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Oz

Bu ¢aligsmada, Sibirya mersin balig1, 4. baerii, pre-larvalarinin kondisyon faktorii tizerine besleme protokoliiniin etkisi
ve ticari karma yemlerde kullanilan farkli protein kaynaklarmin jiivenillerin proteaz aktivitesi lizerine olas1 inhibisyon|
etkisi in vitro metotlar kullanilarak incelenmistir. Canli yemle besleme ve karma yeme geg¢is donemi, kondisyon
faktoriinii istatistiki olarak etkilemistir (p<0.05). Calismada, proteaz aktivitesi iizerine en diisiik inhibisyon degeri soya
protein konsantresi (%14.45+1.58) ve balik unundan (15.34+3.85%) elde edilmistir. En yiiksek inhibisyon degerleri ise
soyaunu (%63.33+4.71) ve kan ununda (%66.67+8.02) dl¢tilmistiir. Balik unu ve soya ununun 1:1 kombinasyonunda
ise, enzim aktivitesi nispeten daha yiiksek miktarda etkilenmistir (%31.85+£10.50)(p<0.05).

Anahtar Kelimeler: A. baerii, proteaz aktivitesi, protein kaynaklari, inhibisyon etkisi.

Abstract

The Effects of Different Protein Sources on Protease Activity of Siberian Sturgeon (Acipencer
baerii Brandt 1869) Juveniles

In the present study, the effect of feeding regime on condition coefficients and the inhibitory effects of different protein|
sources on early life proteases of Siberian sturgeon juveniles were in vitro tested. Feeding with live prey and transition
period to artificial feed significantly affected the condition coefficients (p<0.05). In the study, the minimum inhibitory|
effect were obtained from soybean protein concentration (14.45+1.58%) and fish meal (15.34+3.85%). Also, the highest
inhibitory effect was obtained from soy bean meal (63.33+4.71%) and blood meal (66.67+8.02%). The enzyme activity|
was relatively affected higher by dual combinations between fish meal and soybean meal (1:1) (31.85+10.50
%)(p<0.05).

Keywords: A. baerii, protease activity, protein sources, inhibition effect.

Giris

Mersin baliklari, diinyada yasayan en
eski omurgal1 gruplarindan biri olup, “yasayan
fosiller” diye de anilmaktadir. Bu baliklar,
kuzey yarimkiirenin soguk ve iliman sularinda
dagilim gosterirler. Mersin baliklar1 genel

olarak havyar, fliime balik, corba, jelatin ve
derileri i¢in Uiretilmektedir. Tiim Mersin balig1
tiirleri asir1 aveilik baskisi, barajlar ve sulak
alanlarda yapilan derinlestirme gibi diizenle-
meler dolayistyla yok olma tehlikesi ile yiiz
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ylizedirler (Napora-Rutkowski vd., 2009).

Birgok arastirici tarafindan balik larva-
larinin kendi trettikleri enzimlerin digsal kay-
nakli karma veya canli yemleri sindirme i¢in
yeterli oldugu disiiniilse de, mikro diyet
yemlerde kullanilan yem hammaddelerinin
secimi ve yem imalat metodu alternatif tiirler
icin oldukca dnemlidir. Bunun yaninda, balik
unu imalatinda kullanilan balik tiirlerini
korumak amaciyla, bitkisel kokenli protein
kaynaklar1 balik karma yemlerinde sikca
kullanilmaya baglanmistir. Balik iireticileri, bu
yemlerden elde edilen verimsiz yem doniis-
tiirme degerleri ve yavas biliylime performans-
larindan oldukga sikayetcidirler. Bu durumdan,
bitkisel kokenli protein kaynaklarinin amino
asit kompozisyonlarmin sorumlu oldugu iddia
edilmektedir.

Bazi Mersin balig1 tiirlerine ait yapay
dolleme, larva besleme ve sindirim enzimleri
ile ilgili bir ¢ok calisma hali hazirda mevcut
olup (Willot vd., 2001; Gawlicka vd., 2002;
Furne vd., 2005; Napora-Rutkowski vd., 2009;
Babaei vd., 2011; Sanz vd., 2011; Noori vd.,
2012), bu tiirler i¢in ticari yemler iiretilmistir.
Ancak, karma yemlerde kullanilan yem
hammaddelerinin proteaz aktivitesi {izerine
etkisi halen net bir sekilde bilinmemektedir.
Sibirya mersin balig1 da (4. baerii) iilkemiz
yetistiricilik sektorii acgisindan alternatif bir
balik tiirii olup, Gida, Tarim ve Hayvancilik
Bakanligi'nin mali destekleme listesine girmis
tiirler arasindadir. Bu calismada, besleme
protokoliiniin erken dénem biiyiime perfor-
mans1 lizerine etkisi ve ticari yemlerde
kullanilan hayvansal ve bitkisel kokenli protein
kaynaklarinin Sibirya mersin balig1 jiivenille-
rinin proteaz aktivitesi lizerine etkisi incelen-
mistir. Bu sayede, bu tiir i¢in tiretilecek karma
yemlerde kullanilmasi uygun protein kaynak-

lar1 belirlenmis olacaktir.

Materyal ve Metot

Yavru Temini ve Enzimlerin Ekstrak-
siyonu; Deneme, Macaristan'da bulunan bir|
ticari balik isletmesinde yapilmistir (Riged &
Riged Ltd.). D6llenmis yumurtalar Rusya'dan
ithal edilmis ve inkiibasyon McDonald
siselerinde gerceklestirilmistir. Deneme bo-
yunca su sicakligi 17°C'de tutulmustur. Yumur-
tadan c¢ikan prelarvalar kapali devre sisteme
transfer edilmis ve burada 23 giin boyunca
beslenmistir. Boy-Agirlik iliskisinin ve kondis-
yon faktoriiniin hesaplanabilmesi i¢in giinliik
olarak drnekleme yapilmis (en az 10 adet birey)
ve %4'lik formaldehit i¢inde muhafaza
edilmistir. Jiivenillerin karma yeme gecis giinil
olan 24. giinde toplam proteaz aktvitesi ve
inhibisyon analizleri i¢in balik stogundan|
tesadiifen 1gr Ornek alinmis, distile suda
yikanmig ve 3 ml'lik ependorf tiiplerde analiz-
ler yapilana kadar -80°C'e kaldirilmistir. Sin-
dirim enzimlerinin ekstraksiyonunda tiim larva
viicudu homojenize edilmis (35 mg ml") ve
ekstratlar santrifiijle elde edilmistir (12000g,
20dk,4°C).

Yemleme Protokolii; Sibirya mersin
baliklarinin pre-post larva ve jiivenillerin bes-
lenmesinde asagidaki ticari besleme protokolii
kullanilmigtir (Tablo 1).

Boy-Agirlik Iliskisi ve Kondisyon Fak-
torii; Pre-post larva ve jiivenil donemdeki
baliklardan giinliik olarak en az 10 adet bireyin
boy ve agirliklart Ol¢lilmiis ve bu donem
icerisindeki Boy-Agirlik iliskisi regresyon|
analizi ile ortaya konulmustur. Kondisyon fak-
torii ise asagidaki formiille hesaplanmistir;

KF=(W/L")x100 (Bagenal, 1978)
W:Agirlik (mg)
L: Boy (mm)
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Tablo 1. Sibirya mersin baligi ticari besleme protokolii (Riged&Riged Ltd.)

1-6. Giinler
Besin Kesesi

7-13. Giinler
Artemia

14-20. Giinler
Tubifex+ M.D"

21-23. Giinler
Chronomid +M.D.

24. ve Sonra
M.D.

*M.D. :Mikrodiet yem

Proteaz Aktivitesinin Olg¢iimii; Arastir-
manin 24. giiniinde 6rneklenen Sibirya mersin
balig1 Orneklerinin toplam proteaz enzim
aktivitesi Walter (1984)'e gore yapilmistir.
Analizin mantig1; yapay olarak olusturulan bir
substrat ortaminda (kazein, 10 mg ml" pH=9),
sindirim enzimi olarak Tris-HCl'in (50 mM)
kullanilmasi, inkiibasyon siiresi (37°C'de 1
saat) sonrasinda reaksiyonun kontrollii bir
sekilde Trikloroasetikasit (TCA) (500 ul, 120 g
1) ile durdurulmasi ve absorbansin spektrofo-
tometrede 280 nm'de Ol¢lilmesine dayanmak-
tadir. Juvenillerin ¢ozlinebilir protein kon-
santrasyonlar1 ise Bradford (1976)'ya gore
yapilmaistir.

Protein Kaynaklarinin Proteaz Aktivitesi
Uzerine Inhibisyon Miktarlarinm Olgiimii; Bu
calismada, ticari yem rasyonlarinda protein
kaynagi olarak kullanilan balik unu (BU), kan
unu (KU), soya protein konsantrasyonu (SPK),
misir gluteni (MG), soya unu (SU) ve BU:SU
(1:3, 1:1, 3:1), SU:MG (1:3, 1:1, 3:1) kombi-
nasyonlar1 kullanilmistir. Bu yem hammad-
delerinden elde edilen ekstratlar, karma yeme
gecis yapmis jiivenillerden elde edilen sindirim
enzimleri ile reaksiyona sokulmustur. Bu
amagla, Garcia-Carreno (1996)'nun modifiye
edilmis metodu kullanilmistir. {1k 6nce, karma
yeme gegcis giinii olan 24. giinde 6rneklenen
larvalarin enzim ekstraktlar1 (20 pl) ile protein
kaynaklart (20 pl) 500 pl Tris-HCI (pH 9.0)
inkiibe edilmistir (25°C'de 60 dk). Kontrol
grubunda ise, protein kaynagi yerine ayni
miktarda saf su kullanilmistir. Daha sonra,
karistma 100 pl kazein eklenmis ve 120 dk
daha inkiibasyona devam edilmistir. Sonucta,

karistma 500 pl TCA (120 g L") eklenerek
reaksiyon durdurulmus ve absorbans degeri
280 nm'de 6l¢iilmistiir (Alarcon vd., 1999).
Istatistik Analizler; Kolmogorov-Smir-
nov normalite ve Barlett's homojenite testleri
verilerin 6n degerlendirmesinde kullanilmistir.
One-way Anova test ise SPSS 15.0 paket
programi kullanilarak gerceklestirilmistir.

Bulgular

Boy-Agirhik liskisi ve Kondisyon Fak-
torliniin Glinliik Degisimleri; Calismada elde
edilen Boy-Agirlik iligkisi ve besleme proto-
koliine bagl olarak degisim gosteren kondis-
yon faktorii degerleri asagidaki Sekil 1 ve 2'de
verilmistir.

Sibirya Mersin baliginin yumurtadan
¢ikis anindan itibaren ilk 23 giinliik biiylime
performanst incelendiginde, ticari olarak
uygulanan besleme protokoliiniin tiiriin
gelisimi iizerinde direk etkisinin oldugu goriil-
mektedir. Boy-agirlik degisimi iissel olarak
artan bir egilimde olmustur (R*=0.9576). Bu
degisim, diger tim balik tiirlerinde goriilen
bliylime egrisine paralellik arz etmektedir.
Bunun yaninda, kondisyon faktorii yumurtadan
ciktiktan 3. giiniin sonuna kadar artmis, daha
sonra besin kesesinin azalmasina bagli olarak
azalig gOstermistir. Ortama canli yem girisini
takiben kondisyon faktorii de tekrar artmaya
baslamistir. Ancak, sorvaj (karma yeme gecis)
doneminde larvalara mikro diyet yaninda canly
yem de verilmesine ragmen (Tubifex ve
Chronomid larvalar), larvalar agirlikca degil

boyca biiylimeye devam etmislerdir.
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Sekil 1. Sibirya mersin baliginin erken donem Boy-Agirlik degisimi.

Kondisyon Faktorii

2,0 3,0 4,0

1]2]3]a]s]e

Besin Kesesi

degisimler

Karma Yemlerde Kullanilan Protein
Kaynaklarinin Proteaz Aktivitesi Uzerine Et-
kisi; Karma yeme geg¢is giinii olan 24. giinde Si-
birya mersin balig1 jiivenillerinin proteaz
aktivite degeri 131.67+£0.15 U/mg olarak
Ol¢iilmiigtiir. Ticari olarak kullanilan protein
kaynaklarmin Sibirya mersin balig1 larva-
larinin proteaz aktivitesi iizerine inhibe etme
oranlari ise Tablo 2'de verilmistir.

Analizler sonucunda, karma yemlerde

kullanilan protein kaynaklarmin jiivenillerin

7 | 8 | 9 |10|11|12|13
Artemia
Gun

Sekil 2. Besleme protokoliine bagli olarak Kondisyon Faktoriindeki

14|15|16|17|18|19|20 21|22|23

Tubifex+M.D. Chro.+M.D.,

proteaz aktivitesi iizerine en diisiik inhibisyon
etkisi SPK (% 14.45+1.58) ve BU'dan (%
15.3443.85) elde edilmistir (P>0.05). Bu
degerleri sirasiyla MG, SU ve KU takip etmistin
(P<0.05). Ikili kombinasyonlarda ise, en diisiik
deger BU ve SU'nun 1:1 oraninda kullanil-
mastyla elde edilmistir (%31.85+10.50). Ikili
kombinasyonlara ait veriler incelendiginde,
balik unu ve soya ununun 1:1oraninda kullanil-
masiyla elde edilen inhibisyon degeri en diisiik
bulunmasina ragmen, 1:3 ve 3:1 oranlariile
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hibisyon etki degerleri

Tablo 2. Protein kaynaklarinin jlivenillerin proteaz aktivitesi lizerine in-

Hammadde ad1

KU (%75,5 Ham Protein)
MG (%60 Ham Protein)
BU (%69 Ham Protein)
SPK (%58 Ham Protein)
SU (%48 Ham Protein)
BU/SU (1:3)

BU/SU (1:1)

BU/SU (3:1)
SU/MG(1:3)
SU/MG(1:1)
SU/MG(3:1)

Proteaz (%)
66.67+8.02¢
25.56+7.86°
15.3443.85%
14.45+1.58°
63.33+4.71¢
42.96+5.59°
31.85+10.50™
50.37+8.98%
38.5243.39°
50.37+10.50%
45.19+10.02°

aralarinda her hangi bir istatistiki Onem
bulunamamistir (P>0,05). Ayn1 durum, soya
unu ve misir gliiten kombinasyonlar1 i¢inde
gecerlidir (P>0,05). Ancak bu ikili kombinas-
yonlarm tiimii, tek tek kullanilan protein
kaynaklar1 ile mukayese edildiginde aradaki
fark 6nemli bulunmustur (P<0,05).

Tartisma

Bu calismada, Sibirya mersin balig
larvalariin agzi 8. giinde agilmistir ve ortamda
canli yem (A4rtemia) bulunmasina bagl olarak
kondisyon faktorii artma egilimine ge¢mistir.
Bu durumun, Rus mersin baligi larvalarinda da
goriildiigii ve buna ek olarak proteaz aktivi-
tesinde de artis oldugu bildirilmistir (Gokgek
vd., basilmamis veri). Sanz vd. (2011),
/Adriyatik mersini, 4. naccari, tirtinde digsal

beslenmenin baglandig1 giinden itibaren asidik

Sonuglar ortalama+standart sapma seklinde verilmistir. Gruplar arasindaki istatistiki fark P<0.05 6nem
seviyesinde karsilastirilmustir. Satirlardaki farkli harfler istatistiksel farklar: gostermektedir.

proteaz aktivitesinin goriildiigiinii ve bu artigin
dis kaynakli besinin sahip oldugu sindirim
enzimlerinden oldugunu ifade etmislerdir.
Bunun temel sebebi ise, gastrik salgi bezlerinin
henliz zimojen salgilayabilecek taneciklere
sahip olmamasi ile agiklanmistir. Bu iddianin|
tam zitt1 olarak bazi arastiricilar mersin baligt
larvalarmin ilk yemle gelen enzimlere ihtiyaci
olmadigini (Segner vd., 1993; Kim vd., 2001),
canli yemin sindirim salgilanmasin tetikleyici
bir rol oynadigimi iddia etmektedirler (Zam-
banino Infante ve Cahu, 2001). Bu calismada,
sorvaj doneminde post-larvalara canli yem ile
birlikte mikrodiyet yem vermenin kondisyon
faktoriinii olumsuz etkiledigi goriilmektedir.
Bu durumun temel sebebinin, larvalarin heniiz
karma yemi sindirebilecek sindirim enzim-
lerini salgilayamamasi olabilir. Benzer durum,
Faulk vd. (2007) tarafindan da bildirilmistir.
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Gokcek vd. (basilmamis veri), Rus
mersin balig1 jlivenillerinin karma yemleri
sindirebilecek proteaz enzimlerinin yumurta
acilimini takiben 25. giinden itibaren salgilaya-
bildiklerini ve jiivenillerin ancak bu noktadan
itibaren yetiskin bireyler ile benzer sindirim
sistemine sahip olduklarini bildirmislerdir. Bu
calismada elde edilen verilen 1s181nda, yumurta
acilimimi1 takiben 14-23. gilinler arasinda
ortamda mikro diyet yemlerin bulunmasinin
Sibirya mersin balig1 jlivenillerinin agirlikca
biliylime performansina olumsuz etki yaptigi
sOylenebilir.

Ticari yem hammaddelerinden KU ve
SU'nun, 24 giinliikk Sibirya mersin jiivenil-
lerinin proteaz aktivitesi lizerinde agik¢a inhibe
edici etkilerinin oldugu goriilmektedir (sira-
styla %66.67+8.02 ve %63.33+4.71). Ote
yandan, SPK ve BU minimum inhibe edici etki
gostermislerdir. Gokgek vd. (basilmamis veri),
BU'nun Rus mersin jiivenillerinin proteaz
aktivitesini benzer sekilde etkiledigini (%
15.44), ancak SPK'nin ise (%63.55+5.46) cok
daha yiiksek bir deger sergiledigini ifade
etmislerdir. Bu durumun tam tersi, Cuka mersin
balig1, A. ruthenus, jivenillerinde tespit
edilmistir (Kurt ve Gokgek, basilmamis veri).
Bu tiiriin proteaz aktivitesi lizerinde SPK,
BU'na oranla daha diisiik bir inhbisyon degeri
gostermistir (sirastyla %38.57+10.44 ve %
57.67+4.54) (p<0.05). Bu durum, ayni famil-
yaya ait olsalar bile, tiir bazinda sindirim
sistemlerinin gelisim donemlerinin farkli oldu-
gunu ve amino asit kompozisyonlarindaki fark-
liliga balig1 olarak farkli protein kaynaklarinin
jivenillerin proteaz aktivitesi tizerinde farkl
etkilerinin oldugunu gostermektedir.

Sonu¢ olarak, elde edilen verilerin
15181nda, Sibirya mersin balig1 post-larvalariin
sorvaj doneminin daha ge¢ bir donemde
baslatilmasinin, larvalarin hem agirlik hem de

boyca biiylime performanslari agisindan daha
iyl sonuglar verecegi soylenebilir. Bunun
yaninda, karma yeme gecis donemi olan 24.
glinlinde {retilen toplam proteaz enzim
miktari, yemin tam olarak sindirilebilmesi i¢in
yeterli miktarda salgilamiyor olabilir. Ote
yandan, karma yemlerde kullanilan protein
kaynaklarindan KU ve SU'nun bu tiiriin proteaz
aktivitesine olumsuz etki yaptig1 aciktir.
Dolayisiyla, sorvaj donemi de dahil, erken
donem jiivenil beslemesinde kullanilacak olan
mikro diyet yemlerde bu protein kaynaklarinin
kullanilmamasi Onerilir. Tirlin, yumurta
acilimini takiben 24. gilinden sonraki enzim
aktivitesindeki degisimler takip edilmeli ve
ileri de yapilacak olan caligmalar ile 6zellikle
proteinlerin hidroliz derecesi de net bir sekilde
ortaya konulmalidir.
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