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OZET

Bu calisma 15 Nisan 2016 — 15 Temmuz 2016 tarihleri arasinda yapildi. Calismada,
erkek tatli su istakozu (Astacus leptodactylus) rasyonlarina farkli oranlarda demir (Fe)
katilmasinin; Astacus leptodactylus *un yasama orani, hepatopankreas ve karapakstaki demir
(Fe), bakir (Cu), ¢inko (Zn), krom (Cr) ve lipid peroksidasyon (Malondialdehit (MDA))
diizeyleri lizerine etkisinin ortaya konmasi amaclandi. Bu amagla, bir kontrol (K) ve dort
adet deneme (F1, F2, F3, F4) rasyonu hazirlandi. Rasyon 0Ogeleri kontrol rasyonuna
28,60 + 2,21 mg kg demir katkis1 saglamaktadir. Kontrol rasyonuna 50 mg kg, 100 mg
kg, 200 mg kg™ ve 300 mg kg* demir siilfat katilarak sirasiyla F1, F2, F3 ve F4 rasyonlar
olusturuldu. Calisma ii¢ tekrar halinde gergeklestirildi.

Sonug olarak, aragtirmada Astacus leptodactylus kontrol rasyonuna farkli oranlarda
demir katilmasinin; Astacus leptodactylus ’un yasama oranini etkilemedigi goriildi.
Dokulardaki Cr degeri standartlarin altinda oldugundan dolayi tespit edilemedi. Karapaks
da MDA degeri belirlenemedi. Hepatopankreasta MDA olarak belirlenen lipid
peroksidasyon diizeyini énlemede kontrol rasyonuna 300 mg kg? demir ilavesinin yeterli
oldugu bulundu. Ayrica bu ¢alismada yemdeki demir miktarinin dokulardaki Fe, Cu ve Zn

birikimi {izerinde etkili oldugu goriildii.

Anahtar Kelimeler: Tatli Su Istakozu, Astacus leptodactylus, Demir, MDA.



ABSTRACT

The Effects on Survival Rate, Oxidative Stress, Fe, Cu, Cr and Zn Levels in Astacus

leptodactylus (Esch., 1823) of the Iron in Different Proportions

This study was made between April 15, 2016 - July 15, 2016. In the study, the effects
on the iron (Fe), copper (Cu), zinc (Zn), chromium (Cr) and lipid peroxidation
(Malondialdehyde (MDA)) levels in hepatopancreas and carapace of Astacus leptodactylus
of addition of iron (Fe) at different ratios in diets of the male crayfish (Astacus leptodactylus)
were investigated. For this aim, a control (K) and for treatment (F1, F2, F3, F4) rations were
prepared. The control ration constituted 28,60 + 2,21 mg kg™ iron. 50 mg kg, 100 mg kg%,
200 mg kg™ ve 300 mg kg iron siilphate were added to the control ration in order to prepare
the treatment rations F1, F2, F3, F4 respectively. The study was carried out with 3 replicates

for each dietary treatment.

As a result, in the study seen that Astacus leptodactylus did not affect the survival
rate that iron was added at different ration in diet of the Astacus leptodactylus. The Cr value
in the tissues could not be determined because it was below the standarts. The MDA level in
karapax did not determine. It was found that 300 50 mg kg™ iron supplementation in the
control diet was sufficient in the prevention of lipid peroxidation level determined as MDA
in hepatopancreas. In addition to, it was observed that the amount of iron in the feed was

effect on Fe, Cu and Zn accumulation in the tissues.

Key words: Crayfish, Astacus leptodactylus, Iron, MDA.



TESEKKURLER

Caligmalarim siiresince ilgi ve destegini gordiigiim degerli hocam Sayin Prof. Dr.
Mustafa DORUCU “ye,

Tez siirecinde benden destek ve ilgisini esirgemeyen her konuda yanimda olan
degerli hocam Saym Prof. Dr. Ozden BARIM OZ ’e,

Yiiksek lisansim boyunca benden destek ve ilgisini esirgemeyen degerli hocam Sayin
Prof. Dr. Sibel KOPRUCU ’ye,

Calismalarimi saglikli bir sekilde yliriitmemde laboratuvarlarini kullandigim Firat
Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Dekanlig1 "na,

Tez calismamin bir kismin1 laboratuvarlarinda yapmami saglayan ve yardimlarin
esirgemeyen Firat Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi 6gretim iiyelerinden Prof. Dr. Nurhan
SAHIN ve Prof. Dr. Kazim SAHIN e,

Bu calismayr YLTUBO016-10 nolu proje ile destekleyen MUNIBAP birimine,

Yiiksek lisanstm boyunca her an destek olup yanimda bulunan arkadaglarim
Sitkran ACAR, Aslihan KILINC, Semih KAYAOGLU, Enes ERGEN, Ahmet YILAYAZ,
Miijdat ORTAC, Ahmad Sharif Ahmad HABEEB, Mustafa TASDEMIR, Enes TEPEHAN,
Bilal OFLAZ, Mustafa KAVAK, Can SAHINKAYA, Serkan CETE ’ye,

Stirekli  bana destek olup yalmz olmadigimi hissettiren arkadaglarim
Inci ARMAGAN, Emine [PEK ’e,

Tez calismam siiresince her konuda destegini gérdiiglim arkadasim Ayse ASAN ’a,

Her seyden 6nce bu hayattaki tek vazge¢ilmezim olan hayatimin her aninda yanimda
olduklarmni hissettiren ve desteklerini esirgemeyen ablalarim Hediye SAHIN, Fatma
SAHIN, Sevda SAHIN ve kardesim Sehmus SAHIN ’e en igten duygularimla,

Sonsuz tesekkiirlerimi sunarim...

Hiilya SAHIN
TUNCELI - 2018



ICINDEKILER

OZET ...ttt |
AB ST R A T ettt b et b et e bt bt b et b e et e nhe e beenreas 1
TESEKKURLER ..........ooiiiiieteteeeteeee oottt ettt ettt ettt ettt ettt ettt et n sttt en et en s s e I
ICINDEKILER...........ooiiieeteeeeeeeeeeeeee ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt en et et en s v
SEKILLER LISTEST.........oiiiiiiiieceeeeeeee ettt en s s san s v
TABLOLAR LISTESI ....ccooiiiiiiiiiiiee st VII
KISALTMALAR ...ttt et e b b e nnn e e VI
1. L T P - 1
1.1. Astacus leptodactylus Ile Tlgili Genel Bil@iler ..........cccoooviiieeiiiieeeirereiiieeere s 5
1.1.1. A. leptodactylus’larda BESIENME ..........ccoiiiiiiiiiieee e 7
1.1.2. Kiiltiir Sartlarinda A. leptodactylus’larin Besin Thtiyaglart ...........ccccccovvevcevereviieccnnnn, 8
1.1.3. A. leptodactylus’larda Sindirim Enzimleri ve Salgilart ..........cccoovvvvereieiieninienieeen, 9
1.1.4. HEPALOPANKIEAS .......eiiiiiieiiiieieie stttk nb e bbbt 10
1.1.5. A. leptodactylus’larda BUyTIME .........ccoiiiiiiieiiineiisiesiisese et 11
1.1.6. A. leptodactylus’1arda UTEME ..........ccccovereueveiiiececieieieeieeee ettt 12
1.1.7. A. leptodactylus’larda Su KaliteSi ..........ccoeiiiieiiiiiiicceece e 12
1.2, DBIMIT (FB) ottt bbbttt b ettt bbbttt 13
1.2.1. Demir (Fe)’in Genel Tanimi ve Organizmadaki Dagilimi ..........cccocvvviiiiiiicineien, 13
1.2.2. Demirin Emilimi, Tasinmasi, Depolanmasi, Metabolizmasi ve Atimi .............ceeueeee. 14
1.2.3. Demirin Metabolizmasi ve DONUSTMIL ......oevvvreiiiiiiiiesiiiesiiee e 15
1.2.4. DEMIFIN TSIEVIETT ..vveveeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 16
1.2.4.1. REAOKS ISIEVI .vuvvieeceeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 16
1.2.4.2. TMMIN SISTEM <..vviiieiecieieteeeccete ettt ettt eae et n e sns 16
1.2.4.3. Kan Yapimi ve Elektron Transport SiStemi .........ccccvvvveiiiiiiiiiiiiniiiicieccsee e 16
1.3. Su Canlilarinda Demir Ile ilgili Yapilan Calismalar ............cccccoooeuerereriveicrerereieeeierenans 17
2. MATERYAL VE METOT ..ottt 19
2.1 IMALEIYAL ...t e e a e be e e 19
2.1.1. Arastirma SUresi, Yeri V€ AlANT .....ccccciiiviiiiiiiiiiii et 19
2.1.2. A. leptodactylus Materyali ............ccooiiiiiiiiiiieiece s 19
2.1.3. YEM MAALEIYAIT ..o 19



2.1.4. Arastirmada Kullanilan Suyun Fiziksel Ve Kimyasal OzelliKIeri ...........c.ccoevevennnnene. 20

2.1.5. Diger Arag Ve GEIeQIer .....cueiiiiiiie ettt 21
2.2. MBIOL ..o 21
2.2.1. Arastirmanin Planlanmasi ve Kurulmast ...........cccccoveiiiiiiii i 21
2.2.2. Arastirma Rasyonlarinin Hazirlanmasi ..........cccooveiiiiiiiiiicceeee e 22
2.2.3. Aragtirma Rasyonlarinin pH ve Suda Coziiniirliik Seviyelerinin Tespiti ...........cccceee.. 22
2.2.4. Yasama OTant (YO) .eeeoceioiiiiiiiieeiiie sttt sttt ettt sbbe e nbn e e snneesnne e e e 22
2.2.5. Oksidatif Stresin (MDA) BelirleNMESI ......cccvevviieiiiiicie e 23
2.2.6. Fe, Cu, Cr ve Zn 'nin BelirleNmeEsi ........ccooiiiiiiiiiiiiiiii et 23
3. BULGULAR L.ttt ettt b e be et e sin e beennne s 24
4. TARTISMA ve SONUCLAR .......oooiiii e 27
5. ONERILER ...ttt 30

KAYNAKLAR L. ettt sttt et e e be e sae e beesnne s 31

[0 Z.@] 005\ 1 1T 38



SEKILLER LISTESI

Sekil 1.1. AStacus 1eptOdACLYIUS ..........ccoiiiiiiiiiee e
Sekil 1.2. A.leptodactylus™un anatOMIST ..........ccecerrerireniriniseeeee e
Sekil 1.3. Astacus leptodactylus’un DeSIENMESI .......ccooveviiiiiiieiee e
Sekil 1.4. Astacus leptodactylus *un kabuk deZisimi ...........ccccceviveiiiiiiniiiereiie e

Sekil 1.5. Demirin emilimi, taginmasi, depolanmast Ve atimi ...........ccooeeereerieeiersieesinnns

Sekil 3.1. Kontrol (K), Deneme 1 (F1), Deneme 2 (F2), Deneme 3 (F3) ve
Deneme 4 (F4) gruplarindaki A. Leptodactylus’larin hepatopankreaslarindaki

ortalama Fe (ug g?), Cu (ug g) ve Zn (ug gt) degerleri .......cocovevvvevcecrerernnnene,

Sekil 3.2. Kontrol (K), Deneme 1 (F1), Deneme 2 (F2), Deneme 3 (F3) ve
Deneme 4 (F4) gruplarindaki A. Leptodactylus’larin hepatopankreaslarindaki

ortalama MDA (nmol / g doku) degerleri ........c.ccovvviirininiireie e,

Sekil 3.3. Kontrol (K), Deneme 1 (F1), Deneme 2 (F2), Deneme 3 (F3) ve
Deneme 4 (F4) gruplarindaki A. Leptodactylus’larin karapakslarindaki

ortalama Fe (ug g?), Cu (ug gt) ve Zn (ug g) degerleri .....coovvvevevevverreeerernee,

Vi



TABLOLAR LiSTESI

Tablo 1.1. Cevresel Kosullar ve Su Kalitesi ISteKICri ......cvcviveveieiiiieieieee e, 13
Tablo 2.1. Calismada kullanilacak rasyonlarin yapisina

giren yem maddelerinin bileSimi (%0) ......coovrveriiiiiiiiie e 20
Tablo 2.2. Arastirma suyunun fiziksel ve kimyasal 6zelliKIeri ...........ccovvevviieiierrerieciennn, 21
Tablo 2.3. Berghoff mikro dalga firinin galisma programi ..........c.ccceverivereeriesieeseeseeseennenn, 23
Tablo 3.1. A. Leptodactylus’larin agirlik ve toplam uzunluKIart ..........cccocvveiiiiicniiienenen, 24

Tablo 3.2. Arastirma siiresince teknelerdeki suyun ortalama sicaklik (°C),

Oksijen (MQ/L) ve pH deZeleri .....cccoviiiiiiniiieieiie e 24
Tablo 3.3. Kontrol (K), Deneme 1 (F1), Deneme 2 (F2), Deneme 3 (F3) ve

Deneme 4 (F4) gruplarindaki A. Leptodactylus’larin hepatopankreaslarindaki

ortalama Fe (ug g?), Cu (ug g?), Zn (ug g*) ve MDA (nmol / g doku) degerleri..25
Tablo 3.4. Kontrol (K), Deneme 1 (F1), Deneme 2 (F2), Deneme 3 (F3) ve

Deneme 4 (F4) gruplarindaki A. Leptodactylus’larin karapakslarindaki

ortalama Fe (ug g?), Cu (ug g), Zn (ug gb) degerleri ....oovvvveeveveveceeererereennns 26

Vil



KISALTMALAR

Fe: Demir

Cu: Bakir

Cr: Krom

Zn: Cinko

K : Kontrol rasyonu

F1 : Bir nolu deneme rasyonu
F2 : Iki nolu deneme rasyonu
F3 : Ug nolu deneme rasyonu
F4 : Dort nolu deneme rasyonu
F5 : Bes nolu deneme rasyonu
Fe(OH)s: Ferrik hidroksil
FeSOa4: Demir siilfat

CaCOs: Kalsiyum bikarbonat
YO : Yasama orani

MDA : Malondialdehit

Oz : Siiperoksit anyonu

02%" : Peroksit anyonu

H20:2 : Hidrojen peroksit
“OH : Hidroksil radikali

R" : Karbon merkezli radikal
LPO : Lipid peroksidasyon
RO" : Alkoksil radikali

ROOQO" : Peroksit radikali
ROOH : Hidroperoksit radikali
PTFE : Politetrafloroetilenden yapilmis teflon kapakli tiip
HSI : Hepatosomatik indeks
RE : Retikiilo endotelyal

VIl



1. GIRIS

Diinya iizerinde genis bir dagilim alanina sahip olan tath su istakozlarinin yaklasik
600 tiirti bulunmasina ragmen yurdumuzda tek tiir, Astacus leptodactylus (A.leptodactylus)
dogal olarak bulunmaktadir (Koksal, 1988). Diinyanin bir¢ok bolgesinde likks bir gida
maddesi olarak tiiketilen A. leptodactylus tiirii iilkemizde ¢ok fazla tercih edilmemektedir.
Bu nedenle biiyiik oranda Avrupa’ya ihra¢ edilmektedir. Ulkemiz ihracat1 icin 6nemli bir
yere sahip olan bu tiiriin miktari, 1985-1986 yillarinda sularimizda goriilen A. leptodactylus
vebasindan ve balik¢ilarin asir1 ve bilingsiz avcilik yapmasindan dolayr olduk¢a azalmistir
(Koksal, 1988; Harlioglu, 2004). Bunun yani sira, sularimizin evsel ve endiistriyel atiklarla
Kirletilmesi, A. leptodactylus’larin et kalitesinin diismesine de yol agmistir (Barim ve ark.,
2009; Barim ve Karatepe, 2010; Aksu ve ark., 2014). Bu nedenlerle; devlet kontroliinde
onlemlerin alinmasi, bilimsel olarak arastirmalarin yapilmasi gerekmektedir. Tiim diinyada
oldugu gibi tilkemiz sularinda da goriilen evsel ve endiistriyel atiklar bu sularda yasayan
canlilarin yasam ortamlarin1 bozmaktadir. Buna paralel olarak et kalitelerinde de diismeler
meydana gelmektedir.

Yirminci yiizyilin ikinci yarisindan sonra insanoglu dogada olusturdugu kirliligi fark
etmeye baslamistir. Bu tarihten sonra hizla artan diinya niifusu, belirli slireglerde ortaya
cikan evsel ve endiistriyel atiklar yasadigimiz ¢evrenin hizla kirlenmesine neden olmustur.
Cagimizda meydana gelen bu denli komplike kirlilik gida kaynaklarinin korunmasi ve
gelistirilmesi konusunu giindeme getirmektedir. Ciinkii, diinya niifusu zamanla artmakta;
2000 yilinda 6,1 milyar olan niifus 2015 yilinda 7,2 milyar, 2030 yilinda ise 8,2 milyara
ulagsmas1 beklenmektedir. Buna karsin gida kaynaklarinda azalmalar oldugu bilinmektedir.
Arastirmalar, gida liretiminin diinyada yilda %]1,2 oraninda artacagini, talebin ise %]1,3
oraninda artarak gida agiinin yasanacagi gosterilmektedir (URL 1). Bu ihtiyac1 kargilamak
amaciyla 6zellikle tarim ve hayvancilikta kullanilan hormonlar ve kimyasal maddeler iirtin
miktarini arttirirken besin kalitesini diisiirmekte, insan sagligini tehdit edecek boyuta dahi
ulagabilmektedir. Bunun sonucunda da insanlar sularda dogal olarak yetisen, iireyip
cogalabilen su canlilarinin tiiketimine yonelmektedir.

Bu besin maddeleri a¢liga dogru giden diinyamiz i¢in bu kadar 6nemli, saglikli yasam
icin ise bu kadar gerekli olmasina ragmen kentsel/endiistriyel atiklar sonucu olusan kirlilik

su kaynaklarmin fiziksel ve kimyasal yapisinin bozulmasina, kirli sularda bulunan organik,



inorganik, radyoaktif ve biyolojik kirleticilerin etkileriyle su canlilarinin yasam ve besin
kalitesinin diismesine sebep olmaktadir (Oost ve ark., 2003; Canpolat, 2007; Barim ve ark.,
2009; Barim ve Karatepe, 2010).

Kentsel ve endiistriyel atiklarin suya karigsmasiyla meydana gelen kirlilik 6zellikle
Fe, Cu, As, Zn gibi metallerin oranindaki artisla kendini gostermekte ve tabii olarak su
canlilarinin biyolojik dengesinin bozulmasina sebep olmaktadir. Ciinkii, tiim canlilarda
oldugu gibi suda yasayan canlilarda da viicut igerisinde ‘homeostasis’ olarak ifade edilen bir
viicut dengesi vardir. Canli yasamsal faaliyetlerini stirdiirebilmek i¢in disaridan besin alir ve
bu besinler viicut igerisinde sindirim, absorbsiyon, dolasim, solunum, metabolizma ve
bosaltim mekanizmalarinda degerlendirilir. Bu esnada 6zellikle elektron transportu olmak
lizere ¢esitli biyokimyasal reaksiyonlar sonucunda karbon (C), oksijen (O) ve siilfiir (S)
atomlariin agirlikli olarak meydana getirdigi serbest radikaller olusur. Bu radikaller
antioksidan olarak ifade edilen savunma mekanizmasinin oranini asacak oranda olustugu
zaman siiperoksit distmiitaz, glutatyon peroksidaz gibi enzimatik antioksidanlar, vitamin A,
E, C, B-karoten gibi antioksidan maddeler devreye girerek serbest radikallerin olusturacagi
zararlar1 dnlemeye calisir. Bu antioksidanlar da viicut dengesini bozan radikalleri ortamdan
temizleyemezse hiicre membranindaki protein, kolesterol ve yag asitlerinin doymamis
baglar1 radikallerle kolayca tepkimeye girerek oksidasyon iirlinleri olustururlar. Coklu
doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimi, lipid peroksidasyonu olarak bilinir ve kendi
kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerlediklerinden, olusan membran hasari
geri doniisiimsiizdiir ve oldukga zararhidir (Kiling, 1985; Akkus, 1995; Oost ve ark, 2003;
Goziikara, 2011; Lushchak, 2012).

Viicut igerisinde radikal olusumu genel olarak metabolik reaksiyonlar sirasinda
oksijenin tek elektronlu indirgenmesidir. Orbitallerin tek elektron almasi ile siiperoksit
anyonu (O2™), iki elektron almast ile peroksit anyonu (O2%"") meydana gelir. Peroksit anyonu
ortamda iki proton alarak hidrojen peroksit (H202) olusturabilir veya siiperoksit radikali
aldig1 elektronu baska bir elektron tasiyiciya vererek tekrar oksijene oksitlenebilir. iki
stiperoksit radikali birbirleriyle etkileserek, biri oksitlenirken digeri rediiklenir. Boylece
H20. ve O2 meydana gelir (Goziikara, 2011). Dismiitasyon tepkimesi olarak ifade edilen O2
“nin ortamdan temizlendigi bu reaksiyon ya kendiliginden ya da enzimler araciligiyla
gerceklestirilir. Biyolojik sistemlerde H202’nin asil {iiretimi stiperoksidin ortamdan

temizlenmesi ile olur (Kiling, 1985; Akkus, 1995; Goziikara, 2011).



Hidrojen peroksit, ortaklanmamis elektrona sahip olmadigindan dolayi, serbest
radikal tanimina uymaz, fakat reaktif oksijen tiirleri sinifina dahildir ve hidroksil radikalinin
onciisiidiir. Ayrica demir proteinlerdeki demir ile tepkimeye girerek yliksek oksidasyon
diizeyindeki reaktif demir formlarini olusturur. Bu formdaki demir ¢ok giiclii oksitleyici
Ozelliklere sahip oldugundan hiicre membranlarinda bulunan lipid peroksidasyon gibi

radikal etkinlikli tepkimeleri baslatabilir.

H»0, + Fe*t?2 ===> Fe*3 + OH + OH"

Fe®+ 0, ===> Fe*’+0,

Bu tepkime katalizorlii gerceklesebildigi gibi katalizorsiiz de gerceklesebilir.

Katalizorsiiz tepkime ¢ok yavas ilerlerken, demirle katalizlenen tepkime olduk¢a hizlidir.

O, +Fe™ ===>0,+Fe*
Fe*2+ H,0, ===>Fe™+ QOH + OH™
0, +Hy,0;, ===>0H"+OH + 0>

Metal katalizorlerin bulunmadigi durumlarda, siiperoksit ve hidrojen peroksit
kolayca ortamdan uzaklastirilarak zararsiz hale getirilebilir. Bu gorevi katalaz ve peroksidaz
gibi hiicrelerde 6nemli antioksidan olan enzimler yerine getirir (Kiling, 1985; Akkus, 1995).

Viicut icerisinde olusan radikallere karsi antioksidanlar yetersiz kalirsa, hiicrelerin
lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve yararli enzimleri bozularak zararl etkiler meydana gelir
(Kiling, 1985; Akkus, 1995). Mitokondrideki aerobik solunum ve kapiller permeabilite
bozulur (Kiling, 1985; Akkus, 1995; Winston ve Giulio, 1991; Goziikara, 2011).

Biyomolekiillerin biiyiik bir ¢cogunlugu serbest radikaller tarafindan etkilenirler.
Ancak lipidler en hassas sinifi olusturur. Membrandaki doymamis baglar, serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girerek malondialdehit gibi peroksidasyon iiriinleri
olustururlar. PUFA’nin oksidatif yikimi olarak da ifade edilen lipid peroksidasyon kendi
kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerlediginden meydana gelen membran
hasar1 geri doniisiimsiizdiir (Bjerneboe ve ark., 1990; Murray ve ark., 1993; Akkus, 1995;
Wang ve Quinn, 1999).

Cesitli reaksiyonlar sonucunda olusan radikal, lipit molekiillerinden bir H atomu

cikartarak karbon merkezli lipit radikalinin (R*) olusmasina yol agmaktadir (Kiling, 1985;
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Gokalp ve ark., 1992; Macpherson, 1994; Akkus, 1995; Kinter, 1995).

RH+OH* ===> R*+H.0

Bu asamada H atomunun koparilmasiyla olusan serbest yag asidi radikali
molekiiler oksijen ile reaksiyona girerek lipit peroksit radikali (ROO*) olusturmaktadir.
Olusan ROO* yiiksek reaksiyon yetenegine sahip olup, baska bir yag asidi molekiilii ile yeni
bir lipid hidroperoksit (ROOH) ve yeni bir R* olusturacak sekilde reaksiyona girer. Olusan
bu R* yeniden oksijen ile birlesir ve RH (doymamis yag asidi)’dan yeniden bir H"
ayrilmasini saglar. Bir¢ok olayda bu sekilde olusan ROOH, RO* ve OH* verecek sekilde
pargalanir ve bu olusan radikaller hemen substrat ile reaksiyona girerek yeni zincir
reaksiyonlarini baglatacak olan R* radikallerini olustururlar. Boylece olusan bir radikal
stirekli olarak yeni radikallerin olusmasina neden olur (Kiling, 1985; Murray ve ark., 1993;
Macpherson, 1994; Kinter, 1995; Wang ve Quinn, 1999; Bell ve ark., 2002).

R* + O ===> ROO*
ROO* + RH ===> R*+ ROOH
ROOH ===> RO* + OH"
RO* + RH ===> R*+ ROH
OH* +RH ===> R*+ H)0

Hidroperoksitler ve bunlara bagh olarak olusan serbest radikaller (ROO*, RO* ve
R*) ya birbirleri ile reaksiyona girerler ve zincir uzamasi durur (Bjerneboe ve ark., 1990;
Murray ve ark., 1993; Wang ve Quinn, 1999) ya da zincir uzamasinin durmasi
antioksidanlar tarafindan gerceklestirilir (Murray ve ark., 1993; Macpherson, 1994).

Diizeyi artmis olan ROOH, olayn etkisi ile serbestlesmis olan Fe*, Cu*?, Fe*? veya

Cu" ile de reaksiyona girer ve daha gii¢lii radikallere doniisiir (ROO* ve RO¥).

ROOH + Fe*3 veya Cu*? ===> ROO* + Fe*? + H
ROOH + Fe*? veya Cu* ===> RO* + Fe*? + OH*

Lipid peroksidasyonun son {irlinlerinden olan malondialdehit (MDA), membran

bilesenlerinin ¢apraz baglanma ve polimerizasyonuna sebep oldugundan deformasyon, iyon
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tasinimi, enzim aktivitesi ve hiicre ylizey bilesenlerinin toplanmasi gibi membran
ozelliklerini degistirir (Murray ve ark., 1993; Bell ve ark., 2002).

Yapilan literatiir taramalari sonucunda demirin etkinligi ile ilgili arastirmalarin
onemi ve Ozellikle kabuklu su canlilarindaki arastirmalarin eksikligi dikkati ¢ekmistir. Bu
nedenle bu tez ¢alismasinda A.leptodactylus tiirii A. leptodactylus’larin yemine ilave edilen
demir ile yapilan besleme sonucunda kabuk ve hepatopankreasta oksidatif stresin gostergesi
ve lipid peroksidasyonun son iirlinlerinden biri olan malondialdehit (MDA) ile bu

mekanizmada etkili olan Fe, Cu, Cr ve Zn’nin diizeyleri tespit edildi.

1.1. Astacus leptodactylus Tle Tlgili Genel Bilgiler

Astacidae familyasina ait olan A.leptodactylus orijinal olarak Tiirkiye, Ukrayna,
Giineybat1 Rusya, Iran, Kazakistan, Belarus, Slovakya, Bulgaristan, Romanya ve
Macaristan’a kadar genis bir alanda dagilim gostermektedir. Bu tiir glinlimiizde 27 iilkede
bulunmaktadir. Ayrica 14 iilkeye (Cek Cumhuriyeti, Polonya, Almanya, Finlandiya,

Danimarka, Hollanda, Ingiltere, Litvanya, Letonya, Fransa, Isvigre, Avusturya, ispanya ve

Italya) asilanmistir (Skurdal ve Taugbel, 2002).

Sekil 1.1. Astacus leptodactylus (URL 1)



A. leptodactylus ’larin Sistematikteki Yeri

Regnum : Animalia : Hayvanlar

Phylum . Arthropoda : Eklem bacaklilar
Classis : Crustacea : Kabuklular
Subclasis : Malacostraca : Gelismis kabuklular
Ordo : Decapoda : On ayaklilar
Familya : Astacidae : Istakozlar

Genus . Astacus : Istakoz

A. leptodactylus ’larda viicut, cephalotorax (sefalotoraks) ve abdomen olmak {izere
iki kistmdan olusur. Bu boliimler toplam olarak 19 segmentten olusmaktadir. Bas ve toraksi
kapsayan boliim olan sefalotoraks sert ve boliimlenmemis bir kabuk olup karapaksi
olusturur. Bas kisminda; gozler, 2 ¢ift anten, 1 ¢ift mandibular uzanti, 2 ¢ift maksil ve 3 ¢ift
de maksilliped bulunur. Gozler arasindan ileri dogru uzayan ¢ikintiya rostrum adi verilir.
Toraks kisminda 5 ¢ift yiiriime ayaklar1 (periopod) bulunmaktadir. Bunlarin ilk iki ¢ifti
keskin ve genis olup kiskag (cheliped) olarak bilinir. Abdomen kismi 5 gift ylizme ayaklari
(pleopod) ve kuyruktan (telson) olusmus ve net bir sekilde boliimlenmistir. Kuyruk kisma,
telson ve tropod boliimlerinden olusmaktadir (Sekil 2). Pleopodlar A. leptodactylus
tiirlerinin teshisinde, cinsiyet ve cinsi olgunlugun tespitinde kullanilarak disi erkek ayrimi
yapilmaktadir. Gonopod olarak adlandirilan ilk iki pleopod ¢ifti erkek bireylerde spermin
transferini saglayacak bi¢cimde 6zellesmis ve uzun bir yapiya sahiptir. Disilerde pleopodlar
tireme aktivitesi dahil, tiim kosullarda aynidir ve yumurtalar1 ve larvalari tagiyacak bicimde

adapte olmustur (Mazlum ve Yilmaz, 2012).
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Sekil 1.2. Astacus leptodactylus’un anatomisi (URL 2)

A. leptodactylus’lar gollerde, gaylarda, nehirlerde ve hatta batakliklarda yasarlar.
Genel olarak yassi taglarin altinda, cakilli diplerde veya s1g ¢ukurlarin iginde barinirlar. Bol
bitkili, taslikli, ¢ok derin olmayan kiyilari, oyuk ve balgiksiz sulart severler. A.
leptodactylus’lar, Tiirkiye akarsularinda cesitli bolgelerdeki gol ve goletler ile goller
bolgesinde genis bir alana yayilmistir. Bol besin ve A. leptodactylus igin yeterli su kalitesine
sahip i¢ sularimizda hizli gogalma olanagina sahip olan A. leptodactylus, Astacus astacus
tiriiyle benzerlikler gostermektedir. Bu 6zelliginden dolayr Tiirkiye basta Bati Almanya
olmak iizere 1980°li yillarda Avrupa iilkelerine birinci sirada A. leptodactylus ihrag eden
tilke haline gelmistir. Fakat bilingsiz yaklagimlar sonucunda bu 6nemli potansiyel yok olma
tehlikesi ile kars1 karsiyadir (Alpbaz, 2005).

Anadolu'da genis bir dagilim gosteren bu A. leptodactylus’lar bol bitkili, sazli ve
balgiklr yerlerde yasadiklarinda agik yesil saridan koyu zeytin yesiline kadar degisen
renklerde kumlu ve cakilli bolgelerde kiskaglarda kahverengi noktalarla bal sarist renkte,
balcikli diplerde yasayan Orneklerin renkleri ise siyah goriiniimlii olabilmektedir.
Viicutlarmin bazi1 kisimlarinda (kiskaclarinda ve sefalotoraksin iizerinde) kahverengi

benekler bulunur. (Dalogullari, 2012).



1.1.1. A. leptodactylus’larda Beslenme

Cok yonlii bir beslenme 6zelligine sahip olan A. leptodactylus’lar hayvansal kaynakli
(kurtlar, bocekler, molluskalar, zooplankton vb.) ve bitkisel kaynakli besinleri
degerlendirebildikleri gibi, mikrobiyal agidan zengin olan detritus ile de beslenme 6zelligine
sahiptir. Eriskin donemlerinde 6zellikle yesil bitkilerle beslenen A. leptodactylus’larin asil
besin olarak yararlandiklar1 kaynaklar dekompoze olmus bitki saplarinin iizerinde bulunan
bakteri, mantar ve diger mikroorganizmalardir. Yapilan arastirmalarda A. leptodactylus
yavrulariin, 6zellikle su bitkileri arasinda yasayan krustaselerle beslendigi, yetigkinlerin ise

besin kaynaklarinin %70’inin bitkisel orijinli oldugu belirlenmistir (URL 3).

Sekil 1.3. Astacus leptodactylus’un beslenmesi (URL 2)

A. leptodactylus’lar ilkbahar baslangicindan sonbahara kadar ¢ok iyi beslenirler.
Yogun besin aldiklar1 zaman ise su sicakliginin 20-25°C oldugu donemlerdir. Kabuk

degistirme doneminde istakozlar bir miiddet i¢in besin almay1 durdururlar ( URL 2).
1.1.2. Kiiltiir Sartlarinda A. leptodactylus *larin Besin Thtiyaclari
Kiiltiir sartlarinda yapilan A. leptodactylus yetistiriciliginde temel yemlerinin

hazirlanmasinda bitkisel ve hayvansal kokenli yem maddeleri kullanilir. Bunlar igerisinde

en yaygin olanlari balik unu, soya unu, kazein ve karides unudur (Huner ve ark., 1975;



D’Abramo ve ark., 1985; Cuzon ve ark., 1994; Chen, 1998). Bu maddeler igerisinde en
pahali olan proteindir.  Biitiin canlilarda oldugu gibi A. leptodactylus’larin maksimum
bliylimesi i¢in optimum protein seviyesinin tespit edilmesi ¢ok 6nemlidir. Bu nedenle
krustaselerin esansiyel aminoasit ihtiyaclarinin belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir (Conklin,
1995a). Krustaselerin protein ihtiyaci tiire, yasam donemine, fizyolojik duruma ve gevresel
faktorlere gore degismekle beraber %25-60 arasinda degismektedir (D’abramo ve Conklin,
1995; Chen, 1998).

Protein igerigi %31,7-50,5 arasinda degisen yemlerle yapilan besleme sonucunda A.
leptodactylus’larda (Procambarus acutus) en iyi sonuglar %50,5 protein igeren yemlerde
elde edilmistir. Pacifastacus leniusculus tiirti A. leptodactylus ’larin beslenmesinde
kullanilan yemin igerisinde %40°1 hayvansal kaynaklardan saglanan %39 protein igeriginin
yeterli oldugu goriilmiistiir. Astacus astacus’larda protein oranlart %30 ve %40 olan
yemlerle yapilan beslemeler sonucunda; en iyi gelisme %40 protein iceren yemlerden
belirlenmistir (D’ Abramo ve ark., 1985; Goddard, 1988). Krustaselerin yavru déonemlerinde
yemlerdeki protein miktarlarinin aragtirildigi ¢alismalarda; Penaeus monodon’larda %40,
P. merguiensis’lerde %50, P. japonicus’larda ise %60 olarak tespit edilirken P. monodon
tirti yumurtali karideslerde bu deger %40 olarak belirlenmistir (Cuzon ve ark., 1994; Chen,
1998).

A. leptodactylus ’lar yemlerdeki yagin yiiksek seviyesine tolere edemediklerinden,
yetersiz veya fazla miktardaki yagin bu tiir canlilarda azalan biiytime ve yiiksek 6liim oranina
sebep oldugu belirlenmistir (D’Abramo ve Robinson, 1989; Lee ve Lawrence, 1997; Chen,
1998; Jover ve ark., 1999). Biiyiimelerinin gergeklestigi kabuk degistirme doneminde yag
asitlerinin seviyesi degisip yag miktar1 azaldi§indan, kabuk degistirme esnasinda 6liim
oraninda artmaya neden olur (New, 1976).

Caligmalarda; yemlerdeki %10 yag seviyesinin Penaeus setiferus’un yasamasi ve
biiyiimesini olumsuz etkiledigi saptanirken, Palaemon serratus’larda yemlerdeki %7,5’den
% 15’e kadar degisen yag seviyesinin biiylimeyi 6nemli derecede azalttigi tespit edilmistir.
Karideslerin (penaid) beslenmesinde kullanilan yemlerdeki yag miktar1 %6-7,5, en fazla
%10 olarak belirlenmistir (Lee ve Lawrence, 1997; Shiau, 1998). Procambarus acutus tiirii
A. leptodactylus’larda ise yemlerdeki yag seviyesi %0’dan %]15’e kadar arttirildiginda %3
yag iceren yemin biiylimede artis sagladigi, %12 ve %15 yag iceren yemlerin ise bilylimeyi

onemli derecede azalttigi saptanmistir (D’ Abramo ve Robinson, 1989). Yemlerdeki yag



miktar1 viicuttaki antioksidan enzim sistemi lizerinde onemli etkiye sahip oldugundan

ozellikle dikkat edilmesi gerekir.

1.1.3. A. leptodactylus ’larda Sindirim Enzimleri ve Salgilar:

A. leptodactylus ’larda ana sindirim bezleri hepatopankreastadir. Ayrica alinan

besinlerin sindirilmesi i¢in gerekli enzimler mide ve bagirsak tarafindan da salgilanir (Cuzon

ve ark., 1994; Conklin, 1995b; Chen, 1998).

A. leptodactylus ’larin beslenmesi esnasinda alinan proteinler mide bezleri ve
hepatopankreas tarafindan salgilanan seyreltik hidroklorik asit ve pepsinojen ile
polipeptidlere pargalar. Karboksipeptidaz ve aminopeptidaz bu polipeptidleri amino asitlere
dontistiiriir. Amino asitler viicutta dolasarak hiicrelerin yapitaglarini olustururlar. Bunlar

biiylimede ve dlen hiicrelerin yenilenmesinde gorev alirlar.

Meydana gelen seker gerektiginde kullanilmak iizere hepatopankreasta glikojen
seklinde depo edilir (Goddard, 1988; Vonk, 1960; Chen, 1998).

Yaglarin sindirimi i¢in gerekli olan lipaz enzimi bagirsak ve hepatopankreas
tarafindan salgilanir. Yaglar lipaz etkisi ile gliserin ve yag asitlerine ayrilmaktadir (Vonk,
1960). Bunlarin emiliminin biiyiik bir kism1 bagirsakta ger¢eklesir (Cuzon ve ark., 1994).
Yag asitleri yag dokusu ve hepatopankreasta depo edilir. Yag dokusu i¢ organlarda bazen de
kaslarda bulunur. Fazla yag asitleri yine seker sekline doniistiiriilerek hiicrelerin solunumu
sirasinda enerji kaynagi olarak kullanilir (Vonk, 1960). A. leptodactylus ve diger
krustaselerde ana lipit deposu hepatopankreastir ve burada %92’ye kadar olan lipid

seviyeleri olgtilmistiir (Suprunovic ve ark., 1983).

Karbonhidratlarin ~ sindirimi amilaz enzimleri ile saglanir. Bu enzimler
hepatopankreas ve bagirsak tarafindan salgilanir. A. leptodactylus tarafindan fazla miktarda
alinan karbonhidrat glikojene doniistiiriilerek hepatopankreasta depolanir ve gerektiginde
sekere doniistiiriilerek solunum igin gerekli enerji kaynagi olarak kullanilir (Vonk, 1960;

Holdich ve Reeve, 1988).
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1.1.4. Hepatopankreas

A. leptodactylus’larda sefalotoraksta yer alan hepatopankreas, karapaksin 6n kismina
dogru ¢ikint1 olusturan iki lob ve arkaya dogru uzanan {igiincii bir lobun birlesmesinden
olusur. Proteinaz ve lipaz gibi sindirim enzimlerinin iiretildigi, ¢esitli sentezlerin yapildig:
ve fazla miktarda alinan besinlerin, baz1 agir metal ve kalsiyumun depolandigi yerdir.
Hepatopankreas ¢ok yonlii bir organdir ve A. leptodactylus ’larin karacigeri olarak
isimlendirilir (Holdich ve Reeve, 1988; Conklin, 1995b; Chen, 1998; Vogt, 2002).

Yapilan birgok calismada hepatopankreas krustaselerin bulunduklar1 fizyolojik
sartlarin belirlenmesinde anahtar organ olarak kullanilmistir. Ozellikle hepatosomatik
indeksi (HSI), hepatopankreastaki nem ve enerji igerigi bu canllarin yasadigi ortamdaki
popiilasyon yogunlugunun, yem kaynaklarinin ve su kalitesinin gostergesidir. Bu indeks
degeri canlinin beslenme, kabuk degistirme ve lireme donemlerine bagli olarak degisir
(Jussila, 1997a; Barim, 2005). Disi A. leptodactylus ’lar yumurta tagidiklart donemde cinsel
olgunluga erismeyen A. leptodactylus ’lara oranla daha diisiik hepatosomatik indekse
sahiptir. Bunun sebebi ise hepatopankreasin enerji rezervlerini tiiketmeleridir (Jussila,
1997b; Guoda, 1999). Hepatopankreastaki enerji igerigi ve nem ters orantilidir. Genel olarak
bu organdaki nem igeriginin diisiik olmasi ortamdaki besin bollugu ve besin rekabetinin az

oldugunun isaretidir (Jussila, 1997a,b; Barim, 2005).

1.1.5. A. leptodactylus ’larda Biiyiime

A. leptodactylus ’larin biiylime ve gelismeleri yasadiklar1 sularin yapisina, besin
kaynagina ve iklim kosullarina bagl olarak degisir (URL 3). Baliklardan farkli olarak
A.leptodactylus ’larin boyca biiyiimeleri kabuk degistirme ile gergeklesir. Bu donemde
A.leptodactylus ’lar gayet sessiz ve sakin doneme girerek yem almazlar ve renklerinde
degismeler olur (Atay, 1997). Genellikle ilk yilda 8 defa kabuk degistirip 5 cm uzunluga,
ikinci yilda 5 defa kabuk degistirip 8 cm uzunluga erisirler. Ugiincii yilda ise 10-12 cm
uzunluga ve 150-250 g agirliga  erisebilmektedirler.  Gollerde  yasayan

A.leptodactylus’larin ii¢lincii yilin sonunda 8-9,5 cm uzunlukta iken cinsi olgunluga
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eristikleri tespit edilmistir. Besin maddeleri bakimindan fakir olan sularda A. leptodactylus

’larin ge¢ kabuk degistirdikleri ve ciliz kaldiklart goriiliir (URL 3).

Sekil 1.4. Astacus leptodactylus *un kabuk degisimi (URL 2)

A. leptodactylus ’un dis kabugu prokutikul ve epikutikuldan meydana gelir.
Prokutikul tabakasi endokutikula, ekzokutikula ve zarimsi bir tabakadan olusur.
Ekzokutikula melanin igerir ve krustaselerde temel pigmentasyon tabakasidir. Kitin
icermeyen epikutikulanin yapisinda ise ¢ok az yag vardir. Dig kabugun kalinligi ve
lipoproteinlerin  tabakalasmasi ile A. leptodactylus’lar su kaybindan korunur.
A. leptodactylus ’larin viicudunda dis iskeletini 6ne-arkaya hareket ettirmek i¢in gozenek ve
salgi kanallar1 bulunur. Kabugun yapisinda CaCOg ve kitin gibi maddeler bulunur (Lowery,
1988; Reynolds, 2002).

1.1.6. A. leptodactylus ’larda Ureme

A. leptodactylus ’lar ayri eseyli hayvanlardir. Ciftlesmeleri 8-9,5 cm total boyda ve
3-4 yasinda gergeklesir. Testis ve ovaryum ¢ift olarak bulunur ve yumurtlamak suretiyle
cogalirlar. Genital aciklik (gonofor), erkekler de V. ¢ift pleopodlarin koksa denilen
pargasinin i¢ yiizeylerine, disilerde III. ¢ift pleopodlara agilirlar (Atay, 1997; Kumlu, 1998;
Reynolds, 2002). Erkek ile disi ¢iftlesir ve erkegin spermatoforlari disinin ventral yiizeyinde
depolanir. Kisa bir siire sonra yumurtalar disi tarafindan yumurtlanir. Déllenme disarida ve
glair ad1 verilen mukus igerisinde gergeklesir (Lowery, 1988; Harlioglu, 2000; Reynolds,
2002).
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A. leptodactylus ’larda yumurta verimliligi tiire, beslenme ve gevresel faktorlere gore
degigsmektedir (Barim, 2005). A. leptodactylus’larda ciftlesme Ekim-Kasim aylarinda su
sicakligr 7-12 °C iken olur. Yumurtalarin gelisimi kis ve ilkbahar boyunca devam eder.
Disiler yumurtalarin1 sicak iklimlerde 5-6 ay, soguk iklimlerde ise 6-7 hatta 8 ay tasirlar
(Barim, 2005).

1.1.7. A. leptodactylus’larda Su Kalitesi

A. leptodactylus ’larin gevresel kosullara toleranslari tiirlere gore degismekle birlikte

Tablo 1.1.°deki degerler tropik tiirler disinda diger tiim tiirler i¢in gegerlidir (URL 3).

Tablo 1.1. Cevresel Kosullar ve Su Kalitesi Istekleri

Cevresel Kosullar Degerler
Biiyiimeleri i¢cin | 14-22 °C
Sica ey Uremeleri igin | 6-13 °C
pH 6,5-8,5
Sertlik 50-200
Kalsiyum >5ppm
Oksijen > 6 ppm
Tuzluluk 0-5 ppm
Iyonize olmayan amonyak <0,1 ppm

1.2. Demir (Fe)

1.2.1. Demir (Fe)’in Genel Tanmimi ve Organizmadaki Dagilim

Demir viicutta oksijen taginmasindan rediiksiyon reaksiyona kadar hayati 6neme
sahip bircok reaksiyonun gerceklesmesi i¢in gerekli olan eser bir elementtir. Bu mineral
maddenin organizmada metobolik olarak islem goren dort yapisi vardir (Goziikara, 2001a).

a- Transport demir: Bu demir yapisi plazmada tasiyici protein olan (-globiiline

bagl “transferrin” dir.
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b- Hemoglobin: Organizmada islevsel olarak bulunan demirin %70’i eritrositlerin
“hem” yapisinda yer alir. Geri kalanin %51 kaslarin miyoglobininde bulunur. Dolagimdaki
toplam miktar1 ise 2,0-2,5 gramdir.

c- Depo demir: Viicutta bulunan demirin %20’si proteine bagl olarak “ferritin”
yapisinda olan depo demirdir. Depolandig1 organ kemik iligi ve karacigerdir. Viicutta
kullanilmadigindan dolay1 depo edilen fazla demir ise “hemosiderin” yapisindadir.

d- Doku hiicrelerindeki demir: Viicutta geri kalan yaklasik 300 mg demir biitiin
hiicrelere dagilmis halde enerji iiretimindeki oksidatif enzim bilesigi olarak bulunur. Bunlar;
elektron transportundaki demir-kiikiirt-protein yapisi, stokromlar, oksidatif fosforilizasyon
ve “katalaz, triptofanoksijenaz” ve digerleri gibi karaciger enzimleridir (Goziikara,
2001a).

1.2.2. Demirin Emilimi, Tasinmasi, Depolanmasi, Metabolizmasi ve Atimi

Viicut igerisinde demirin emilip tasinmasi, depolanmasi ve atilmasi 6zel bir sistemle
yapilmaktadir. Viicuda “hem” ve “nonhem” (hem olmayan) yapisinda olmak tizere iki
sekilde alinir. Bu sekilde her iki yapmin da emilimi bir¢ok faktor tarafindan etkilenir.
Hayvansal kaynakli besinlerde demirin de beste {igii, tahillardaki ve sebzelerdeki demirin
timii, nonhem yapisindadir. Hayvansal kaynakli besinlerde geri kalan demir ise hem
yapisindadir. Nonhem demir yapisi islevsel olarak biiyiik organik molekiillere bagli (Fe*?)
¢ok yavas emilen ferrik (Fe*®) bir demirdir. Mide asidi nonhem demiri daha ¢oziiniir olan
ferros’a (Fe*?) gevirir. Hayvansal protein degeri yiiksek yemlerdeki hem demir metabolize
edilmeden sadece hiicrelerin parcalanmasiyla aciga c¢iktigindan, dogrudan ince bagirsak
mukozasi ile temasla emilir. Viicutta sindirilen demirin %10-30°u doudenumdan emilmekte,
emilmeyen %70-90’1n1n ise diskiyla atildigi hesaplanmustir (Aksoy, 2014).

Viicutta demir genellikle amino asitlerle ince bagirsaktaki epitel doku hiicrelerine
taginir. Burada demir indirgenerek ti¢c degerlikten, iki degerlige doniisiir. Ancak bulundugu
ortamda tekrar okside olmasindan dolayr ii¢ degerlikli hale gelir. Boylelikle hiicre
metabolizmasina girerek hem demirini olusturur. Bu reaksiyonda ii¢ alict madde rol alir;

1- Intrasellular tastyic1 molekiil (ICM)

2- Apoferritin

3- Epitel ferritin ve apoferritin
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Viicuttaki minerallerin emilimini viicudun gereksinimi tarafindan biiylik oranda
etkilenilir. Depolanan demir ne kadar az ise, emilim o kadar fazla olur. Ureme, biiyiime ve
mukozal ferritin diizeyinin diisiikliigii emilimi arttirir. Dokularin doygunlugu ise emilimi
azaltir (Aksoy, 2014).

Jejunumun, duodenumun ve mukozal hiicrelerinde demir ferrik yapiya (Fe*?) okside
olur ve plazma proteini “B-globiiline” diger adiyla “transferin”e baglayarak depo edilecegi
kemik iligine ve karacigere tasinir. Transferinin demir baglama kapasitesi %20-35’tir. Geri

kalan demir plazmadaki diger alicilar tarafindan tutulur (Sekil 1.5.).

Divet Demairi Ihgks Demiri
Fe'® 10-20 mg/gtin 8-16 mg/glin

Emilimi
Pozitif Negatif
gercksinim | doyguniuk
pHY pH? fitat-oksalat

malabsorpsiyon

Ferritin CGastrointestinal
3
Mukozal Fe’ mekaniz- g&ﬁgx&l
blok - masi

§ P+ apoferritin §

Doku ve

A
Hb «gﬂ : 1 L— Doku hematopoisetik
Lm-» o

1A (Karaciger, dalak,
S e kemik iligi)
O » | hemosiderin

K

Sekil 1.5. Demirin emilimi, taginmasi, depolanmasi ve atimi (Aksoy, 2014)
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1.2.3. Demirin Metabolizmasi ve Doniisiimii

Her giin eritrositlerin dmrii %1 oraninda sona erer. Bundan dolay: erigkin bireylerde
giinde hemoglobinden 19-24 mg demir agiga cikar. Bu islem dalagin ve karaciger RE
(retikiilo endotelyal) hiicrelerinde gergeklesir. Porfirinin ve hemoglobinin yapisindan ayrilan
demir derhal transferin ve serum ferritinine baglanir. Hemoglobin sentezini tekrar
olusturmak i¢in transferin olusan bu demiri kemik iligine ve nerede demire gereksinim varsa
oraya gotiiriir. Serum ferritini ise; karaciger ve diger doku hiicreleri tarafindan tutulur. Bir
kisim demir RE hiicrelerindeki hepatositlere ve ferritine dahil olur. Intrasellular ferritin
demiri, gerektiginde kemik iligine tasinmak iizere mobilize edilir. Bu mobilizasyonun
gerceklesmesi igin indirgenen demir baglanmali ve plazmaya transfer edilmelidir. Bu
reaksiyonlarda plazma bakir1 tasiyan “seruloplazmin” proteinin rolii oldugu ileri
stirilmektedir. Ortamda eritrositlerden ayrilan demir RE tarafindan tutulmadan hemoglobin
veya porfirine transfer edilir ve sonra sirayla haptoglobine, hemopeksine ve sonra karaciger
parenkimal hiicrelerine hepatosit ferritini olusturmak tizere girer. Hemoglobinden ayrilan
demirin dalakta hemosiderine ve ferritin girmesi i¢inde askorbik asidin gerekli oldugu
varsayllmaktadir. Buna gore, karacigerdeki depo hemosiderin fonksiyonu askorbat ve belki

de E vitamini diizeyi ile etkilenerek degismektedir (Aksoy, 2014).

1.2.4. Demirin Tslevleri

1.2.4.1. Redoks Islevi

Demir kolaylikla degerlik degistirebildiginden dolayr elektron alarak redoks
tepkimeleri katalize eder. Demir iceren bilesikler, bazi biyolojik aktivitelerde oksidasyon ve
enerji metabolizmasina bagl olarak reaktif veya redoks rolii oynarlar (Goziikara, 2001b).

Canli organizmada demirin oksidatif giicli ve zararli reaktivitesi demir tasiyan
proteinin baglanmasiyla veya diger antioksidanlarin varligiyla engellenir. Kontrol
edilmedigi zaman redoks tepkimeler yag asitleri, protein ve niikleik asitlerde hiicresel
zararlara neden olabilirler. Demir “fantom” tepkimesini katalize eder ve bu olayda
stiperoksit ile hidrojen peroksit ¢cok reaktif serbest radikallere gevrilir. Serbest radikaller

(hidroksi radikal gibi) peroksidasyona veya membran lipitlerinin ¢apraz baginin
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bozulmasina ve hiicrenin yaslanip, 6lmesine neden olurlar. Bu normal bir hiicre yaglanmasi
olmasina karsin, oksidatif stresin artmasi olgunlagsmamis hiicrenin erken yaslanmasina neden

olur (Goziikara, 2001a).

1.2.4.2. immiin Sistem

Demir normal immiin sistem islevi i¢in gereklidir. Mineralin hem yetersizligi hem

de fazlalig1 immiin cevab etkiler (Aksoy, 2014).

1.2.4.3. Kan Yapim ve Elektron Transport Sistemi

Mineral kan hiicrelerinden eritrositlerin yapisinda bulunan hemoglobin ve

molekiiliiniin ¢ekirdegini olusturur (Aksoy, 2014).

1.3. Su Canhlarinda Demir ile Ilgili Yapilan Calismalar

Demirin su canlilari lizerine en biiylik etkisi 6zellikle ¢evre kirliligi ile giindeme
gelmektedir. Diinyada oldugu gibi lilkemizde ve yéremizde de bu kirliligin etkileri hissedilir
derecede kendini gostermeye baslamistir. Ornegin; Keban Baraj Golii’nde yapilan
caligmalarda Agin Deri Fabrikasi atiklarinin suda olusturdugu demir ve diger agir metal
birikiminin burada yasayan Capoeta trutta tiirii baliklarin gelisimi ve tiremelerini olumsuz
yonde etkiledigi (Canpolat, 2007), A.leptodactylus’larin etindeki vitamin degerlerini
diisiirerek, oksijenin toksik {irlinleri sonucu olusan oksidatif strese sebep oldugu
belirlenmistir (Barim ve Karatepe, 2010; Barim ve ark., 2009). Dogal ortamda meydana
gelen ve su canlilarina yansiyan bu olumsuz etkiler su {iriinleri yetistiriciligi kosullarinda da
kendini gdstermektedir. Isletmelerde meydana gelen hastaliklar, bu hastaliklar1 dnlemek icin
kullanilan ilaglar, yem yapimi ve depolanmasinda meydana gelen aksakliklar, baliklarin
boylanmasi, tasinmasi, asilanmasi gibi faktorlerde sularda metal kirliligi olusturarak
oksidatif stresin artmasina sebep olmaktadir (Winston ve Giulio, 1991; Goziikara, 2011).

Kiiltiir sartlarinda yapilan yetistiricilikte; demir eksikliginden meydana gelebilecek
sonuglarin olugsmasini dnlemek ve besin degeri daha yiiksek olan A. leptodactylus elde etmek
amaciyla rasyonlara ilave edilmesi gereken demir miktarinin belirlenmesi ¢ok biiyiik 6nem
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tagimaktadir. Ancak yapilan c¢alismalarin ¢ogunlugu demirin sudaki toksik etkinlik
diizeyinin belirlenmesi iizerinedir. Ornegin; Sarikaya ve ark. (2011)’nin A. leptodactylus’lar
(27.3 = 0.56 g) lizerine fenitrothionun akut toksisitesini inceledikleri arastirmada 96 saatlik
LCso degeri 15.75 pg L olarak belirlenmistir. Ayrica bu maddenin canli iizerinde yiiksek
oranda toksik oldugu tespit edilen calismada lipid peroksidasyonun indikator olarak
kullanilabilecegi vurgulanmistir. Calismada canlinin juvenil formunda 24, 48 ve 96 saatteki
LCso degeri 1.9, 1.5 ve 0.8 pg L™t idi. Bu ¢alismada postlarva ve juvenil karideslerin 6zellikle
0.3 pg L't ve 0.8 ng L olarak degisen demir miktarlarmin 96 saatlik LCso degerlerine en
hassas dénemleri; PL7 ve juvenil arasinda oldugu bildirilmistir.

Wang ve ark. (2013), yaptiklar1 ¢aligmada Chromochloris zofingiensis’lerdeki yag
asidi ve astaksantin birikimi lizerine demirin ilavesinin biiylimeyi azalttig1, fakat astaksantin
ve toplam yag asitlerinin tiretimini arttirdigini bulmuslardir. Demirin (0.02-20 mM) ek bir
ilavesinin kuru hiicre biyokiitlesinde biiyiilk azalmaya sebep oldugu arastirmada hem
astaksantin igerigi hem de astaksantin veriminin artan Fe*2 ile belirgin bir sekilde arttig1, 2
mM diizeyindeki Fet?2 ile de diizelmeye meyillendigi tespit edilmistir. Calismada Fe*2’nin
diisiik seviyesi daha biiylik yag asit birikimini destekledigi, pigment ve yag asitlerinin
kompozisyonunun analizinde optimal sonuglarin 0,2 mM Fe*+2’de goriildiigii, yag asitleri
arasindaki oranlarin Fe*2 ile giiclii bir sekilde degistigi belirlenmistir. Ayrica bu ¢alismada,
Fe+2 ile muamele edilen kiiltiirde %27 ’den 32.8 ’e kadar doymamis yag asitlerinde ¢arpici
bir artma, %27.5’den 19.2°ye kadar énemli bir azalma meydana geldigi ifade edilmistir.

Debnath ve ark. (2012), yaptiklar1 ¢alismada asir1 demirin fenton reaksiyonunda bir
katalizor olarak hareket ettigini belirlemislerdir. Bu sagliga zararl olan serbest radikalleri
olusturur. Coziinen demir toksisitesi i¢gin miimkiin bir mekanizma sodyum dengesinin
bozulmasidir. Lameller epitelyumunun hipertrofi ve nekrozis, dis epitelyal tabakanin
ayrilmasi, solungag¢ lamellasinin erimesi gibi bazi patalojik degisimler asir1 demire maruz
birakilan teleostlarda gozlenilmistir (Peuranen ve ark., 1994). Maksimum total demir
konsantrasyonu (EPA, 1986) demirin tespit edilen etkilerinden akuatik sistemi korumak i¢in
1.0 mg L™**yi asmamalidir. Akuakiiltiir uygulamalari igin tanimlanan demir konsantrasyonu
0.01 mg L™ ’den azdir. Tripura’min farkli kisimlarinda akuakiiltiir suyunun yiiksek demir
ierigi (0.14-3.96 mg L) sazan havuzlarinda yiiksek Sliimlerin temel sebeplerinden biri
olarak kaydedilmistir. Demir hayvan yasaminin biitiin goriinlisiinde fizyolojik anahtar bir rol

oynar. Ferro demir akuatik hayvanlarda demirin en toksik formlarindan biridir. Kismen
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ferro demir ¢ogu kosullar altinda en hazir biyoyararlanimli formdur (Bhattacharya ve Saha,
1991).

Yapilan arastirmada kullanilan demirin (0.01, 0.1, 1, 10 ve 100 mg L?) bes
konsantrasyonu arasinda yumurtlayan baliklarin mortaliteleri, 0.01 mg L™ hari¢ biitiin
vakalarda goriilmiistiir. %100 &liim 10 mg L™ demir konsantrasyonunda gozlenilmistir.
Coziinen demir tiirleri diisiindiiriicii bir sekilde toksik olmasina ragmen, ferrik demir (Fe*®)
baliklara ozellikle tehlikeli olmamis, %100 6liim 2 mg/L? dozu ile tiim baliklarda
gbzlenmistir (Debnath ve ark. (2012)). Aynmi ¢alismada yumurtali Catla catla, Labeo rohita
ve Cirrhinus mrigala igin demirin 96 h LCso degeri sirastyla 0.59 + 0.07 mg L, 0.73 + 0.06
mg L ve 0.30 + 0.06 mgL " olarak kaydedilmistir. Bu calismadan elde edilen sonuglar demir
toksisitesinin ii¢ balik tiirii arasinda 6nemli derecede degistigini gostermistir.

Gethardt (1992) tarafindan yapilan ¢alismada FeSOa olarak 10, 20 ve 50 mg L*
demire 30 giin boyunca maruz birakilan Leptophlebia marginata ’larda besin tiiketiminin
azaldig1 bildirilmistir. Biiyiime oranindaki bir azalma mevcut ¢alismanin kisa donem kismi
yasam dongiisiinde bazi tavirsal degisimler ile canlinin yumurta birakmasinda gbzlenmistir.
Bu ¢alismada yumurtlama agirligi ve demir konsantrasyonu arasinda negatif bir korelasyon
goriilmiistiir. Alabaliklarda 12 mg L™ ve daha fazla ilave edilen demirde biiyiime gecikmis,
6 mg L asan seviyelere maruz birakilan baliklar ise hastaliklara ve hasarlara daha hassas
olmustur. Sonug olarak suyun demir (FeSO,) konsantrasyonunun giivenli seviye araligi
yumurta birakan IMC i¢in 0.12-0.17 mg L™ olarak belirlenmistir.

Qiao ve ark.(2013), yaptiklar1 c¢aligmada baligi da igeren daha yiiksek yapili
hayvanlarin yagsam fonksiyonlar1 i¢in demirin esansiyel bir element oldugunu saptamislardir.
Bunun sebebini ise demirin oksijen tagima ve hiicre solunumunda 6nemli bir role sahip
olmasi, 6zellikle baliklarin solunga¢ membrani ve bagirsak mukozasi igerisinde ¢oziiniir

demiri absorbe edebilmeleri ile bagdastirmistir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Arastirma Siiresi, Yeri ve Alani

Arastirma 15 Nisan 2016-15 Temmuz 2016 tarihleri arasinda yapildi. Uygulama,
Firat Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi binas1 igerisinde Arastirma Havuzlari’nda yapildi.

Arastirmada 15 adet fiberglas tekne kullanildi.

2.1.2. A. leptodactylus Materyali

Arastirmada kullanilan A. leptodactylus ’lar Keban Baraj Golii’nden temin edildi.
Her tekneye 20 adet erkek A. leptodactylus yerlestirildi. Calismada bir kontrol, dort deneme
grubu olmak tizere bes grup olusturuldu. Arastirma {i¢ tekrar olarak yiiriitiildiigtinden toplam
300 adet A. leptodactylus kullanildi. Farkli havuzlara stoklanan A. leptodactylus ’larin
agirliklar1 ve uzunluklar arasinda istatistiksel olarak onemli bir farkin olmamasina dikkat
edildi. Her tekneye havalandirma sistemi takildi. Gizlenme yeri olarak 15 cm ¢apinda boru

kullanildi. Teknedeki suyun oksijen, sicaklik ve pH ’1 periyodik olarak 6l¢iildii.

2.1.3. Yem Materyali

Bu aragtirmada, A. leptodactylus ’larin beslenmesi amaciyla kontrol (K) ve deneme
yemlerinden (F1, F2, F3, F4) olusan bes farkli rasyon kullanildi. Kontrol rasyonu ilgili
literatiirlerin 1s18inda yaklasik olarak %38-39 protein, %7-8 yag icerecek sekilde Barim
(2005), tarafindan olusturulan ve A. leptodactylus gelisiminde olumlu sonuglarin alindigi
formiile gére diizenlendi. Olusturulan kontrol rasyonunun 28,60 = 2,21 mg kg™ oraninda
demir igerdigi, yem maddelerinin icerisindeki demir miktariin varligi ile hesaplandi.
Deneme yemlerinin olusturulmasi amaciyla kontrol yemine;

Deneme 1 (F1) : 50 mg kg* Fe,

Deneme 2 (F2) : 100 mg kg Fe,



Deneme 3 (F3) : 200 mg kg™ Fe,

Deneme 4 (F4) : 300 mg kg* Fe ilavesi soya kiispesi miktarinin azaltilmasiyla
diizenlendi (Tablo 2.1.). Yemlerde FeSO4.7H20 formunda demir kullanildi (Qiao ve ark.,
2013).

Tablo 2.1. Calismada kullanilan rasyonlarin yapisina giren yem maddelerinin bilesimi (%)

Yem Maddeleri K

Balik Unu 35,9800
Soya Kiispesi 38,6400
Bugday Unu 19,3000
Bitkisel Yag 4,0000
Dikalsiyum fosfat 1,0000
Sodyum fosfat 0,4000
Vitamin karmasi® 0,5000
Mineral karmas1® 0,1800
Toplam 100,0000

(a) Vitamin Karmasi (Rovimix 107): Her 5 kg Rovimix 107°de aktif madde olarak: A vitamini
10,000,000 U, D3 vitamini 1,000,000 IU, E vitamini 100,000 1U, K vitamini 15,000 mg, B vitamini 5,000mg,
B, vitamini 15,000 mg, Niacin 150,000 mg, Calcium D-Pantothenate 50,000 mg, B¢ vitamini 10,000 mg, B1,
vitamini 20 mg, Folic Acid 3,000 mg, D-Biotin 1,000 mg, Choline Chloride 500,000 mg ve C vitamini 300,000
mg igerir.

(b) Mineral Karmasi (mg/kg): Mn 80,000, Fe 35,000, Zn 50,000, Cu 5,000, I 2,000, Co 400, Se 150.

2.1.4. Arastirmada Kullanilan Suyun Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri
Aragtirmada kullanilan suyun fiziksel ve kimyasal dzellikleri Tablo 2.2.’de verildi.

Tablo 2.2. Arastirma suyunun fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Ozellikler Miktarlar
Bulaniklik (NTU) 0
Sicaklik (°C) 13
pH 7,54
Coziinmiis oksijen 7,42
Toplam sertlik 17 FS°
Toplam alkalinite 227 mgCaCO3 L
Coziinmiis kat1 madde 213 mg L*?
Kalsiyum 52mg L?
Magnezyum 11,8mg L?
Kloriir 24,02 mg L?
Amonyak OmgL?
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2.1.5. Diger Arac ve Gerecler

Arastirmada, A. leptodactylus ’larin canli agirhik tartimi 0,001 g hassasiyetli
‘AND EJ-303” model dijital terazi; total boylar1 1 mm taksimatli Sl¢iim tahtasi; suyun
sicakligi termometre; pH’1 ve oksijen miktar1 ‘Hanna-91140° model oksijen metre
kullanilarak tespit edildi.

Laboratuvarlarda kesim i¢in makas, pens, petri kutulari, falkon tiipler, otomatik pipet
(50-1000 pum), cam malzemeler (beher, meziir), kabuk ve hepatopankreastaki lipid
peroksidasyon miktarinin belirlenmesinde spektrofotometre, mineral madde analizi igin
Mikro dalga firin1 (Berghoff), mineral konsantrasyonlarinin belirlenmesi i¢cin de AA
WinLab yazilimi (Perkin Elmer Corp., Norwalk, CT, ABD) ile birlikte bir Perkin Elmer
AAnalyst 800 atomik absorpsiyon spektrometresi, 4.1 SP siiriimii kullanildi.

2.2. Metot

2.2.1. Arastirmanin Planlanmasi ve Kurulmasi

Arastirma siiresi 3 ay olarak planlanan bu ¢alismada; A. leptodactylus lar1 adet/m?®
stoklama oraninda tesadiif parselleri deneme planina gore, her havuza 20 A. leptodactylus
tig tekrarli olmak tizere bes grup halinde stoklandi. Teknelerin taban kismina
gizlenebilmeleri icin plastik borular (¢ap: 7 cm, boy: 25 cm) yerlestirildi. Yemlemeye
gecilmeden once K, F1, F2, F3 ve F4 teknelerine birakilan A. leptodactylus ’larin canli
agirligi ve total boyu tespit edildi.

A. leptodactylus ’lara verilecek yem miktarinin belirlenmesinde; su sicakligi on
planda tutuldu (Cetinkaya, 1995). Bu amagla yemleme yapilacak A. leptodactylus ’larin
ortalama canli agirliklari ve suyun sicakligi (°C) olgiildii. Sudaki ¢oziinmiis oksijen miktari
(mg L) ve pH degerleri iki haftalik periyotlarla belirlendi. Tespit edilen yem miktar1, A.

leptodactylus ’lara giinde iki 6giin halinde verildi (Velasco ve ark., 1999).

2.2.2. Arastirma Rasyonlarimin Hazirlanmasi

Rasyonlar1 olusturan yem maddelerinin uygun bir karisim haline getirilebilmesi i¢in

ogiitiilerek partikiil biiyiikliigiine (1-4 mm) getirildi. Ogiitiilen yem maddeleri belirlenen
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oranlarda tartilarak homojen bir karisim saglanacak sekilde karigtirildi. Daha sonra,
belirlenen oranlarda hazirlanan demir suyun igerisinde iyice eritildi. Bu karigim
harmanlanarak homojen hale getirilmis olan yem maddeleri ile karistirildi. Sodyum fosfat,
dikalsiyum fosfat, avilamycine, antioksidan, vitamin ve mineral karmalarini igeren karigim,
sicakligi 20°C olan suda eritildi. Bu karisgim da demir ilave edilen yem maddelerine 1/1
oraninda ilave edilen su ile birlikte karistirtldi. Hamur haline getirilen yem kiyma
makinesinden gegcirilerek pelet haline getirilerek tepsilere yerlestirilip, sogutmali etiivde
55°C ’de 48 saat bekletilerek kurutuldu (He ve ark., 1992; He ve Lawrence, 1993; Baker,
1997). Yemlerin biiyiikliikleri ise Tan ve Dominy (1997)’nin tavsiye etmis olduklar1 pelet

yem biiyiikliikleri esas alinarak hazirlandi.

2.2.3. Arastirma Rasyonlarinin pH ve Suda Coéziiniirliik Siirelerinin Tespiti

Calismada kullanilan K, F1, F2, F3 ve F4 rasyonlarinin pH diizeylerini tespit etmek
amactyla 100 cc distile suda (pH = 6,30, sicaklik = 26,5 °C) 10 g yem eritilip siispanse hale
getirilerek dijital bir pH metre ile 6l¢iim yapildi. Rasyonlarinin suda ¢oziinme siireleri ise,
icerisinde 100 cc distile su bulunan cam beherlere birakilan pelet yemlerin fiziksel

yapilariin dagilmasi gozlenerek tespit edildi (AOAC, 1984).

2.2.4. Yasama Orani (YO)

A. leptodactylus ’larin yasama oranlarinin hesaplanmasinda Ravi ve ark. (1999)
tarafindan belirtilen yontem kullanildi. Yasama orani; verilen yemin A. leptodactylus ’larin
yasama oranina etkisini arasgtirmak i¢in kullanilan parametredir. Hayatta kalan
A.leptodactylus ’larin deneme bagindaki A. leptodactylus sayisina orani seklinde ifade edilir.

Yasama orani asagidaki formiil yardimiyla hesaplandi:

YO (%) = (Den. Boy. Hayatta Kalan A.leptodactylus Sayisi) / (Den. Bas.
A .leptodactylus ’lar Sayis1) x 100 (Ravi ve ark., 1990).
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2.2.5. Oksidatif Stresin (MDA) Belirlenmesi

Oksidatif stresin gostergesi lipid peroksidasyonun son {iriinii olan malondialdehit
(MDA) tayini Placer ve ark. (1966) tarafindan modifiye edilen yonteme gore yapildi. Bu
yontem lipid peroksidasyonunun aldehit iiriinlerinden biri olan MDA ile tiobarbitiirik asit
(TBA)’in reaksiyonu temeline dayanmaktadir. Olusan MDA, TBA ile pembe renkli bir
kompleks olusturmakta ve bu ¢dzeltinin absorbanst 532 nm’de spektrofotometrik olarak

Olctilerek lipid peroksidasyonun derecesi saptandi.

2.2.6. Fe, Cu, Cr ve Zn’nin Belirlenmesi

Mineral madde analizleri i¢in, A. leptodactylus ’larin kabuk ve hepatopankreas
ornekleri (kuru homojenize dokusunun yaklasik 0.25 g) politetrafloroetilen (PTFE)
tiiplerine konulup tizerine 6 ml HNO3z (% 65 Merck) ve 2 ml H202 (% 30 Merck) ¢ozeltisi
karisimi eklenerek sindirildi ve bir mikrodalga sindirim sisteminde (Berghoff)
yakildi. Ayrismadan 6nce, belirli miktarda ortaya ¢ikan nitrik oksit buharini uzaklastirmak
i¢in, tepkin maddeleri (6 ml HNO3s ve 2 ml H20.) eklenen 6rneklerin gevsek sekilde teflon
kapakl tiiplerde (PTFE) oda sicakliginda en az 25 dakika siireyle sindirilmesine izin
verildi. Mikrodalga sindirimi 30 dakika siirdi (Tablo 2.3.). Doku mineral
konsantrasyonlarinin belirlenmesi igin, AA WinLab yazilimi1 (Perkin Elmer Corp.,
Norwalk, CT, ABD) ile birlikte bir Perkin Elmer AAnalyst 800 atomik absorpsiyon
spektrometresi, 4.1 SP siiriimii kullanildi. Fe, Cu, Zn ve Cr konsantrasyonlar1 alevli atomik
absorpsiyon spektrometresi kullanilarak ayni arag tizerinde belirlendi. Tiim numuneler en

az iki kez analiz edildi ve sonuglarin ortalamasi alindi.

Tablo 2.3. Berghoff mikro dalga firinin ¢aligma programi

Term (°C)  Minuet (dk) Power

1 155 °C 0,5dk % 75
2 180 °C 10 dk % 80
3 100 °C 10 dk % 60
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3. BULGULAR

Arastirmada kullanilan A. leptodactylus gruplari arasinda agirlik ve uzunluk
acisindan istatiksel bir farklihk olmamasina dikkat edildi. Olgiimler sonucunda
A.leptodactylus ’larin agirlik ve toplam uzunluklar1 Tablo 3.1.’de oldugu gibi belirlendi.

Yapilan Duncan testi sonucunda istatistiksel farkin olmadigi goriildii.

Tablo 3.1. A. leptodactylus ’larin agirlik ve toplam uzunluklar

K F1 F2 F3 F4
Agirhik (g) 30,28+3,12 |29,27+4,03 |31,30+£3,95 |29,59+4,11 | 28,95+3,92
Uzunluk (cm) | 10,05+0,52 | 10,02+0,42 | 10,51 +0,63 | 10,15+£0,62 | 10,23 +£0,74

A. leptodactylus ’larin birakildigi teknelerde diizenli araliklarla yapilan analizlerle

suyun ortalama sicaklig1, oksijen (mg L) ve pH degeleri tespit edildi (Tablo 3.2.).

Tablo 3.2. Aragtirma siiresince teknelerdeki suyun ortalama sicaklik (°C), Oksijen (mg L) ve pH degeleri

°C O, pH
Nisan 13,5 £ 0,56 7,51+0,32 8,01+ 0,02
Mayis 14,7+ 0,75 7,55+ 0,57 8,07 +£ 0,09
Haziran 22,13 +1,08 7,02+0,16 8,35+ 0,07
Temmuz 26,9+0,32 6,51 + 0,52 8,22+ 0,04

Arastirma gruplarinda yeme ilave edilen demirin, A. leptodactylus ’larin yasama
oranlarini etkilemedigi tespit edildi. Calismamizda yasama orani K grubunda % 96.66, F1
grubunda %96.66, F2 grubunda %98.33, F3 grubunda %100, F4 grubunda ise %98.33 olarak
kaydedildi.

Aragtirma sonucunda elde edilen, aragtirma gruplarindaki A. leptodactylus ’larin
hepatopakreas ve karapakslarinda Cr seviyesi standartlarin (p degeri) altinda oldugu i¢in
okuma yapilamadi.

Calisma sonucunda elde edilen, aragtirma gruplarindaki A. leptodactylus ’larin
hepatopakreaslarindaki Fe, Cu, Zn ve MDA diizeyleri Tablo 3.3., Sekil 3.1 ve Sekil 3.2.’de

verildi.



Tablo 3.3. Kontrol (K), Deneme 1 (F1), Deneme 2 (F2), Deneme 3 (F3) ve Deneme 4 (F4) gruplarindaki
A.leptodactylus ’larin hepatopankreaslarindaki ortalama Fe (ug g*), Cu (ug g%), Zn (ug gt) ve MDA
(nmol / g doku) degerleri.

K F1 F2 F3 F4 p
Fe 2,41+ 0,64¢ 4,23+0,55°¢ 6,50+ 0,71° 7,50 £0,77° 10,89+ 1,948 ***
Cu 4,20+£1,01°¢ 6,22+ 1,01° 6,83+ 1,02° 6,74+ 1,36" | 11,46+ 1,002 | ***
Zn 1,89 £0,45¢° 4,42+ 0,60° 8,37 +1,00° 9,30 £0,56° | 16,76 1,598 ***
MDA 145,53 £ 13,272 | 104,50+ 9,92° | 75,76 + 12,67¢ | 85,88 = 14,85¢ | 50,39 + 7,399 | ***

Not: ([ ¢ d)Ayn satirda farkli harfle gosterilen rakamlar istatistiksel olarak birbirinden farklidir (Duncan

Testi). ***: p<0.001
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Sekil 3.2. Kontrol (K), Deneme 1 (F1), Deneme 2 (F2), Deneme 3 (F3) ve Deneme 4 (F4) gruplarindaki

Yapilan besleme sonucunda, arastirma gruplarindaki A.

A leptodactylus ’larm hepatopankreaslarindaki ortalama MDA (nmol / g doku) degerleri

leptodactylus ’larin

karapaksinda MDA degeri belirlenemedi. A. leptodactylus ’larin bu dokuda tespit edilen Fe,
Cu ve Zn diizeyleri Tablo 3.4. ve Sekil 3.3.”de verildi.

Tablo 3.4. Kontrol (K), Deneme 1 (F1), Deneme 2 (F2), Deneme 3 (F3) ve Deneme 4 (F4) gruplarindaki

A.leptodactylus ’larmn karapakslarmdaki ortalama Fe (ug g1), Cu (ug g1), Zn (ug g*) degerleri.

K F1 F2 F3 F4 p
Fe 0,23+0,02¢ 0,99+0,11° 1,72+0,23° 1,60+0,36" | 2,64+£0,722 | ***
Cu 4,28 + 0,86 435+0,72 450+0,70 4,32 + 0,54 4,44+ 1,09 -
Zn 3,20+ 0,60°¢ 7,42 +1,03° 7,18+0,91° 8,13+1,56% 12,602,077 ***

Not: ([ b.¢d)Ayn; satirda farkl: harfle gosterilen rakamlar istatistiksel olarak birbirinden farklidir (Duncan
Testi). -:p>0.05, ***: p<0.001.
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Sekil 3.3. Kontrol (K), Deneme 1 (F1), Deneme 2 (F2), Deneme 3 (F3) ve Deneme 4 (F4) gruplarindaki
A.leptodactylus ’larm karapakslarindaki ortalama Fe (ug g1), Cu (ug g1) ve Zn (ug g') degerleri
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4. TARTISMA VE SONUC

A. leptodactylus yemine farkli oranlarda demir ilave ederek yapilan calisma
sonucunda teknelerde olusturulan sartlarin canlinin yasamasi i¢in optimal degerlere sahip
oldugu goriildii. Koksal (1988), Skurdal ve Taugbol (2002), A. leptodactylus’un yasadigi
ortamlarda su sicakliginin kabuk degistirmek icin 7-12 °C, iiremeleri i¢in 4-13 °C,
biiylimeleri i¢in 14-22 °C, oksijenin en az 2 mg L™, pH’1n 6,5-8,5, kalsiyumun 5 mg L*’den
az olmamasi gerektigini bildirmislerdir. Bu ¢alismada ortalama su sicakligi 19,31 °C, oksijen
7,15 mg/L, pH 8,16 olarak belirlenmistir. Arastiricilarin belirttikleri degerler ile bu

calismada elde edilen degerler arasinda paralellik goriilmektedir.

Rasyonlarda bulunmasi gereken ham protein ihtiyacini D’Abramo ve ark. (1985),
Goddard (1988) Procambarus acutus ’larda %50,5; Pacifastacus leniusculus ’larda %39;
Astacus astacus ’larda %40; Koksal (1988) A. leptodactylus ’larda %30,93; Ravi ve ark.
(1999) Cherax tenuimanus ’larda %21,87 olarak saptamislardir. Bu arastirmada kontrol
yemindeki ham protein degeri yaklasik olarak %37 olarak belirlenmigtir. Ham protein
degerleri arasindaki bu farkliliklarin farkl tiir ve biiyiikliikteki 6rneklerin kullanilmasindan
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Krustase rasyonlarinda bulunmasi gereken ham yag miktarim Koksal (1988) A.
leptodactylus’larda % 7,82; Ackefors ve ark. (1992), A. astacus’larda %7; Lee ve Lawrence
(1997), Ravi ve ark. (1999) C. tenuimanus’larda %6,02 olarak tespit etmislerdir. Bu
calismada kontrol yemindeki ham yag miktar1 yaklasik olarak %7 olarak belirlenmistir.
Aragtiricilarin belirttikleri degerler ile bu calisma sonucu elde edilen ham yag miktar
arasinda uyum goriilmektedir.

Maage ve Sveiver (1998), yaptiklari calismada atlantik salmonlarin kontrol yemine
ilave ettikleri 25-50 mg kg™ demir oksitin yasama oranlar iizerine etkilerinin olmadigini
saptamiglardir. Benzer sekilde Qiao ve ark. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada da kontrol
yemine ilave edilen 0, 30, 60, 120, 240 ve 480 mg kg demirin juvenil cobialarmn
(Rachycentron canadum) yasama oranini dnemli derecede etkilemedigi tespit edilmistir.
Ancak Sealey ve ark. (1997) tarafindan yapilan ¢alismada Edwarsiella ictaluria’in yemine
0, 20, 60 ve 180 mg kg FeSOs ilavesinin baliklarda mortaliteye sebep oldugunu tespit
etmislerdir. Yapilan bu ¢alismada ise A. leptodactylus tiirii A. leptodactylus’larda yasama



orani lizerine yemlere farkli oranlarda ilave edilen demirin etkili olmadig belirlenmistir.
Veriler arasindaki fark hem tiir farkliligi hem de yeme ilave edilen demir miktarindan
kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Bu ¢alismada A. leptodactylus ’larin yemine ilave edilen demir miktarinin artmasi ile
hepatopankreas ve karapakstaki demir miktar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda 6nemli
derecede artti. Demirin bu dokulardaki en yiiksek miktart F4 grubunda tespit edildi.
Dokularda demir birikimi ile yemlerdeki demir konsantrasyonlar1 arasinda pozitif bir
korelasyon belirlendi. Debnath ve ark. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada Catla catla,
Labeo rohita ve Cirrhinus mirgala tiirlerinde sudaki artan demir miktar1 ile karaciger
dokusundaki demir miktarinin arttig1 belirlenmistir. Qiao ve ark. (2013) tarafindan yapilan
calismada da yemlere ilave edilen demire paralel olarak bir depo organi olan karacigerde
demir miktarinin arttigi saptanmistir. Tunca ve ark. (2013), A.leptodactylus’un karapaks ve
hepatopankreasindaki Fe ve diger metal miktarlarinin mevsime gore degistigini tespit
etmiglerdir. Ling ve ark. (2010) ise Cyprinus carpio tiirii baliklarda yaptiklari ¢alismada
147,4 mg kg demirin yeterli oldugunu belitrlemislerdir. Yapilan bu arastirmada da bir depo
organi olan hepatopankreasta demir miktarinin karapaksa oranla daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir.  Ayrica kontrol yemine 300 mg kg demir ilavesinin hepatopankreas ve
karapaksta ki Fe, Cu ve Zn miktarinin arttirdig1 belirlenmistir.

Bu c¢alismada yeme ilave edilen demirin MDA diizeyini azalttig1 saptanan bu
caligmada lipid peroksidasyonun son iiriinii olan MDA diizeyindeki azalma ortamdaki
antioksidan Ozellikteki madde ya da enzimlerin artmasi ile bagdastirilabilinir. Ciinkii
antioksidanin MDA olusumu sirasinda uygun ¢ift bagina bir ROO* ilavesi, bu ROO* ’nun
temizlenmesindeki ilk adimdir. Bu radikalin oksijene oksidasyonu yoluyla O** anyonuyla
reaksiyona girerken antioksidan aktivitesi, peroksitlerin (H202/ O2%) olusumunu ve Fenton
yoluyla peroksitlerden tiiretilen HO* gibi diger reaktif oksijen tiirlerini nleme kapasitesinde
ortaya ¢ikmaktadir (Fang ve ark., 2002). Bunun yani sira bir gegis metali olarak demir atomu
tamamlanmamis d-sub bir hiicreye sahiptir. Sudaki demir anyonlara dogru serbest katyon
(Fe*?) olusumuna yol agar. Oksijenin varliginda demir ferrik hidroksitin bir ¢okeltisini
vermek i¢in suyun hidroksil radikali (OH") ile tepkimeye girebilir. Demir hafif asidik pH
ortamlarinda, notr de ferrik forma ¢ozlinmiis oksijen tarafindan oksidize edilir. Demirin en
yaygin ¢dziinen inorganik formu Fe (OH) *? gdzlenmistir ki ferrik hidroksil (Fe(OH)s) biiyiik
oranda dayanilabilir pH seviyesi ile akarsulardaki balik popiilasyonlarimi sinirlandirir ve

bentik organizmalarin total biyomaslarini azaltir. Demirin yiiksek konsantrasyonu (52.90 mg

29



L ’e kadar) sudaki goriinebilirligi azaltabilir. Ayrica azalan biiyiime ve uzun siiren stres ile
sonuglanan yavru ve juvenil devresinde besin algilarinin bozulmasina sebep olur (Debnath
ve ark., 2012). Sarikaya ve ark.(2001), A.leptodactylus’larin hepatopankreasindaki MDA
seviyesinin 5, 10, 20 pg L™ dozdaki fenitrotion ile azaldigmi tespit etmislerdir. Roméo ve
Gnassia-Barelli (1997), Ruditapes decussatus ’larda lipid peroksidasyon tizerinde demir gibi
agir metallerin biiyiik oranda etkili olduklarini bildirmislerdir. Zhang ve ark. (2016), sazanlar
tizerine demirin etkisi ile ilgili yaptiklar1 ¢alismada demirin antioksidan savunma ve MDA
tizerinde etkili oldugunu bu konuda daha genis arastirmalarin yapilmasi gerektigini
bildirmislerdir. Wang ve ark. (2013) tarafindan yapilan g¢aligmada ortamdaki demir
miktarinin canlida MDA diizeyi lizerinde etkin olan astaksantin ve yag asidi seviyesinde
onemli bir etkiye sahip oldugunu tespit etmislerdir.

Aragtirma sonucunda A. leptodactylus rasyonlarina (Kontrol (K), Deneme 1 (F1),
Deneme 2 (F2), Deneme 3 (F3) ve Deneme 4 (F4)) farkli oranlarda demir katilmasinin;
A.leptodactylus ’un yasama orani iizerine etkili olmadigi belirlendi. Yapilan analiz
sonucunda hepatopankreas dokusunda MDA olarak belirlenen lipid peroksidasyon diizeyini
onlemede kontrol rasyonuna 300 mg kg demir ilavesinin yeterli oldugu bulundu. Ayrica bu
calismada yemdeki demir miktarinin dokulardaki Fe, Cu ve Zn birikimi {izerinde etkili

oldugu goriildii.
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5. ONERILER

Kiiltiir sartlart altinda yapilan yetistiricilikte canlinin ihtiyacini karsilayacak rasyon
igeriginin diizenlenmesi olduk¢a Onemlidir. Bu temel yeme katilacak ilave maddelerin
miktar1 yemin etkinliginin arttirilmasi i¢in ¢ok 6nemlidir. Demir bu maddelerden biridir.
A.leptodactylus’larin ortam sartlarinda olusan oksidatif strese kars1 savunma mekanizmasini
desteklemek, hepatopankreas ve karapaksta Fe, Cu ve Zn depolanma oraninin arttirilmasi

i¢in rasyonlara 300 mg kg™t demir ilavesi yeterlidir.
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