu
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gozlemlemislerdir (Gavin vd., 2003). Calisgmamizda da ayni durum s6z konusu olup A. sobria’da
biyofilm olusumu tespit edilmistir.

Biyofilm olusumunun makroskobik saptanmasinda kongo red agar yontemi siklikla kullanilan,
gorsel sonuglara dayali bir yontem oldugunu ifade edilmistir (Aslan, 2015). Bu yontemin ilk olarak
Freeman vd., (1989) stafilokoklar iizerinde biyofilm iiretiminin arastirtlmasinda kullanildigini1 da ifade
etmistir. Arastirmamiz da Kongo red agar testinde balik patojenlerinin makroskobik incelemelerinde A.
sobria, S. warneri ve V. anguillarum suslarinin siyah pigment olusturmalariyla biyofilm olusturduklari
bulunmustur.

Ormanct (2010) yaptigi arastirmada mikroplak yontemiyle yapilan biyofilm ¢aligmasinda
Aeromonas’larin tiir bazinda tutunmalarina baktiginda, kuvvetli pozitif degerde en fazla tutunma
baligin deri, solungag¢ ve bagirsagindan izole edilen A. veronii biovar sobria’da oldugunu bildirmistir.
Biyofilm 6l¢iimii i¢in yaptig tiip testinde A. veronii biovar sobria %61,43 ile yiiksek kuvvetli pozitif
biyofilm olusumunda birinci sirada yer alidigini ifade etmislerdir. Biyofilm 6l¢iimii i¢in diger test olan
kongo red agar testi ile de tayin etmis ve sonucta A. veronii biovar sobria izolatlarinin %59,37
kuvvetli pozitif biyofilm olusturdugunu bildirmistir. Arastirmamizda da ayni durum goriilmiis ve
caligilan patojenler arasinda en giiglii sonucu kongo red agarda siyah koloni olusturarak A. sobria
vermistir. Tip testinde ise A. sobria’da (++) yorumuyla gii¢li biyofilm olusumu saptanmustir.

Jahid vd. (2013) A. hydrophila’nin ¢esitli glikoz konsantrasyonlarina yanit olarak biyofilm
olusturup olusturmadigini aragtirmiglardir. Bu calismada tiip yonteminde glikoz kullanilmigtir ve A.
sobria’da biyofilm olusumu (++) derecesiyle pozitif bulunmustur.

Musharrafieh vd. (2014) ¢alismalarinda V. anguillarum'un S. warneri varliginda veya yoklugunda
gokkusagi alabaligi pullari iizerinde biyofilmler olusturmasini incelemislerdir. Sonugta, S. warneri‘'nin
varliginda, V. anguillarum'un biyofilm olusturabildigini bildirmislerdir. Bununla birlikte S. warneri
patojenin V. anguillarum'un biiylimesi ve biyofilm olusturmasi igin bir katalizor gorevi gorerek
enfeksiyon basarisimt artirdigini bildirmiglerdir. S. warneri ve V. anguillarum suslarinin biyofilm
olusturmalari bu arastirmada da kanitlanmigtir.

Nurcan (2010) yaptig1 ¢alismada, V. anguillarum’un mikroplak yonteminde biyofilm olusturmasi
bu ¢alismay1 desteklemektedir.

Cernohorska ve Votava (2004), S. warneri, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumanii, E. coli suslarinin biyofilm olusturduklarini tespit etmislerdir. Bu ¢alismada
da S. warneri’de ayni1 durum séz konusu olup biyofilm olusturdugu gortilmiistiir.

Yildiz ve Visick (2009) Vibrio tiirlerinden, cholerae, parahaemolyticus, vulnificus ve fischeri‘deki
biyofilm olusumunu karsilastirdiginda, biyofilm ile koloni morfolojisi arasinda bir korelasyon
oldugunu belirterek biyofilm iireten hiicrelerin koloni yapilarinin kivrimli ya da akiskan olabilecegini
bildirmislerdir. Biyofilmin matriks kimligini tespit etmek i¢in kolonideki degisimlere bakildiginmi rapor
ederek kongo red agar yonteminde koloninin renginin Onemini vurgulamistir. Bu calisma baz
alindiginda arastirmamizda da V. anguillarum kolonisinin renginin kongo red agar testinde siyah
olmasi bu bakterinin biyofilm olusturdugunu gostermistir.

Abdallah vd. (2009) V. alginolyticus ve V. parahaemolyticus suslarinin fenotipik slime tiretimi
kongo red agar testiyle arastirmiglardir. Sadece V. alginolyticus ATCC 17749 susu kongo red agarda
slime iireten siyah koloniler gelistirdigini rapor etmislerdir. Yapigsmanin ise V. alginolyticus suslarinda
V. parahaemolyticus suslarina gore daha fazla oldugunu bildirmislerdir. Bu arastirmada da kongo red
agarda V. anguillarum’un siyah koloni olusturarak slime tirettigi tespit edilmistir.

Su trlinleri yetistiriciliginde biyofilmle miicadele de etkin koruma yontemlerinin gelistirilmesine
ihtiyac duyulmaktadir. Iletisim, tiim canlilarda oldugu gibi bakterilerde de c¢ok etkin bir olgudur.
Bakteriler salgiladiklari AHL molekiilleri aracihigiyla iletisim kurarak bakteri-bakteri anlagmasini
saglamaktadirlar. Bunun neticesinde de enfeksiyon olusturan viriilens faktorlerinin kritik gen
ekspresyonlarmi  gerceklestirmektedirler. Burada ki en onemli viriilens faktorii son zamanlarda
fenomen olan biyofilmdir. Iletisimin giiciiyle mikroorganizma viriilent olmakta, klinik biyofilm
olusturmayla balik {izerinde Oliiciil olmaktadir. Biyofilmin temeli olan QS’nin basarisiz bir sistem
haline getirilmesi bakteri i¢in ¢ok biiyiik bir kayip olacaktir. Bu esasla hastaligi daha da gii¢li hale
getiren zararli biyofilm giicliniin hi¢ var olmamasi su iiriinleri yetistiriciliginde hastaliktan korunmanin
alternatif bir metodu olarak onerilebilir.

Biyofilm enfeksiyon siirecinde bakteriye ciddi bir etkinlik kazandirmakta ve tedaviyi
zorlagtirmaktadir. Bu nedenle bakteriye giic katan ve oldukga tehlikeli olan biyofilmlerin hasta balik
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enfeksiyonlarinda ilag¢ direncindeki roliinii aragtirmali ve biyofilm kontaminasyonuyla hasta balik
enfeksiyonu arasindaki baglanti tespit edilmelidir. Bu nedenle antibiyofilm yaklasimlar1 dikkat
¢ekmektedir.

Arastirmacilar biyofilmlerin Ol¢iimii i¢in daha giivenilir teknikler ve kontrol stratejilerinin
degerlendirilmesinde kullanilmak {izere daha iyi model sistemleri gelistirdik¢e, daha etkili biyofilm
kontrol stratejilerinin ortaya c¢ikmasi beklenmektedir. Ayrica, biyofilmlerin antimikrobiyal ilag
direncindeki roli arastirildikga ve biyofilm kontaminasyonu ile hasta balik enfeksiyonu arasindaki
baglanti daha iyi kuruldukga, biyofilmlerin yetistiricilik sagligindaki énemi konusunda daha net bir
tablonun ortaya ¢ikacagina inanilmaktadir. Bakteriyel kaynakli enfeksiyonlarda 6nemli bir viriilens
faktorii olan biyofilmi kongo red agar yontemiyle saptamanin pratik, giivenilir ve az maliyetli oldugu
tespit edilmistir. Biyofilm olusturan bazi suslarin, neden oldugu vakalarmin tedavisinde,
antibiyogramla birlikte kongo red agar yonteminin kombine kullanimi, direng gelisim mekanizmasini
engelleyebilecek olan bir adim gibi goziiktiigii baz1 arastirmalarda ifade edilmistir. Ornegin Freeman
vd. (1989)’a gore 6zel bir besiyeri olan kongo red agarda iireyen kolonilerin 6zelliklerine gore
biyofilm yetenegini belirlemeye g¢alisan yontemler bulunmaktadir. Bu durumun balik hastaliklar
enfeksiyonlar1 tedavi galigmalarinda da fayda saglayip saglamadigini tespit etmek igin yapilacak
caligmalara bu arastirmadaki kongo red agar verileri ilk adim olabilir.

Sonug olarak S. warneri, A. sobria, Y. ruckeri, F. psychrophilum, V. anguillarum bakterilerinde
biyofilmin varlig1 ¢calismamizda agik¢a ortaya konmustur. Bu bakteriyel biyofilm inat¢ilifinin bir
sonucu olarak, klinik iligkili biyofilm olusumunu 6nlemek sarttir ve komplike teknolojilere gereksinim
oldugu savunulmaktadir. S6z konusu biyofilm hastaliklarin alt yapisim  ciddi  anlamda
giiclendirmektedir. Bu calisma da bakteri diinyasindaki enfeksiyon giiciiniin azaltilmasi, bakterinin
kimliginin ve dogasinin ¢ok iyi taninmasi, bunun bir sonucu olarakta bakteriyel giiclerden belki de en
etkili olan biyofilm viriilens giicliniin 6niine gecilmesi hedeflenmektedir. Burada esas vurgulanan
amag bakterinin daha biyofilmi olusturmadan énce onu engellemektir. Biyofilm olusturamamis bakteri
enfeksiyon giicii agisindan zayif bakteridir dolayisiyla biyofilmin engellenmesinin balik hastaliklariyla
miicadelede etkin role sahip oldugu ve biiylik ¢igir acacagi goriisiindeyiz.

Tesekkiir: Calisma 5092-YL1-17 No’lu Proje ile Siileyman Demirel Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan maddi olarak desteklenmis olan yiiksek lisans tezinden
Ozetlenmigtir.
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Ozet

Gram-negatif balik patojenleri ¢evreyi algilama (QS) yonetimindeki AHL (N-Acyl homoserine lactones) molekiilleriyle
viriilens faktorleri iizerinde etkili olarak baliklarda enfeksiyon olusturur. Aragtirmada bakteriyel balik patojeni klinik Y.
ruckeri (12 sus) kullamilmistir. Acyl yan zincirinde 4-8 karbona sahip N-butanoyl-L-homoserin lakton (BHL) ve Acyl yan
zincirinde 6-12 karbona sahip N-(3-okzododekanoyl)-L-homoserin lakton (OdDHL) sinyal molekiillerinin iiretimi,
Chromobacterium violaceum CV026 ve Agrobacterium tumafeciens NT1 mikrobiyolojik monitor sistemleri (biyosensor
suglariyla) aracligiyla arastirilmustir. Pozitif kontrol olarak Pseudomonas aeruginosa PAO1 susu kullanilmigtir. Testlerle
Yersinia ruckeri suslarinin, C. violaceum CV026 aracihigiyla BHL molekiiliinii, A. tumafeciens NT1 araciligiyla OdDHL
molekiiliinii trettigi tespit edilmigtir. Elastaz spektrofotometreyle, ramnolipid 0,2 g CTAB (Cetiltrimetilamonyumbromid),
5mg/l metilen mavisi ve M9-glutamat minimal medium agarla arastirilmistir. Hemoliz %5 kanli agarda, proteaz %2 yagsiz
siit tozlu agarda, amilaz %2 nisastali agarda bakterilerin inokiilasyonuyla arastirilmistir. Sonugta Y. ruckeri trettikleri sinyal
molekiilleri araciligiyla iletisim kurmakta ve istediklericogunluga ulastiklar1 anda balik icin kritik gen ekspresyonlarini
tetikleyerek viriilens faktorlerini iiretmektedir. Ayrica bususlarinin azda olsa elastazi iirettigi belirlenirken, ramnolipid,
proteaz, amilaz ve hemoliz aktiviteleri gibi viriilens faktorlerini tiretmedigi belirlenmistir. Y. ruckeri’nin gevreyi algilama
molekiilleri BHL ve OdDHL’yi kullandig1 belirlenmistir. P.aeruginosa insan patojenine 6zgii viriilens faktorlerielastaz ve
ramnolipidin Y. ruckeri’ye uyarlanarak arastirilmasinin sonucunda elastazin bulunmasi Y. ruckeri’nin patojenitesi agisindan
degerlidir.

Anahtar kelimeler: Yersinia ruckeri, cevreyi Algilama Sistemi, AHL molekiilleri, viriilens faktorleri, elastaz
Investigation of Virulence Factors in Management and Quorum Sensing System in Yersinia ruckeri Strains
Abstract

Gram-negative fish pathogens cause infection in fish by detecting quorum sensing managing factors (QS) with AHL (N-
Acyl homoserine lactones) molecules on virulence factors. Bacterial fish pathogen clinical Y. ruckeri (12 strains) were used
in this study. Researched production of signaling molecules of N-butanoyl-L-homoserine lactone (BHL) own 4-8 carbons in
the Acyl side chain and N-(3-octododecanoyl)-L-homoserine lactone (OdDHL) own 6-12 carbons in the Acyl side chain, via
Chromaobacterium violaceum CV026 and Agrobacterium tumafeciens NT1 are microbiological monitoring systems (upon
biosensor strains). Pseudomonas aeruginosa PAO1 strain was used as positive control. Yersinia ruckeri strains were found to
produce BHL molecule via C. violaceum CV026 and OdDHL moleculevia A. tumafeciens NT1 upon testes. Elastase upon
spectrophotometer, rhamnolipid 0.2 g CTAB (Cethyltrimethylammonumbromid), 5 mg/l methylene blue and M9-glutamate
minimal medium agar were researched. hemolysinin %5 blood agar, protease in %2 skimmed milk agar, amylase in %2
starch agar uponinoculation of bacteria were researched. As a result, Y. Ruckeri communicates via the signal molecules they
produce and when reach the majority want, produce virulence factors by triggering critical gene expression for fish. In
addition, it has been determined that these strains produce elastase at least, whereas it does not produce virulence factors such
as rhamnolipid, protease, amylase and hemolysis activities. Y. ruckeri was determined to use quorum sensing molecules BHL
and OdDHL. P. aeruginosa human pathogen specific of virulence factors elastase and rhamnolipid adaptation toY. ruckerias
a result of research presence of elastase is valuable in terms of pathogenesis of Y. ruckeri.

Keywords: Yersinia ruckeri, quorum Sensing System, AHL molecules, virulence Factors, elastase
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GIRIS

Enterobacteriaceae familyasi iiyesi olan Yersinia ruckeri Gram-negatif, basil, 1-0,75 um ¢apinda ve
1,0-3,0 um uzunlugunda (Tkachenko vd., 2019), sporsuz, kapsiilsiiz, flagella her zaman mevcut
olmadigindan degisken motilite gésteren bir bakteridir (Davies ve Frerichs, 1989; Ohtani vd., 2019).
Y. ruckerisalmonid baliklarda subakut, akut veya kronik septisemi ile seyreden bulasici bir hastalik
etkeni olarak ilk kez 1955°de bildirilmistir. Kiiltiirii yapilan gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus
mykiss) ve Atlantik salmonlarda (Salmo salar) yiiksek mortaliteye ve 6nemli ekonomik kayiplara
neden olan firsat¢1 bir patojen oldugu rapor edilmistir (Austin ve Austin, 1987; Petrie vd., 1996;
Ormsby vd., 2019). Hastaliga, ilk goriildiigii vadinin ismi olan “Hagerman Redmouth” adi verilmisse
de 1975’te Amerikan Balik¢ilar Birligi’nin Balik Sagligi Boliimii tarafindan hastaligin adi “Enteric
Redmouth” (ERM) veya Yersiniozis olarak degistirilmistir (Austin ve Austin, 1987; Furones vd.,
1993; Austin ve Austin, 1999; Balta vd., 2016).Yersiniozis agiz ¢evresi, operkulum, yiizge¢ tabanlari
ve aniis etrafinda hemorajiler (Fuhrmann,1983) karaciger, bobrek, bagirsak,dalak gibi i¢ organlarda
noktasal kanamalarla karakterize olan (Rodgers, 1992) bakteriyel bir enfeksiyondur (Austin vd.,1982;
Secades ve Guijarro, 1999; Rigos ve Stevenson, 2001).

Erwin F. Smith (1905)’e gore ¢ok sayidaki bakteri bir ka¢ bakteriden daha giiglii oldugu, ancak bu
bir ka¢ bakterinin de birlik olarak engelleri asabilecegi ve enfeksiyon siirecini daha rahat
baslatabilecegini bildirmistir. Iste bu sdzlerden yillar sonra, yapilan calismalar ile tek hiicreli
bakterilerin birbirileri ile iletisim kurabildigi ve degisen bir ortama yanit verebildikleri gosterilmistir
(Baskin, 2005; Bosgelmez-Tinaz, 2003). Bakterilerin degisen ortam kosullarina uyumlarimi
kolaylastirmak i¢in karmasik hiicreler arasi iletisim sistemleri kullanan topluluklar oldugunu “yalniz
yasayan” ve “yalniz dlen” izole varliklar olmadiklar1 arastirmalarla desteklenmektedir (Swift vd.,
1994).

Bakteriler birbirlerinianlamak amaciyla Cevreyi Algilama (Quorum Sensing, QS) denilen sistemi
kullanirlar. Bakterilerin her bir tiirii birbirleriyle iletisim kurmak i¢in birden fazla sayida veya birden
fazla ¢esitte sinyal molekiilii kullanirlar. Bu sinyal molekiilleri, bakteriyel populasyonlara kendi hiicre
yogunluklarini algilama imkani saglar. Bakterilerin bu sekilde kendi populasyon yogunluklarini
algilayabilme yeteneklerine “Cevreyi Algilama” denir (Fuqua vd., 1994).Bu sistem sinyal
molekiilerinin kullanimi ve algilanmasiyla gerceklesir.Hatta bu sinyal molekiiler ile bakteriler kendi
sayilarin1 bile algilayabilirler.Bakterilerin kullandiklar1 sinyallerin yapay sinir aglar1 ile olan
benzerlikler gbéze carpmaktadir. Bakterilerin bir sinir ag1 O6zelliklerinin bir¢ogunu barindirdigi
bulgusundan hareketle bakteriler icin diisiik diizeyde bir zeka yapist s6z konusu olabilir (Hellingwerf,
2005). Cevreyi algilama ilebiyofilm olusumu, beslenme, iireme, spor olusumu, antibiyotiklere karsi
direng gibi olaylar sinyal molekiileri araciligiyla gergeklesir (Throup vd., 1994).0S; bu s6z konusu
sinyal molekiilerinin salinimin1 gergeklestiren ve bakteri popiilasyonunu koordine eden diizenleyici bir
network sistemidir (Sarabhai vd., 2016; Asif vd.,2019). QS sisteminin en etkili 6zelligi bakterilerin
popiilasyon yogunlugunu anlamasi ve virillens faktorlerini diizenlemesidir (Watve vd.,
2019).Mikrobiyologlarcevreyi algilama ile ilgili yapilan arastirmalar sonucunda mikroorganizmalar
arasindaki sinyal molekiileri bozarak laboratuvar ortaminda mikroorganizmalarin sayilarini kontrol
altinda tutmayi basarmigslardir (Throup vd., 1994). Bakteriler arasindaki bu sinyal molekiilerini
kullanan mikrobiyologlar bakterileri 6ldiirmek yerine aralarindaki bu sinyal molekilerini
durdurmuslardir(Throup vd., 1994).

Salgilanan molekiiler ve kullanilan algilama diizenegine gore ii¢ tip ¢evreyi algilama mekanizmasi
vardir: Gram-negatif bakterilerde LuxI homologlar1 denilen bazi enzimler tire o6zgii AHL
molekiillerini katalizler. Bu AHL’lar LuxR tipi transkripsiyonel diizenleyiciler tarafindan algilanir.
Gram-pozitif bakterilerde ise sinyal iletimi i¢in oligopeptitlere bagli olarak iki bilesenli fosforlama
zinciri kullanilir. Ugiinciive son mekanizma “Hibrit sistem”dir. V. harveyi modelide denir. Burada hem
oligopeptidleri goriilir hemde LuxI/LuxR tipi proteinler hiicre iginde sinyal yolunda goérev alir.
LuxLM tarafindan; AI-1 ve LuxS tarafindan AI-2 sinyal molekiilleri olmak {izere iki tip sinyal iiretilir.
Al-1 molekiili tiir i¢i sinyallesmeyi saglarken AI-2 (LuxS) tiirler aras1 sinyallesme de gorev alir.
Tiirler arasi sinyallesmeye “cross-talk”’da denir(Raffa vd., 2005; Sequences, 2008).

Y. ruckeri’de gevreyi algilama sisteminin C. violaceum CV026 biyosensor susuyla varligi
saptanmustir. Y. ruckeri’nin gevreyi algilama sistemi; pUC18 plazmit tastyicisi olarak kurgulanmus,
gen kiitiphanesinden klonlanmig ve yruR/yrul olarakadlandirilmistir (Temprano vd., 2001). Y.
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ruckeri’nin N-3-oktanoil homoserin lakton (OHL) sinyal molekiiliinii tretmektedir (Bruhn vd.,
2005).Viriilens faktorlerinden yiizme hareketliligi ve biyofilm olusumu cevreyi algilamatarafindan
diizenlenirken, kazeinaz, fosfolipaz ve hemoliz iiretiminin 30x0-C8-HSL sinyal molekiiliiniin saliimi
sonras1 diizenlenmedigi goriilmistiir (Delshad vd., 2018).

Insan kaynakli Chromobacterium violaceum CV026, Agrobacterium tumafeciens NT1 ve
Pseudomonas aeruginosa’dagevreyi algilama sistemi arastirithdiginda C. violaceummor pigment
violacein 6zelligini iiretir. Daha 6nce yazarlar bir violacein-negatif, pigment iiretiminin siipernatant ile
inkiibasyon ile iade edilebildigi C. violaceum CV026’nin mini-Tn5 mutant’1 olarak tanimlamiglardir
(McClean vd., 1997). Yine bu bakterinin sinyal molekiilii iretemeyen mutanti, diger bakterilerin agil
homoserin lakton molekiilii tiretimlerini test etmek i¢in kullanilmaktadir (Sharma vd., 2003). A.
tumefaciens mutant susu ortamda AHL molekiilii varliginda orijinal rengi olan yesil pigment birakir.
Ti plazmid iizerinde bulunan Tra genleri Luxl ve LuxR homologu olan Tral ve TraR proteinleri ve
sinyal molekiilii olan N-3(okzokitonol)-L-homoserin lakton araciligiyla aktive edilirler (Bosgelmez-
Tinaz, 2003). P. aeruginosa’da, AHL sinyal molekiillerine dayanan, kendi popiilasyon yogunluklarini
algilamalarin1 saglayan ve cevreyi algilama sistemi olarak adlandirilan mekanizmayr kullanirlar
(Kleerebezem vd., 1997; Ulusoy, 2007). Bu iletisim sisteminin temeli iki protein molekiiliine baglidir.
Bunlardan birisi Luxl ailesine mensup AHL sentez ve digeri de LuxR ailesine ait AHL reseptor
proteinidir. Hiicre yogunlugundaki artisa paralel olarak AHL sinyal molekiillerinde de artig
gozlemlenir. Hiicre yogunlugunun artmasiyla AHL sinyal molekiilleri sayica artar ve sinir degere
ulastigi zaman AHL LuxR-tip reseptdér proteine baglanarak hedef genlerin uyarilmasini veya
baskilanmasini saglar(Kleerebezem vd., 1997).Balik patojeni Vibrio anguillarum gevreyi algilama
sistemi sinyal molekiillerinden 3-Okzo-C10-HSL molekiiliinii salgilayarak regiilator proteinleri
Vanl/VanR sayesinde fenotipik etkilerini gosterir (Ulusoy, 2007). LuxS; ¢evreyi algilama sisteminde
proteaz iretimi ve EPS, biyofilm tabakasi, flegella/motilite (hareket) gibi fenotipikle iligkisi olan
birgok diizenleme kadar Vibrio alginolyticus 'un viriilensinde de 6nemli bir rol oynamaktadir (Ye vd.,
2008). Pseudomonas fluorescens kontrolii ¢evreyi algilama sisteminde olan 3-Ox0-C10-HSL sinyal
molekiiliiniin digar1 birakilmasindan sonra Mupirosini fenotipik etki olarak gosterir (Williams, 2007).
Aeromonas hydrophila’da LuxRl homolog AhyRI ve Aeromonas salmonicida’da LuxRIl homolog
AsaRI’nin varligiyla AHL molekiillerinden (N-butanoyl-L-homoserin lakton [BHL]) her iki bakteride
de bulunmaktadir. Ayrica, A. hydrophila ve A. salmonicida’da serine proteaza tretimi gevreyi
algilama igin bir kanittir (Swift vd., 1997).

Bakteriler ¢evreyi algilama sistemiyle viriilens faktorlerini yonetir ve etkinlestirir. Ramnolipid
hemolitik etkisi olan hemolizindir, mukosiliyer tasinimi ve silya fonksiyonlarini inhibe eder. P.
aeruginosa’nin elastolitik etkisinden LasA proteaz ve LasB elastaz sorumludur (Salyers ve Whitt,
1994). Proteaz roteinlerin par¢alanmasindan sorumlu enzim grubudur (Turus, 2011). Nisasta
¢oziinmeyen graniiller formunda olup (Polaina ve MacCabe, 2007) mikroorganizmalarnisastay1
parcalayan enzimler tiretmektedir (Yamamoto vd., 2000; Gawande ve Patkar, 2001). Bakteriler sahip
kandakihemoglobini farkli derecelerde hemoliz etme yani parcalama yetenegine sahiptirler.Sonug
olarak ekzoenzim serin proteaz, ekzotoksin a-hemolizin ve hiicre dis1 protein olan sidereforgibi
virtilens faktorleri yiiksek bakteri yogunluguna bagli olarak ¢evreyi algilamasisteminin kontroliindeki
genlerin ekspresyonuyla ortaya ¢ikar (Jangid vd., 2007). A. hydrophila ve Aeromonas salmonicida N-
Agil homoserin lakton molekiilleri iiretirler veya LuxRI’im homologlarini igerirler. Bu patojenler
LuxRI’in homologlar1 olan AhyRI ve AsaRI’1 exprese ederek BHL ve HHL sinyal molekiillerinin
sentezini diizenlerler.Vibrio anguillarum’da LuxRI homologu olan Vanl N-(3-oxo-Dekanoyl)-L-HSL
(ODHL) molekiiliiniin sentezini katalizler (Sharma vd., 2003). Cevreyi algilama sistemi proteaz, EPS,
biyofilm, motilite V. alginolyticus 'un viriilensinde etkilidir (Ye vd., 2008). P. fluorescens ¢evreyi
algilama kontroliindeki 3-Ox0-C10-HSL sinyal molekiiliiniin bagka P. fluorescens’in algilamasindan
sonra Mupirosini etki olarak gosterir (Williams, 2007). A. hydrophila ve A. salmonicida BHL
molekiiliiyle serine proteaz tretir (Swift vd., 1997). Elastaz ve ekzotoksin A gibi, iiretimi ¢evreyi
algilama sistemi tarafindan kontroledilen viriilens faktorleri bazi suslarda tanimlanmigtir (Hamood vd.,
1996; Rumbaugh vd., 1999; Zhu vd., 2004).

Bu arastirmada Y. ruckeri suslarinin patojenitesinin yetkinligi agisindan; fenotipik olarak ¢evreyi
algilama sistemini kullanip kullanmadigi, kullaniyorsa bu sistemin yonettigi ve patojenin hastalik
yapma giicinden sorumlu oldugu viriilens faktorleri elastaz, ramnolipid, proteaz, amilaz, hemoliz
liretiminin tespiti amaglanmaistir.
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MATERYAL ve YONTEM
Y. ruckeri Suslar ve Gelisme Kosullari

Aragtirmada ISUBU Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi Balik Hastaliklar1 Laboratuvari’ndan temin
edilen, hasta baliklarin i¢ organlarindan izole edilmis ve molekiiler diizeyde identifikasyonu yapilmisg
olanbalik patojeni Y. ruckeri’nin 12 susu kullanilmistir. Suslar kullanilincaya kadar McFarland 0,5’e
gore standardize edilen miktarda-80°C’de ve %20 gliserin igerisinde muhafaza edilmistir. Depolanan
suslar giinliik kullanim i¢in-80°C” den alinarak -20°C’de bekletildikten sonra TSA besiyerlerine
ekilmistir. Ekimleri yapilan suslar 25°C’de 24 saat siireyle inkiibe edilmistir. Daha sonra giinliik
kullanim amaciyla maximum 7 giin siireyle +4°C’de saklanmustir. SDU Fen Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii’nden temin edilen pozitif kontrol olarak kullanilan P. aeruginosa PAO1 (1 sus) susu,
LB besiyerinde30°C’de iiretilmistir ve -80°C’de ve %20 gliserol icerisinde muhafaza edilmistir. AHL
sinyal molekiillerinin tespiti C. violaceum CV026 (1 sus) susuve A. tumefaciens NT1 (1 sus) susu
kullanilarak yapilmistir. Bu suslar %1,2 agar igeren katilastirtlmis ve A. tumefaciens NT1 susu igin
gentamisin (20 ug/ml); C. violeceum susu i¢in kanamisin (20 pg/ml) LB (%]l tripton, %0,5 maya
ekstrakti, %0,5 NaCl) besiyerinde 24 saat siireyle30°C’de iiretilmistir. Bu stok kiiltiirler farkli testler
icin kullanilmistir (Ulusoy, 2007).

Kimyasal maddeler

Calismada; gliserol (Acar Chemicals), X-Gal (5-Bromo-4-kloro-3-indolil-B-Dgalaktopiranosid)
(Sigma-Aldrich),gentamisin (Oxoid;10pg), etanol (Sigma-Aldrich), kanamisin (Sigma-Aldrich), lugol
soliisyonu (Biorad), Na,HPO,(Sigma-AldrichNIST SRM 218611), KH,PO,4(Sigma-Aldrich NIST SRM
200B), NaCl (Merck), NH4CI (Sigma-Aldrich A9434), MgSO,.7H,0 (Sigma-Aldrich), CaCl,.2H,0
(Sigma-Aldrich),  glikoz ~ (PubChem),glutamat  (SAFC), metilen  mavisi  (Supelco),
cetiltrimetilamonyumbromid (CTAB) (Sigma), tris (Merck), CaCl,(Sigma), elastinkongo red (ECR)
(Sigma) kullanilmugtir.

Mikrobiyolojik monitor sistemleriyleAHL molekiillerinin tespiti

Ulusoy (2007) tarafindan modifiye edilen McClean vd. (1997)’nin metodundan yararlanilmigtir. Y.
ruckeri Tryptik Soy Agar (TSA)’da 25°C’de 24 saat iretilmistir. Y. ruckerisuslar1 ve C. violaceum
CVO026 biyosensor susu aralarinda 3 mm olacak sekilde karsilikli ekilmis ve 30°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonucunda renk degisikligine bakilmistir. Mor renk goriilmesi
BHL nun varhigimi belirtmektedir. OdDHL molekiiliiniin varligi arasgtirmak igin de ayni prosediir
uygulanmigtir. Yesil renk aranirkenpZLR4 plazmiti tasiyanA. tumefaciens NT1 susu igin tek fark
olarak 20 pg X-Gal ilaveliLuria Bertani Agar (LBA) kullanilmistir. Sonuglar pozitif kontrol P.
aeruginosa PAO1 susuyla karsilagtirilarak tespit igin ¢apraz dogrulama testi yapilmistir (Mohaddam
vd., 2014).

Elastaz testi

Ohman vd. (1980)’nin belirttigi prensiple yapilmustir. Y. ruckeri suslarina Elastin Kongo Red
(ECR) testi uygulanmusgtir. Y. ruckeri suslar1 25°C’de 14 saat Luria Bertani Broth (LBB) besiyerinde
tiretilmistir. Uretilen kiiltiirlerin siipernatantlarindan 100 pl iizerine 900 pl ECR tamponu (100 mM
Tris, 1 mM CacCl,, pH 7,5, 20 mg ECR) ilave edilmis ve 25°C’de 3 saat karistirilarak hareket halinde
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda 12000 devirde 2 dk ¢dziilmemis olan ECR santrifiij
edilerek uzaklagtinlmigtir. Siipernatantlar 96 c¢ukurlu yuvarlak tabanli plaklara 100 pl olarak
calistlmustir. Plaklar OD’si 630 nm’de ELISA okuyucusunda optik yogunluklar1 Slciilmiistiir. Her
bakteri i¢in 7 sonucun OD degerlerinin ortalamalari almmistir. Test sirasinda LBB negatif kontrol
PAOI1 susu pozitif kontrol olarak kullanilmistir (Ulusoy, 2007).

Ramnolipid iiretimi testi

Siegmund ve Wagner (1991)’in prensibine gore yapilmus bir testdir. Ramnolipid iretimi testi; 0,2 g
cetiltrimetilamonyumbromid (CTAB) ve 5 mg/l™* metilen mavisi iceren M9-glutamat minimal medium
agar petrileri kullanmilmustir. LBB besiyerinde 25°C’de 24 saat Y. ruckeris uslari iretilmistir. Bu
suglarin bir gecelik kiiltiirlerinden 25’ser pl alinarak M9-glutamat minimal medium agar petrilerinin
ortasina damlatilmistir. Hazirlanan bu petriler 25°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmstir.

394


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/nist2186ii?lang=en&region=TR

FILIK ve KUBILAY 2019 ActAquaTr 15(3), 391-403

Inkiibasyon sonucunda bakteri kolonisi etrafindaki sari-saydam zon ramnolipid aktivitesinin varligin
gosterir. Test sirasinda LBB negatif PAOI1 susu pozitif kontrol olarak degerlendirilmistir (Ulusoy,
2007; Onwosi ve Odibo, 2012).

Proteaz testi

Y. ruckeri suslart Tryptik Soy Broth (TSB) besiyerinde 25°C’de 24 saat iretilmistir. TSA
petrilerinin ortasina yaklasik 3 mm c¢apli cukurlar a¢ilmis ve her bir kiiltiirden % 2 yagsiz siit tozu
iceren bu ¢ukurlarin i¢ine 20 ul ilave edilmis ve 25°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Bakteri kolonisi
etrafinda saydam zon olusmasi proteolitik aktivitenin varligmmi, zon olusmamas: yoklugunu
gostermektedir (Arda, 1997; Swift vd., 1999; Dong vd., 2005; Ulusoy, 2007).

Amilaz testi

Y. ruckeri suslar1 ise TSB besiyerinde 25°C’de 24 saat iiretilmistir. %2 nisasta ilaveli TSA
besiyerine ¢izgi ekimi yapilmis ve 25°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra
koloniler iizerine lugol soliisyonu damlatilmis, pozitif reaksiyonlarinkoloni etrafinda saydam alan
olusturmasi beklenmistir. Negatif durumlarda ise besiyerinin mavi renkte goriilmesi beklenmistir.
Koloni etrafinda olusan pembe-esmer bélge siipheli reaksiyonu ifade etmektedir. Reaksiyon 5 dk
icinde okunmustur (Arda, 1997; Swift vd., 1999). Amilaz testi her sus i¢in ti¢ defa tekrarlanmustir.

Hemoliz testi

Y. ruckeri suslar1 ise TSB besiyerinde 25°C’de 24 saat iiretilmistir.%5 koyun kani igeren TSA
petrilerinin ortasina, 25 pl ilave edilmis ve 25°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmigtir. Suslarin
etrafinda saydam zon olusup olugsmamasina goresonuglar degerlendirilmistir (Swift vd., 1999).
Hemoliz testi her sus i¢in {i¢ defa tekrarlanmigtir.

ARASTIRMA BULGULARI

Mikrobiyolojik monitor sistemleri (C. violaceum CV026 ve A. tumefaciens NT1),P. aeruginosa
PAOL,Y. ruckeri’nin Koloni Yapilari

Orijinal susta C. violaceum 12472 (Sekil 1) mor renk koloni ve C. violaceum CV026 (Sekil 2)
mutant susta ise pigmentsiz koloni olusumu gézlenmistir. OdDHL sinyal molekiiliiniin tiretimini
gosteren A. tumefaciens NT1 mutant sugsunun koloni yapisi (Sekil 3)’de, pozitif kontrol insan patojenin
koloni yapisi P. aeruginosa PAOT1 (Sekil 4)’de ve Y. ruckeri’nin koloni yapisi (Sekil 5) LBA tizerinde
verilmistir.

Sekil 1. C.violaceum 12472 orijinal sus
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Sekil 2. C. violaceum CV026 mutant sus

Sekil 3. A. tumefaciens NT1 mutant sus

Sekil 4. P.aeruginosa PAO1
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Sekil 5. Y. ruckeri

Mikrobiyolojik monitor sistemleriyleY. ruckeri’de N-acyl Homoserin Lakton (AHL) Sinyal
Molekiillerinin Tespiti

Sinyal moliikiiliniin varligi fenotipik olarak arastirtlmistir. Y. ruckeri suslarin koloni renk
degisimiyle BHL ve OdDHL molekiillerini iiretip tretmedigi takip edilmistir (Sekil 6). SonugtaY.
ruckeri suglarinin C. violaceum CV026 susu araciligiylakrem renkten mor renge doniismesiyle BHL
sinyal molekiiliinii (Sekil 7) tirettigi, A. tumefaciens NT1 susu araciligiyla dakrem renkten yesil renge
dontismesiyle OdDHL sinyal molekiiltinii iirettigi tespit edilmistir (Sekil 8).

Sekil 7. C. violaceum CV026 araciligiyla Y. Ruckeri suslarinda BHL sinyal molekiillerinin tiretimi
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Sekil8. A. tumefaciens NT1 araciligiyla Y. ruckeri ve P. aeruginosa (+kontrol) suslarinda
OdDHL sinyal molekiillerinin tiretimi

BHL ve OdDHL Sinyal Molekiillerine Bagimh Viriilens Faktorlerinin Arastrilmasi

Deneysel ¢alismalarla balik patojeni ramnolipid, elastaz, proteaz, amilaz, hemoliz {iretimi gibi
cevreyi algillama sistemi tarafindan kontrol edilen viriilens faktorlerinin varligi veya yoklugu
bakimindan test edilmistir. Aragtirma sirasinda kullanilan suslar ve Y. ruckeri suslarinin tamaminin
testlere verdigi cevaplar gosterilmistir(Tablo 1).

Y. ruckeri’de Elastaz, Ramnolipid, Proteaz, Amilaz ve Hemoliz Bulgularn

P. aeruginosa’nin iirettigi bilinen ve balik patojenine uyarlanan elastaz testindeY. ruckeri’nin tiim
suslarinda optik yogunluguna bakilarak elastaz tiretimi azda olsa tespit edilmistir (Sekil 9). Sonuglar
incelendiginde Y. ruckeri’nin tiim suslarinda agar testlerinde ramnolipid, proteaz, amilaz ve hemoliz
iretimi tespit edilmemistir.

Sekil 9. Y. ruckeri suslarinda elastaz viriilens faktoriiniin varligt

Tablo 1. Arastirma sirasinda kullanilan suslar veY. ruckeri suslarmin tamaminin testlere verdigi cevaplar

Cevreyi
Sus Ad1 Ozellik AlgilamaSinyal Elastaz Ramnolipid Proteaz Amilaz ~ Hemoliz
Molekiilii Tipi
. PAO1PT5

P. aeruginosa* orijinal tip + Kontrol

C.violaceum* CVv026 Biyosensor Sus

A. tumefaciens* NT1 Biyosensor Sus

Y. ruckeri Yavuzlar BHL ve OdDHL + - - - -
Y. ruckeri 15 BHL ve OdDHL + - - - -
Y. ruckeri 17 BHL ve OdDHL + - - - -
Y. ruckeri 18/1 BHL ve OdDHL + - - - -
Y. ruckeri 18/2 BHL ve OdDHL + - - - -
Y. ruckeri 28 BHL ve OdDHL + - - - -
Y. ruckeri 29/1 BHL ve OdDHL + - - - -
Y. ruckeri 30 BHL ve OdDHL + - - - -
Y. ruckeri 33 BHL ve OdDHL + - - - -
Y. ruckeri 34 BHL ve OdDHL + - - - -
Y. ruckeri 35 BHL ve OdDHL + - - - -
Y. ruckeri 36 BHL ve OdDHL + - - - -

*Suslar pozitif kontrol ve biyosensor sus olarak kullanilmustir.

TARTISMA ve SONUC

Bakteriler istedikleri c¢ogunluga ulastiklarini anladiklari anda viriilens faktorleriyle konak
tizerindeki etkisini gosterirler (Watve vd., 2019). En ilkel canlilardan biri olarak bilinen bakterilerin
sistemlesmis milyarlarca hiicreden olusan baliklarin dokularinda hastalik olusturarak yetistiricilik
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tinitelerinde nasil biiyiik 6lgiide kayiplara sebep oldugu sorusunun cevaplarindan birisi, gevreyi
algilamadir. Su iiriinleri yetistiriciliginde hastalik kayiplarinin azaltilmasi i¢in kullanilan profilaktif
yontemlere ek olarak aternatif yeni metotlara gereksinim vardir. Cevreyi algilama sistemini durdurma
bunlardan bir tanesidir (Defoirdt vd., 2004).

Temprano vd. (2001) tarafindan beyaz mutant C. violaceum CV026 ile karsilikli ¢apraz olarak
inokiile edilenY. ruckeri’nin ¢evreyialgilama sistemine sahip oldugu saptanilmistir. Beyaz mutant C.
violaceum CV026 biyosensor susu kullanilarak yapilan bu ¢alismada da ¢apraz ekimde Y. ruckeri’nin
tiim suslarinda ¢evreyi algilama sinyal molekiilleri bulunmustur.

Kastbjergvd. (2007)’e goreN-(3-oxooctanoyl)-L-homoserin  lakton (3-ox0-C8-HSL), N-(3-
oxoheptanoyl)-L-homoserin lakton (3-oxo-C7-HSL) ve N-(3-oxononanoyl)-L-homoserin lakton (3-
0x0-C9-HSL) iiretmistir. Benzer sekilde Temperano vd. (2001)’e gore Y. ruckeri’de sinyal molekiilleri
vardir. S6z konusu aragtirmamiz da Y. ruckeri suslarinin tamaminimmor renkli koloni olusturmasiyla
BHL ve yesil renkli koloni olusturmasiyla OdDHL sinyal molekiillerini {irettigi ispatlanmustir.

Y. ruckeri'nin ekstraseliiler tiriinlerinin (ECP), lipazlar, proteazlar ve hemolizinler de dahil olmak
iizere, baliklara enjekte edildiginde, agizda ve bagirsaktaki kanamalar gibi bazi karakteristik ERM
(Enteric redmouth) bulgular1 iretirler. Bu nedenle, bu ECP'lerin Y. ruckeri enfeksiyonunun
patogenezinde rol oynadig1 goriilmektedir (Tobback, 2009).

Ulusoy (2007) arastirmasinda P. aeruginosa PAO1 susunda elastazinoldugunu bulmustur. Ulusoy
(2007)’dan modifiye edilerek balik patojenine uyarlanan teste P. aeruginosa PAOI1 susuna ozgi
viriilens faktorii olan elastaz aktivitesine Y. ruckeri suslarinin tamaminda rastlanmustir.

Kumar vd. (2015)’ne gore Y. ruckeri'nin birgok viriilans mekanizmasi tanimlanmistir. Baz1 hiicre
dis1 tiriinlerin (ECP), konakgilarina tekrar enjekte edildiklerinde hastaligin hemorajik formu ile iliskili
klinik bulgular1 ¢ogalttigi gosterilmistir. Bu ECP'nin virtilensi tetikledigi bilinmektedir. Azokazin
proteaz, sitolitik ve hemolitik aktiviteleri diizenleyenhemolizin YhIA ile genis bir hedefe sahip olan ve
Ozellikle fibronektin, aktin ve miyozin par¢alanmasinda etkili olan 47 kDa metalloproteaz Yrplbuna
ornektir. Ancak arastirmamizda ECP tizerinde bu denli etkili olan proteaz, hemoliz ve amilaz sonuglari
calisilan tiim suglarda negatiftir.

Ulusoy (2007) arastirmasinda P. aeruginosa PAO1 susundaramnolipidin oldugunu bulmustur.
Ulusoy (2007)’dan modifiye edilerek balik patojenine uyarlanan teste P. aeruginosa PAO1 susuna
Ozgl viriilens faktorii olan ramnolipid aktivitesine Y. ruckeri suslarinin tamaminda rastlanmamis ve
sonugclar arastiricidan farklilik géstermistir.

Ulusoy (2007) tarafindan gevreyi algilama sisteminde rol alan BHL sinyal molekiilii araciligiyla
balik patojenleriA. hydrophila‘nin  Ahyl/AhyR regiilator proteinleriyle ekzoproteaz tiretimini
gergeklestirdigi, A. salmonicida‘nin ise Asal/AsaR regiilator proteinleriyle hiicredisi proteaziiretimini
gerceklestirdigi  bildirilmistir. Fakat c¢alistlan Y. ruckeri suslarinin tamaminda proteaz negatif
belirlenmistir.

Romalde ve Toranzo (1993)’a gore patolojik bir aktivite olan amilaz Y. ruckeri suslarinin
tamaminda pozitifken bu aragtirmada negatiftir.

Fernandez vd. (2007)’e gore Y. ruckeri'nin patojenitesinde YhIA olarak adlandirilan
hemolizin/sitolizin'in 6nemli bir rol oynadigini vehemolizin YhIA, eritrositlerin yani sira kiiltir
baliginin doku hiicrelerini de eritebilmislerdir. Ayni1 zamanda YhlA'nin {iretimi i¢in iki genin gerekli
oldugunu bildirmislerdir. Ancak calisilan Y. ruckeri’nin bususlarimin tamaminda hemoliz aktivitesi
goriilmemistir.

Patojenitenin olusumunda, bakteriyel ¢evreyi algilama karmasik oldugu i¢in (Boyen vd., 2009),
bakteriyel patojenler tarafindan iretilen sinyal molekiilleri, enfeksiyonlarin teshis ve
tedaviedilmelerinde yol gostericilerdir (Kumari vd., 2008; Boyen vd., 2009). Spor olusturma,
konjugasyon, biyoliiminesans, biyofilm olugturma, antibiyotik {iretimi ve bakteriyosin iiretimi gibi tiire
0zgii pek ¢ok davranis ¢evreyi algilama mekanizmasi ile kontrol edilmektedir. Cevreyi algilamanin
anlasilmasi ile yeni donem probiyotikler olarak tanmimlanan metabiyotiklerin tasarlanmasinda yarar
saglayacag diisliniilmektedir (Boyen vd., 2009).

fletisim, tiim canlilarda oldugu gibi bakterilerde de ¢ok etkin bir olgudur. iletisimin giiciiyle
mikroorganizma viriilent olmakta, hastalik olusturmayla balik tizerinde 6liimciil olabilmektedir. Elde
edilen veriler 1518inda bakteri hiicreleri arasindaki iletisimin engellenmesiyle (Quorum Quenching,
QQ) antibakteriyel etki elde etme c¢alismalart gelecek i¢in umut vaadeden bir alan olarak
goriilmektedir. Bu esasla ¢evreyi algilamanin durdurulmasiyla enfeksiyon giiciiniin azaltilmasi su
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tirlinleri yetistiriciliginde hastaliktan korunmaarayislarinda alternatif bir metottur. Ayni zamanda
guorum quenching modasiyla ¢evreyi algilama sinyal molekiillerinin tespit edilmesi, bu molekiillerin
olusumunun inhibitérler, mimikler, enzimler aracilifiyla durdurulmas: hastalikta erken teshis
kavramini giindeme getirmekte ve bu durumunda balik hastaliklar1 profilaksisinde onemli olmasi
hedeflenmektedir.

Y. ruckeri suslarinin tamaminin ¢evreyi algilama sistemini kullandigi ve bu sistemin yonetimindeki
viriilens faktorlerinden elastazi tirettigi bulunmustur. Arastirmada BHL ve OdDHL sinyal molekiilleri
aracihigiyla Y. ruckeri'nin gevreyi algilama sistemini kullandiginin ispatiyla insan patojenine 6zgii
elastaz ve ramnolipid gibi patolojik etkenlerden elastaza Y. ruckeri'de rastlanmasinin arastirmaya
orijinallik kattigin1 diisiinmekteyiz. Bu arastirma makalesinin Y. ruckeri'de gevreyi algilama tespitiyle
bir sonraki adim olarak bu patojenleilgili quorum quenchinggalismalarina ve In vivo galismalara yon
gosterecegi kanaatindeyiz.

Tesekkiir: Calisma, 1973-YL-09 No’lu Proje ile Siileyman Demirel Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan maddi olarak desteklenmis olan yiiksek lisans tezinden
Ozetlenmistir.
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Abstract

This experiment aimed to determine the effects of feeding frequencies on growth, feed intake and feed conversion
efficiency in turbot, (Scophthalmus maximus Linnaeus, 1758). Six treatments consisted of feeding twice a day for 6 and 7
days a week (6:1» and 7:0(, respectively), feeding twice a day and then one or two days starvation (1:1p and 1:2
respectively), two days feeding and one day starvation (2:1(;) and feeding once a day for six days a week (6:1). Initial
average weight of fish was 110.3+0.5 g. They were fed until apparent satiation in each meal regardless of the treatments for 6
weeks. Each treatment was tried in triplicate tanks. At the end of the experiment, fish particularly those on 7:0(, and 6:1
performed significantly better than those on 1:2(, (p<0.05) in terms of daily growth coefficient. The differences in growth
rate actually were a reflection, at large extend, of amount of food consumed. Briefly fish fed more frequently consumed more
feed and individuals on 7:0,, 6:1(, and 2:1; had significantly higher feed intake than those on 1:2(;. On the other hand,
feed |ntake per feeding day or per meal were inversely related with feeding days (n= 18, r>=0.89) and number of meals
(n=18, r’=0.87). Feed conversion efficiency was not affected by the treatments. A quadratic broken line model estimated
minimum number of daily meal for maximum growth as 1.756, equal to twice a day feeding for 6 days a week.

Keywords: Turbot, feeding frequency, meal size, feed consumption.

Farkh Yemleme Sikhiklarimmin Yavru Kalkan (Scophthalmus maximus Linnaeus, 1758)’da Biiyiime Performansi ve
Yem Tiiketimine Etkileri

Ozet

Bu aragtirma farkli yemleme sikliklarmm yavru kalkan (Scophthalmus maximus Linnaeus, 1758)’da biiyiime, yem
tilketimi ve yemden yararlanma oranina etkilerini belirlemek amaciyla yiiriitilmiistiir. Alt1 muamele, haftada 6 veya 7 giin
ikiser 68lin (sirasiyla 6:1() ve 7:0(y), bir giin ikiser 6giin yemleme ve ardindan bir veya iki giin a¢ birakma (sirasiyla 1:1(,) ve
1:2()), iki giin ¢ift 68iin yemleme bir giin a¢ birakma (2:1()) ve haftada alt1 giin tek 6giin (6:1;)) seklinde olmustur. Baslangig
agirhigr 110.3+£0,5 g olan baliklar her 6glinde doyuncaya kadar yemlenmistir. Her bir muamele {i¢ tekerriirlii olarak test
edilmistir. Deneme sonunda 7:0,) ve 6:1( muamelelerindeki baliklar 1:2(,’dekilerden &nemli derecede daha yiiksek biiyiime
orani gostermistir (p<0,05). Biiylime hizinda gozlenen bu farkliliklar, tiiketilen yem miktarim bir yansimast sonucu
olmustur. Daha sik beslenen baliklar toplamda daha fazla yem tiiketmisler ve 7:0(y, 6:1p) ve 2:1,’deki bireyler
1:2(;°dekilere gore onemli derecede daha fazla tiiketmislerdir (p<0,05). Buna zit olarak, giinlik yem tuketlml veya 6giin
basina yem tiiketimi yemleme giinii ile zit bir iliski gdstermistir (sirastyla, n= 18, r?=0,89 ve n=18, r’=0,87). Yemden
yararlanma etkinligi muamelelerden etkilenmemigstir. Maksimum biiyiime i¢in gerekli minimum 6giin sayis1 kuadratik kirik
modeli ile 1,756 olarak tahmin edilmis ve bu da asag1 yukar hafta 6 giin ¢ift 6gtinlii uygulamaya esit bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Kalkan, yemleme siklig1, 6giin bitytikligi, yem tiiketimi.
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INTRODUCTION

Optimization of feeding levels and frequencies in aquaculture farms is of great importance in terms
of meeting nutritional requirements of fish, farm management, environmental impacts, labor and
feeding associated costs. Feed can be delivered at either ad libitum or satiation level or a restricted
level close to satiation point during varying stages of fish (Lovell, 2003; NRC, 2011). However daily
feeding frequencies change depending on several factors including fish species, size, water
temperature, diet nutrient concentrations, farm management and fish health.

A previous study in whitefish (Coregonus lavaretus) showed that fish showed an increase in
stomach capacity when meal frequency was reduced (Kédnkdnen and Pirhonen, 2009). A similar
adaptive mechanism in the gastric organs in response to restricted feeding schedules were also
reported for flatfishes including turbot (Flowerdew and Grove, 1979; Jobling 1982). Anatomically,
turbot has large mouth, therefore they can feed on macrofauna at a quite earlier life stage in the nature
compared with other flatfish such as flounder, Platichthys flesus (Aarnio et al., 1996). They have also
large esophagus and stomach allowing to ingest large preys (Aarnio et al., 1996). Reflection of these
features to aquaculture conditions is that turbot can be fed less frequently and hence a substantial
feeding related costs can be saved. Former studies in turbot weighing between10 and 130 g showed
that feeding two times a day was better than either one and three times a day or every other day and
every two-day (Burel et al., 2000; Tirker, 2006). Similarly, juvenile turbot with about 60 g weight
showed best growth performance when fed twice a day 7 days a week, but when the number of
feeding days reduced down to 4 days a week, the performance was inversely affected (Blanquet and
Oliva-Teles, 2010). On the other hand, Aydin et al. (2011) reported that once a day feeding can be
sufficient to sustain good growth in turbot with initial weights of 24 and 39 g both a satiation and
restricted feeding conditions respectively. Apparently, optimum feeding frequency in growing turbot
is still controversial. Therefore, the present study was planned to determine the effects of various
feeding days, feeding frequency and starvation on growth and feed utilization in turbot.

MATERIAL and METHODS
Experimental design

The experiment was carried out at the Beymelek Unit of Mediterranean Fisheries Research
Production and Training Institute, Antalya, Turkey. Juvenile turbot were selected from a 30 m®rearing
tank with water about 30 m®. Forty fish were randomly allocated to each of 18 tanks (1.1x1.1x0.5 m)
and acclimated for two weeks prior to commencement of the study. During the adaptation period, fish
were fed a commercial diet (Camli Yem, Izmir, Turkey) with 50% protein and 16% lipid. The initial
average weight was 110.3+£0.5 g (n=18). Brackish water was supplied to each tank at a flow rate of 5.4
L/min. Supplemental air from an air-blower was provided to each tank. Experimental system was an
indoor system allowing natural light to enter. Fish were subjected to natural photoperiod between
10.5-11 h light and 13-13.5 h dark over the study period. A commercial diet (6 mm pellet diameter)
containing 55 % protein and 12 % lipid was offered to fish at an apparent satiation in each meal.
Water parameters such as temperature, dissolved oxygen, pH and salinity were daily monitored from
selected four tanks with a hand DO meter and pH meter (YSI Model 55 and 63, YSI Inc.,
Yellowsprings, OH, USA) respectively. Average temperature, dissolved oxygen, pH and salinity
values were 17.63+0.05 °C, 5.66=0.10 mg/L, 7.324+0.02 and 7.20+0.02 ppt, respectively. During the
study, fish were collectively weighed at the beginning and final after about one-day starvation period.

Six experimental treatments were tried in triplicate groups of fish. An explanatory overview of the
treatments is given in Table 1.
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Table 1. Feeding programs used in the experiment

Treatment no Abbreviation  Explanation

1 7:0 Everyday feeding : no starvation (twice a day)

2 6:10) 6 days feeding : one day starvation (once a day)
3 6:1( 6 days feeding : one day starvation (twice a day)
4 11 1 day feeding : one day starvation (twice a day)
5 1:2(y 1 day feeding : two days starvation (twice a day)
6 2:1 2 days feeding : one day starvation (twice a day)

Calculations

Voluntary Feed Intake (VFI g/kg MBW / day, feeding day (WFls) or meal (VFI,)) = (dry matter
intake / MBW?®?) / day (Van der Meer et al., 1997)

Metabolic Body Weight (MBW®®) = (Geometric mean of initial weight (IW) and final weight
(FW))°8 (Saravanan et al., 2012)

Feed Conversion Efficiency (FCE) = weight gain / dry matter intake (Van der Meer et al., 1997)

Daily Growth Coefficient (DGC) = [(FW"*-IW*?) /day] x 100 (Saravanan et al., 2012)

Statistical analysis

Normality and homogeneity of the data were checked by Shapiro-Wilk W Test (Shapiro and Wilk,
1965) and Bartlett’s test (Bartlett, 1937), respectively. One-way analysis of variance (ANOVA) and
then Tukey post hoc test were used to detect the significant differences between the treatments. A
significance level of P<0.05 was used unless otherwise stated. Relationships between VFI and DGC,
number of feeding day or meal and WFIg or WFI,, were checked by a linear regression. A Statistical
package JMP v.8.0 for Windows was used for all statistical analyses. Relationship between number of
daily meals and DGC was also checked using nonlinear models (broken line and quadratic broken line
models) to estimate minimum meal number requirements of turbot weighing 100 and 175 g. The
models were run in Graphpad Prism for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). The
optimum daily meal number were defined based on the model fitting best in terms of the residual sum
of squares.

RESULTS and DISCUSSION

In the present study, we changed feeding frequencies at a satiation level by mainly altering feeding
days except 6:1(;) where only single feeding a day was made. This design resulted in 14-41 feeding
days and 28-82 meals over the study period (Table 2). Fish fed varying feeding regimens had
significantly different growth rates; i.e. particularly those on 7:0., and 6:1 performed significantly
better than those on 1:2,) (p<0.05) in terms of DGC. The differences in growth rate actually were a
reflection, at large extend, of amount of food consumed (Table 2 and Figure 1). Fish fed more
frequently consumed more feed and individuals on 7:0,, 6:1¢) and 2:1(,) had significantly higher VFI
than those on 1:2;. This is consistent with previous observations in turbot by Blanquet and Oliva-
Teles (2010) and Tiirker (2006). In the present experiment, maximum daily feeding frequency was set
at 2 times. We did not exceed this level since Burel et al. (2000) observed that delivering feed twice or
thrice a day did not significantly change feed intake of turbot.

406



KURTOGLU et al. 2019 ActAquaTr 15(3), 404-410

Table 2. Growth, feed utilization and feed intake of turbot fed varying frequencies over 6 weeks

7:0( 6:1y 6:1( 11y 1:2 21

Number of Feeding Days 41 36 36 21 14 28

Total Number of Meals 82 36 72 42 28 56

Iw 109.940.3  109.940.4  109.9+0.3  109.8+0.0  109.8+0.2  112.442.7
FW 172.741.2%°  170.5£3.4%  175.045.9%  158.7+3.2%  154.0+4.6" 174.5+5.3%
DGC 1.81+0.02*  1.75+0.08® 1.86+0.15° 1.46+0.08° 1.33+0.13° 1.77+0.07%®
Feed intake (g/fish) 49.67+1.13%° 4527+1.27% 51.37+5.07% 39.73+3.34% 33.73+1.19° 48.90+2.54%
VFI (g/kg MBW/day) 5.91+0.13°  5.42+0.20° 6.07+0.52° 4.89+0.37® 4.21+0.16" 5.74+0.20°
VFI (g/kg MBW/meal) 2.96+0.06° 6.1740.23*  3.46+0.30% 4.77+0.36* 6.16+0.24*° 4.20+0.14"
VFI (g/kg MBW/feeding day) 5.91+0.13°  6.17+0.23%  6.92+0.59% 9.55+0.73°  12.33+0.48% 8.41+0.29"
FCE 1.2740.03  1.35+0.11  1.27+0.04 1.2640.02  1.29+0.13  1.25+0.04

For treatment codes, please see Table 1.

Data are given as means =+ standard error of mean. Values at the same row with different superscripts are significantly different (P<0.05).
IW: Initial weight, FW: Final weight, DGC: Daily growth coefficient, VVFI: Voluntary feed intake, MBW: Metabolic body weight, FCE:
Feed conversion efficiency

224 y=0.24 +0.27x 0 1:1(2)
+ 1:22)
& 2:1(2)
>
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+
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Figure 1. Relationship between VFI (voluntary feed intake) and DGC (daily growth coefficient) in turbot fed
different feeding frequencies. DGC (%/day) = 0,24 + 0,27*VFI (g/kg MBW/day). MBW: Metabolic body weight

When VFI is calculated based on number of feeding days over the study period, the highest
consumption was observed in fish on 1:2,, followed by those on 1:1,. More or less a similar trend
was observed in WFI, where fish on 6:14) and 1:2(, had significantly higher VFI than the others
(p<0.05). Both WFIy and WFI,, had strong inverse relationships with feeding days (n= 18, r*=0.89)
and number of meals (n=18, r’=0.87), respectively (Figure 2), meaning that fish responded to a
decrease in feed abundance with an increase of feed intake. This behavior is well harmony with
previous findings summarized by Carter et al. (2001), who underlined that fish respond to feed
restriction by either reducing feeding frequency or abundancy with an increase in meal size.
Decreasing meal numbers results in a size increase of gastro intestinal tract in fish (Flowerdew and
Grove, 1979; Grove et al., 1985; Jobling, 1982; Carter et al., 2001). As mentioned in introduction
section, turbot has large mouth and stomach, and thereby they can ingest large meals at once (Aarnio
et al., 1996), which was also confirmed in experimental conditions by Flowerdew and Grove (1979)
and Grove et al. (1985). This suggests that turbot has an intrinsic ability to compensate lower feeding
frequencies in farm conditions. However, consumption of large meals at limited feeding events did not
bring a comparable growth in fish to those fed more frequently in the present study. Indeed, a
restricted feeding regimens (once every other day) in plaice (Pleuronectes platessa) resulted in an
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increased food intake in each feeding event due to enlarged stomach, but these fish lagged behind
those fed continuously in terms of growth rate (Jobling, 1982). Another issue that should be
underlined in terms of varying feeding rates in turbot is related to relationship between gastric
emptying rate and return of appetite. Return of appetite is thought to be closely associated with
stomach fullness (Grove et al., 1985; Alanéra et al., 2002). Gastric emptying rate in fish is affected by
a number factors including fish size, water temperature, meal size, feeding rate, feed type (dry or wet),
ingredient particle size and feed nutrient concentrations (Flowerdew and Grove, 1979; Grove et al.,
1985; Alaniri et al., 2002). It can be concluded in the present study that more frequently fed turbot
appeared to have fuller stomach and therefore they consumed less amounts of feed intake in each
feeding meal (Figure 2).

There should be a limit which farmers can reduce feeding frequencies in practice. To estimate
minimum number of daily meal required for maximum DGC, we used linear and quadratic broken line
models and they generated residual sum of squares of 0.6672 and 0.6593 respectively, suggesting that
the latter should be used. The quadratic model estimated the daily meal number as 1.756(Figure 3).
This level is almost equal to feeding twice a day for 6 days a week. Therefore, our findings in terms of
number of daily meals are consistent, to a large degree, with those of Burel et al. (2000), Tiirker
(2006) and Blanquet and Oliva-Teles (2010), who recommended feeding twice a day in juvenile
turbot. However, there are also conflicting findings in the literature; for instance, feeding once a day
was preferred at both restricted and satiation feedings by Aydin et al. (2011).

a . b
2 1 ‘
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= 0.89 [ ' = 0.87
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VFI ([gihg MBWI
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Figure 2. Relationship between number of feeding days and voluntary feed intake per feeding day: VFI (g/kg
MBW/feeding day) = 15.03 — 0.23(Feeding days) (a) and meal: VFI (g/kg MBW/meal) = 7.86 — 0.062(Number
of meals) (b). VFI: Voluntary feed intake, MBW: Metabolic body weight
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Figure 3. Relationship between daily average meal number and DGC (%/day); blue: linear broken line
model, green: quadratic broken line. DGC: Daily growth coefficient.
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Since the effect of various feeding frequencies on FCE of turbot was not significant in the current
study, the observed growth differences among the treatments were due to variations in amount of feed
consumptions, which are consistent with the observations of Grove et al. (1985), who reported
comparable protein and energy assimilation rates in turbot regardless of feeding rates. However, some
authors found that feed restriction improved FCE in turbot (Van Ham et al., 2003; Blanquet and Oliva-
Teles, 2010). The discrepancies between our study and others could be due to differences in method of
feed restrictions, i.e. we restricted amounts of feed by changing the frequencies and the former authors
did by reducing feeding rates. This point is important because fish show a greater feed consumption
after a period of food deprivation without an improvement of FCE (Nikki et al., 2004; Sevgili et al.,
2013). However, a dietary restriction with feeding rate results in better FCE in fish including turbot
(Van Ham et al., 2003; Eroldogan et al., 2004; Blanquet and Oliva-Teles, 2010).

Although we did not record the individual weights of fish, juvenile Colossoma macropomum
showed a greater size heterogeneity when fed less frequently due to development of hierarchy (Van
der Meer et al., 1997), which should be taken into consideration in feeding management of turbot as
well.

Briefly although various treatments showed similar growth rates at the end of the experiment,
quadratic broken line method estimated a daily meal number of 1.756, tantamount to 6 days feeding a
week with twice a day, as an optimum feeding rate for maximum growth of turbot weighing about 140

g.
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ORNEK MAKALE

Egirdir Golii’nden Tathsu Istakozu (Astacus leptodactylus Eschscholtz, 1823)’nun Sindirim
Enzim Aktivitelerinin Mevsim, Biiyiikliik ve Cinsiyete Bagh Olarak Degisimi

Esra ACAR', Seval BAHADIR KOCA™" Mehmet NAZ?, Ozgiir KOSKAN?, ilter ILHAN*

"Isparta Uygulamali Bilimler Universitesi, Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi,Isparta
*skendurun Teknik Universitesi Deniz Bilimleri ve Teknolojisi Fakiiltesi, Hatay
3Sijlleyman DemirelUniversitesi, Ziraat Fakiiltesi, Isparta

*Siileyman Demirel Universitesi, T1p Fakiiltesi, Isparta

*
Sorumlu Yazar: sevalkoca@sdu.edu.tr

Ozet

Bu calisma, Egirdir Goli’nde yasayan Astacus leptodactylus tiiriinde mide sindirim enzim
aktiviteleri lizerine (proteaz a-amilaz ve lipaz) mevsim ve eseyin etkisini aragtirmak amaciyla
olusturulmustur. Bu amagla kerevitler 1 yilda 4 mevsim olarak Egirdir Gélii’nden avlandi. ilkbahar
mevsiminde,kerevitlerin pinterlere girmemesi nedeniyle 6érnekleme yapilamadi. Bu nedenle, sonuglar
iic mevsim (sonbahar, kis, yaz) ve eseyler iizerinden 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 6nemli
diizeyde etkili olmadigim gosterdi (p>0,05). Bulgular ayrica, kerevitlerin,proteaz enzim aktivitesinin
sonbahar ve kisin, lipaz enzim aktivitesinin ise Kigin eseyler arasi 6nemli degisim gosterdigini ortaya
cikardi (p<0,05).

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, a-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).

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

Astacus leptodactylus, diinyada Tiirk 1stakozu (kerevit) olarak da bilinen (Koksal,1988) ve iilkemiz
icsularinda dogal olarak bulunan bir decapoda (on ayakl) tiiriidiir. Astacus ekonomik degeri yliksek
kabuklu tiirlerinden biridir (Bolat, 2001). Kerevit 1986 yil1 d6ncesi 6zellikle Egirdir Golii balikgilarinin
baslica gelir kaynag iken bu tiirlin daha sonra gerek asiri avcilik ve gerekse hastalik nedeniyle

popiilasyonu azalmistir (Koksal, 1988; Ackefors, 2000; Bolat, 2001; Harlioglu ve Aksu 2002;
Harlioglu ve Mise 2007; Bilgin vd., 2008).
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MATERYAL ve YONTEM

Bu ¢alismada, Ekim 2014 ile Haziran 2015 tarihleri arasinda Egirdir Golii’nde kerevit (10-15 cm)
aveciligr gerceklestirilmistir. Avcilikta kerevit pinterleri kullanilmis, 6rneklemeler mevsimsel olarak
yapilmugtir.  Ilkbahar mevsiminde, kerevitlerin pinterlere girmemesi nedeniyle &rnekleme
yapilamamusgtir.

Enzim aktivite analizler

Bu c¢alismada; o-amilaz, proteaz ve lipaz olmak {izere ii¢ ¢esit sindirim enzim aktivitesi
arastirilmigtir. Tathisu istakozundaki o-amilaz enzim aktivitesi, Metais ve Bieth (1968)’e¢ gore
yapilmistir.

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
ortalamalarinin arasindaki farkliliklarin belirlenmesinde Tukey testi kullanilmistir.

BULGULAR

Esey ve mevsimsel farkliliklarin kerevit midesindeki a-amilaz enzim aktivitesi lizerinde 6énemli bir
etkisinin olmadig tespit edilmistir (p>0,05) (Tablo 1).

Tablol. Kerevit midesindeki a-amilaz aktivitesinin esey ve mevsime gore degisimi,(Ort.+ S.H.)
(U/mgprotein)

Esey/Mevsim Sonbahar Kis Yaz
Disi %0,013+ 0,00112 ®0,007 + 0,0006" 0,003 + 0,0010°
Erkek 30,013 £ 0,0035% 0,022 = 0,0026a 0,006+ 0,0006%

Lipaz aktivitesi erkek kerevitlerde sonbahar mevsiminden kis mevsimine kadar artan ve kig
mevsiminden yaz mevsimine kadar azalan bir grafik olusturmus, disi bireylerde ise sonbahar
mevsiminden yaz mevsimine kadar azalan bir grafik olusmustur (Sekil 3).

0,025 Lipaz
E -
2 002
= 0,015
= “
E 0.01 o grkek
_5 .— —s— disi
Z 0,005 e L
'.;T ¥ -
0

sonbahar Kis vaz
Sekil 3. Kerevit midesinde farkli mevsimlerdeki lipaz aktivitesi (U/mg protein)

TARTISMA ve SONUC

Mevcut sindirim enzimlerinin profili ve faaliyetleri basta olmak {izere sindirim sisteminde ortaya
cikan fizyolojik siirecler, tlirlerin genis besin cesitliliginden faydalanmasini etkilemektedir. Farkli
kabuklu tiirleri, farkli beslenme aligkanliklarina ve yasam alanlarini yansitan bir dizi sindirim enzime
sahiptir (Anonim, 2017; Coccia vd., 2011).......

Ayrica, maksimum enzim aktivitesini belirleyebilmek i¢in; farkli pH, sicaklik ve reaksiyon
stirelerinde denemeler yapilmasi da 6nemli tagimaktadir.........
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Sample Article

A Taxonomic Study on Zooplankton Fauna of Kigi Dam Lake (Bingol-Turkey)
Hilal BULUT

Firat University, Faculty of Fisheries, Elaz1g, Turkey

*Sorumlu Yazar: hilalhaykir@gmail.com

Abstract

The present study was conducted to determine zooplankton fauna of Kigi Dam Lake during
September 2012 and August 2013 seasonally. The zooplankton samples were collected by using
plankton net with the mesh size of 55um horizontally and preserved in 4% formaldehyde. Total 22
taxa (16 Rotifera, 4 Cladocera, and 2 Copepoda) were identified in Kig1 Dam Lake.

Keywords: Kigi Dam Lake, species distribution, zooplankton.

INTRODUCTION

The majority of zooplankton (Copepoda, Cladocera and Rotifera) transform the phytoplankton to
animal protein (Cirik and Gokpinar, 1993), and they play a significant role in food chain. It was
reported that some species are the indicators of water quality, and eutrophication due to their
sensitivity to environmental changes and therefore zooplankton studies on lakes have acquired
significant importance (Berzins and Pejler, 1987; Mikschi, 1989).

Many studies were carried on zooplankton in Turkey (Ozdemir and Sen, 1994; Géksu et al., 1997,
2005; Saler and Sen, 2002; Bozkurt and Sagat, 2008; Bulut and Saler, 2013a, 2013b; 2014a, 2014b;
Saler et al., 2015a, 2015b). No previous research about zooplankton of Kig1i Dam Lake has been
recorded. In this study zooplankton species and their seasonal variations of Kig1 Dam Lake have been
investigated.

MATERIAL and METHODS

Kig1 Dam Lake was built on Peri Stream between 1997 and 2003. The maximum water capacity is
507.55 hmsand has surface area 8.35 kmzand maximum depth of 168 m (Simsek, 2016) (Figure.1).
The species were identified according to Edmondson (1959), Flossner (1972), Ruttner-  Kolisko
(1974), Kiefer (1978), Koste (1978), Negrea (1983), Segers (1995), and Einsle (1996).

Figurel. Stations of Kig1 Dam Lake
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RESULTS

A total of 22 taxa consisting of 16 Rotifera, 4 Cladocera and 2 Copepoda species were identified in
the Dam Lake (Table 2).

The lowest numbers of taxa were recorded in winter at first stations (4 species). Some water quality
parameters (pH, dissolved oxygen, and surface water temperature) were measured at study field (Table
3).

Table 3. Seasonal changes of water quality parameters in Kigi Dam Lake

Autumn Winter Spring Summer
Water temperature (C) 16 7.2 17.2 22.5
pH 7.0 6.8 6.9 7.3
D.O (mgL-1) 6.2 7.3 6.0 5.2
DISCUSSION

Zooplankton is known as the indicator of trophic status of aquatic habitats. They are also used to
signify the water quality in freshwater systems. K. cochlearis and P. dolichoptera from Rotifera are
indicators of productive habitats, while N. acuminata and N. squamula are indicators of cold waters
(Kolisko, 1974). In Kig1 Dam Lake K. cochlearis, P. dolichoptera and N. squamula were observed.

In Murat River (Bulut and Saler, 2014a), Kalecik Dam Lake (Bulut and Saler, 2013b), Peri Stream
(Saler et al., 2011), that were located in the same region with Kig1 Dam Lake, rotifers were recorded
as dominant species as to number of individuals and abundance, followed by Cladocera and Copepoda
species.

ACKNOWLEDGEMENT

This research was supported by BAP of Trakya University (project number 2011-130). This work
was presented as an oral presentation in the Il. International Congress on Fisheries and Aquatic
Research held in Nevsehir, Turkey on July 12-15, 2018 and its summary were published.

REFERENCES

Berzins, B., & Pejler, B. (1987). Rotifer occurrence in relation to pH. Hydrobiologia, 147, 107-116.

Blacher, E.C. (1984). Zooplankton trophic state relationships in North and Central Florida Lakes.
Hydrobiologia, 109, 251-263.

Bulut, H. & Saler, S. (2013a). Ladik Golii (Samsun) zooplanktonu iizerine ilk gozlemler. Su Uriinleri
Miihendisleri Dergisi, 51,74-78.

Bulut, H., & Saler, S. (2013b). Kalecik Baraj Gélii (Elaz1g- Tiirkiye) zooplanktonu. Firat Universitesi
Fen Bilimleri Dergisi, 25 (2), 99-103.

Cirik, S., & Gokpinar, S. (1993). Plankton Bilgisi ve Kiiltiirii. Ege Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi.
Yayinlari: 19, izmir.

Einsle, U. (1996). Copepoda: Cyclopoida, Genera Cyclops, Megacyclops, Acanthocyclops. Guides to
the Identification of the Microinvertebrates of the Continental Waters of the World, No.10 SPB
Academic Publishing. pp 82 (in London).

Goksu, M.Z.L., Cevik, F., Bozkurt, A., & Sarthan, E. (1997). Seyhan Nehri’nin (Adana il merkezi
siirlar i¢indeki boliimiinde) Rotifera ve Cladocera faunasi. Turkish Journal of Zoology, 21,
439-443.

Acta Aquatica Turcica
Phone : +90 246 211 86 76 Fax: +90 246 211 86 97
http://dergipark.qov.tr/actaquatr
actaquatr@isparta.edu.tr


http://dergipark.gov.tr/actaquatr
mailto:actaquatr@isparta.edu.tr

