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Bu c¢alismada iki ayr1 deneme yiiriitiilmiistir. I. Denemede; On-biiyiitme
déneminde, yiiksek stoklama yogunluklarmm (200, 400 ve 800 adet/m”) karides
yavrularinda biiyiime, yem tiiketimi, farkli dokularda 1s1 sok proteinlerinin (HSP) gen
ekspresyon seviyeleri (HSP70 ve HSP90) ve stres dayaniklilik toleranslari (formalin,
tuzluluk) tizerine etkileri incelenmistir. Elde edilen bulgular Litopenaeus vannamei
yavrularinin ii¢ stoklama yogunlugunda, sirasiyla, %77, %78 ve %82 yasama oranlar1 orant
ile 1.35, 1.09 ve 1.12 grama ulagtigin1 gostermistir. Dayaniklilik stres testleri yiiksek
stoklamanin karideslerde hassasiyete neden oldugunu ortaya koymustur. HSP70 ve HSP90
seviyeleri stoklama yogunlugunun artistyla yiikselmis, ancak 1-2 giin igerisinde regiile
edilerek normal diizeye inmistir. II. denemede ise; biiyiitme doneminde, resirkiile sistemde
(RAS) farkli stoklama yogunluklarmm (40, 80 ve 160 adet/m?) karideslerde stres olusturup
olusturmadiklarin1 belirlemek amaciyla; biiylime, yem tiiketimi, bazi hemolenf ve
immiinolojik parametreler ile 1s1 sok proteinlerindeki degisim arastirilmistir. Tanklarda dort
ay sirdiiriilen deneme sonunda, karideslerde yagsama oranlarmin %62.0 ile %77.50 ve
agirliklarmin ise 18.31 ile 22.15 g arasinda degistigi belirlenmistir. Calisma yliksek
stoklama yogunluklarmin 2. ay serum toplam protein ve trigliserit degerlerini etkiledigini,
ancak 4. ayda bu etkinin ortadan kalktigini; 2. ve 4. aylarda immiinolojik parametrelerin
anlamli bir fark gdstermedigini; 2. ayda alinan hemolenf &rneklerinde fagositik ve lizozim
aktivitelerinin farklihk gostermedigini; HSP bulgular1i 2 kg/m?® (4.74 kg/m’) biyomas
seviyesinin karideslerde kronik stres yarattigini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Pasifik beyaz karidesi, Stres, Lizozim, Fagositik aktivite, Is1 sok
proteini
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Two separate experiments were conducted in this study. In the 1 experiment; at
nursery stage, the effects of high stocking densities (200, 400 and 800 pcs per m?) on
shrimp (Litopenaeus vannamei) growth, feed consumption, gene expression levels of heat
shock proteins (HSP) in different tissues (HSP70 and HSP90) and stress tolerance
(formalin, salinity) were investigated. The results showed that shrimp post-larvae reached
1.35, 1.09 and 1.12 grams with 77%, 78% and 82% survival rates, respectively. Salinity
and formalin stress tests have shown that high stocking leads to susceptibility in shrimp.
HSP70 and HSP90 levels increased with the increase in stocking density, but were
regulated to normal levels within 1-2 days. At grow-out stage, in order to determine
whether different stocking densities (40, 80 and 160 pcs per m”) create stress in shrimps;
growth, feed consumption, some hemolymph and immunological parameters and heat
shock proteins were investigated in the 2™ experiment. At the end of the four month trial, it
was determined that survival rate of the shrimp ranged from 62.0% to 77.50% and weights
between 18.31 and 22.15 g. It was observed that high stocking densities affected serum
total protein and triglyceride levels at 2 months, but this effect disappeared at 4 months.
Immunological parameters did not show any significant difference at 2 or 4 months. In the
hemolymph samples taken at 2 months, phagocytic and lysozyme activities did not differ.
HSP70 and HSP90 findings revealed that biomass level of 2 kg/m* (4.74 kg/m’) caused
chronic stress in shrimps.

Keywords: Pacific white shrimp, Stress, Lysozyme, Phagocytic activity, Heat schock
protein



GENISLETILMIS OZET

Bu tezde, karideslerin yiliksek stoklama yogunluklarinda bagisiklik
sistemlerinin nasil etkilendigine dair yetistiricilik parametreleri, formalin ve
tuzluluk testleri, baz1 biyokimyasal ve immiinolojik parametreler ve ilaveten de
farkli dokularda 1s1 sok protein (HSP) genlerinin goriiniim seviyeleri (HSP70 ve
HSP90) ayrintili olarak ele alinmis ve incelenmistir. Tez iki ayr1 deneme halinde
kurgulanmig ve yiriitiilmiistiir.

Birinci denemede, ortalama 0.65 g agirhiginda on-biiylitme asamasinda 30
giin siireyle ii¢ farkli stoklama yogunluklarinda (200, 400 ve 800 adet/m?)
yetistirilen Pasifik beyaz karidesi (L. vannamei) yavrularinda deneme sonu yagsama
oranlari, sirasiyla, %77, %78 ve %82 ve ortalama agirliklar ise 1.35, 1.09 ve 1.12 g
olarak elde edilmistir (P>0.05). Deneme sonunda uygulanan tuzluluk ve formalin
stres testleri stoklama yogunlugunun artisi ile yasama oranlarinin diistiigiini, diger
bir ifadeyle, yiiksek stoklama kosullarinda yetistirilen karideslerde c¢evresel
kosullara hassasiyetin arttigin1 ortaya koymustur (P<0.05). Ilk 6rneklemede (0.
giin) HSP70 degeri 1.13 olarak belirlenmis, 1 giin sonra tiim stoklama gruplarinda
bu deger sirasiyla, 1.44, 1.96 ve 1.88 seviyelerine yiikselmistir (P>0.05).
Denemenin 3., 7. ve en son 30. giinlerinde alman Orneklerde ise stoklama
yogunlugunun artis1 ile birlikte HSP70 verilerinde anlamli bir degisim
goriilmemistir. HSP90 analizlerinde 0. giin 6rneklemesinde belirlenen 1.51°lik
seviye, 1. glinde stoklama yogunlugundaki artiga paralel olarak artis gostermis ve
bu artis 6zellikle 800 adet/m” stok yogunlugunda, 200 adet/m’ stok yogunluguna
kiyasla, 9-10 kat daha yiiksek olarak gergeklesmistir (P<0.05). ilk giinde, 400
adet/m” stoklama yogunlugunda da, 200 adet/m’ grubuna kiyasla, HSP90 seviyesi
yaklasik 2.5 kat yiikselmis, ancak istatistik bir farklilik belirlenememistir (P>0.05).
Gruplar arasindaki bu anlamli farklilik 3. giinde daha az belirgin hale gelmis, ve 7.
giinde artan stoklama yogunluguna paralel bir artis goriilmiis olsa da, gruplar

arasinda istatistiki bir farklilik bulunamamistir (P>0.05). Denemenin 30. giiniinde
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alinan {i¢ farkli doku 6rneklerinin hicbirinde de stoklama yogunluguyla ilintili bir
egilim belirlenememistir. Bulgularimiz hem HSP70 hem de HSP90 gen goriiniim
analiz sonuglarmin stoklama yogunluklariyla ilintili olarak artig gosterdiklerini,
ancak ozellikle HSP90’nin daha fazla etkilendigini ortaya koymustur. Sonug olarak,
on-bityiitme déneminde 800 adet/m® (1-1.5 g boyutlarinda) gibi test ettigimiz en
yiksek stoklama yogunlugunun karideslerde HSP70 ve o6zellikle de HSP90 gen
goriiniim seviyelerini uyararak yiikselttigi, ancak bu uyarimin 1-2 giin igerisinde
azalarak seviyelerin tekrar normale donerek regiile edilebildigi belirlenmistir.

Tezin ikinci denemesinde, ortalama 1.06 g ile baslayan ve ii¢ farkli stok
yogunlugunda (40, 80 ve 160 adet/m?) 4 ay siireyle biiyiitiilen karideslerde biiyiime
ve yem tiiketim performans parametreleri arastirilmis ve ayrica denemenin 2. ve 4.
aylarinda alinan doku orneklerinde (hepatopankreas, solunga¢ ve kas) HSP70 ve
HSP90 gen goriiniim seviyeleri ve ilaveten de aliman hemolenf 6rneklerinde bazi
plazma biyokimyasal ve immiinolojik parametreler incelenmistir. Deneme
sonunda; stok gruplarinda yasama oranlar sirasiyla %77.50, %76.50 ve %62.00,
deneme sonu ortalama karides agirliklar1 22.15, 18.31 ve 19.93 g (P<0.05) ve SBO
degerleri ise %2.55/giin, %2.39/giin ve %2.43/giin olarak hesaplanmistir (P<0.05).

Denemenin 2. ayinda gruplar bazinda en yiiksek serum toplam protein
degeri 40 adet/m” stok grubunda belirlenmis, bunu 80 adet/m” grubu ve ardindan da
160 adet/m® grubu takip etmistir ancak gruplar arasinda istatistiki bir farklilik
bulunamamigtir (P>0.05). Bu parametre 4. ayda yliriitiilen analizlerde istatiksel
farkliliklar gostermis olmakla birlikte, bu farkliligin stoklama yogunluguyla iligkili
olmadigr gorilmistiir (P<0.05). Stoklama gruplar1 arasinda 2. ayda belirlenen en
yitksek serum trigliserit degeri 40 adet/m’ grubunda belirlenmis, bu grubu 80
adet/m” ve ardindan da 160 adet/m” grubu izlemistir (P<0.05). Diger yandan, 4. ay
analizlerinde en yiiksek trigliserit degeri 160 adet/m® grubunda, en diisiik deger ise
80 adet/m” grubunda belirlenmistir (P<0.05). 2. ay serum total protein ve trigliserit
degerleri bu donemde yiiksek stoklama yogunluklarinin bu parametreleri

etkiledigini, ancak 4. ayda bu etkinin ortadan kalktigini gostermistir. Calismamizda
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stoklama yogunlugunun artisinin tersine, 2. ayda protein ve trigliserit degerlerinin
plazmada belirgin bir sekilde azalig gdstermesi, bu besin kaynaginin muhtemelen
stresin giderilmesi amaciyla o donemlerde tiiketildigini ortaya koymustur. 4. ayda
Olgiilen total protein ve trigliserit degerleri arasinda anlamli farkliliklarin
¢ikmamasinin nedeninin uzun siireli stres kosullarma karideslerin adaptasyonu
oldugu diislintilmiistiir. Bulgularimiz laktat degerlerinin bir stres kaynagi olarak
kronik stoklama yogunlugu ile anlamli bir iliski igerisinde olmadigini1 géstermistir.
Denemenin 2. ve 4. aylarinda alinan 6rneklerde yapilan analizler ALP, AST ve
ALT degerlerinin stoklama oraninin artisi ile anlamli bir iligki gostermedigini veya
gruplar arasinda istatistiki farklar bulunmadigini géstermistir (P>0.05). Elde edilen
sonuglardan, L. vannamei’de kronik stres faktorii olarak test edilen stoklama
yogunluklarinin bu enzimler {izerinde Onemli etkiler yaratmadigi sonucuna
varilmistir. Denemenizde elde ettigimiz verilerden, karideslerin hemolenf toplam
hemosit sayist degerlerinin iki ay gibi uzun bir siireg icerisinde dengelenmis olmasi
itibartyla kronik bir stres parametresi olarak degerlendirilemeyecegi anlasilmistir.
Denemede iki ay siiren stoklama yogunlugu baskisi altinda yetistirilen Pasifik
beyaz karideslerinde yapilan fagositik aktivite analizlerinde gruplar arasinda
herhangi bir farkhilik gériilmemis, ancak fagositik indeks degerlerinde 160 adet/m’
stoklama yogunlugunda istatistik olarak diisiikk bir deger elde edilmistir (P<0.05).
Test ettigimiz 160 adet/m” stoklama oraninda karideslerin belirgin bir sekilde zay1f
fagositik indeks gostermesi, bu grubun stres altinda oldugunu ortaya koymustur.
Denemenin 2. ayinda 6lgililen hemolenf lizozim aktiviteleri yine biiylik olasilikla
uzun siiren deneme protokoliinden kaynakli olarak gruplar arasinda bir farklilik
gostermemistir (P>0.05).

Denemenin 2. ve 4. ayinda alinan doku 6rneklerinde HSP70 seviyesi i¢in,
yapilan analizler gostermistir ki; 2. ayda hi¢bir dokuda HSP70 seviyeleri, stoklama
yogunlugunun artigi ile birlikte anlamli bir degisim gostermemistir. Denemenin 4.
ayinda da bu durum degismemis, kas dokuda yapilan analizler haricinde, diger

dokularda HSP70 gen goriiniim seviyeleri benzer bulunmustur (P>0.05). Ancak, 4.
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ay kas orneklerinde HSP70 seviyesi 40 adet/m” stok grubunda 0.78 iken, bu deger
80 adet/m” grubunda 0.82, 160 adet/m” grubunda ise yaklasik 3 katlik bir artis ile
2.59 seviyesine ¢ikmigtir (P<0.05). En yiiksek stok grubunda goriilen bu yiikselis
HSP70 geninin muhtemelen artan karides biyomas: (2 kg/m* veya 4.74 kg/m’)
tarafindan stres yaratmaya basladigi icin indiiklendigini gostermistir. Denemede
sonuna kadar 160 adet/m” grubunda gerceklesen biyomas artismin 40 adet/m’
grubundan 2.87 kat ve 80 adet/m® grubundan ise 1.77 kat daha yiiksek oldugu
hesaplanmustir.

Denemenin 2. ayinda yapilan HSP90 analizlerinde sadece
hepatopankreasta (HP) anlamli bir degisim gerceklesmis ve bu dokuda stoklama
yogunlugunun artigina paralel olacak sekilde istatistiksel olarak belirgin bir artig
belirlenmistir (P<0.05). Bu noktada, 40 adet/m” stok grubunda HSP90 seviyesi
0.06 olarak hesaplanmis iken, bu deger 80 adet/m® grubunda 0.62 ve ardindan da
160 adet/m® grubunda ise 1.13 olarak &lgiilmiistiir. Buna gore en yiiksek stok
yogunlugunda karideslerin HP dokusunda indiiklenen HSP90 artisi, diger gruplara
kiyasla, 1.82 ile 18.83 kat daha yiiksek ¢ikmistir. 4. ay analizlerinde HP’deki
HSP90 indiiklenmesinin ortadan kalktigi, bunun yerine, sadece kasta stoklama
yogunlugu ile HSP90 gen goriinim seviyeleri arasinda anlamli bir iligkinin
bulundugu fark edilmistir. Deneme siiresince karides biyomasinin en {ist noktaya
¢iktign bu donemde 40 adet/m” grubunda kas doku HSP90 seviyesi 0.16 olarak
ol¢iilmiis iken, bu seviye 80 adet/m” grubunda 5.21%¢ (32.56 kat) ve 160 adet/m’
grubunda ise 7.90 seviyesine ¢ikmistir (49.38 kat, P<0.05). Genel olarak gerek
HSP70 gerekse HSP90 analiz sonuglarindan, denememiz kosullarinda test edilen
en yiiksek stoklama grubunda (160 adet/m?) elde edilen 2 kg/m* veya 4.74 kg/m’
biyomas kosullarinda Pasifik beyaz karideslerinin stres yasamaya basladiklar1 ve
boyle yiiksek stoklama kosullarinda yetistiricilik yapilmasinin karideslerde
bagisiklik sisteminde artan hassasiyet nedeniyle hastaliklarla karsilagsma riskini

yiikseltebilecegi ongoriillmiistiir.
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1. GIRIS Nafiye PERKER

1. GIRIS

Karides yetistiricilik sektorii diinyada hizla biiyiimeye devam etmektedir.
Glnlimiizde Diinya’da 60’1n iizerinde iilkede yetistirilen karides miktarmin 3.4
milyon tonun iizerine ¢iktig1 ve iiretimin ekonomik degerinin 13-15 milyar ABD
Dolari’n1 buldugu bildirilmektedir. Ulkemizde iiretimi yapilan baliklarin aksine,
karidesler 3.5-4 ay gibi kisa bir siirede hizla biiyliyerek pazarlama boyutlarina (20-
25 g) kadar ulasabilen su iriinleridir. Ancak, tropik kokenli olmalar1 itibartyla bu
canlilarin kis aylar siiresince soguklarda iiretimlerine devam edilebilmesi veya
kiglatilabilmeleri icin sera altinda ekonomik 1sitma sistemleri (solar enerji, riizgar
enerjisi vb.) veya yeralt1 1lik su veya jeotermal enerji kaynaklar1 kullanilarak en
ekonomik sekilde {iretilebilmeleri biiyiikk O6nem arz etmektedir. Bu nedenle
iilkemizde ticari Olgekte iiretimlerine girilmeden Once karideslerin bu tip
sistemlerde yiiksek stoklama yogunluklarinda ve resirkiile sistemler kullanilarak
biyiitiilmeleri, bu esnada beslenmelerinde kullanilacak olan endiistriyel pelet
yemlerin yiiksek stabilitede ve diisiik maliyetli hammaddelerle iiretilmis olmasi
sarttir.

Karides yetistiriciligi Diinya’da agirlikli olarak tropik tilkelerde (Tayland,
Vietnam, Endonezya, Hindistan vb.) ve agik sistemler olarak tanimlanan
akigkanligi olan (flow-through) biiyiik toprak havuzlarda ve daha ¢ok yar1 entansif
veya entansif stoklama kosullarinda yiiriitiilmektedir. Ancak, daha iliman (ABD,
Cin, Japonya, Ispanya, Italya ve Yunanistan) ve hatta soguk iilkelerde (Almanya,
Hollanda, Belgika vb.) tlretim ¢ok daha kiiclik sera/kapali binalar (indoor)
igerisinde resirkiile (kapali devre: RAS) sistemler kullanilarak yapilmaktadir. Bu
tip yetistiricilik sistemlerinde ticari olarak basariyla kullanilabilen tek karides tiirii
Pasifik beyaz karidesi olarak bilinen Litopenaeus (Penaeus) vannamei’dir.

Geleneksel olarak biiyiik toprak havuzlarda yapilan karides yetistiriciligi
icin deniz kenarinda biiylik arazilere ihtiyag duyulmaktadir. Oysa iilkemizin

Akdeniz ve Ege kiyilarinda 6zellikle ¢cok hizli gelisen turizm sektorii ve Dogu
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1. GIRIS Nafiye PERKER

Akdeniz’deki dogal hayati koruma alanlari nedeniyle karides yetistiriciligi igin
genis araziler bulmak neredeyse imkansiz hale gelmistir. Temelde kiyisal bolgeler
icin diger sektorlerle (6rnegin turizm) yasanan sikintilar ve buna ilaveten agirligini
her gecen yil hissettigimiz kiiresel 1sinmayla birlikte 6nemi daha da artacak olan su
kaynaklarinin kullanim1 ve ydnetimi, yetistiricilik modellerimizi ¢ok daha az su
kullanimina olanak saglayan resirkiile sistemlere dogru kaymaya zorlamaktadir.
Diger taraftan, geleneksel {iretim metotlarinin ¢evresel kirlilige neden olduklar1 da
dikkate alindiginda, daha az su tiiketerek akiskan havuz sistemlerine gére 100 kat
daha az desarj suyu vermeleri (Blancheton, 2000), ayrica yetistiricilik su kalite
kriterleri {izerinde de tam kontrol imkan1 saglamalar1 RAS sistemlerinin avantajlar
arasindadir. Yapilan hesaplamalarda geleneksel olarak toprak havuzlarda yapilan
entansif karides yetistiriciliginde 1 kg karides i¢in yaklagik olarak 20 ton deniz
suyu kullanilmasi ve eger aritim islemi yapilmaz ise bu miktar desarj edilen kirli
suyun dogaya birakilmas1 gerekmektedir (Losordo ve Simmons, 1994). Oysa bazi
entansif karides yetistiricilik sistemlerinde giinliilk %1-3’ten daha az su
degiskenligi gerekmekte, hatta bazen sifir su degiskenligi ile {iretim
yapilabilmektedir. Ancak bu sistemlerde yem kalitesinin yiiksek olmasi ve
yemlemenin dogru tekniklerle yapilmasi, yeterli havalandirma ve su
sirkulasyonuna ilaveten dogal prodiiktivite ve besin olarak nitrojen dongiisiiniin
dikkatli bir sekilde yonetilmesi gerekmektedir. Dogru igletilen entansif sistemlerde
1 m’ havuz hacminden tek iiriinde 4 kg’in (Cohen ve ark, 2005; Krummenauer ve
ark, 2011) {izerinde hatta bazen 10-11 kg’a kadar (Reid ve Arnold, 1992; Davis ve
Arnold, 1998) iriin (P. vannamei) alabilmek miimkiin olmaktadir. Birim
yetistiricilik havuz alanindan yiiksek iirlinlerin alinabilmesi igin, karidesin hangi
yogunluklara kadar akut veya kronik stres yasamadiklarini belirlemek iist stoklama
limitinin anlasilabilmesi agisindan 6nem arz etmektedir.

Karides yetistiriciligindeki basar1 temelde birim alandan elde edilecek
iretimin arttirilmasia yonelik teknolojik gelismeler ve havuz su kalitesinin

stirdiiriilebilirligine baglidir. Bina ici veya sera i¢i siiper entansif liretim sistemleri
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1. GIRIS Nafiye PERKER

ozellikle 1liman iklim kusaginda (iilkemiz gibi) yiiksek stok yogunluklarinda ve
mevsimlere bagli kalmadan yil boyu {iretim yapabilme sans1 verebilmektedir. Bu
cesit sistemlerde ¢ogu zaman hastalik bulagma riski ¢ok diisiik olup, ozellikle
yararli bakterilerin (probiyotikler) kullanim1 ve atiklarin  kontrol altinda
tutulmasiyla Onemli basarilar elde edilebilmektedir (Schock ve ark, 2013).
Akdeniz’in Cukurova Bolgesi’nde diisiik tuzlulukta ve 21-24 °C sicaklikta ¢ikan
yer alt1 sular1 karides yetistiriciligi i¢in (6zellikle de sera altinda bulunan toprak
veya beton havuzlarda) miikemmel firsatlar sunmaktadir. Bu bolgede yapilan
arastirmalarda yesil kaplan karidesinin (Penaeus semisulcatus) yiksek stoklama
yogunluklarinda iyi bir biiyiime performansi gostermedigi belirlenmistir (Kumlu ve
ark, 2003; 2010; Tiirkmen, 2007a,b). Bunun sebebinin ne oldugu net olarak heniiz
belirlenememis olmasina ragmen elde edilen bulgular ¢ercevesinde bunun tiirsel bir
ozellik oldugu disiiniilmektedir.

Uzunca yillar 1slah edilmis, hizli biiyiiyen ve hastaliklara direngli (spesifik
pathogen—free; SPF) varyeteleri gelistirilmis olan Pasifik beyaz karidesi diinyada
yetistiriciligi yapilmakta olan en 6nemli karides tiiridiir. Tath suda yetistirilen
karideslerde dahil olmak {izere, bu karides tiiriiniin global ol¢ekte gerceklestirilen
iiretimdeki pay1 2016 yilinda %75 ve 2017-2018 yillarinda ise %76-77’yi bulmakta
olup, iiretim tonaji 3 milyon tonun altina inmemektedir (FAO, 2016). Son yillarda
penaeid karideslerin su iiriinleri yetistiriciligindeki ekonomik 6nemi nedeniyle,
birim alandan elde edilebilecek iirlin miktariin arttirilmasina yonelik galismalar
hiz kazanmig olup, bunun basarilabilmesi dogrudan stok yogunluguna baglidir.
Bilindigi iizere, stok yogunlugu biiylime ve hayatta kalma oranini etkileyen en
onemli faktorlerden birisidir (Suriya ve ark, 2016). En uygun stoklama yogunlugu,
yetistiricilik sistemi ve yonetim uygulamalarina bagli olarak degismekte (Ravuru
ve Mude, 2014) ve ayrica karides tiirlerinin yiiksek stok yogunluklarma verdikleri
tepkiler de farkliliklar gostermektedir.

Literatiirde farkli karides tiirlerinin farkli stoklama yogunluklarinin

bliylime ve yem tiiketim performanslar1 arastirllmig (Rouse ve Davis, 2004;
3
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Herrera ve ark, 2006; Gunalan ve ark, 2010; Kumlu ve ark, 2010; Balakrishnan ve
ark, 2011; Sookying ve ark, 2011; Gaber ve ark, 2012; Shakir ve ark, 2014; Ravuru
ve ark, 2014; Suriya ve ark, 2016), ancak bu stresoriin plazma biyokimyasal ve
immiinolojik parametreler iizerine etkilerine daha az ilgi gosterilmistir (Lin ve ark,
2015; Li ve Wang, 2016). Bugiine kadar gergeklestirilen ¢aligmalardan birinde Lin
ve ark (2015), farkli stok yogunluklarinda (2, 10, 20, 30 ve 40 karides/L)
yetigtirilen Pasifik beyaz karideslerinde Vibrio alginolyticus enfeksiyonu
neticesinde hemosit sayimi, fenoloksidaz aktivitesi (PO), siiperoksit dismiitaz ve
lizozim aktiviteleri ile hemolenf proteini de dahil olmak fiizere tiim immiin
parametrelerin stok yogunlugu ve zamanla negatif olarak iligkili oldugunu
belirlemislerdir. Diger bir arastirmada, Li ve Wang (2016), Cin karidesinde
(Fenneropenaeus chinensis) ¢oziinmiis oksijen seviyesi ve stok yogunlugunun (50,
200 ve 600 adet/m’) biiyiime ve spesifik olmayan (dogal) bagisiklik parametreleri
iizerine olan etkilerini arastirmiglar ve neticede siiperoksit dismutaz, peroksidaz,
antibakteriyel aktivite, lizozim ve hemolizin aktivitelerinin ¢6ziinmiis oksijen
seviyelerinden onemli Olclide etkilendigini tespit etmislerdir. Bu arastiricilar
karideslerde stok yogunlugunun artmasiyla birlikte biiylime, hayatta kalma orani,
yem ¢evrim etkinligi ve PO enzim aktivitesinin azaldigini, bunun aksine yem
tilketimi ve peroksidaz enzim aktivitesinin arttigini ifade etmislerdir. Dolayisiyla,
uistte belirtildigi gibi, bir stresor olarak stoklama yogunlugunun L. vannamei’nin
plazma biyokimyasal ve immiinolojik parametreleri {izerine olan etkileri ilk kez bu
tezde bu kadar kapsamli olarak ele alinmigtir.

Sicaklik veya diger ¢evresel stres kaynaklarmin herhangi birinde ani bir
artis spesifik bazi proteinlerin sentezlenmesine neden olur ki bunlara 1s1 sok
proteinleri (HSP) denmektedir. HSP’lerin iyi bir stres indikatorii olarak
kullanilabilecegi bilinmektedir (Sanders, 1993). HSP ailesinden en ¢ok calisilan 1s1
sok proteininin HSP70 oldugu ve bu proteinin sitoplazma, ¢ekirdek, endoplazmik
retikulum ve mitokondride protein taginimina katildigi; stres altindaki proteinleri

korudugu ve protein katlanmasinda rol aldigr (Ojima, 2005); HSP90’nin ise
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endoplazmik retikulumda en fazla bulunan 1s1 sok proteini oldugu ve sinyal
yollarinda, proteinlerin katlanmasinda ve timor yayiliminin engellenmesinde gorev
aldigi (Lindquist ve Craig, 1988) ve ayrica HSP70 ile birlikte hiicre oliimii,
farklilagmas1 ve hiicre homeostasisinin devamliligt konusunda rol aldig1
bildirilmektedir (Bukau ve ark, 2005; Mayer ve Bukau 2005).

Stoklama yogunlugu dogrudan sucul canlilarin yasam konforunu ve
iireticinin  birim alandan elde edecegi trlin miktarin1 etkileyen Onemli
parametrelerdendir. Optimal stok yogunlugu sucul canlilarda iyi bir biiyiime
oraniin ekonomik olarak siirdiiriilebildigi ve ayni1 zamanda su kalite kriterlerini
olumsuz etkilemeyen yogunluk olarak tanimlanmaktadir. Asir1 stoklamada biiyiime
¢ogu zaman diiser ve ayrica karideslerin davranislari ve bagisiklik sistemi de bu
faktorden olumsuz etkilenebilir. Son zamanlarda Pasifik beyaz karidesinde termal
stres, pH dayaniklilik testi, agir metal testi (Qian ve ark, 2012) ve bakteriyel
dayaniklilik testi (Zhou ve ark, 2010) neticesinde, bu g¢evresel stres faktorlerinin
akut etkilerinin veya uzun aglik periyodu ve ardindan yeniden beslemenin (Lin ve
ark, 2012) farkli HSP gen ekspresyonlarma (HSP60 ve HSP70) etkileri ¢alisilmustir.
Yiiksek stoklama yogunluklarinda karideslerin strese girdigi ve bunun da gerek
yasama orani gerekse bilylime performansina etki ettigi diisiiniilmektedir. Ancak,
karideslerde stoklama yogunlugunun stres olusturduguna (akut veya kronik) ve
bunun farkli dokularda (et, solungag¢ ve hepatopankreas) HSP’lerin
sentezlenmesine yol agtigina dair bugiine kadar son derece sinirli sayida ¢alismaya
rastlanmigtir. Ayrica, yine karideslerin bagisiklik sistemlerinin yiiksek stok
yogunluklarinda nasil etkilendigine dair stres testleri ile hemolenf ve immiinolojik
parametreler ilizerine etkileri de heniliz karideslerde calisilmamistir. Bu tez ile
ekonomik degeri yiiksek olan ve yetistiricilikte tercih edilen L. vannamei’nin tistte
belirtilen stoklama yogunlugu ile bunun neden oldugu stres arasindaki iliskisi
konusundaki eksiklikleri gidermeyi ve iilkemizde resirkiile sistemlerde karides
yetistiricilik potansiyelinin daha da net bir sekilde ortaya cikartilmasi

amaclanmustir.
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Entansif stok kosullart gibi uzun siireli stres (kronik) durumlarinda
fizyolojik denge kurulamaz (en azindan uzunca bir siire igin) ve hastaliklara direng
azalir; ireme ve biiylime de bundan olumsuz etkilenir (Van Weerd ve Komen,
1998). Yiiksek stoklama kosullarinda su kalitesinde gergeklesen diigtislerin de su
canlilarinda biiylimeyi olumsuz etkiledigi, yem alimini ve yemden yararlanmay1
diiglirdiigli bilinmektedir. Kronik stresin giderilmesi, su canlilarinin saglik durumu
ve biiyiime performansi agisindan su iiriinleri yetistiriciliginde (akvakiiltiirde)
bliyiilk 6nem tagimaktadir. Stres durumunda yiiksek enerji ihtiyact nedeniyle
oksijen tasima Kkapasitesinin artmasindan dolayr kirmizi kan hiicreleri ve
hematokrit diizeyleri artis gosterir (Montero ve ark, 1999). Yapilan calismalarda,
artan stok yogunlugunun baliklarda metabolik ve antioksidan enzimlerinin
miktarini azalttigi ve aksine stres ile ilintili proteinlerden HSP70’i yiikselttigi
belirlenmistir (Aksakal ve ark, 2011). Bu arastiricilar gokkusagi alabaligi ile
yaptiklar1 bir galismada, 15, 20, 25 ve 30 kg/m® stok yogunluklarini test etmis ve
en yliiksek stok yogunluklarinda HSP70’in ekspresyon seviyesinin yiikseldigini ve
dolayisiyla kas dokuda odlgiilen bu degerlerinin balikta ciddi bir stres yasandigini
gosterdigini bildirmislerdir. Dil balig1 (Solea senegalensis) juvenillerinde yapilan
bir ¢alismada yiiksek stoklama yogunluklarinda HSP70 ve HSP90 gen
ekspresyonlarma bakilmig, denemede baliklarin yeterli bir biiyiime gosterdigi,
ancak bu kosullarda dl¢iilen plasma kortizol seviyesinin stoklama ile ilgili stresten
kaynaklanabilecegi ve bunun da bazi genlerin ekspresyonlarini olumsuz
etkileyebilecegi bildirilmistir (Salas Leiton ve ark, 2010). Karides tiirlerinin,
stoklama yogunlugu ile HSP gen goriiniim seviyeleri arasindaki iligkisi konusu
oldukca az sayida bilimsel ¢alismaya konu edinilmistir.

Yukarida verilen bilgiler ¢er¢evesinde, bu doktora tez ¢aligmasi ilk kez bu
kadar detayli bir sekilde L. vannamei’de bir stres kaynagi olarak stoklama
yogunlugu ile plazma biyokimyasal ve immiinolojik parametreler ile farkl

dokularda indiiklenen HSP gen goriintimleri arasindaki iliski {izerine odaklanmis
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ve ustte belirtilen eksilikleri gidermek amaciyla, asagida belirtildigi sekilde, iki
deneme halinde kurgulanmis ve yiiriitiilmiistiir.

I. Denemede; yavru biiylitme doneminde (Onbiiyiitme) farkli stok
yogunluklarinda karideslerde (L. vannamei) biyiime ve yem tiiketim
performanslarinin yani sira 0. 1. 4. 7. ve 30. gilinlerde alman o6rneklerde, tim
viicut/kas dokuda 1s1 sok proteinleri (HSP70 ve HSP90) seviyelerine bakilmis ve
ayrica deneme sonunda formalin ve tuzluluk dayaniklilik testleri ile yavrularin
direncleri arastirilmistir.

II. Denemede ise; farkli stok yogunluklarinda yetistirilen karideslerde
biliylime ve yem tiiketim performanslari, 1s1 sok proteinleri (HSP70 ve HSP90) ve
bazi biyokimyasal ve immiin parametrelerin analizleri [(total protein, laktat,
trigliserit, lizozim aktivitesi, fagositik aktivite, alkalin fosfataz (ALP), aspartat

aminotransferaz (AST) ile alanin aminotransferaz (ALT)] arastirilmistir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

Bu calismada Pasifik beyaz karidesinde stres kaynagi olarak (stresor)
stoklama yogunlugunun biiyiime, yem tiiketimi, dayaniklilik testleri (formalin,
tuzluluk) ve baz1 fizyolojik ve immiinolojik hemolenf parametreleriyle birlikte 1s1
sok proteinlerinin goriintimleri {izerine etkileri arastirildigl igin, tezin bu
boliimiinde, yiiriitiilmiis olan bilimsel arastirmalar {ic alt baslik halinde

Ozetlenmistir.

2.1. Penaeid Karideslerin immiin Sistemi

Immiin sistem dogal ve edinsel immiinite olmak iizere ikiye ayrilmaktadir.
Omurgalilardan farkli olarak karidesler sadece dogal immiiniteye sahip olan sucul
canlilardir. Omurgasizlar olarak karideslerin dogal immiinitesi, patojenlere karsi
hizl1 ve etkili bir savunma mekanizmasi gorevi gérmektedir. Karideslerin immiin
sistem hemositleri (enkapsiilasyon, nodiil olusumu ve fagositoz), cesitli plazma
bilesenlerini  (antimikrobiyal peptitler, histonlar, lizozomal enzimler,
lipopolisakkaritler, B-1,3-glukan baglanma proteinleri ve tanima molekiilleri) ve
multimerik sistemleri (pihtilasma protein kaskadi, profenoloksidaz sistemi)
icermektedir (Aguirre-Guzman ve ark, 2009). Karideslerin dogal immiinitesini
fiziksel bariyerler, hiicresel immiin sistem ve humoral immiin sistem olmak iizere
ti¢ baslik altinda incelemek miimkiindiir.
a) Fiziksel Bariyerler: Karides tizerindeki ilk savunma hattim1 olusturmakta,
yaralanma ve mikrobiyal saldirilardan koruyan sert bir dis iskeletten olugmaktadir.
Ekzoskeleton (dis kabuk), kalsiyum karbonat, karbonhidratlar ve proteinlerden
olusmakta ve bagisiklik tepkisi ile iligkili fizyolojik siireglere katkida
bulunmaktadir (Mylonakis ve Aballay, 2005).
b) Hiicresel Immiin Sistem: Karidesler mavi-yesil renkli hemolenf ile agik bir
dolasim sistemine sahiptir. Hematopoez, konak¢i savunma ve homeostaz

tizerindeki rolleri gdsteren dogustan gelen bagisiklik sistemi igin olgun efektor
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hiicrelerinin kaynagidir. Kan hiicresi olusumu, belirli alt akig sinyallesme
kaskadlarinin aktivasyonu ile sonuglanan ekstra ve hiicre i¢i belirtiler ile diizenlenir.
Kabuklularda hematopoetik doku, midenin dorsal ve dorsolateral taraflarinda,
anten arterine yakin ve maksillipedlerin tabaninda yer alan genis paketlenmis bir
lobul agdir. Hemositler bu tiibiillerin duvarlari i¢inde iiretilir ve damar liimenlerine
salinir (Soderhill ve ark, 2003). Penaeus monodon ve diger penaeid karideslerin
hematopoetik dokular1 farkli bolgelerdeki mide, maksilliped ve antennal
bezlerdedir. Penaeid karides hemositleri (graniil, yari1 graniil ve hiyalin kan
hiicreleri) omurgali makrofaj, graniil ve dogal 6ldiiriicii hiicreler ile ayn1 biyolojik
ozelliklere ve fonksiyonlara sahiptirler (Van de Braak, 2002). Bu hiicreler
fagositoz, enkapsiilasyon, nodiil olusumu, yara onarimi, pihtilasma ve
profenoloksidaz aktivasyonuna katilirlar. Ayrica adezyon molekiillerinin,
aglutininlerin ve antimikrobiyal peptitlerin iiretimine de yardimeci olurlar
(Destoumieux ve ark, 1997; Bachere ve ark, 2000). Hemositler ayrica proteolitik
kaskad1 diizenlemek icin gerekli olan inhibitdr enzimlere sahip olmakla birlikte,
asir1 uyarim ve sonucta meydana gelen doku hasarini Onlerken, ayn1 zamanda
lizozim, fosfataz, esteraz, fosfolipaz, peroksidaz, proteaz gibi sitotoksik molekiiller
tiretmektedir (Van de Braak, 2002; Johansson ve ark, 2000).

Karides hemolenfinde hiyalinosit, graniilosit ve yar1 graniilosit olmak
tizere li¢ adet hemosit smifi vardir. Hiyalinositler, kiigik ve geri doniissiiz,
sitoplazmalarima gore kiiciik bir ¢ekirdege ve ¢ok az sitoplazmik graniile sahip olan
veya hig sitoplazmik graniile sahip olmayan hiicrelerdir. Bu hiicrelerin baslica rolii
pihtilasma ve fagositoz ile ilgilidir (Zhang ve ark, 2006). Graniilositler en kii¢iik
¢ekirdege ve ¢ok sayida sitoplazmik graniile sahiptir. Bu hiicreler profenoloksidaz
enzimini depolar ve fagositik aktivite gosterirler. Graniilositler, ekzositozu ve
enzim salinimmi provoke etmek i¢in B-1,3-glukanlar, peptidoglikanlar ve
lipopolisakkaritler ile uyarilabilir. Fonksiyonlar1 profenoloksidaz kaskadi ve
fagositozu baslatan enkapsiilasyondur (Zhang ve ark., 2006). Yari-graniilositler,

omurgali graniilositlerine benzer ¢ok sayida kiigiik graniillere sahiptir. Bu hiicreler,
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B-1,3-glukan reseptorlerine sahip olup baslica iglevleri fagositoz, enkapsiilasyon ve
pihtilasmadir (Martin ve Graves, 2005; Zhang ve ark, 2006).

¢) Humoral Immiin Sistem: Karideslerde humoral immiin yamt, karideslerin
savunma sisteminin énemli bir pargasi olup, patojenlere karsi ilk savunma hattini
olusturmaktadir (Tassanakajon ve ark, 2018). Omurgasizlarda bagisiklik yaniti
sirasinda hiicreler arasi iletisim sistemi hakkinda ¢ok az bilgi vardir (Nappi ve
Ottaviani, 2000). Humoral immiin yanita hemolenf i¢indeki makromolekiiller
aracilik eder. Karideslerde humoral immiin sistem tamima molekiilleri,
antimikrobiyal peptitler ve lizozomal enzimlerden olugmaktadir. Tanima
molekiilleri lektinler [profenoloksidaz sisteminin aktivasyonunu tesvik eden
karbonhidratlar1 tespit edebilen, ilkel tanima molekiilleri olarak kabul edilir (Wang
ve ark, 2001)], patern tanima proteini [biyolojik islevleri bir protein kaskadi ve /
veya savunma mekanizmalarinin sinyalizasyon yollarinin baglatilmasi ve hemolenf
sistemi istilacilarinin ortadan kaldirilmasini saglar (Aguirre-Guzman ve ark, 2009)],
lipopolisakkarit baglayici protein ve toll benzeri reseptorlerden (dogustan gelen
bagisiklik sisteminde Onemli bir rol oynayan protein sinifi) olusmaktadir.
Antimikrobiyal peptitler, omurgasizlarin patojenlerine karst dnemli bir unsurdur.
Bu peptitler, bakterilerin, mantarlarin, parazitlerin, zarfli viriislerin ve hatta kanser
hiicrelerinin hiicre zarlarinda gozenekler olusturarak kararsiz iyonlar1 ve enerjiyi
provoke eder (Hancock, 1998; Bulet ve ark, 1999; Lehrer ve Ganz, 1999).
Lizozomal enzimler, dogustan gelen bagisiklik ve fizyolojik aktivitelerde 6nemli
rol oynayan, omurgasiz hayvanlarin dogal bagisiklik sistemlerinde bakteriyel
patojen invazyonuna karsi direnmek i¢in bir engel olarak islev goéren ilk sira
savunucu bir proteindir. Bu enzimler bakteri ve bakteriyofajlardan funguslara,
bitkilere ve hayvanlara kadar ¢esitli organizma gruplarinin iirettigi bakteriyolitik

bir enzimdir (Bathige ve ark, 2013).

11



2. ONCEKI CALISMALAR Nafiye PERKER

2.2. Krustaselerde Stresorlerin Etkileri Uzerine Yapilan Cahsmalar

Hall ve Ham (1998), caligmalarinda siyah kaplan karidesinde (P. monodon)
farkli stres tiirlerinin hemolenf glukozuna etkisini 4 hafta siireyle 9, 23, 36 ve 50
karides/m’ stok yogunlugundaki tanklarda arastirmislardir. Denemede ortalama
kan glukoz konsantrasyonlarmin 1.1 ile 1.3 mmol/L arasinda degistigini ve bu
degerlerin baslangictaki glukoz seviyelerinden 6nemli Olgiide farkli olmadigini
kaydetmislerdir. Arastiricilar, karidesleri 10 dakika su disinda beklettikten sonra
veya ¢0ziinmiis oksijenin 6.5 mg/L’den 2.1 mgL’ye diisiirdiiklerinde ise hemolenf
glukoz seviyelerinin 6nemli derecede arttigini tespit etmislerdir. Karbondioksit ile
suyun pH’sinin 8.5’tan 5.9’a diisiiriilmesi, ¢oziinmiis oksijenin 6.6 mg/L’den 5.9
mg/L’ye azaltilmasi ile glukoz diizeylerinde 1.1’den 2.3 mmol/L’ye hizli ve
belirgin artiglar elde etmislerdir. Buna karsilik, siilfiirik asit ile su pH’smin 8.3’den
5.9’a diisiriilmesiyle glukoz seviyelerinde ©nemli bir degisiklik meydana
gelmedigi sonucuna varmislardir.

Song ve ark (2003), Pasifik beyaz karidesinde (L. vannamei), karides
immiin tepkilerini ve yasama oranini degerlendirmek i¢in Taura sendromu
viriisiinii enjekte etmisler ve bu muameleye karideslerin verdigi bazi fizyolojik
tepkileri aragtirmiglardir. Taura sendromu viriisii ile enfekte olan karideslerde, THS,
hiyalinosit ve graniilosit hiicre sayilari, total plazma proteini ve hemosiyanin
oraninin kontrol grubuna gore sirastyla, %21, %24, %17, %56 ve %67’ye kadar
distiigiinii kaydetmiglerdir. Taura sendromu viriisii ile enfekte olan karideslerde
plazma PO aktivitesinin 6nemli 6l¢iide arttigini belirlemislerdir.

Pan ve ark (2003), astaksantin ilave edilmis yem ile besledikleri siyah
kaplan karidesi (P. monodon) juvenillerinin amonyak stresine karsi direncini
aragtirmislardir. Karideslerin antioksidan kapasite parametrelerini hemolenfosit
total antioksidan ve siiperoksit dismutaz olarak, kimyasal stres direncini hayatta
kalma orani, AST ve ALT ile degerlendirmislerdir. Aragtirmacilar 8 hafta boyunca
astaksantin ile besledikleri karidesleri 0.02, 0.2, 2.0 ve 20 mg/L amonyak

degerlerine 72 saat siiresince maruz birakmiglardir. Astaksantin ile beslenen
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karideslerin hayatta kalma oraninin, 20 mg/L dozu diginda, her amonyak seviyesi
icin kontrol grubuna gore daha yliksek oldugunu tespit etmislerdir. Astaksantin ile
beslenenlerde 0.02 mg/L.’den daha yiiksek amonyak seviyelerinde daha yiiksek
total antioksidan ve tiim amonyak seviyelerinde de daha diisiik siiperoksit dismutaz
seviyeleri belirlemislerdir. Muamele grubunda AST’nin amonyak stresinin tim
seviyelerinde kontrol karideslerine gore diigiik oldugunu ALT’nin ise diisiik veya
esit oldugunu bildirmislerdir.

Chien ve ark (2003), astaksantin ilave edilmis yem ile besledikleri siyah
kaplan karidesi (P. monodon) juvenillerinin fiziksel strese karst direncini
arastirmiglar; antioksidan kapasite parametrelerini total antioksidan ve siiperoksit
dismutaz aktivitesi ile termal ve ozmotik stres direncini stres sonrasi yasama orani
(recovery rate), AST ve ALT ile degerlendirmislerdir. Arastiricilar 8 hafta boyunca
0 ve 80 mg/kg ile desteklenmis yemle besledikleri karides juvenillerini 5 dakika
boyunca ani sicaklik (27°C’den 0°C’ye) ve tuzluluk (%032’den %00’a) degisiklerine
maruz birakmiglardir. Astaksantin katkili yemlerle beslenen karideslerde (%56)
kontrol grubuna (%48) kiyasla daha yiiksek yasama oran1 ve daha yiiksek termal ve
ozmotik stres direnci tespit etmislerdir. Ayrica, yemde astaksantinin varligi ile total
antioksidanin diizeldigini ve siiperoksit dismutazin azaldigim tespit etmislerdir.
Kontrol grubundaki karideslerde hemolenf AST degerinin, test gruplarindakinden
o6nemli derecede daha yiiksek oldugunu, karides hepatopankreas fonksiyonlarinin
yemdeki astaksantin ile iyilesmis olabilecegini ifade etmislerdir. Bununla birlikte
karidesteki hemolenf AST ve ALT igeriginin sirastyla termal ve ozmotik stresleri
takiben karides sagliginin iyilesmesini yansitmadigi sonucuna varmiglardir.

Zhenyu ve ark (2004), farkli stres kaynaklarinin (sicak veya soguk soku ile
Vibrio anguillarum ile WSSV uygulamasi) Cin karidesinde (Fenneropenaeus
chinensis) ilk kez farkli dokularda 1s1 sok protein (HSP70) goriiniimiini
etkiledigini belirtmislerdir. Arastirmacilar, sicaklik soku ve WSSV stres
uygulamalar1 ile HSP70’in hepatopankreas ve solungaglarda belirgin olarak

indiiklendigini, ancak kas, gdzsap1 ve hemolenfte ise gdzlemlenmedigini kaydet-
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miglerdir. Soguk sok ve WSSV muamelesinin, inceledikleri tim dokularda HSP70
seviyeleri iizerinde anlamli bir etkiye sahip olmadigi sonucuna varmuslardir.
HSP70 indiiksiyonunun karideslerde, ortam sicakliginin 10°C akut olarak
arttirlldigi durumlarda ve uygulamadan 2 saat sonra en yiiksek degere ¢iktigini
belirtmislerdir.

Yildiz ve Benli (2004), sublethal (6liimciil diizeyin altinda) nitrit
konsantrasyonlarima maruz biraktiklart kerevitlerde (Astacus leptodactylus)
hemolenf nitrit, THS ve glukoz seviyelerini incelemislerdir. Arastirmacilar nitrite
maruz biraktiklart kerevitlerde hemolenf nitrit seviyesinin dogrudan arttigini,
sonrasinda nitrit icermeyen suya aktarildiklarinda ise hemolenfteki nitritin
azaldigini kaydetmiglerdir. Nitrite ek olarak, kloriire maruz biraktiklar kerevitlerde,
hemolenfte nitrit birikiminin sadece nitrite maruz biraktiklar1 karideslerle
kiyaslandiginda nispeten daha diisiik oldugunu belirlemislerdir. THS’lerin, nitrit
muamelesine tepki olarak azaldigin1 ve genel olarak nitrit icermeyen suya maruz
biraktiklarinda arttigin1 kaydetmislerdir. Kloriir ve nitrit uygulamalar1 sonrasinda
kerevitlerde diizelme sonucunda THS’lerin ve nitrit uygulamasin takiben
hemolenf glukoz seviyelerinin yiikseldigini belirlemislerdir.

Alsen (2005), tathisu kerevitlerinde (4stacus leptodactylus) serotonin (5-
HT) etkisinin stres {izerine etkilerini ¢aligmis ve bu hormonun dolasimdaki glukoz
seviyesinin ylikselmesine, ancak hemosit hiicrelerinde Onemli bir artisa sebep
olmadigina dair bulgular bildirmistir.

Qing ve ark (2005), tuzluluk ve pH’nin, Pasifik beyaz karideste bagisiklik
tepkisi {izerine etkisini 12-15 giin boyunca incelemisler ve g¢alisgmada %05-30
arasinda olan tuzluluk ve yaklagik 7.0-9.5 pH degerlerinin hemosit sayimi, PO
aktivitesi, bakteriyolojik aktivite ve antibakteriyel aktiviteyi etkiledigi sonucuna
varmiglardir. PO aktivitesi 12. saatte zirve yaparken, bakteriyolojik aktivite ve
antibakteriyel aktivitenin ise diislik oldugunu kaydetmislerdir. Tuzluluk testinin 6.
giinden 15. giiniine kadar, her tuzluluga ait hemosit sayisinin sabit, ancak kontrol

grubundan 6nemli 6l¢iide diisiik oldugunu; ayni1 donemde PO’nun, bakteriyolojik
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ve antibakteriyel aktivitenin belirgin degisiklikler gosterdigini gézlemlemislerdir.
Karidesler pH degiskenliklerine maruz birakildiktan sonra hemosit sayisinin ve
antibakteriyel aktivitenin yavas yavas azaldigmi, PO’nun 12. saatte zirveye
ulastigini, ancak bakteriyolojik aktivitenin distligiinii kaydetmislerdir.

Wang ve Chen (2005), Pasifik beyaz karideslerin bagisiklik yanitin1 ve
farkli tuzluluk diizeylerinde Vibrio alginolyticus'a duyarliligini incelemisler; %025
tuzlulukta deniz suyunda bulunan karideslere V. alginolyticus (1x10* cfu/karides)
enjekte etmisler ve sonra %05, 15, 25 (kontrol) ve 35 tuzluluktaki sulara
nakletmislerdir. 24-96 saat siiresince, bakteri enjekte ettikleri karideslerin %05 ve
15 tuzluluktaki 6lim oranmin %025 ve %035 tuzlulukta tutulan karideslere gore
onemli derecede yiiksek oldugunu, en yiiksek Olim oraninin ise %o5 tuzlulukta
gorildiigiinii  tespit etmislerdir. Arastirmacilar %025 tuzlulukta tuttuklar
karidesleri %05, 15, 25 (kontrol) ve %035 tuzluluktaki sulara transfer etmisler ve 12-
72 saat sonra THS, PO, siiperoksit dismutaz aktivitesi, fagositik aktivite ve
bakteriye karsi temizlenme etkinligi agisindan incelemislerdir. %05 ve %o0l5
tuzluluga transfer ettikleri karideslerde 12 saat sonra THS’nin, PO ve siiperoksit
dismutaz aktivitelerinin, fagositik aktivitenin ve temizlenme etkinliginin 6nemli
Olciide azaldigimi belirlemislerdir. Arastirmacilar %025 ve daha diisiik tuzluluk
seviyelerine (%05 ve %o0l5) transfer edildiklerinde, karideslerin bagisiklik
yeteneginin V. alginolyticus enfeksiyonuna karsi direnci azalttigi sonucuna
varmiglardir.

Cheng ve ark (2005), dopaminin Pasifik beyaz karideste bagisiklik sistemi
{izerine etkisini arastirmis; bu amagla, karideslere farkli dozlarda (10,107 ve 10
mol/karides) dopamin enjekte etmislerdir. 10”7 ve 10 mol/karides doz gruplarinda
4 saat sonra THS %25 ve %39 oraninda azalmis, fagositik aktivite de 2 saat sonra
onemli Ol¢lide azalmistir. Arastiricilar karideslerde THS’nin 16 saat, fagositik
aktivitenin ise 4 saat sonra normal degerlere geri dondiigiinii tespit etmislerdir.

Mercier ve ark (2006), tekrarlanan strese maruz biraktiklar1 Pasifik beyaz

karidesinde metabolik yanitlari1 (glukoz, laktat, toplam protein, kolesterol,
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trigliserit, toplam lipit, hemosiyanin ve karotenoid) ve bagisiklik yanitlarini (THS,
stiperoksit anyon iiretimi ve siiperoksit dismutaz aktivitesi) kontrol grubu (stressiz)
karideslerle karsilastirmiglardir. Beton havuzlarda strese maruz biraktiklar:
karideslerin hemolenflerinde toplam protein, trigliserit ve toplam lipit
konsantrasyonlarinin 6nemli 6l¢iide diistiigiinii ve kas icerisindeki karbonhidrat
konsantrasyonlarmin da oOnemli Olglide daha diisiik seviyede bulundugunu
belirtmislerdir. Plastik tanklarda stres altindaki karideslerin hemolenflerinde daha
yiksek konsantrasyonlarda glukoz ve toplam lipit oldugunu, ancak
hepatopankreastaki karbonhidrat seviyelerinin daha diisiik oldugunu tespit
etmislerdir. Denemede ortaya ¢ikan stresli ve stressiz karidesler arasinda bagisiklik
yanitlarinda anlamli bir fark bulamamiglar ve tekrarlanan stresin hemolenfteki
toplam protein seviyesinin diisiik olmasi haricinde bagisiklik tepkisi kapasitesini
baskilamadig1 sonucuna varmislardir.

Mugnier ve ark (2006), mavi karidesleri (Litopenaeus stylirostris) 48 saat
boyunca golet sedimentine maruz birakmislar ve fizyolojik yaniti kabuk degistirme
sathalariyla iligkili olarak incelemislerdir. Arastirmacilar hemolenfte hipo-
osmoregiilasyon kapasitesini, magnezyum iyonlarini, glukozu ve toplam proteini
incelemislerdir. Golette merkeze yakin muhafaza ettikleri karideslerin kabuk
degistirme evrelerinde kisa siireli stres tepkisi oldugunu ve Magnezyum iyonu
konsantrasyonunda %370 ila %500, glukoz konsantrasyonunda %200 ila %266
oraninda artma, hipoosmoregiilasyonda azalma oldugunu gézlemlemislerdir.

Cheng ve ark (2006), farkli dozlarda noradrenalin (10™* 107 ve 10
mol/karides) enjekte ettikleri Pasifik beyaz karideste bagisik modiilasyonunu
incelemiglerdir. THS’nin 2 saat sonra sirasiyla %15, %21 ve %32 oraninda,
fagositik aktivitenin de 2 saat sonra her dozda Onemli Olglide azaldigini
belirlemislerdir. Karideslerde THS nin 4 saat, fagositik aktivitenin ise 16 saat sonra
normal degerlere geri dondiigiinii tespit etmislerdir.

Wang ve Chen (2006), %025 tuzluluk ve 26°C sicaklikta tuttuklar1 siyah

kaplan karidesine (P. monodon) Photobacterium damselae enjekte etmisler ve
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karidesleri 22, 26 °C’den (kontrol), 30 ve 34°C su sicakliklarina naklederek
sicaklik stresi altindaki karideslerin immiin yanitlarini incelemiglerdir. Bakteri
enjeksiyonu yaptiklar1 karideslerin 24-96 saat siiresince 6lim oraninin 22-34°C
sicakliklarda, 26-30°C sicakliklarda bulunan karideslere kiyasla, dnemli Slglide
yiiksek oldugunu tespit etmiglerdir. Karideslerde THS, PO, siiperoksit dismutaz
aktivitesi, fagositik aktivite ve bakteriye karsi temizlenme etkinliginin 24-96 saat
sonra 22 ve 34°C su sicakliklarinda 6nemli 6l¢iide diigiik oldugunu belirlemislerdir.
Arastirmacilar P. monodon’n 26°C’den 22 ve 34°C su sicakliklarina transfer
ettiklerinde karideslerin P. damselae enfeksiyonuna karst direncinin azaldigi
sonucuna varmislardir.

Joseph ve Philip (2007), siyah kaplan karidesinde (Penaeus monodon) akut
tuzluluk stresinin immiinolojik ve fizyolojik tepkisinin beyaz benek sendromu
virisic (WSSV) enfeksiyonuna etkisini arastirdiklar1 c¢aligmalarinda; %015
tuzlulukta muhafaza ettikleri karidesleri 7 saatte %00 ve %035 akut tuzluluk
degisikliklerine maruz birakmiglar, ardindan oral yoldan WSSV vermislerdir.
Bagisiklik degiskenleri olarak; denemenin 2. ve 5. giinlerinde, toplam hemosit
sayisi, fenoloksidaz aktivitesi (PO), alkalin fosfataz aktivitesi (ALP), asit fosfataz
aktivitesi ve metabolik degiskenler olarak da toplam protein, toplam
karbonhidrat, toplam serbest amino asit, toplam lipit, glukoz ve Kkolesterol
seviyelerini 6l¢miiglerdir. Karideslerde akut tuzluluk degisiminin %035 tuzlulukta,
toplam serbest amino asit digindaki, tiim diger metabolik degiskenlerin artmasina
neden oldugunu bildirmiglerdir. %035 tuzluluk stresine maruz biraktiklar
karideslerde, ALP ve PO haricinde, bagisiklik degiskenlerinin 6nemli o6lglide
azaldigim1 ve bu azalisin %00 tuzlulukta daha fazla oldugunu bulmuslardir.
Ayrica, %015 tuzlulukta metabolik ve bagisiklik parametrelerinin genel olarak
degismedigini ve tuzluluk stresine maruz kalanlara kiyasla enfeksiyondan sonra
yasama oraninin daha yliksek oldugunu kaydetmislerdir. Tuzluluk degisimine
maruz biraktiklar1 karideslerde stresin %00 tuzlulukta %035 tuzluluga goére daha

yiiksek oldugunu, ayrica bagisiklik yanit1 ve yasama oranlarinin da %035 tuzlulukta
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daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. Bu arastiricilar, karides hemolenfinde
belirlenen plazma THS, ALP ve PO’nun saglik gostergeleri olarak
Onerilebilecegini belirtmislerdir. Ayrica, sonug olarak karidesin maruz kaldigi akut
tuzluluk stresinin hemolenfte metabolik ve bagisiklik parametrelerini etkiledigi,
ozellikle diisiik tuzluluk stres kosullarinda WSSV’ye hassasiyeti arttirdigi
sonucuna da varmiglardir.

Hsu ve Chen (2007), Pasifik beyaz karideste siilfit stresi altinda V.
alginolyticus'a kars1 duyarliligini ve bagisiklik yanitini arastirmak icin karidesleri
bakteri enjeksiyonundan sonra farkli konsantrasyonlarda siilfit iceren (0 (kontrol),
48, 111, 492 ve 1026 pg/L) su igine yerlestirmislerdir. 48-144 saat sonra, bakteri
enjekte edilen karideslerden 490 pg/L siilfite maruz birakilanlarin 6liim oraninin,
kontrol grubuna kiyasla 6nemli 6lgiide yiiksek oldugunu belirlemislerdir. Baska bir
denemelerinde 6, 12, 24 ve 48 saat siireyle 0, 49, 105, 488 ve 967 ng/L silfiir
kosullarinda P. vannamei’nin bagisiklik parametreleri, fagositik aktivite ve bakteri
temizlenme etkinligini incelemislerdir. Karideslerin 24 saat siireyle 490 pg/L siilfit
konsantrasyonlarinda hiyalin hiicre sayisi, THS, PO, fagositik aktivite ve bakteri
temizlenme etkinliginde azalma gozlemisler, buna karsin siiperoksit dismutaz
aktivitesinde belirgin bir artis belirlemislerdir. Calismada sonu¢ olarak siilfiir
konsantrasyonunun >490 pg/L. olmasinin, P. vannameinin V. alginolyticus
enfeksiyonuna karsi duyarliligimi arttirdigin1 ve bagisiklik kabiliyetini azalttigini
tespit etmiglerdir.

Chiu ve ark (2007), Lactobacillus plantarum tarafindan indiiklenen Pasifik
beyaz karideste bagisik yanitlarin1 ve gen ekspresyonunu arastirmiglar; ¢aligmada
karidesleri L. plantarum igeren yemlerle 48 ve 168 saat boyunca beslemisler [0
(kontrol), 107 ve 10" cfu/kg yem)] ve ardindan karideslerde THS, PO, siiperoksit
dismutaz aktivitesi, fagositik aktivite ve bunlara ek olarak profenoloksidaz,
lipopolisakkarit ve B-1,3 glukan baglayici protein, serin proteini ve peroksinektin
mRNA transkripsiyonunu ve V. alginolyticus'a duyarliligl incelemislerdir.

Aragtirmacilar karideslerde PO aktivitesi, siiperoksit dismutaz aktivitesi, bakteriye
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kars1 temizlenme etkinlik degerleri ve diger bazi parametreleri incelemislerdir.
Calisgmada profenoloksidaz ve peroksinektin mRNA transkripsiyonu ve V.
alginolyticus ile miicadele sonrasi hayatta kalma oraninin 6nemli dlglide arttigini,
ancak 168 saat boyunca 10" cfu/kg yemle besledikleri karideslerin THS sayisinin
onemli Ol¢iide azaldigini tespit etmiglerdir. Bununla birlikte, farkli muameleler
arasinda karideslerin fagositik aktivitesi, B-1,3 glukan baglayici protein veya serin
proteini mRNA ekspresyonunda Onemli farkliliklar gdzlemlememislerdir.
Arastirmacilar 10" cfu/kg igeren yemin L. vannamei'lerin bagisiklik kabiliyetini ve
V. alginolyticus enfeksiyonuna direncini arttirdigi sonucuna varmiglardir.

Mugnier ve ark (2008), mavi karideslerde (L. stylirostris) amonyak ve
hipoksinin (oksijen yetersizligi) kombine etkisinin kabuk degistirme donemleri ile
iligkili olarak hayatta kalma, fizyolojik ve immiinolojik parametreler {izerine
etkilerini arastirmislardir. Hemolenf analizi i¢in sadece intermolt ve premolt
asamalarindaki karideslerden 6rnekleme yapmislar ve osmoregiilasyon kapasitesi,
magnezyum iyonu, kalsiyum iyonu, toplam protein, oksihemosiyanin, laktat,
glukoz ve THS (toplam hemosit sayimi) seviyelerini belirlemislerdir. Hipoksi ve
hipoksi amonyak kombinasyonunda karideslerde plazma laktat seviyesinin arttigini
ve THS nin azaldigini; amonyak ve amonyak + hipoksi muamelelerinde toplam
protein konsantrasyonunun azaldigini goézlemlemislerdir. Amonyak ve hipoksi
kombinasyonunun, amonyak ve hipoksinin tek basina yapilan muamelelerine gore
(oksihemosiyanin hari¢) daha giicli bir fizyolojik tepki verdigi sonucuna
varmiglardir.

Tu ve ark (2008), calismalarinda siyah kaplan karidesinin (P. monodon)
hepatopankreas ve solungaclarinda enrofloksasinin (antibiyotik) oksidatif stres
iizerindeki etkilerini arastirmis ve denemelerini entansif (yogun stoklama) ve
ekstansif (diisiik stoklama) kiiltiir kosullarinda gergeklestirmislerdir. Arastirmacilar
enrofloksasin ilacinin karidesin oksidatif stres durumunda ¢ok kiiciik degisikliklere
neden oldugunu, bununla birlikte kiiltiir sisteminin énemli bir etkide bulundugunu

belirtmislerdir. Hepatopankreas lipit peroksidasyonunun bazal diizeyinin entansif
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sistemde, ekstansif kiiltiir sistemine gore daha yogun oldugunu, glutatyon S-
transferaz aktivitesinin ise entansif sistemde daha diisiik oldugunu belirlemislerdir.
Ayrica entansif kiiltiir sisteminden Orneklenen karideslerde yiiksek solungag
katalaz aktivitesi gozlemlemislerdir.

Li ve Chen (2008), Pasifik beyaz karideslerini bagigiklik yanitin1 ve Vibrio
alginolyticus'a duyarliligim diisiik ve yiiksek pH stresi altinda belirlemek amaciyla
pH 8.2°de muhafaza ettikleri karidesleri pH 6.5, 8.2 (kontrol) ve 10.1’¢e transfer
ettikten sonra 6, 12, 24, 72 ve 120 saat siireyle bagisiklik parametrelerini, fagositik
aktiviteyi ve karideslerin bakteriye karsi temizlenme etkinligini (clearance
efficiency) incelemislerdir. Denemede pH 6.5 ve 10.1'e transfer ettikleri
karideslerin PO, siiperoksit dismutaz aktivitesinin, fagositik aktivite ve temizlenme
etkinliginin 6-72 saatte dnemli ol¢lide azaldigimi; 12-72 saat boyunca ise THS nin
azaldigimi tespit etmislerdir. pH 10.1'e aktardiklar1 karideslerin graniiler hiicre
sayilar1 ve THS’nin 6 saat sonra, sliperoksit dismutaz aktivitesinin 72 saat sonra
onemli 6l¢iide azaldigini kaydetmislerdir. 120 saat sonra pH 6.5 ve 10.1'e transfer
ettikleri karideslerin bagisiklik parametrelerinin orijinal degerlerine geri
dondiigiinii gézlemlemislerdir. Bununla birlikte 6.5 pH'ya aktardiklar1 karideslerde
daha diisiik fagositik aktivite ve temizlenme etkinligi gozlemlemisler, dahas1 pH
10.1'e transfer sonucunda da daha diisiik temizlenme etkinligi tespit etmislerdir.
Arastirmacilar diisiik ve yiliksek pH stresinin L. vannamei’de V. alginolyticus'a
karsi direng ve bagisiklik tepkisini incelenen parametreler acisindan azalttigi
sonucuna varmislardir.

Yao ve ark (2008), Cin karidesinde (F. chinensis) laminarin ve V.
Anguillarum enjeksiyonunun kan hiicrelerindeki lizozom ve lizozim aktivitesi
tizerindeki etkisini arastirmiglardir. Uygulamadan sonra hemositlerin lizozim
aktivitesinin aym1 anda orta seviyede bir artis gosterdigini, laminarin
enjeksiyonundan 3 saat sonra ise yart graniiler hiicre sayimlarinin en yiiksek
diizeye ulagtigmmi ve THS’nin arttigini tespit etmiglerdir. Hiyalin hiicrelerinin

ylizdesinin V. anguillarum enjeksiyonundan sonra net olarak artis gosterdigini de
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kaydetmisglerdir. Arastirmacilar lizozom membran stabilitesi ve lizozim aktivitesini
kullanarak karideslerde immiin durumunun degerlendirilebilecegini dnermislerdir.

Mercier ve ark (2009), calismalarinda Pasifik beyaz karideslerini 38 giin
siireyle diisiik veya yiiksek seviyede, HUFA’ca (yiikksek doymamis yag asitleri)
zengin bir yemle beslemisler ve tutma/elleme (handling) stresine maruz
birakmiglardir. Arastirmacilar birinci denemede 30 giin boyunca karideslere giinliik
stres uygulamiglar ve ardindan fizyolojik ve immiinolojik degiskenleri dlgmiisler,
ikinci denemede ise bir kez stres uygulamislar ve stres uygulamasindan 1 ve 24
saat sonra 6rnekleme yapmislardir. 30 giin boyunca strese maruz kalan karideslerin
hayatta kalma oraninin, nihai agirliginin ve yem tiiketiminin, kontrol grubuna gore
(stres uygulanmayan) Onemli Ol¢iide diistiiglinii kaydetmislerdir. Hemolenfteki
glukoz konsantrasyonunun uzun siireli strese maruz kalan karideslerde kontrol
grubundan daha yiiksek oldugunu; laktat seviyesinin ise yiiksek HUFA yemiyle
beslenen karideslerde belirgin olarak daha diisik oldugunu belirlemislerdir.
Hemolenfteki laktat ve glukoz seviyesinin stresten 1 saat sonra arttigini, 24 saat
sonra ise normal seviyelere dondiigiinii tespit etmislerdir. Genel olarak,
karideslerde 30 giin boyunca tekrarlanan tutma stres uygulamasinin biyolojik
performans iizerine olumsuz etkiye sahip oldugunu, bir kez stres uygulanan ve 1 ya
da 24 s sonra yapilan 6l¢iimlerde ise fizyolojik ve bagisik yanitlarinin daha belirgin
goriildiglinii gézlemlemislerdir. Sonugta, bu ¢alismada, HUFA’ca zengin yemle
beslemenin elle stres uygulamasina verilen bagisiklik sistemi agisindan yararli
oldugu sonucuna varilmigtir.

Suryavanshi ve ark (2009), ¢alismalarinda benekli karidesi (Metapenaeus
monoceros) 23 giin siireyle iki farkli dozda (40 ve 60 ng/L) endosulfana maruz
birakmis ve ardindan solunga¢ (SOL), hepatopankreas (HP) ve kaslarinda (KAS)
(metabolik olarak aktif dokularinda) meydana gelen biyokimyasal degisimleri
incelemislerdir. Endosulfanin 6liimciil diizeyin altindaki dozlarinda karideslerde
toplam protein (TP), toplam karbonhidrat (TK), glikojen (GL), toplam serbest

seker (TSS) ve toplam lipit (TL) seviyelerinin 6nemli Olgiide degisiklik
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gosterdigini gozlemislerdir. Deneme sonunda farkli dokulardaki TP, TK, GL, TL
ve TSS konsantrasyonlarindaki azalmanin, sirasiyla KAS>SL.>HP, HP>SL>KAS,
KAS>HP>SL, HP>KAS>SL ve KAS>SL>HP seklinde oldugunu belirlemislerdir.
Aragtirmacilar ¢alismanin sonuglarini 6liimciill olmayan endosulfan dozlarinin
temel dokularin kompozisyonunu, 6zellikle de kas dokularindaki TP seviyelerini
onemli dlgiide degistirdigini ve boylece ekonomik a¢idan 6nemli olan bu karidesin
besleyici degerini diisiirdiigiinii ortaya koymuslardir.

Guo ve ark (2010), giinliik sicaklik dalgalanmasinin (25°C sabit sicaklik,
25+1°C, 25+£2°C, 25+£3°C ve 25+4°C) Pasifik beyaz karidesinin biiylime ve
fizyolojik durumu ile ilgili etkilerini arastirdiklar1 bir ¢alismada, 25+4°C rejiminde
biiylimenin, 25°C'lik sabit sicakliktaki karideslere gore, 6nemli 6l¢iide daha diisiik
oldugunu belirlemislerdir. Bu grupta hemolenf glukoz igeriginin en disiik,
hepatopankreas piruvat kinaz aktivitesinin ise en yiiksek oldugunu, dolayisiyla bu
gruptaki karideslerin stres altinda oldugunu belirtmislerdir. Arastirmada, giinliik
sicaklik dalgalanmasimin HSP70 iizerinde 6nemli bir artis yaratmadigini, bunun
nedeninin +4°C’lik dalgalanma baskisinin HSP70 gen ekspresyonlar1 {izerinde
onemli bir degisiklik i¢in yeterli bir stres yaratmamis olabilecegine baglamislardir.

Zhou ve ark (2010), calismalarinda Pasifik beyaz karideslerinde bakteri
yiiklenmesine tepki olarak HSP60 ve HSP70’in ekspresyonunu incelemigler ve bu
caligmada LvHSP60 mRNA’nin hem yapisal hem de indiiklenebilir oldugunu,
hemositlerde, kas, mide, kalp, hepatopankreas ve solungag dokusu dahil olmak
tizere incelenen hemen hemen tiim dokularda (bagirsak hari¢) yiiksek oranda
belirlenebildigini ifade etmiglerdir. LvHSP60’1n solungaglarda,
hepatopankreaslarda ve hemositlerde bakteri yiiklemesinden sonra belirgin olarak
yukartya dogru yiikseldigini, hemosit ve hepatopankreasta LvHSP70’in
transkripsiyonunun da indiiklendigini kaydetmislerdir.

Li ve ark (2010), %035 tuzlulukta yetistirdikleri karideslerde (L. vannamei)
V. alginolyticus enjeksiyonu ve diigik tuzluluk stresi kombinasyonunun dogal

bagisikliga etkisini arastirmiglardir. Calismada karidesleri %025, %020 ve %015
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tuzluluktaki sulara transfer etmigler ve 1, 6, 12, 24, 72 ve 120 saat sonra hiyalin
hiicre sayimi, graniiler hiicre sayimi (yar1 graniiler hiicre de dahil olmak iizere),
THS, PO ve siliperoksit dismutaz agisindan incelemislerdir. Disiik tuzluluk
seviyelerine transfer ettikleri karideslerde THS, PO aktivitesi, oksidatif patlama
(respiratory burst / oxidative burst) ve siiperoksit dismutaz aktivitelerinin sirasiyla
6, 6, 6 ve 1 saatte 6onemli Olgiide azalmaya bagladigini ve en diisiik seviyeye 12
saatte ulasildigini belirlemislerdir. Kontrol grubuna kiyasla %015 tuzluluga transfer
ettikleri ve enjeksiyon yapmadiklar1 karideslerde hiyalin hiicre sayimi, graniiler
hiicre saymmi, THS, PO aktivitesi ve siiperoksit dismutaz aktivitelerinin
sirasiyla %41, %49, %68 ve %62 oraninda azaldigini, enjeksiyon yaptiklar
karideslerde bu degerlerin sirasiyla %79, %78, %79, %82 ve %72 oraninda
azaldigimi tespit etmislerdir. Bakteri enjeksiyonu ve diisiik tuzluluk transferi
kombine streslerine maruz biraktiklar1 karideslerde dogal immiinitenin zayifladigi
sonucuna varmiglardir. Arastirmacilar karides yetistiriciliginde, diisiik tuzluluk
stresiyle beraber bir patojen tarafindan enfekte olduklarinda karidesin dogal
bagigiklik parametrelerinin daha da kotiillesmesini 6nlemek adina karideslerin
yetistiriciliginde sabit yiiksek tuzluluklarim tercih edilmesi gerektigini
Onermiglerdir.

Klobucar ve ark (2012), kirli tatli su ortamlarinda kerevitlerin (Astacus
leptodactylus) genotoksisitesini incelemigler ve biyolojik belirteg olarak fizyolojik
(toplam protein konsantrasyonu) ve immiinolojik (hemosit sayimi) hemolenf
parametrelerini 6l¢miislerdir. Kirli ortamlardaki kerevitlerin toplam hemosit sayisi
ve toplam protein igeriginde artis gozlemlemisler ve bdylece kirlilige maruz
kalmanin neden oldugu stresin de dogrulandigini ortaya koymuslardir.

Fouzi ve ark (2012), ¢calismalarinda 10 giin boyunca farkli toplam amonyak
seviyelerine (8.1, 3.8 ve 1.1 mg/L) ve beyaz spot sendromu viriisiine (WSSV)
maruz biraktiklar1 karideslerde (P. monodon) stres diizeyini alanin transaminaz
(ALT), aspartat transaminaz, toplam protein, glukoz ve elektrolit (Na’, CI,, K")

Olciimleriyle belirlemeye caligmiglardir. Denemenin 10. giinlinde 8.1 mg/L
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amonyak seviyesine maruz biraktiklar1 karideslerde hemolenf ALT, AST ve
TP’nin 6nemli Slglide yiiksek oldugunu; 3.8 mg/L amonyak seviyesine maruz
biraktiklart karideslerde TP’nin 6nemli 6l¢iide diisiik oldugunu saptamiglardir.
WSSV enfekte ettikleri ve 10 giin boyunca amonyaga maruz biraktiklari
karideslerde stresin daha da arttigini tespit etmiglerdir. Bu grupta hemolenf TP
seviyesinin 1.1, 3.8 ve 8.1 mg/L toplam amonyak seviyesi muamelelerindeki artig
ile birlikte 6nemli dl¢iide azaldigini belirtmislerdir.

Kiruthika (2013) siyah kaplan karidesinde (P. monodon) tuzluluk stresinin
neden oldugu biyokimyasal ve fizyolojik degisiklikleri incelemis; diisiik (%o03),
yiiksek (%055) ve kontrol grubu olarak orta seviyede (%028) tuzluluklarda tutulan
karideslerde THS, toplam protein konsantrasyonu, fenoloksidaz aktivitesi, solunum
ve ozmolaliteyi O0legmiistiir. Yiiksek tuzlulukta bulunan karideslerde THS, kontrol
grubu ile kiyaslandiginda onemli odlgiide diisiik ¢ikmasimna ragmen, kontrol ve
diisiik tuzluluk stresine maruz birakilanlar arasinda herhangi bir zaman arali§inda
onemli bir fark gozlemlenmemistir. Bu arastirici, karideslerin osmolalite
diizeylerinde, disiik tuzluluk stres grubunda 6 saatte belirgin azalma, yiiksek
tuzluluk stres grubunda ise 48’inci saatte maksimum artig tespit edilmistir.

Loc ve ark (2013), karideslerde (L. vannamei) enfeksiyona karsi koruyan
mekanizmalar1 daha iyi anlamak icin postlarvalarda Sliimciil olmayan bir 1s1
sokunun ardindan HSP70 ve bagisiklik ile iligkili protein profenoloksidaz,
peroksinektin, penaeidin, crustin ve hemosiyanini kodlayan mRNA’lari
incelemislerdir. Calismada 30 dakika siireli ani 1s1 sokunun kontrol grubuna kiyasla
HSP70 mRNA’sin1 arttirdigini belirlemislerdir. Arastirmacilar 1s1 sokundan sonra
HSP70 iiretiminin, gelistirilmis HSP70 mRNA ile korelasyona girdigini ortaya
koymuslardir. Oliimciil olmayan 1s1 soku sonrasinda profenoloksidaz ve
hemosiyanin mRNA diizeylerinin arttig1, peroksinektin ve crustin mRNA
diizeylerinin degismedigi sonucuna varmiglardir. Penaecidin mRNA’nin tim 1s1

soklarinda da azaldigini1 kaydetmislerdir.
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Chen ve ark (2014), bir ¢alismalarinda, Petalonia binghamiae 6ziitinii in
vitro ve in vivo yontemle Pasifik beyaz karideslerin bagisiklik tepkisini ve V.
alginolyticus'a karsi direncini incelemigler ve bu amagla 1 mg/mL ekstrakt ile
inkiibe ettikleri karides hemositlerinde ve PO’da artis tespit etmislerdir.
Karideslerde THS, PO ve oksidatif patlamanin 48, 96 ve 144 saat sonra, siiperoksit
dismutaz aktivitesinin ise 48 saat sonra 6 ve 10 pg/g ekstrakt dozunda 6nemli
Olclide yiikseldigini kaydetmislerdir. 6 ve 10 pg/g ekstrakt alan karideslerin
fagositik aktivitesi ve bakteriye karsi temizlenme etkinlik degerleri 24, 48, 96 ve
144 saat sonra salin ve kontrol gruplarina goére 6nemli 6l¢lide yiiksek ¢ikmustir.

Chen ve ark (2015a), Gracilaria tenuistipitata ekstrakti iceren deniz
suyunda (%035) amonyak stresine maruz biraktiklar1 Pasifik beyaz karideslerde
HSP70’in transkript seviyesinin stres sonrasi 24 saat regiile edilebildigini
kaydetmislerdir. Arastirmacilar Gracilaria tenuistipitata ekstrakti igeren deniz
suyuna maruz biraktiklar1 karideslerin, yukar1 regiile gen ekspresyonu ve erken
bagigiklik parametrelerinin iyilesmesi durumu neticesinde, amonyak stresine karsi
hiicresel ve humoral bagisiklig1 diizenleyerek homeostazi korumak igin bir yetenek
sergiledigi sonucuna varmiglardir.

Chen ve ark (2015b), farkli tuzluluklara (%02.5, 5, 10, 15, 25 ve %035)
maruz biraktiklart juvenil Pasifik beyaz karideste biiyiime ve immiin
parametrelerini  incelemislerdir.  Karideslerin  hayatta kalma oranlarinin
sirastyla %20, %40, %77, %83, %90 ve %90 oldugunu tespit etmislerdir. Yiiksek
tuzluluklara maruz biraktiklart karideslerin (%025 ve %035) agirhik ve
uzunluklarinin diisiik tuzluluga gore Onemli Olglide yiiksek, spesifik biiylime
oranlarinin (SBO) diisiik tuzluluktakilere (%02.5, %05, %010 ve %o015) kiyasla %025
tuzlulukta 6nemli 6l¢iide yiiksek oldugunu bulmuslardir. Karideslerde %015, %025
ve %035 tuzlulukta yetistirilenler, %02.5, %05 ve %010’da yetistirilenler ile
karsilagtirildiginda, daha fazla seffaf ve graniil hiicreye, 6nemli 6lgiide yiiksek THS
seviyesine, PO, siiperoksit dismutaz ve lizozim aktivitelerine sahip olduklarini

belirlemislerdir.
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Ang-lu ve ark (2015), Exopalaemon carinicauda'daki 1s1 sok proteini
(HSP) familyalarinin (HSP70 ve HSP90) mRNA ekspresyonunu, akut sicaklik
stresini takiben arastirmislar ve karideslerin 19, 23 ve 27°C sicaklik stresine maruz
birakildiklarinda HSP70 mRNA ekspresyon seviyelerini 2 saat i¢inde arttirdiklarini
ancak daha sonra denemenin sonuna (48 saat) kadar azalttiklarini, HSP90 mRNA
ekspresyon seviyelerinin ise 2 saatte azaldigini ve denemenin sonuna dogru ise
yukseldigini belirlemiglerdir. Karidesin HSP70 ve HSP90 mRNA ekspresyonu
arasindaki bu farkliligin 1s1 stresine gosterilen farkli rollerle iliskili olabilecegini ve
sonugta bu her iki HSP genlerinin de karideslerin sicakliga dayanikliliklarinda ¢ok
onemli roller oynayabileceklerini ifade etmislerdir.

Saeed ve ark (2015), ¢calismalarinda L. vannamei’nin tuzluluk stresinin kan
parametreleri lizerine etkisini aragtirmislar; ¢calismada %030 tuzluluga kiyasla, %015
ve %045 tuzlulugun kan plazmasinda hemosit hiicrelerinde ve toplam protein
degerlerinde belirgin bir diisiis olusturdugunu tespit etmislerdir. Arastirmacilar
tuzlulugun artis veya azalmasindan kaynaklanan stresin bagisiklik sistemindeki

anormalliklerle iligkili olabilecegi sonucuna varmiglardir.

2.3. Krustaselerde Stoklama Yogunlugunun Etkileri Uzerine Yapilan
Cahismalar

Pasifik beyaz karidesinde yapilan bir c¢aligmada, {i¢ farkli stok
yogunlugunun (25, 38, 65 adet/L) yetistirme siiresince (65 giin) biiyiime ve hayatta
kalma orani lizerine etkileri aragtirilmistir. Karideslerde 25 ve 38 adet/L postlarva
(PL) stok yogunluklarinin hayatta kalma ve biiyiimeye hicbir etkisi olmadigi, 65
adet/L stok yogunlugunun ise yemden daha etkin yararlanma orani sayesinde
onemli 6l¢iide yiiksek bir biyomas (1.3 kg/m®) ve daha yiiksek hayatta kalma orani
(%61) saglayabildigi belirlenmistir (Rouse ve Davis, 2004).

Herrera ve ark (2006), ¢alismalarinda Pasifik beyaz karidesinde stok
yogunlugunun (50, 60 ve 70 karides/m?) toprak havuzlarda biiyiime iizerine etkisini

arastirmiglardir. Sonbahar-kis aylarinda stoklama yogunlugunun biiylime iizerinde
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onemli Olgiide farkli etkiler gdstermedigini, nihai ortalama agirliklarin sirasiyla
12.77 g, 12.72 g ve 12.40 g, ve toplam veriminin ise 3.609 kg, 5.093 kg ve 5.681
kg/ha oldugunu kaydetmislerdir. Buna Kkarsilik, ilkbahar-yaz aylari boyunca
ortalama biliyiime ve nihai verim arasinda istatistiksel olarak 6nemli oOlgiide
farkliliklar oldugunu, sirasiyla nihai ortalama agirliklarin 18.63 g, 13.46 g ve 11.86
g ve verimin 7.243 kg, 7.307 kg ve 8.011 kg/ha oldugunu goézlemlemislerdir. Kis
aylarinda diisiik su sicakliklarmin tiretimi olumsuz etkiledigini, ilkbahar-yaz
aylarmin yiiksek sicakliklarinda (>23°C) daha yiiksek performans elde
edilebildigini bildirmislerdir.

Li ve ark (2006), Cin karidesinde (F. chinensis) ¢oziinmiis oksijen seviyesi
ve stok yogunlugunun (50, 200 ve 600 adet/m’; ortalama 1.78 g) biiyiime ve
spesifik olmayan (dogal) bagisiklik parametreleri tiizerine olan etkilerini
arastirmiglardir. Arastiricilar, karideslerin biiyiime, hayatta kalma orani, kabuk
degistirme, yem almi ve yem c¢evrim etkinliginin ¢Ozlinmiis oksijen
konsantrasyonu muameleleri arasinda onemli Olglide farkli  olmadigim
belirlemislerdir. Karideslerde stok yogunlugunun artmasiyla birlikte bilylime,
hayatta kalma orani, yem ¢evrim etkinliginin ve PO enzim aktivitesinin azaldigini,
bunun aksine yem tiiketimi ve peroksidaz enzim aktivitesinin arttigini ifade
etmiglerdir. Karideslerde ¢oziinmiis oksijen konsantrasyonu ve stoklama
yogunlugunun agirlik artisi, kabuk degistirme, O, tiketimi, yem alimi, Ua ve
hemolizin aktivitelerinde interaktif bir etkiye sahip olduklari1 sonucuna varmiglardir.
Arastirmacilar bu sonuglar neticesinde ¢oziinmiis oksijen konsantrasyonu
seviyesinin spesifik olmayan bagisiklik faktorleri (siiperoksit dismutaz, peroksidaz
enzim aktivitesi, Ua, Ul ve hemolizin) iizerinde etkili oldugunu, bununla birlikte
stok yogunlugunun ise daha ¢ok yem alimi veya enzim (PO, peroksidaz enzim
aktivitesinin ve hemolizin) aktiviteleri yoluyla karidesin biiyiime performansini
etkiledigini ve her iki faktoriin (stok yogunlugu ve ¢oziinmiis oksijen
konsantrasyonu) interaktif etkilerinin karides yetistiriciliginde Onemli roller

oynadigini ortaya koymustur.
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Gunalan ve ark (2010), ¢alismalarinda farkli stok yogunluklarinin MBV
Monodon baculovirus ile enfekte olan Penaeus monodon postlarvalar {izerindeki
etkisini 3 farkli stoklama yogunluklarinda (6, 10 ve 15 PL/m? DI, D2 ve D3)
degerlendirmek igin {i¢ buguk aylik bir ¢alisma yapmiglardir. En diigiik stoklama
grubu olan D1’de &nemli Olglide yiiksek ftretim ve hayatta kalma orani
belirlemislerdir.

Kumlu ve ark (2010), yari-tropik iklim sartlarinda, kiglattiklar1 veya
mevsim Oncesinde iirettikleri yesil kaplan karideslerinin (P. semisulcatus) yari-
entansif ve entansif sistemlerdeki havuz/tank kiiltiir kosullarinda biiyiime
performansint  ¢alismislardir. A havuzunda, mevsim Oncesinde Tiretilen
postlarvalarin 0.06 g giinliik biiyiime oraniyla (GBO), 140 giinde, 0.2 g’dan 22.6
g’a kadar dogrusal bir sekilde biiyiidiigiinii kaydetmislerdir. B havuzunda,
kiglatilmis yavrularin ilk 30 giin icerisinde 0.41 g GBO ile (14.42 g’lik canli agirlik
kazanci; CAK) ve 30 ile 140. giinler arasinda ise 0.13 g GBO ile (14.32 g CAK)
3.8 g’dan 30.5 g’a kadar ulastigmi belirlemislerdir. 30 adet/m” PL stok
yogunlugunda karidesler (0.2 g) 140 giin igerisinde, 13.7 g’a (GBO 0.10 g) ve 40-
50 adet/m* PL yogunlugunda ise 6.44-7.37 g’a (GBO 0.05 g) ulastigim
kaydetmislerdir. Elde edilen iirlin miktarmi yari-entansif havuzlarda 880-1.150
kg/ha, entansif havuzlarda ise 1.597-2.673 kg/ha olarak hesaplamiglardir. Beton
havuzlarda biyiittiikleri karideslerin daha da diisiik bir performans gosterdigini ve
bu havuzlardan sadece 879 ile 793 kg/ha iiriin alinabildigini tespit etmiglerdir.

Sookying ve ark (2011), ¢alismalarinda agik havuz ve tank kosullarinda
kiiltiire alinan ve yiiksek miktarda soya fasulyesi unu igeren yem ile beslenen
Pasifik beyaz karideslerinde stok yogunlugunun biiyiime performanst ve ekonomik
fizibilite iizerine etkisini degerlendirmeyi amaglamiglardir. Juvenil karidesleri
(0.015 g baslangic agirhigr) 0.1 ha havuzlara 17, 26, 35 ve 45 adet/m’ stok
yogunluklarinda stoklamislardir. Ayrica yavru L. vannamei’leri de (2.8 g baslangic
agirhgl) 24.800 L tanklara 15, 25, 35, 45, 55 ve 65 adet/m” olarak stoklayip 10

hafta siireyle biiyiitmiislerdir. Havuz c¢aligmasinin sonucunda (14 hafta) stok
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yogunlugu ve biliyime arasinda negatif bir korelasyon egilimi oldugunu
belirlemiglerdir. Karideslerin muameleler arasindaki ortalama agirliginin 20.70-
25.25 g arasinda, hayatta kalma oraninin %58.0 ile %65.1 arasinda, YCO degerinin
ise 1.17 ile 1.54 arasinda degistigini belirtmislerdir. Bu farkliliklarin, muameleler
arasinda onemli olmadigini, bununla birlikte yiiksek stok yogunlugunun 6nemli
Olclide daha fazla verim sagladigini belirlemislerdir. Nihai {iretimin 2660 ile 6149
kg/ha arasinda degistigini kaydetmislerdir. A¢ik hava kosullarinda tank sisteminde
de biiylimenin stok yogunluguyla ters orantili oldugunu ve ortalama nihai agirligin
13.42 ile 16.13 g arasinda degistigini gézlemlemislerdir. Nihai biyomasin 286.15
ila 637.20 g/tank arasinda, hayatta kalma oranmnin %93.4 ila %100.0 arasinda
degistigini, bununla birlikte stoklama yogunlugunun hayatta kalma orani iizerinde
herhangi bir etki yaratmadigini belirlemiglerdir. Arastiricilar, bu ¢alismada stok
yogunlugu ile YCO arasinda 1.15 ile 1.54 arasinda degisen negatif bir korelasyon
oldugunu bildirmislerdir.

Balakrishnan ve ark (2011), ¢alismalarinda kiiltiirii yapilan Pasifik beyaz
karidesin, toprak havuzlarda (0.8-0.9 ha), farkli stok yogunluklarinda (50, 56.25,
51.25 ve 61.11 adet/m?) biiylimesini 110 giin siireyle incelemiglerdir. Deneme
sonunda ortalama agirliklarin sirastyla 21.2, 18.9, 19.6 ve 17.5 g oldugunu; hayatta
kalma oranlarinin %82, 92, 81 ve 80 oldugunu ve YCO’larin 1.4, 1.34, 1.38 ve
1.35 oldugunu tespit etmislerdir. Ortalama hasat edilen {iriin miktarinin sirasiyla
8750, 9813, 8138 ve 8591 kg/ha oldugunu kaydetmislerdir. Arastirmacilar
calismada L. vannamei’lerde biiyliimenin dogrudan stok yogunluguyla iliskili
oldugu sonucuna varmiglardir.

Yesil kaplan karidesi (Penaeus semisulcatus) igin toprak havuzlarda
yapilan bir ¢calismada stok yogunlugu ve su degisim oraninin biiylime performansi
iizerine etkisi belirlenmistir. Calismada stok yogunluklarinm 5, 15 ve 25 PL/m’ ve
su degisim oraninin %10 ve %20 oldugu kaydedilmistir. Su degisimi ile deneme
sonu ortalama agirlik (g), agirhik artist (g/PL), ylizde agirlik artisi, SBO (%/giin),

YCO, su degisimi, yag kazanci ve enerji kullanimi arasinda 6nemli 6lgiide fark
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oldugu tespit edilmistir. Calismada yesil kaplan karidesinin ideal stoklama
yogunlugunun 15 PL/m® ve su degisim oranmimn %20 olabilecegi sonucuna
varilmistir (Gaber ve ark 2012).

Ravuru ve ark (2014), karideslerin (L. vannamei) bilylime ve diger tiretim
parametreleri iizerine etkisini arastrmak amaciyla, her havuza 500 adet/m’
postlarva stoklamiglar ve pelet yem ile yaklagik 4 ay siireyle (120-126 giin)
beslemislerdir. Uretimin her bir havuz icin sirastyla 8337, 8932 ve 9450 kg
oldugunu belirlemisler; yem c¢evrim oranim1 (YCO) 1.78, 1.81 ve 1.82 olarak,
hayatta kalma oranini ise %86, %88 ve %90 olarak hesaplamislardir. Nihai
ortalama agirligini ¢alisma sonunda, sirasiyla, 27.7, 29.0 ve 30.0 g olarak
bulmuslardir.Shakir ve ark (2014), siyah kaplan karideslerinde (P. monodon)
stoklama yogunlugunun (6 ve 12 PL/m’) hayatta kalma orani ve biiyiime
performansi iizerine etkisini dort aylik siire boyunca arastirmiglardir. Diisiik
stoklamada karideslerin hayatta kalma oranlarinin yiiksek (%68.4), yiiksek
yogunlukta diisiik (%51.7) oldugunu ortaya koymuslardir. Deneme sonu ortalama
viicut agirhigini diigiik stoklanan grupta 27.8 g, yiiksek stoklanan grupta ise 24.6 g
olarak Ol¢miislerdir. Buna ek olarak diigiik stoklanan grupta ortalama YCO
degerinin 1.8, yiiksek stoklanan grupta ise 2.3 oldugunu kaydetmislerdir.

Lin ve ark (2015), ¢alismalarinda farkli stok yogunluklarinda (2, 10, 20,
30 ve 40 karides/L) yetistirilen Pasifik beyaz karideslerde (ortalama 12.2 g) V.
alginolyticus enfeksiyonu ve WSSV direnci ile iligkili olarak immiin
parametrelerini arasgtirmiglardir. Hemosit sayimi, PO, oksidatif patlama, siiperoksit
dismutaz aktivitesi, lizozim aktivitesi ve hemolenf proteini dahil tim immiin
parametrelerin stok yogunlugu ve zamanla negatif olarak iligkili oldugunu
belirlemiglerdir. Aragtiricilar 12 saat enfeksiyon sonrasinda 10 adet/L stok
yogunlugunda yetistirilen karideslerin PO aktivitesi, siiperoksit dismutaz aktivitesi
ve lizozim aktivitesinin 6nemli Olgiide azaldigini tespit etmislerdir. Bu immiin
parametrelerin proteinle iliskili transkript seviyelerinin 12 saat sonra 20, 30 ve 40

adet/L stok yogunluklarinda azaldigimi kaydetmiglerdir. Karideslerde V.
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alginolyticus'a kars1 fagositik aktivite ve temizlenme etkinligi degerlerinin 12 saat
sonra 30 ve 40 adet/L stok yogunlugunda énemli 6l¢iide diisiik oldugu sonucuna
varmislardir. Oliim oraninin 20 ve 40 adet/L stok yogunlugunda 2 adet/L stok
yogunlugundan sirasiyla 12-144 ve 12-48 saat boyunca 6nemli Slglide yiiksek
oldugunu belirlemislerdir. Arastirmacilar yiiksek yogunluklarda yetistirdikleri
karideslerin (>10 karides/L) bagisiklikla iligkili proteinlerin ekspresyon
seviyelerinin azalmasi ile birlikte bagisiklik parametrelerinin ve patojenlere karsi
direncin azalmasinin, bagisiklik sistemindeki bozulmalar1 belirttigini ifade
etmislerdir.

Suriya ve ark (2016), L. vannamei'nin stok yogunlugunun hayatta kalma ve
biiylime performansi iizerine etkisini dort farkli karides ¢iftliginde arastirmislar ve
stok yogunluklarin1 100 adet/m” ve 12 adet/m” olarak belirlemislerdir. Karideslerin
hayatta kalma oranmi, sirasiyla %80 ila %90, YCO degerlerini 1.39 ile 1.4,
ortalama viicut agirligini 20 ila 34 g ve toplam iiretimi ise 5861 ile 9500 kg olarak
kaydetmislerdir.

Gao ve ark (2017), juvenil karideslerde (L. vannamei) (ortalama 2 g)
stoklama yogunlugunun biiylime, oksidatif stres ve HSP70 iizerine etkisini
arastirmak amaciyla kafeslere 188, 250 ve 313 adet/m’ stoklamuslar ve 60 giin
boyunca beslemislerdir. Karideslerin hayatta kalma oraninin stoklama
yogunlugunun artisi ile birlikte azaldigini (sirasiyla % 83.3, % 79.2 ve % 78.7)
kaydetmiglerdir. Deneme sonunda spesifik bilylime oraninin ve agirlik kazancinin
188 adet/m’ grubunda 250 ve 313 adet/m” gruplarindan; yem ¢evrim oranmin 313
adet/m” grubunda 188, 250 adet/m” gruplarindan 6nemli 6l¢iide yiiksek oldugunu
belirlemislerdir. Karideslerin filan agirhiginin stoklama yogunlugunun artisi ile
azaldigmi ve 313 adet/m” adet grubunda 188 adet/m® grubundan onemli ol¢iide
diisik oldugunu tespit etmislerdir. Arastirmacilar karideslerde HSP70’in
hepatopankreasta artan stoklama yogunlugu ile énemli dl¢iide arttigini, kasta 250
adet/m” grubunda 188 adet/m’ grubundan onemli &lgiide yiiksek oldugunu,

hemolenfte ise gruplar arasinda bir fark olmadigini kaydetmislerdir. Antioksidan
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Ozelliklerin (superoksit dismutaz, katalaz, malondialdehit ve glutatyon) ise
karideslerde diisiik stoklama yogunlugunda hemolenf, hepatopankreas ve kasta
daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir. Aragtirmacilar Pasifik beyaz karideslerin
yiiksek stoklama yogunlugu altinda yetistiriciligi yapildiginda, biiyiime, yem
tiketimi, antioksidan ozellik ve stres direnci kabiliyetinin azaldigimi, yiiksek
stoklama yogunlugunun karideslerin biiyiimesini ve refahin1 etkileyebilecegi

sonucuna varmislardir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Caligmalarda kullanilmak iizere gerekli olan Pasifik beyaz karidesi
(Litopenaeus vannamei) postlarvalari (PL8-10) Tayland’dan ithal edilerek
Cukurova Universitesi, Su Uriinleri Fakiiltesi’ne ait olan Deniz Uriinleri Ar-Ge
Tesisine getirilmis ve burada denemelerde kullanilana kadar iki adet 1x10x1 m
beton tanklarda %020 tuzlulukta ve 28-30°C sicaklikta adaptasyon amaciyla
bekletilmistir.

Tiim deneme ¢alismalar1 Cukurova Universitesi, Su Uriinleri Fakiiltesi’ne
ait olan ve kampus alaninda kurulu olan Deniz Uriinleri Ar-Ge Tesisinde

yiiritilmistiir.

3.2. Metot
Bu tezde iki deneme yiiriitilmiistiir. Her bir denemenin dizayni, kurulumu,

alman 6l¢glim ve analizler ayr1 ayri verilmistir.

3.2.1. 1. Deneme: Farkh Stoklama Yogunluklarimin Litopenaeus vannamei’de
Biiyiime Performansi ve Stres Parametreleri Uzerine Etkileri

Projenin I. Denemesinde karideslerde stoklama yogunlugunun yasama
orani, biiylime ve yem tiiketimi iizerine etkileri incelenmistir. Bu ¢aligmada yiiksek
stok yogunluguna olan toleransi nedeniyle Pasifik beyaz karidesi tercih edilmistir.

Tez calismasinin bu denemesinde (Sekil 3.1 ve 3.2°de goriilen deneme
{initesinde) her birinin taban alam1 0.2 m® (0.31x0.65x0.56 m) olan plastik
dikdortgen tanklarda (kops kutulari), 6n biiylitme (nursery) asamasinda yiiksek
stoklama yogunluklarmin (200, 400 ve 800 adet/m?) karideslerde biiyiime ve yem
tilketim performanslar1 ve stres iizerine etkileri dayaniklilik testleri (formalin ve
tuzluluk testleri) ile ve ayrica 1s1 sok proteinleri (HSP70 ve HSP90) analizleri

araciligryla incelenmistir.
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3.2.1.1. Deneme Dizayni ve Yonetimi

Tezin 1. denemesinde (Sekil 3.1 ve 3.2°de goriilen deneme iinitesinde) her
birinin taban alan1 0.2 m* (0.31x0.65x0.56 m) olan plastik dikdortgen tanklarda
(kops kutularr), yiiksek stoklama yogunluklarmin (200, 400 ve 800 adet/m?)
karideslerde yagama orani, biiylime ve yem tiiketimi lizerine etkileri incelenmistir.

Denemede ortalama agirliklart 0.65 g olan karides postlarvalar
kullanilmistir ve Pasifik beyaz karidesinin her stoklama grubu i¢in 4 tank (tekerriir)
kullanilmig ve ¢alisma 3 hafta adaptasyon periyodu ve ardindan 4 hafta deneme
olmak fiizere toplamda 7 hafta siirmiigtiir. Adaptasyon periyodunda karides
yavrulart 3 hafta siireyle 1 adet 10 m* (1x10x1 m) beton tank igerisinde 200
adet/m” stok yogunlugunda bekletilmis ve deneme tanklarina aktarim yapilmadan
once bu stok tankindan 9 adet karides kepgelenerek derhal RNA Later soliisyonu
icine alinmistir (0. giin 6rnegi). Denemede 0, 1, 4, 7, ve 30. giinlerde HSP70 ve
HSP90 analizleri i¢in her gruptan, her 6rneklemede 9 adet karides alinmis (her
tanktan 2-3 adet) ve bunlar dogrudan 1.5 mL plastik ependorf tiiplere aktarilarak
tizerlerine RNA Later soliisyonu eklenmis ve derhal dnce -20°C’ye, 1 giin sonra ise
-80°C’de bir derin dondurucuya yerlestirilmistir. Denemenin ilk haftasinda yapilan
orneklemelerde karidesler tiim viicut halinde her biri 1.5 mL’lik mikrotest
(ependorf) tiipe 3 adet karides olacak sekilde (toplam 3 tiip x 3 karides)
yerlestirilmistir. Son 6rneklemede ise, karidesler irilestikleri i¢in, her bireyin kas,
hepatopankreas ve solunga¢ dokular1 disekte edildikten sonra, her bireyin organlari
bir tiip igerisine birlikte stoklanmistir.

Calisma esnasinda giinliik su degisimi statik yontemle giinde en diisiik
stoklama yogunlugunda (200 adet/m”) %20-30, orta seviye yogunluktaki grupta
(400 adet/m?) %40-60 ve en yiiksek stoklama grubunda ise (800 adet/m?) %80-100
oraninda yapilmistir. Su sicakligi 30£0.5°C ve tuzluluk ise %020.02+0.82 olarak
ayarlanmistir. Deneme siiresince beslemede kullanilan yem miktarlar1 diizenli

olarak kaydedilmis ve haftalik olarak su kalite parametreleri (oksijen, pH, toplam
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amonyak, nitrit) Ol¢iimii yapilmistir. Deneme siiresince test kitleriyle yapilan
haftalik 6l¢iimler neticesinde toplam amonyagin 1 ppm ve nitrit seviyesinin ise 0.5
ppm’den daha yiiksek seviyelere ¢ikmadigi, oksijen seviyesinin >5 ppm ve pH’nin

ise 8-8.2 arasinda kaldig1 anlagilmistir.

Sekil 3.1. Farkli stoklama yogunluklarinda stoklanan Pasifik beyaz karidesinde
(Litopenaeus vannamei) biiylime, yem tiiketimi, stres testleri ile stres
parametrelerinden 1s1 sok proteinlerinin gen goriiniimiin analizlerinin
yapilabilmesi i¢in yliriitiilen denemenin kurulum agamasi.

Karidesler deneme siiresince %48 protein ve %10 lipit i¢eren 0.8-1.2 mm
yem ile giinde 4 kez (09.00, 13.00, 17.00 ve 23.00 saatlerinde) tank
biyomasinin %7-8’1 iizerinden, ancak agirlikli olarak bir sonraki yemleme
zamaninda tank tabaninda tiiketilmeyen yemlerin miktarmma bakilarak
yemlenmislerdir. Giinliik olarak verilmesi hesaplanan yem miktarmin %601 esit
oranlarda olmak fizere saat 09.00, 13.00 ve 17.00°de verilirken, geri kalan %40’1
ise saat 23.00°de verilmistir. Gece yemlemesi hari¢, beslemeden 2 saat sonra
tanklarin tabaninda kalan yemlerin miktarina gore (sifonla disar1 alinan) bir sonraki

yemleme oran1 ayarlanmaya ¢alisilarak, karideslerin yemlerden maksimum
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faydalanmasina caligilmistir. Net yem tiiketim degerleri verilen yem miktar ile
etlivde kurutulan yem miktarlarinin farkindan hesaplanmigtir. Tiiketilmeyen yemler
sifonlama yoluyla toplanarak ve kurutularak giinliik net yem tiiketim miktarlari
tespit edilebilmistir. Alman ornekler etiivde 105°C’de 4-5 saat siireyle (sabit
agirliga kadar) kurutulmus ve ardindan desikatdrde oda sicakligina getirildikten

sonra 0.01 g hassas terazide tartilmistir.

“_

Sekil 3.2. Karide; yavlarlnda yiiksek stoklama caligmasmin (L. Degleme)
yiiriitiildiigii tinite.

Bu calismada son 6rnekleme denemenin 30. giliniinde yapildiktan sonra
kalan tim karideslerde bireysel olarak agirlik Olglimleri yapilmis ve deneme
stiresince kaydedilen yem tiiketim degerleri sayesinde gruplar arasinda biiylime
yem tiiketim performans kiyaslamalar1 yapilmistir. Ayrica, deneme sonunda kalan
karideslerde formalin ve tuzluluk dayamklilik testleri de yapilarak stok
yogunlugunun karideslerde direng iizerine etkileri ek verilerle desteklenmeye

caligilmigtir.
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3.2.1.2. Dayanikhilik Testleri
3.2.1.2.(1). Formalin Testi

Bu test i¢in uygun formalin dozunu belirlemek amaciyla %020 tuzlulukta
deniz suyuna (28°C sicaklik) 200 ppm formalin olacak sekilde %34.5’1ik
formaldehit (Merck) eklenmis ve ardindan soliisyon igerisine 20 adet karides
yerlestirilerek karideslerde oOlii bireyler 6 saat boyunca (0.5, 1, 3 ve 6 saat)
gozlenmistir. Bu testte herhangi bir 6liim goriilmedigi igin, ayni islem 6nce 400
ppm, ardindan da 800 ppm formalin seviyesinde tekrarlanmistir. En sonunda dozaj
1600 ppm seviyesine ¢ikartildiginda 0.5 saatte yiiksek oliim orami (%70) ile
karsilagildig igin, testin 1200 ppm seviyesinde yapilmasina karar verilmistir.

Buna gore, stoklama denemesi sonunda her stoklama yogunlugu i¢in 3 adet
24x34x15 cm (10 L hacim) boyutlarinda dikdortgen plastik kaplar kullanilmis (3
stoklama yogunlugu i¢in toplamda 9 adet) (Sekil 3.3) ve bunlarin i¢ine 8 L olarak
doldurulan deniz suyuna (%020 tuzluluk, 28°C sicaklik) 1200 ppm formalin
eklenmigtir. Siirekli olarak havalandirilan tanklarin her birisine 10’ar adet karides
tesadiifi olarak stoklanmis ve uygulamanin ardindan 0.5, 1, 3 ve 6’nc1 saatlerde 6lii

bireyler kaydedilmistir.

3.2.1.2.(2). Tuzluluk Testi

Formalin testi tamamlandiginda, yine aymi diizenek igerisinde {stte
belirtilen teknikle tuzluluk stres testi yapilmistir. Bunda da her stoklama yogunlugu
icin 3 adet 24x34x15 cm (10 L hacim) boyutlarinda plastik dikdortgen kaplar
kullanilmustir (Sekil 3.3) (3 stoklama yogunlugu icin toplamda 9 kap). Bir tankta (1
tonluk) 28°C sicakliga gelinceye kadar isitilan tath su (kuyu suyu) 8 L olacak
sekilde her kaba doldurulmus ve havalandirma devreye sokulmustur. Bu islemlerin
ardindan, %020 tuzlulukta deniz suyunda bulunan karidesler kepge ile almarak

dogrudan tatlisu igeren her kap igerisine 10’ar adet karides olacak sekilde tesadiifi
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olarak stoklanmigtir. Uygulamanin ardindan 0.5, 1, 3 ve 6’nc1 saatlerde 6lii bireyler
kaydedilmistir.
I a

Sekil 3.3. Formalin ve tuzluluk testinden .g(')rﬁntiiler.

3.2.1.3. Biiyiime ve Yem Tiiketimi

Deneme sonunda her tanktan tesadiifi olarak 30-40 adet karides
orneklenmis ve bireysel olarak 0.01 g hassasiyette bir terazi ile bireysel agirliklar
tartilmistir. Formalin ve tuzluluk testleri sonucunda olen ve hayatta kalan
karideslerin tamami da bireysel olarak tartilmis ve bunlar da biliyiime

hesaplamalarinda kullanilmistir.

3.2.1.4. Is1 Sok Proteinleri (HSP) Analizi

Denemede 0, 1, 4, 7 ve 30. giinlerde HSP70 ve HSP90 analizleri i¢in her
gruptan, her 6rneklemede 9 adet karides alinmig (her tanktan 2-3 adet) ve bunlar
dogrudan 1.5 mL plastik ependorf tiiplere aktarilarak iizerlerine RNA Later
soliisyonu eklenmis ve derhal 6nce -20°C’ye, 1 giin sonra ise -80°C’de bir derin

dondurucuya yerlestirilmistir.
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]

Sekil 3.4. Doku drneklemesi.

Denemenin ilk haftasinda yapilan orneklemelerde karidesler tiim viicut
halinde her biri 1.5 mL’lik mikrotest (ependorf) tiipe 3 adet karides olacak sekilde
(toplam 3 tlip x 3 karides) yerlestirilmistir. Son Orneklemede ise, karidesler
irilestikleri i¢in, her bireyin kas, hepatopankreas ve solunga¢ dokulari disekte
edildikten sonra, her bireyin organlar1 bir tiip igerisine birlikte stoklanmugtir (Sekil
3.4). Bu drneklemede her bireyin organlari bir tiip igerisinde birlikte korunmustur.
Kuru buz icerisinde Tayland’mn Kasetsart Universitesi’ne ulastirilan &rnekler

asagida aciklanan tekniklerle toplam RNA ve cDNA sentezi ve ardindan da Real
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Time PCR Analizleri ile HSP70 ve HSP90 genlerinin goriiniim analizleri bu
tiniversitenin Su Uriinleri Fakiiltesi laboratuvarlarinda yiiriitiilmiistiir.

a) Toplam RNA ve c¢cDNA Sentezi: Toplam RNA ekstraksiyonunda, et doku
ornekleri FastPrep®homojenizator ile 40 sn siireyle homojenize edilmis (MP
Biomedicals, USA) ardindan kloroform kullanarak faz ayrimi yapilmigtir. Toplam
RNA’lar propanol ile ¢oktiiriilmiis ve %75’lik etilalkol ile yikanmistir. Ardindan,
RNA peletleri kurutulmus ve NanoDropSpektrofotometre (NanoDrop 2000, Ther-
moScientific, USA) ile RNA seviyesi belirlenerek final yogunlugunun 1 pug
seviyesine ayarlanmasi saglanmistir. Uretici firmanin 6nerdigi protokol ile Revert
Aid First Strand cDNA Synthesis Kitleri (Fermentas, USA) kullanilmis
mRNA’larin cDNA’lara (firststrand) doniisiimii gergeklestirilmistir.

b) Real time-PCR Analizleri: Ustte belirtilen 1 ug cDNA kullanilarak Quantitative
real-time PCR (Brilliant®II SYBR®Green QPCR Master MixStratagene, USA)
analizi yapilmis ve bunun i¢in L. vannamei’nin HSP70 ve HSP90 spesifik
primerleri kullanilmustir. Olgiilen her gen Pasifik beyaz karidesinin beta-actin
geninin spesifik primerleri kullanilarak beta-actin ekspresyon seviyeleri ile lateral
olarak normalize edilmistir. Realtime-PCR’da 10 dk siireyle 95°C’de bir dongii,
ardindan 30 sn siireyle 95°C’de, 30 sn siireyle 55°C’de ve 1 dk siireyle 72°C’de
40’ar dongii ve son olarak 1 dk siireyle 95°C’de, 30 sn siireyle 55°C’de ve 30 sn
stireyle 95°C’de 1’er dongii tercih edilmistir. Elde edilen sinir degerleri (CT)
kaydedilerek, L. vannamei’nin test edilen her organindaki 5 hiicresel stres ile ilgili
genlerin ekspresyon seviyelerinin hesaplanmasinda kullanilmustir. Ilgili genlerin
nispi ekspresyon oranlari 2-AACT metodu ile hesaplanmigtir (Livak ve Schmittgen,
2001). Her reaksiyonun beta-actin mRNA, Her reaksiyonun HSP70, HSP90 ve
beta-actin mRNA'lar1 arasindaki esik ¢cevrim degeri farki (ACT), mRNA seviyesini
normallestirmek ic¢in kullanilmistir. Farkli zaman dilimlerinde, karidesin test edilen
tiim dokular1 i¢in HSP70 ve HSP90 mRNA'larin nispi kopya sayisi, ilk giindeki (0.

Giin) gen ekspresyon diizeyi kalibrator olarak kullanilmak suretiyle hesaplanmustir.
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3.2.2. II. Deneme: Kath Tank Sisteminde Farklhh Stok Yogunluklarinda
Yetistirilen Karideslerde Biiyiime, Yem Tiiketimi ve Stres Parametrelerinin
Belirlenmesi

Tez calismasinin II. denemesinde, resirkiile sistemde farkli stoklama
yogunluklarinin (40, 80 ve 160 adet/m”) karideslerde (L. vannamei) stres olusturup
olusturmadigini belirlemek i¢in; biliyiime, yem tiiketimi, baz1 hemolenf (plazma
laktat, total protein, trigliserit) ve immiinolojik parametreler [alkalin fosfataz
(ALP), aspartat aminotransferaz (AST) ve alanin aminotransferaz (ALT)] ile 1s1

sok proteinlerindeki degisim 4 ay siireyle arastirilmigtir.

3.2.2.1. Deneme Dizaym ve Yonetimi

Denemede kullanilacak olan karidesler (L. vannamei) bekleme
tanklarindan (2 adet 1x10x1 m beton tanklarda %020 tuzlulukta ve 28-30°C
sicaklikta) deneme tanklarina alinmistir. Deneme 6 kattan olusan bir resirkiile
sistemde (RAS) 6 adet 2x6x0.5 m (en x boy x yiikseklik) boyutunda fiberglas
tanklarda ii¢ farkli stok yogunlugunda (40, 80 ve 160 adet/m®) ve 2 tekerriirlii
olarak yiiriitiilmiistiir (Sekil 3.5-3.6-3.7). Bu RAS sistemi 1 adet ¢okeltme tanki
(beton), 1 adet otomatik filtre, 1 adet 1s1 pompasi, 1 adet biyofiltre ve 1 adet su
pompasindan olusturulmustur (Sekil 3.5). Sistemde su pompasi (I HP) ve hava
motoru (blower, 1 HP) giinlin 1s1kli zamanlarinda tamamiyla solar enerji
santralinden elde edilen elektrik ile beslenmis gece saatlerinde ise sebeke elektrigi
kullanilmustir.

Deneme 17 Mayis 2017 tarihinde baslatilmig ve c¢alismada ortalama
agirliklar1 1.06 g olan karidesler kullanilmistir. Deneme siiresince besleme giinde 4
kez (09:00, 13:00, 18:00 ve 23:00) olacak sekilde yiiriitiilmiistiir. Besleme Kumlu
(2001)’de belirtildigi sekilde biyomasa gore ve elle yapilmistir. Her tanka verilen
yem diizenli olarak kaydedilerek denemenin sonunda yem degerlendirme oranlari

hesaplanmustir.
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Cizelge 3.1. II. Denemede kullanilan yem formiilasyonu.

Baglayici Iceren Deneme

HAMMADDE Yemleri (%)
'Balik Unu 30
?Soya Kiispesi Unu 12.5
*Misir Gliiten Unu 13.0
'Bugday Unu 36
'Balik Yag1 2.4
*Soya Lesitini 2.0
'Vitamin Premiksi* 0.8
'Mineral Premiksi** 0.2
'Vitamin C 0.1
'Baglayic1 Madde 3.0
HESAPLANAN BESIN ICERIGI (%)

Kuru Madde 90.53
Ham Protein 38.14
Lipit 9.13
Ham Kiil 6.05
Ham Seliiloz 1.53
Toplam Enerji (MJ/kg) 19.54

'Sibal Su Uriinleri, Sinop, Tiirkiye

’Dogalsan, Adana, Tiirkiye

*Sunar Misir Entegre Tesisleri San. ve Tic. A.S., Adana, Tiirkiye

*Tito Soy lecithin, Germany, Tedarik: Smart Kimya Ticaret ve Damsmanlik Ltd. Sti, Izmir,
Tiirkiye

*Vitamin Premiks (mg/kg): retinil asetat 2.58 mg, DL-kolekalsiferol 0.037 mg, DL-a
tokoferil asetat 30 mg, menadion sodyum bistilfit 2.5 mg, tiamin 7.5 mg, riboflavin 15 mg,
piridoksin 7.5 mg, nikotinik asit 87.5 mg, folik asit 2.5 mg, kalsiyum pantotenat 2.5 mg,
vitamin B12 0.025 mg, askorbik asit 250 mg, inositol 500 mg, biyotin 1.25 mg ve kolin
kloriir 500 mg.

** Mineral Premiks (mg/kg): kalsiyum karbonat (%40 Ca) 2.15 g, magnezyum hidroksit
(%60 Mg) 1.24 g, potasyum kloriir 0.9 g, ferrik sitrat 0.2 g, potasyum iyodin 4 mg, sodyum
kloriir 0.4 g, kalsiyum hidrojen fosfat 50 g, bakir siilfat 0.3 g, ¢inko siilfat 40 g, kobalt
stilfat 2 g, manganez siilfat 30 g, sodyum selenit 0.3 g.

Deneme siiresince beslemede kullanilan %38 protein ve %9 lipit igeren
yemler 1.0, 1.5 ve 2.0 mm ¢apinda {i¢ farkli boyutta denemenin yiiriitiildigi Deniz

Uriinleri Ar-Ge tesisinde {iretilmistir (Cizelge 3.1). Bu yemler pres peletleme
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yapildiktan sonra 30 dk siireyle 110°C sicaklikta bir basingli kapta pisirilmistir. Bu
sayede su stabiliteleri yiikseltilen yemler uzun siire (en az 7 saat) dagilmadan suda
biitlinliigiinii koruyabilmistir. Boylece, RAS sisteminde besin kaybi olmadan
peletlerin uzun bir siiregte tliketilebilmeleri miimkiin olabilmis ve su kalitesi
ylksek tutulabilmistir.

Denemenin 2. ve 4.aylar1 sonunda her tanktan 6-8’er adet karides
orneklenerek bunlardan hemolenf alinmis, 1s1 sok proteinleri analizleri (HSP70 ve
HSP90) i¢in ise 0, 60 ve 120. giinlerin sonunda kas, hepatopankreas ve solungag

doku 6rneklemeleri yapilmistir.

3.2.2.2. Su Kalitesi

Denemelerde kullanilan deniz suyu Yumurtalik Deniz Uriinleri Arastirma
Istasyonu’ndan bir tankerle Adana’da bulunan kampus alanindaki Deniz Uriinleri
Ar-Ge tesisine getirtilmis ve yer alti kuyu suyu (85 m derinlikte) ile karigtirilarak
tuzluluk %020 civarina diistiriilmistiir. Denemelerde pH, toplam amonyak, nitrit,
nitrat, tuzluluk, alkalinite ve ¢Oziinmiis oksijen diizenli olarak (haftalik)
Olciilmiistiir. Bu amagla tesislerimizde bulunan 1 adet pH-metre (Hanna), 1 adet
refraktometre ve 1 adet oksijenmetre (YSI Model) kullanmilmistir. Diger su

parametrelerinin dl¢iilmesinde ise test kitleri tercih edilmistir.

3.2.2.3. Performans Ol¢iimii
Deneme sonunda her tanktan en az 100 adet karides tesadiifi olarak
orneklenmis ve bunlardan bireysel agirlik 6l¢imii yapilmigtir. Deneme gruplarinin

biiylime ve yemden yararlanma performanslart asagidaki formiillerle belirlenmistir;

Spesifik biiyime orani (% / glin) = [(InFA — InBA) / giin)] x 100
(Company ve ark., 1999),
Yemden yararlanma oran1 = Tiiketilen yem (g) / canli agirlik artist

(g) (Santinha ve ark., 1999),
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Ginliik yem tiiketimi (GYT) (g / glin) = ortalama yem tiiketimi / glin
Burada, BA deneme basi agirlik, FA deneme sonu (final agirlik)
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Sekil 3.5. Projenin II. Denemesinin yiiriitiilmesinde kullanilan ve iki kath tank

sisteminden olugan deneme iinitesi. A: Rezervuar, ve Dalgic Pompa, B:
Otomatik Filtre, C: Biyofiltreler, D: Isi-pompasi, E: Geri Doniis Hatt
Su Girisi, F: Kath Sistemlerde Bulunan Karides Yetistiricilik Tanklari,
H: Cokeltme Tanklari, G: Katli Sistemler Arasi Yiiriime Platformu

rFﬂ- BUYUTME TANKLARI (1-6

RESITKULE SU HATTI GIRISI

IN'YN3HO LLIVH NS TI0X 1S3y

COKELTME
TANKI

Sel%ﬂ 3.6. Katli tank sistemlerinin yan profilden gériiniimii.
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Sekil 3.8. Katlh sistemde kullanilan tanklarin su ile doldurulmasi ve denemeye
hazir hale getirilmesi.
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3.2.2.4. Hemolenf Alim1 ve Hemosit Sayimi

Denemenin baglangicinda karidesler ¢ok kiigiik olduklarindan kan 6rnegi
alinamamis ve ilk 6rnekleme ancak denemenin 2. aymin sonunda ikinci érnekleme
ise deneme sonunda (4. aym sonu) yapilmistir. Bu amagla her tanktan 6-8 adet
karides alinmis ve her bireyin ilk abdominal segmentinin ventralinde bulunan
pleopodlarin kaidesinden igeriye dogru 1 mL’lik bir mikro-enjektdr (ilk
orneklemede 400 uL, ikinci 6rneklemede 500 pL antikoagiilant ile tamponlanmis)
batirilarak hemolenf ¢ekilmistir (Sekil 3.9). Her karidesten 300-500 pL kadar
hemolenf alinabilmistir. Antikoagiilant olarak 30 mM trisodium citrate, 0.34 M
sodium chloride, 10 mM EDTA ve 0.115 M glucose (Osmolaliteyi 780 mOsm/kg’a
¢ikarmak i¢in) iceren ve pH’s1 7.55’e ayarlanmis bir soliisyon kullanilmustir.

Hemolenf alimindan hemen 6nce kullanilacak olan mikro-enjektdrler 400-
500 pL antikoagiilant ile tamponlandiktan sonra ventral siniisten hemolenf
cekilmistir. 25-30 pL  kan/antikoagiilant karigimi  hemositometre {izerine
damlatilmis ve total hemosit sayimmi (Leica DMIL, LeicaMicrosystems, Wetzlar,
Germany) hemositometrede (improved Neubauer) yapilmigtir. Her Ornek igin
hemosit sayimi bir mikroskopta 40’k biiyiitmede iki tekerriirlii olarak
gercgeklestirilmistir,

Biyokimyasal analizler, fagositik aktivite ve lizozim aktivitesi igin
mikrotest tiip igerisinde kalan kan/antikoagiilant karisimi 25°C’de 20 dk siireyle
300 rpm’de santrifiij edilerek serum ayrigtirilmis, otomatik mikropipet ile
ayiklanan pelet ve serum analizlerde kullanilmistir. Biyokimyasal analizler igin
elde edilen serum ornekleri etiketlenmis 1 mL’lik ependorf tiipler igerisinde

analizler yapilincaya kadar -80°C’de muhafaza edilmistir.
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Sekil 3.9. Hemolenf alimi

3.2.2.5. Analizler
3.2.2.5.(1). Biyokimyasal Analizler

Biyokimyasal analizler i¢in elde edilen serum oOrnekleri daha oncede
belirtildigi gibi etiketlenmis 1 mL’lik ependorf tiipler igerisinde analizler
yapilincaya kadar -80°C’de muhafaza edilmistir. Biyokimyasal analizlerden
trigliserit, total protein, laktat, alkalin fosfataz, aspartat aminotransferaz ile alanin
aminotransferaz seviyeleri dl¢iimii Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Balcali
Hastanesi Merkez Laboratuvari’nda bulunan Beckman Coulter Unicel DxC 800
cihazinda kemiliiminesans (kimyasal 1s1ldama) ile tam otomatik otoanalizatorde

belirlenmistir.
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3.2.2.5.(2). Fagositik Aktivite

Bu analiz i¢in denemenin sadece 60. giiniinde, her stoklama grubundan 8
adet olmak {izere toplamda 24 karides Orneklenmistir. Bu karideslerden alinan
hemolenf ve antikoagiilant karigimi 20 dakika siireyle 300 rpm ile 25°C’de
santrifiijlendikten sonra serum Ornegi ayrilmig ve kalan peletin iizerine 200 pL
PBS (fosfat tampon c¢ozeltisi, pH 7.4) soliisyonu eklenmistir. Ardindan 15 pL
ornek hemositometreye koyularak hemosit sayimi yapilmis ve sayimda asagidaki

formiil kullanilarak 1 mL &rnekteki hiicre miktar1 belirlenmistir.

1 mL 6mekte = 0.2 mm bélmelerinde sayilan ortalama hiicre sayist x 0.25 X 10° hiicre

Hemosit yogunlugu 10°/200 pL olacak sekilde PBS soliisyonu kullanilarak
seyreltme yapilmis ve lateks mikroboncuk (floresan sari-yesil renkte, Sigma
Aldrich, USA) tanelerinin final yogunlugu 107200 upL olacak sekilde
hazirlanmistir. Bos petri kutularina hemolenf miktarlarina gore 1 ya da 2 adet lamel
yerlestirilmis ve lamellerin ilizerine hemolenften 200 uL. koyularak 2 saat boyunca
ylizeye tutunmasi i¢in beklenmistir. Ardindan PBS soliisyonu ile 3 kez yikanarak
ylizeye tutunamayan Olii hiicreler uzaklastirilmigtir. Daha sonra lateks soliisyonu
fagosit hiicrelerinin {izerine damlatilmis ve 1.5 saat enkapsiile etmesi icin
beklenilmigtir. Fazla lateks taneleri ve tutunamamis hiicrelerin uzaklastirilmasi
amaciyla PBS soliisyonu ile 3 kez yikama yapilmistir. Diff-Quick Staining boya
seti ile 10 sn siireyle fikse edilmesinin ardindan, ilk boyama ve ikinci boyama
yapilmig ve distile su ile yikama yapilarak kurumaya birakilmistir. Mikroskop
altinda sayim yapilmis Fagositik indeks (PI) ve Fagositik aktivite (PA) degerleri
asagidaki formiillerden yararlanilarak hesaplanmistir (Puangkaew ve ark., 2004;

Koenigsknecht ve Landreth, 2004).
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PA = Fagositik aktivite gosteren hiicre sayisi / Toplam sayilan hiicre
sayi1st

PI = Her hiicredeki ortalama lateks tane sayis1 / Fagositik aktivite
gosteren hiicre sayisi

3.2.2.5.(3). Lizozim Aktivitesi

Ustte belirtilen her karidesin kan serum ornegi (25 upL) 96-gozlii
mikroplakaya (her karides igin {i¢ tekerriir) yerlestirilmistir (Sekil 3.10). Kasetsart
Universitesi'nden getirtilen Micrococcus lysodeikticus 0.2 mg/mL (Sigma-
Aldriche, USA) (Na,PO, buffer pH 6.2) yogunlukta hazirlanmig, 200
pL/mikroplaka [175 pL (buffer + bakteri) + 25 pL (serum); kontrol: 175 pL
(buffer + bakteri) + 25 pL (buffer)] olacak sekilde 96-gozlii plaka igine
aktarilmistir. Her 6rnegin kantitatif absorbans degerleri 450 nm’de 6.5 dk boyunca
mikroplaka okuyucuda okutulmustur. Ilk okuma 30 saniye, ikinci okuma ise 5
dakika sonra yapilmustir. Lizozim aktivitesi analizi icin ELISA (Medispec ESR
200, Germantown, Md., USA) cihaz1 kullanilmistir. Olgiimler sonunda 0.001°lik
absorbans degerindeki azalma 1 {inite lizozime esdeger olarak hesaplanmistir. Her

karides kan 6rnegi igin lizozim aktivitesi agagidaki formiil ile hesaplanmustir.

Unite/mL enzim = [(AA450/6.5 dk Test — AA450/6.5 dk Blank) (df)]

burada: ‘df’ kanin seyreltme faktoriidiir.
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Sekil 3.10. Elisa okumalar1 i¢in hazirlik séfnalarmdan goriintiiler.

3.2.2.5.(4). Is1 Sok Proteinleri (HSP) Analizi

Denemede 0, 60 ve 120. giinlerde HSP70 ve HSP90 analizleri igin her
gruptan 6 adet karides drneklenmis ve bunlar dogrudan RNA Later soliisyonuna
koyularak -20°C’de muhafaza edilmistir. Denemenin ilk haftasinda yapilan
ormeklemelerde karidesler tiim viicut halinde dogrudan 1.5 mL’lik mikrotest
(ependorf) tiiplerine yerlestirilmis (her tanktan 3 adet 1 test tiipiine yerlestirilerek),
son Orneklemede ise, karidesler irilestikleri i¢in, her bireyin kas, hepatopankreas ve
solungag¢ dokular1 disekte edildikten sonra tiiplere yerlestirilmistir (Sekil 3.4). Bu
orneklemede her bireyin organlari bir tiip igerisinde birlikte korunmustur. Kuru buz
icerisinde Tayland’in Kasetsart Universitesi’ne ulastirilan Ornekler asagida
aciklanan tekniklerle toplam RNA ve cDNA sentezi ve ardindan da Real Time
PCR Analizleri ile HSP70 ve HSP90 genlerinin goriiniim analizleri bu
iiniversitenin Su Uriinleri Fakiiltesi’nin laboratuvarlarinda yiiriitiilmdistiir.
a)Toplam RNA ve cDNA Sentezi: Toplam RNA ekstraksiyonunda, et doku
ornekleri FastPrep®homojenizatér ile 40 sn siireyle homojenize edilmis (MP
Biomedicals, USA) ardindan kloroform kullanarak faz ayrimi yapilmistir. Toplam
RNA’lar propanol ile ¢oktiiriilmiis ve %75’lik etilalkol ile yikanmistir. Ardindan,
RNA peletleri kurutulmus ve NanoDropSpektrofotometre (NanoDrop 2000,
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ThermoScientific, USA) ile RNA seviyesi belirlenerek final yogunlugunun 1 pg
seviyesine ayarlanmasi saglanmistir. Uretici firmanin 6nerdigi protokol ile Revert
Aid First Strand cDNA Synthesis Kitleri (Fermentas, USA) kullanilmis
mRNA’larin cDNA’lara (firststrand) doniisiimii gergeklestirilmistir.

b) Real time-PCR Analizleri: Ustte belirtilen 1 pg cDNA kullanilarak Quantitative
real time-PCR (Brilliant®II SYBR®Green QPCR Master MixStratagene, USA)
analizi yapilmis ve bunun i¢in L. vannamei’nin HSP70, HSP90 spesifik primerleri
kullanilmistir. Olgiilen her gen Pasifik beyaz karidesinin beta-actin geninin spesifik
primerleri kullanilarak beta-actin ekspresyon seviyeleri ile lateral olarak normalize
edilmistir. Real time-PCR’da 10 dk siireyle 95°C’de bir dongii, ardindan 30 sn
stireyle 95°C’de, 30 sn siireyle 55°C’de ve 1 dk siireyle 72°C’de 40’ar dongii ve son
olarak 1 dk siireyle 95°C’de, 30 sn siireyle 55°C’de ve 30 sn siireyle 95°C’de 1’er
dongii tercih edilmistir. Elde edilen smir degerleri (CT) kaydedilerek, L.
vannamei’nin test edilen her organindaki 5 hiicresel stres ile ilgili genlerin
ekspresyon seviyelerinin hesaplanmasinda kullanilmustir. {lgili genlerin nispi
ekspresyon oranlari 2-AACT metodu ile hesaplanmistir (Livak ve Schmittgen,
2001). Her reaksiyonun beta-actin mRNA, Her reaksiyonun HSP70, HSP90 ve
beta-actin mRNA'lar1 arasindaki esik ¢evrim degeri farki (ACT), mRNA seviyesini
normallestirmek i¢in kullanilmistir. Farkli zaman dilimlerinde, karidesin test edilen
tiim dokular1 i¢in HSP70 ve HSP90 mRNA'larin nispi kopya sayisi, ilk giindeki (0.

giin) gen ekspresyon diizeyi kalibrator olarak kullanilmak suretiyle hesaplanmaistir.

3.2.2.6. Istatistik Analizler

Biiyiime, yem tiiketimi, dayaniklilik testleri, toplam hemosit sayimi,
biyokimyasal analizler, fagositik aktivite, fagositik indeks, lizozim aktivitesi tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) ve ardindan Duncan g¢oklu kargilagtirma testi ile
%95 giiven araliginda kiyaslanmistir (P<0.05). Farkli zaman dilimlerindeki HSP

genlerinin nispi ekspresyon oranlarinin analizinde de tek yonlii varyans analizi
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(ANOVA) kullanilmustir. Istatistik analizler SPPS 16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA) paket programi kullanilarak gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular
4.1.1. 1. Deneme: Farkli Stoklama Yogunluklarinin Litopenaeus vannamei’de
Biiyiime Performansi ve Stres Parametreleri Uzerine Etkileri
4.1.1.1. Biiyiime Performansi

Ug farkli stoklama yogunlugunda (200, 400 ve 800 adet/m’) yetistirilen
karideslerde (L. vannamei) elde edilen deneme sonu yasama oranlari
sirastyla %77, %78 ve %82 olarak gerceklesmistir (P > 0.05, Sekil 4.1). Deneme
sonu karides ortalama agirlik degerleri de 1.35, 1.09 ve 1.12 g olarak elde

edilmistir (Sekil 4.2, Cizelge 4.1).

90 -
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75 -
70 A

65 -
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YASAMA ORANI (%)

55 -

50 7 T
200 adet/m2 400 adet/m2 800 adet/m2

STOK YOGUNLUGU

Sekil 4.1. Ug farkli stok yogunlugunda biiyiitiilen karideslerde (Litopenaeus
vannamei) deneme sonuna kadar elde edilen yasama oranlari. Her
deger bir ortalama (%) * standart sapmadir (n = 3 tank). Tekydnlii
ANOVA sonuglar1 gruplar arasinda fark olmadigin1 gostermistir (P >
0.05).
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STOK YOGUNLUGU
Sekil 4.2. Ug farkli stok yogunlugunda biiyiitiilen karideslerde (Litopenaeus
vannamei) deneme sonuna kadar elde edilen ortalama agirlhik
degerleri. Her deger bir ortalama (%) * standart sapmadir (n = 3 tank).
Tekyonli ANOVA sonuglart gruplar arasinda fark olmadigini
gostermistir (P > 0.05).
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STOK YOGUNLUGU
Sekil 4.3. Ug farkli stok yogunlugunda biiyiitiilen karideslerde (Litopenaeus
vannamei) deneme sonuna kadar tiiketilen grup ortalama giinliik yem
tilketim degerleri. Her deger bir ortalama (%) + standart sapmadir (n =
3 tank). Farkli harflerle isaretlenen gruplar birbirlerinden istatistiki
olarak farklidir (P < 0.05).
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Deneme siiresince tutulan yem kayitlarindan giinlik yem tiiketim
degerlerinin stoklama yogunlugunun artig1 ile birlikte arttigini ve gruplardaki
ortalama giinliik yem tiiketim degerlerinin 200 adet/m” stok yogunlugunda 1.44 g,
400 adet/m>de 1.78 g ve en yiiksek stoklama grubu olan 800 adet/m*>’de ise 2.30 g
olarak gergeklestigi hesaplanmustir (Sekil 4.3, Cizelge 4.1). Gruplar arasinda
istatistiki olarak farkliliklar bulunmustur (P<0.05).

Cizelge 4.1. Ug farkli stoklama yogunlugunda dort hafta siireyle yetistirilen
karideslerin (Litopenaeus vannamei) deneme sonu performans

degerleri.
DENEME GRUPLARI
PERFORMANS 5 5 5
. 200 adet/m 400 adet/m 800 adet/m
PARAMETRELERI
Karides Baslangic Agirligi (g) 0.65+0.05 0.65+0.05 0.65+0.05
Yagama Orani (%) 82.00+4.67° 77.00£2.46" 78.00+6.44*

Deneme Sonu Ortalama Agirlik (g) 1.35+1.05° 1.09+0.85° 1.12+0.86"
Giinlitk Yem Tiiketimi (g / Grup) 1.4440.09°  1.78£0.17°  2.30%0.17°

Her deger bir ortalama + standart sapmayi ifade etmektedir. Her satirda yer alan
ortalamalardan farkli harflerle isaretlenenler birbirlerinden istatistiki olarak farklidir (P <
0.05).

4.1.1.2. Stres Testleri
4.1.1.2.(1). Formalin Testi

Bu testte ilk oliimler diisiik olsa da ilk 4 saatte goriilmeye baglanmus,
ancak gruplar arasinda ilk farklilagma testin 3. saatinde goriilmiistiir. Bu periyotta
yiiksek yogunluklarda yetistirilmis olan karideslerde (400 ile 800 adet/m?) yasama
oranlart %63.00-73.33’e kadar diismiis, en diisiik stoklama yogunlugunda
yetistirilenlerde ise yasama orant %100 olarak kalmistir (Sekil 4.5, Cizelge 4.2,
P<0.05). Formalin testinin 6. saatinde 800 adet/m’ grubunda yasama

orani %6.67°ye kadar diismiis, 400 adet/m’ stok grubunda %30 olarak
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gergeklesmis ve 200 adet/m® grubunda ise %63.33’te kalmustir (P<0.05, Cizelge
4.2).
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Sekil 4.4. Ug farkli stok yogunlugunda biiyiitillen karideslerde (Litopenaeus
vannamei) deneme sonrasinda 6 saat siireyle gerceklestirilen formalin
stres testi esnasinda elde edilen yasama oranlari. Her deger bir
ortalama (%) + standart sapmadir.

4.1.1.2.(2). Tuzluluk Testi

Tuzluluk testinde ilk %2 saatte herhangi bir 6liim ger¢eklesmemis, ancak 1.
saatten itibaren ilk oliimler goriilmeye baslanmistir. Testin 3. saatinde 400 ve 800
adet/m® stok yogunluklarindan almmis olan gruplarda hayatta kalma
oranlar1 %63.00 ile %73.33 seviyelerine kadar diismiis olup (Cizelge 4.2, Sekil 4.4),
200 adet/m” yogunluklarindan teste alinan karideslerde bu periyotta hi¢ 6liim

kaydedilmemistir. Testin sonlandirildigi 6. saatte yiiksek yogunluklarda hayatta
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kalma oranlar1 hizla azalmaya devam ederek %36.67-%43.33’¢ kadar diismiis ve

bu arada diisiik stok yogunlukta tutulan karideslerde yasama orani %80 gibi yiliksek
kalmigtir (Sekil 4.4, P<0.05).
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Sekil 4.5. Ug farkli stok yogunlugunda biiyiitiilen karideslerde (Litopenaeus
vannamei) deneme sonrasinda 6 saat siireyle gerceklestirilen tuzluluk
stres testi esnasinda elde edilen yasama oranlari. Her deger bir
ortalama (%) + standart sapmadir.

57



4. BULGULAR VE TARTISMA Nafiye PERKER

Cizelge 4.2. Ug farkli stok yogunlugunda biiyiitiilen karideslerde (Litopenaeus
vannamei) deneme sonrasinda 6 saat siireyle gerceklestirilen tuzluluk
ve formalin stres testlerinin neticesinde elde edilen yagama oranlari.

FORMALIN STRES TESTI

SURE Yasama Oranlari (%)

(BeE0) 200 adet/m’ 400 adet/m’ 800 adet/m’
0.0 100.00 100.00 100.00
0.5 100.00° 96.67+5.77° 100.00°
1.0 100.00* 86.67+11.55° 93.3345.77°
3.0 93.33+11.55° 76.67+5.77 60.00+10.00°
6.0 63.33£10.00° 30.00+10.00° 6.67+2.89°

TUZLULUK STRES TESTI

SURE Yasama Oranlar1 (%)

(BAE0) 200 adet/m’ 400 adet/m’ 800 adet/m’
0.0 100.00 100.00 100.00
0.5 100.00 100.00 100.00
1.0 100.00° 93.33+5.77° 100.00°
3.0 100.00* 73.33+5.77° 63.00£11.27°
6.0 80.00£10° 43.334£5.77° 36.67+11.55°

Her deger bir ortalama (%) =+ standart sapmadir. Her satirda yer alan ortalamalardan farkli
harflerle igaretlenenler birbirlerinden istatistiki olarak farklidir (P < 0.05). Denemede her
ortalamanin elde edilebilmesinde 3 adet plastik kap ve toplamda 30 adet karides
kullanilmustir.

4.1.1.3. Is1 Sok Proteinleri
Ug farkli stok yogunluklarinda yetistirilen karideslerde denemenin 0, 1, 3,
7, ve 30. gilinlerinde aliman doku &rneklerinde yapilan HSP70 ve HSP90 gen
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ekspresyon analiz sonuglar1 Cizelge 4.3 ve 4.4’te 6zetlenmistir. Denemenin ilk 7
giiniinde karidesler kii¢iik boyutta olduklari i¢in 6rneklemeler tiim viicut {izerinden
almmis, ancak 30. giinde irilesen karideslerin 3 farkli dokusu disekte edilerek
orneklenmistir. Deneme baglatilmadan Once stok tanktan alinan 6rnek 0. giin
orneklemesi olarak degerlendirilmis olup, bu 6rneklerde HSP70 degeri 1.13 olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.3). 1. giinde alman 06rneklerde yiiksek stoklama
yogunluklarindaki karideslerde HSP70 ekspresyon degerleri daha yiiksek
¢itkmasina karsin herhangi bir istatistiki fark elde edilememistir (P>0.05).
Denemenin 3. ve 7. giinlerinde alinan 6rneklerde HSP70 degerlerinde herhangi bir
farklilik ortaya ¢ikmamistir (P>0.05). Denemenin son giinii olan 30. giinde alinan
ve 3 farkli dokuya ayrilan Orneklerde ayri1 ayr1 yapilan HSP70 ekspresyon
analizlerinde de stok yogunluguyla iligkili olan belirgin herhangi bir egilim (trend)

elde edilememistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Denemenin farkli donemlerinde 6rneklenen karideslerde (Litopenaeus
vannamei) 0, 1, 3, 7 ve 30. giinlerdeki HSP70 gen ekspresyon

seviyeleri.
Stoklama HSP70 GEN EKSPRESYON SEVIYELERI
Yogunlugu
(adet/m’) ~0.GUN | 1.GUN | 3.GON | 7.GUN 30. GUN
HP SOL KAS
200 adet 1.44+1.54°| 1.6620.91° |2.18+1.46°|1.4420.17"|0.95+0.14*(1.22+0.47°

400 adet 1.1340.62 |1.96+0.21°| 1.5140.61° |2.26+0.49%|0.84+0.34°|1.02+0.65%|2.13+1.14*

800 adet 1.88+0.54"| 2.15+£0.37" |1.53£0.27°|1.15£0.38%|1.06+0.44"|1.10+0.39"

Her siitunda yer alan ortalamalardan farkli harflerle isaretlenenler birbirlerinden istatistiki
olarak farklidir (P < 0.05). Her deger bir ortalama (n = 6) standart sapmay1 ifade etmektedir.
HP: Hepatopankreas, SOL: Solungag, KAS: Kas dokusu.
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HSP90 gen ekspresyon analizlerinde 0. giin 6rneklemesinde belirlenen
1.51°lik gen ekspresyon orani, 1. giinde stoklama yogunlugundaki artisa paralel
olarak artis gostermis ve bu artis 6zellikle 800 adet/m” stok yogunlugunda, diisiik
stok yogunluguna (200 adet/m?) kiyasla, 9-10 kat yiikselis gostermistir (P<0.05,
Cizelge 4.4). Orta stok seviyesi olan 400 adet/m® grubunda da, 200 adet/m’
grubuna kiyasla, HSP90 ekspresyon seviyesi yaklasik 2.5 kat yiikselmis, ancak
istatistik bir farklilik belirlenememistir (P>0.05). Gruplar arasindaki bu anlaml
farklilik 3. giinde daha az belirgin hale gelmis, ve 7. giinde artan stoklama
yogunluguna paralel bir artis goriilmiis olsa da gruplar arasinda istatistiki bir
farklilik bulunamamistir (P>0.05, Cizelge 4.4). Denemenin 30. giiniinde alinan {i¢
farkli doku oOrneklerinin hicbirinde de stoklama yogunluguyla ilintili bir egilim

belirlenememistir.

Cizelge 4.4. Denemenin farkli donemlerinde orneklenen karideslerde (Litopenaeus
vannamei) 0, 1, 3, 7 ve 30. ginlerdeki HSP90 gen ekspresyon

seviyeleri.
Stoklama HSP90 GEN EKSPRESYON SEVIYELERI
Yogunlugu
(adet/m’) 9"GON | 1. GON | 3.GOUN | 7.GON 30. GON

HP SOL KAS

200 adet 1.17+1.30° | 3.60£0.90° | 1.93+0.82° | 3.65+2.20" |1.5420.34°(1.78+0.73"
400 adet | 1.51£1.52 | 2.90+0.93" | 0.6420.64" | 3.5442.55" | 0.78+0.57" 0.5120.17°0.83+0.21°
800 adet 11.38+7.99* | 4.0342.69* | 3.93+2.08" | 1.26+0.36" |0.84+0.71°[1.68+1.05"

Her deger bir ortalama (n = 6) standart sapmay1 ifade etmektedir. Her siitunda farkli
harflerle isaretlenen ortalamalar istatistiki olarak birbirlerinden farklidir (P<0.05).
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4.1.2. II. Deneme: Kath Tank Sisteminde Farkhi Stok Yogunluklarinda
Yetistirilen Karideslerde Biiyiime, Yem Tiiketimi ve Stres Parametrelerinin
Belirlenmesi
4.1.2.1. Su Kalite Parametreleri

Katli sistemde dort ay siiren deneme siiresince taze su girdisi ortalama
glinde 500 L ve ayda yaklasik 15 ton olarak hesaplanmistir. Boylece dort ay
yetistiricilik siiresince RAS sistemine toplamda sadece 60 ton taze su (tatlisu ve
deniz suyu olarak) girmistir. Buna gore, sistemde donen su 30 ton olduguna gore,
su si1zintilari, sifonlama ve buharlagma kayiplari igin haftalik su degisimi %12.50,
giinliik su degisimi ise yaklasik %1.79 olarak siirdiiriilmiistiir. Tanklar haftada bir
kez sifonlanmis ve 24 saat boyunca 1.5 HP giiciinde bir blowerdan basilan hava ile
havalandirma yapilarak ¢oziinmiis oksijen seviyesi siirekli 7 mg/L’nin iizerinde
tutulmustur. Deneme siiresince pH 7.9 ile 8.25, sicaklik 26 ile 30°C, toplam
amonyak 0 ile 1 mg/L, nitrit 0-5 mg/L, nitrat 0 ile100 ve tuzluluk ise %018 ile %020
araliginda tutulmustur (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Kath sistemde 4 ay siiren deneme boyunca olgiilen ortalama aylik su
parametre degerleri.

Sicakhk Toplam Amonyak  Nitrit Nitrat Tuzluluk

Aylar

O (mg/L) (mg/L)  (mg/L) (%0)
Haziran 26-28 0-1 1-5 10 ile 120 20
Temmuz 28-30 0-0.5 0-2 0-100 18
Agustos 30 0-0.5 0-2 0-100 18
Eyliil 30 0-1 0-5 0-100 18

4.1.2.2. Stoklama ve Yemleme
Denemede karidesler tanklara ii¢ farkli stoklama yogunlugunda
stoklanmadan dnce stok tankindan tesadiifi olarak alinan 50 adet karides bireysel

olarak tartilmig ve ortalama agirlik 1.06£0.12 olarak oOl¢iilmiistiir. Deneme
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baglatildiktan sonra ilk yemleme biyomasin %15 oraniyla baglatilmis ve yapilan
gozlemler neticesinde ilk haftada oran %12’ye diisiiriilmiistiir. Her yemlemeden 2
saat sonra tankin tabaninda yapilan goézlemlerle kalan yem miktarina gore bir
sonraki yemlemede verilecek yem miktari arttirilmig veya azaltilmistir. Tanklar s1g
oldugundan ¢ogunlukla tank tabaninda kalan yemler rahatlikla gézlemlenebilmis
ancak deneme sonuna dogru tank tabaninda kepge ile kalan yem miktari
belirlenmeye caligilmistir. Beslemede yemleme orani 4. haftadan itibaren %7-8’e,
8 ile 12. haftalar arasinda %6’ya, 12-16. haftalar arasinda ise %3-4’e kadar

diistirilmiistiir.

90,00 1
80,00 -
70,00 -
60,00 -
50,00 -
40,00 4
30,00 -
20,00 -
10,00 -

YASAMA ORANI (%)

40 adet/m2 80 adet/m2 160 adet/m2
STOK YOGUNLUGU

Sekil 4.6. Kath sistemde ii¢ farkli stoklama yogunlugunda dort ay siireyle
yetistirilen karideslerden (Litopenaeus vannamei) deneme sonunda
elde edilen yagsama orani (%). Her deger bir ortalama + standart
sapmay1 ifade etmektedir. Farkli harflerle isaretlenen ortalamalar
birbirlerinden istatistiki olarak farklidir (P < 0.05).

Deneme sonunda her tankta kalan karidesler tek tek sayilmis ve neticede
gruplarm  yasama oranlari 40 adet/m’ grubunda %77.50, 80 adet/m’
grubunda %76.50 ve en yiiksek stoklama grubu olan 160 adet/m’ grubunda
ise %62.00 olarak belirlenmistir (P<0.05, Sekil 4.6, Cizelge 4.6). Bu gruplarda
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deneme sonu ortalama karides agirliklart 40, 80 ve 160 adet/m’® stoklama
yogunluklarinda sirastyla 22.15, 18.31 ve 19.93 olarak olglilmiistiir (P<0.05, Sekil
4.7). Gruplarda SBO degerleri 40, 80 ve 160 adet/m> gruplarinda
sirastyla %2.55/gln, %2.39/giin ve %2.43/giin olarak hesaplanmistir (P<0.05,
Cizelge 4.6). Hasat esnasinda tanklarin tabaninda kalan karideslerin goriintiileri

Sekil 4.8 ve 4.9°da gosterilmistir.
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-
<«
|
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o
40 adet/m2 80 adet/m2 160 adet/m2
STOK YOGUNLUGU

Sekil 4.7. Kath sistemde ii¢ farkli stoklama yogunlugunda dort ay siireyle
yetistirilen karideslerin (Litopenaeus vannamei) deneme sonunda
ortalama agirhiklar (g/karides). Her deger bir ortalama * standart
sapmay1 ifade etmektedir. Farkli harflerle isaretlenen ortalamalar
birbirlerinden istatistiki olarak farklidir (P < 0.05).

Tanklarda 4 ay siireyle yetistirilen karideslerde elde edilen iiriin miktari
gruplar bazinda ortalama 40 adet/m*’de 8.24 kg/tank, 80 adet/m*’de 13.45 kg/tank
ve 160 adet/m*’de 23.72 kg/tank olarak ger¢eklesmistir (P<0.05, Sekil 4.10). Birim
tank alanindan elde edilen iiriin miktarlar1 ise 40, 80 ve 160 adet/m* stoklama

yogunluklart i¢in 0.69, 1.12 ve 1.98 kg/m” olarak hesaplanmustir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.8. Kath sistemde t¢ farkli stoklama yogunlugunda dort ay siireyle
yetistirilen karideslerin (Litopenaeus vannamei) deneme sonunda tank
su seviyeleri diistiriiliirken ¢ekilen goriintiileri.

ARPEN ] 3 e . i

Katli sistemde {i¢ farkli stoklama yogunlugunda dort ay siireyle
yetistirilen karideslerin (Litopenaeus vannamer) deneme sonunda hasat
edilirken ¢ekilen goriintiileri.

Sekil 4.9.
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ORTALAMA BiYOMAS

Sekil 4.10.

ORTALAMA URUN

Sekil 4.11
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STOK YOGUNLUGU

Katli sistemde ii¢ farkli stoklama yogunlugunda dort ay siireyle
yetistirilen karideslerden (Litopenaeus vannamei) deneme sonunda
tanktan elde edilen ortalama iiriin miktar1 (kg/tank). Her deger bir
ortalama + standart sapmay:1 ifade etmektedir. Farkli harflerle
isaretlenen ortalamalar birbirlerinden istatistiki olarak farklidir (P <
0.05).

2,00 -

(kg/m?)
8 &

0,50 -

40 adet/m2 80 adet/m2 160 adet/m2
STOK YOGUNLUGU
Kath sistemde ii¢ farkli stoklama yogunlugunda dort ay siireyle
yetistirilen karideslerden (Litopenacus vannamei) deneme sonunda
tanklarin her m*’sinden elde edilen ortalama iiriin miktar1 (kg/m?). Her
deger bir ortalama * standart sapmayi ifade etmektedir. Farkli

harflerle isaretlenen ortalamalar birbirlerinden istatistiki olarak
farklidir (P < 0.05).
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Uretim s1g sularda yapildigindan, her 1 m’ su hacmine diisen iiretim
miktarlar1 hesaplandiginda ise; 40, 80 ve 160 adet/m’ stok yogunluklarinda elde
edilen iiriin miktarlar1 1.65, 2.69 ve 4.74 kg/m’ olarak hesaplanmistir (P<0.05,
Sekil 4.12). Uretim sonunda hasat edilen karideslerin gérsel olarak boyutlar1 Sekil

4.13’de verilmistir.
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ORTALAMA URUN
(kg/m3)

1,00 -

100 adet/m3 200 adet/m3 400 adet/m3

STOK YOGUNLUGU

Sekil 4.12. Kath sistemde i¢ farkli stoklama yogunlugunda dort ay siireyle
yetistirilen karideslerden (Litopenaeus vannamei) deneme sonunda
her m® su hacminde iiretilen ortalama iiriin miktar1 (kg/m’). Her deger
bir ortalama + standart sapmay: ifade etmektedir. Farkli harflerle
isaretlenen ortalamalar birbirlerinden istatistiki olarak farklidir (P <
0.05).
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Sekil 4.14. Kath sistemde ii¢ farkli stoklama yogunlugunda dort ay siireyle
yetistirilen karideslerin (Litopenaeus vannamei) deneme sonu YCO
degerleri. Her deger bir ortalama + standart sapmay1 ifade etmektedir.
Tekyonlii ANOVA sonuglart gruplar arasinda fark olmadigini
gostermistir (P > 0.05).

Deneme siiresince giinliik olarak tutulan kayitlardan hesaplanan YCO bu
degerlerin 1.58 ile 1.74 arasinda degistigini gostermis, ancak gruplar arasinda bu

parametre agisindan istatistiki bir farklilik bulunmamistir (P > 0.05, Sekil 4.14,
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Cizelge 4.6). Deneme sonunda hasat edilen karideslerin kepcedeki goriintiisii Sekil

4.15’te goriilmektedir.

Cizelge 4.6. Kath sistemde ii¢ farkli stoklama yogunlugunda dort ay siireyle
yetigtirilen karideslerin (Litopenaeus vannamei) deneme sonu

performans degerleri.

DENEME GRUPLARI

40 adet/m’ 80 adet/m*> 160 adet/m’

Karides Baslangic Agirligi (g) 1.0620.12 1.0620.12 1.06£0.12
Deneme Sonu Ortalama Agirlik (g)  22.12+1.58* 18.31£1.13° 19.93+1.06"
Biiylime Orani (g/hafta) 1.32 1.08 1.18
Yasama Orani (%) 77.50+3.54* 76.50+4.95° 62.00+2.83"
SBO (%/giin) 2.55+0.03* 2.39+0.03° 2.43+0.02"
Biyomas (kg/tank) 8.24+0.38° 13.45+0.87° 23.72+1.03*
Uriin (kg/m?) 0.69+0.03° 1.1240.07° 1.98+0.09*
Uriin (kg/m®) 1.65+0.08° 2.6940.17° 4.74+0.21°
YCO 1.56£0.11* 1.7240.06° 1.74£0.19*

Her deger bir ortalama * standart sapmay: ifade etmektedir. Her satirda yer alan
ortalamalardan farkli harflerle isaretlenenler birbirlerinden istatistiki olarak farklidir (P <
0.05).

4.1.2.3. Biyokimyasal Parametreler
Denemenin 2. ve 4. aylarinda her gruptan alinan hemolenf 6rneklerinde

Cizelge 4.7°de

Ozetlenmigtir. Serum toplam protein degerlerine bakildiginda grup igerisinde en

gergeklestirilen bazi  biyokimyasal parametrelerin  bulgulari
yiiksek degerin 40 adet/m” stok grubunda, en diisik degerin ise 160 adet/m’
grubunda belirlenmis olmakla birlikte gruplar arasinda istatistiki farkliliklar tespit
edilememistir (P>0.05). Bu parametre 4. ayda yiiriitiilen analizlerde farkliliklar
gostermis ve bu donemde en yiiksek total protein seviyesi ise en yiiksek stoklama
grubunda goriiliirken en diisiik deger 80 adet/ m” grubunda belirlenmistir (P<0.05,
Sekil 4.16 ve 4.17).
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¢ekilen goriintiisii.

Denemenin 2. ayinda gruplar arasinda serum trigliserit degerleri 40 adet/m”
grubunda en yiiksek, 80 adet/m” grubunda ise en diisiik ¢ikmustir (P<0.05). Diger
yandan, 4. ay analizlerinde en yiiksek trigliserit degeri 160 adet/m” grubunda, en
diisiik deger ise 80 adet/m® grubunda belirlenmistir (P<0.05, Sekil 4.16 ve 4.17).

Laktat seviyeleri agisindan gruplar kiyaslandiginda; denemenin 2. ayinda
gruplar arasinda bir farklilik belirlenmemis, ancak 4. ayda en yiiksek laktat seviyesi
80 adet/m” grubunda gozlenmis, (P<0.05) diger iki grubun laktat seviyeleri ise
benzer ¢cikmistir (P>0.05, Cizelge 4.7, Sekil 4.16 ve 4.17).

Denemenin 2. ayinda alinan 6rneklerde yapilan analizlerde ALP degerleri
acisindan gruplar arasinda istatistik farkliliklar bulunmug (P<0.05), en yiliksek ALP
40 adet/m” grubunda, en diisiik deger ise 80 adet/m® grubunda belirlenmistir (Sekil
4.18). Denemenin 4. ayinda ise, gruplar arasinda bu deger agisindan istatistiki bir

farklilik bulunmamigtir (P>0.05, Sekil 4.19).
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Cizelge 4.7. Ug farkli stok yogunlugunda kathi tank sisteminde yetistirilen
karideslerde 2. ve 4. aylarda 6rneklenen karideslerde (Litopenaeus

vannamei) bazi biyokimyasal parametrelerinin seviyeleri.

BiYOKIMYASAL PARAMETRELER

Stok
Yogunlugu = "
(adet/m?) 2. Ay Orneklemesi
T. Protein | Trigliserit Laktat ALP AST ALT
(g/dL) (mg/dL) (mmol/L) (U/L) (U/L) (U/L)
40 adet 9.24+2.41° 90.18+26.47° 5.35+£3.30" |495.38+153.21%| 156.52+61.02% | 122.52+25.41*
80 adet 6.00+2.75% 54.11430.35° 4.07+4.42" |220.79+185.05| 108.89+59.25" | 78.43+30.77°
160 adet 6.50+3.09" 70.56+20.98% 5.68+4.30°  [309.17+191.52" 109.60+60.21° | 93.42+45.40™
4. Ay Orneklemesi
T. Protein Trigliserit Laktat ALP AST ALT
(g/dL) (mg/dL) (mmol/L) (U/L) (U/L) (U/L)
40 adet 9.61+1.49® | 87.08+12.34" | 5.79+2.74° 176.48+58.67" | 91.43+10.78" | 81.01£11.67°
80 adet 8.34+1.53" 69.89+19.64° | 10.68+4.53" 177.53+£62.18" | 149.00£58.68" | 102.58+24.78"
160 adet 10.70+1.00° | 93.19+13.47* | 4.89+1.44° 202.84185.54" | 136.38+64.18" | 96.53+22.64°

Her deger bir ortalama (n = 6) + standart sapmay1 ifade etmektedir. Her &rnekleme
periyodunda, siitunlarda farkli harflerle isaretlenen ortalamalar arasinda istatistiki farklilik
vardir (P<0.05).

Gruplar arasinda ALT degerleri gerek 2. ay orneklerinde gerekse 4. ay
orneklerinde benzer bulunmustur (P>0.05, Sekil 4.18 ve 4.19). Denemenin 2. ay
orneklemesinde gruplar arasinda en yiiksek ALT degeri 40 adet/m” grubunda, en
diisik ALT degeri ise 80 adet/m’ grubunda dlgiilmiistiir (P<0.05, Sekil 4.18 ve
4.19). Buna karsin 4. ay 6rneklemesinde, gruplar arasinda ALT ag¢isindan herhangi

bir istatistiksel fark ¢ikmamistir (P>0.05, Cizelge 4.7).
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Sekil 4.16. Ug¢ farkli stok yogunlugunda biiyiitiilen karideslerde (Litopenaeus
vannamei) 2. ayda alinan hemolenf 6rneklerinde belirlenen protein
(g/dL), trigliserit (mg/dL) ve laktat (mmol/L) seviyeleri. Her deger bir
ortalama + standart sapmadir (n = 6 karides/grup). Farkli harflerle
isaretlenen gruplar istatistik olarak birbirlerinden farklidir (P < 0.05).
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Sekil 4.17. Ug¢ farkli stok yogunlugunda biiyiitiilen karideslerde (Litopenaeus
vannamei) 4. ayda alinan hemolenf O6rneklerinde belirlenen protein
(g/dL), trigliserit (mg/dL) ve laktat (mmol/L) seviyeleri. Her deger bir
ortalama + standart sapmadir (n = 6 karides/grup). Farkli harflerle
isaretlenen gruplar istatistik olarak birbirlerinden farklidir (P < 0.05).
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Sekil 4.18. Ug¢ farkli stok yogunlugunda biiyiitiilen karideslerde (Litopenaeus
vannamei) 2. ayda aliman hemolenf 6rneklerinde belirlenen ALP, AST
ve ALT seviyeleri. Her deger bir ortalama + standart sapmadir (n = 6

karides/grup). Farkli harflerle isaretlenen gruplar istatistik olarak
birbirlerinden farklidir (P < 0.05).
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STOK YOGUNLUGU
Sekil 4.19. Ug¢ farkli stok yogunlugunda biiyiitiilen karideslerde (Litopenaeus
vannamei) 4. ayda alinan hemolenf 6rneklerinde belirlenen ALP, AST
ve ALT seviyeleri. Her deger bir ortalama + standart sapmadir (n = 6

karides/grup). Farkli harflerle isaretlenen gruplar istatistik olarak
birbirlerinden farklidir (P < 0.05).
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4.1.2.4. Bazs immiinolojik Parametreler

Biiyiitme denemesinin 2. ayimda ii¢ farkli stok yogunlugunda biiyiitiilen
karideslerden tesadiifen alinan Orneklerde c¢ekilen hemolenfte yapilan bazi
immiinolojik analizlerin sonuglar1 Cizelge 4.8’de 6zetlenmistir. Lizozim aktivitesi
acisindan gruplarda disiik stoklama yogunlugundan yiiksek stoklama yogunluguna
dogru azalan bir gidisat belirlenmis olmasina ragmen, istatistik analizler herhangi

bir farklilik géstermemistir (P>0.05, Sekil 4.20).

55,00 1
50,00 1
45,00 -
40,00 -+
35,00 1

30,00

LiZOZiM AKTIVITESI
(Unit/protein)

25,00 T 7 7 T Y
40 adet/m2 80 det/m2 160 adet/m2

STOK YOGUNLUGU

Sekil 4.20. Ug farkli stok yogunlugunda katli RAS sisteminde biiyiitiilen
karideslerde 2. ayda alinan Orneklerde belirlenen plazma lizozim
aktivitesi. Her deger bir ortalama =+ standart sapmadir (n = 8 karides).
Tekyonlii ANOVA sonuglart gruplar arasinda fark olmadigim
gostermistir (P > 0.05).

Hemosit saymminda en diisiik stok yogunlugundaki karidesler (40 adet/m’)
en yiiksek toplam hemosit sayis1 gostermis ancak yine de gruplar arasinda

istatistiki bir fark bulunmamigtir (Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.8. Ug farkli stok yogunlugunda biiyiitiilen karideslerde (Litopenaeus
vannamei) 2. ayda Orneklenen karideslerin hemolenflerinde
belirlenen lizozim aktivitesi (Unit/Protein), toplam hemosit sayisi
(x10° hiicre/mL), fagositik aktivite (%) ve fagositik indeks verileri.

BAZI IMMUNOLOJIK PARAMETRELER

Stoklama

Yogunlugu Karides |[Lizozim Aktivitesi Hemosit Sayis Fagositik Fagositik
(adet/mz) Agirhik (g) | (Unit/Protein) |(x 10° hiicre/mL) | Aktivite (%) indeks

40 adet 7.97+1.23 43.5549.83 4.40+3.11 25.20+1.64 0.14£0.01*
80 adet 7.032£0.55 38.45+9.75 1.85£1.25 25.00+1.67 0.14+0.01*
160 adet 8.22+1.34 37.29+10.48 2.96£1.96 24.40+1.34 | 0.09+0.00°

Her deger bir ortalama + standart sapmadir (n = 6 karides/grup). Her siitunda farkli harflerle
isaretlenen gruplar arasinda istatistik farklilik bulunmustur (P < 0.05).

Fagositik aktivite gruplar arasinda farklilik gostermemis (P>0.05), ancak
fagositik indeks agisindan 40 ve 80 adet/m’ gruplar1 160 adet/m” grubuna kiyasla
istatistik olarak daha yiiksek fagositik indeks gdstermistir (P<0.05, Cizelge 4.8).
Bu da diisiik stoklama kosullarinda fagositik aktivite gosteren hiicrelerin daha fazla

sayida lateks boncuk tiikettigini gostermistir.

4.1.2.5. Is1 Sok Proteinlerinin Gen Ekspresyon Analizleri

Denemenin 2. ve 4. aylarinda orneklenen karideslerde gerceklestirilen
HSP70 ve HSP90 gen ekspresyon analiz sonuglar1 Cizelge 4.9°da 6zetlenmistir. Bu
donemlerde karidesler irilestikleri i¢in rahat hemolenf alinabilmis ancak HSP
analizleri toplam viicut yerine ii¢ farkli dokuda gergeklestirilmistir. Denemenin 2.
ayinda dokularda yiriitillen analizlerde hepatopankreasta en yiiksek HSP70
seviyesi 40 ve 80 adet/m® stok gruplarinda, en diisiik seviye ise 80 adet/m’
grubunda belirlenmistir (Sekil 4.21). Denemenin sonunda (4. ay 6rneklemesinde)
ise HSP70 seviyeleri en diisiik stoklama yogunlugundan en yiiksek stoklama

yogunluguna dogru azalma gostermesine ragmen herhangi bir istatistiksel fark
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bulunamamistir (P>0.05, Cizelge 4.9, Sekil 4.22). Solunga¢ dokuda yapilan
analizlerde; gerek 2. ay gerekse 4. ay sonuglarda HSP70 gen ekspresyon analiz
sonuglarinda herhangi bir istatistiksel fark bulunamamistir (P>0.05). Kas dokuda
ise 2. ayda belirlenen HSP70 seviyesi 80 adet/m” grubunda en diisiik, 40 ve 160
adet/m” gruplarinda ise benzer bulunmustur (P<0.05, Cizelge 4.9). Kas dokuda 4.
ayda yiiriitillen analizlerde ise en yiiksek HSP70 ekspresyon seviyesi 160 adet/m*
grubunda goriilmiisken (P<0.05), 40 ve 80 adet/m” stok gruplarinda seviye benzer
bulunmustur (Sekil 4.22).

Cizelge 4.9. Kath sistemde ti¢ farkli stok yogunlugunda (40, 80 ve 160 adet/m?)
yetistirilen karideslerde (Litopenaeus vannamei) denemenin 2. ve 4.
aylarinda orneklenen bireylerin farkli dokularinda belirlenen HSP70
gen ekspresyon seviyeleri.

Karides Stoklama HSP70 GEN: EKSPRESYON
Organlari Yogunlugu SEVIYELERI
(adet/m’) 2.AY 4. AY
40 adet 3.86+1.45" 0.91+0.19*
Hepatopankreasta 80 adet 1.3140.89" 0.7340.32°
160 adet 2.7240.82° 0.56+0.28"
40 adet 1.1710.65" 0.84+0.89"
Solungagta 80 adet 0.70+0.54° 1.08+0.99°
160 adet 1.204+0.81° 0.2340.03"
40 adet 1.01£0.21° 0.78+0.30°
Kasta 80 adet 0.55+0.17° 0.82+0.21°
160 adet 0.91+0.47° 2.594+0.97°

Her deger bir ortalama (n = 6) standart sapmay1 ifade etmektedir. Her organ igin 2. veya 4.
aylar icin ayr ayri olmak iizere, farkli harflerle isaretlenen ortalamalar istatistiki olarak
birbirlerinden farklidir (P<0.05).
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STOK YOGUNLUGU
Sekil 4.21. Katli sistemde ii¢ farkli stok yogunlugunda (40, 80 ve 160 adet/m®)
yetistirilen karideslerde (Litopenaeus vannamei) denemenin 2. ayinda
orneklenen bireylerin farkli dokularinda belirlenen HSP70 gen
ekspresyon seviyeleri. Her siitun bir ortalama * standart sapmay1 ifade
etmektedir (n = 3). Farkli harflerle isaretlenen ortalamalar istatistik
olarak birbirlerinden farklidir.
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Sekil 4.22. Katli sistemde ii¢ farkli stok yogunlugunda (40, 80 ve 160 adet/m?)
yetistirilen karideslerde (Litopenaeus vannamei) denemenin 4. ayinda
orneklenen bireylerin farkli dokularmda belirlenen HSP70 gen
ekspresyon seviyeleri. Her siitun bir ortalama + standart sapmay1 ifade
etmektedir (n = 3). Farkli harflerle isaretlenen ortalamalar istatistik
olarak birbirlerinden farklidir.
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Denemenin 2. ve 4. aylarinda ii¢ farkli dokuda olmak iizere alinan
orneklerde yiiriitilen HSP90 gen ekspresyon analizlerinde elde edilen bulgular
Cizelge 4.10’da 6zetlenmistir. Hepatopankreas dokusunda yapilan analizlerde; 2.
ayda en yiiksek HSP90 eckspresyon seviyesi 160 adet/m® stoklama grubunda
goriilmiisken (P<0.05), 40 ve 80 adet/m” gruplarinda HSP90 seviyesi ¢ok daha
diisiik oranlarda kalmugtir (Cizelge 4.10, Sekil 4.23). Denemenin sonunda alinan (4.
ay) alinan oOrneklerde ise herhangi bir farklilik belirlenememistir (P>0.05).
Solunga¢ dokuda yapilan analizlerde; 40 ve 160 adet/m® stok gruplari benzer
(P>0.05) ve fakat 80 adet/m’ grubuna goére daha yiiksek HSP90 seviyeleri
gostermistir (P<0.05, Sekil 4.24). Deneme sonunda alinan 6rneklerde ise HSP90
seviyesi 40 ve 80 adet/m’ gruplarinda benzer ve fakat 160 adet/m” grubundan daha
yiiksek oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.10, Sekil 4.24, P<0.05).

Kas dokuda 2. ayda yapilan analizlerde en yiiksek HSP90 seviyesi 40
adet/m” grubunda bulunmusken, bu seviye 80 ve 160 adet/m® gruplarinda ¢ok daha
disiik seviyelerde kalmistir (P<0.05). Denemenin 4. ayinda ise tam tersine en
diisiik HSP90 ekspresyon seviyesi 40 adet/m® grubunda, en yiiksek ise 160 adet/m?
grubunda goriilmiistiir (P<0.05). Bu noktada 80 ve 160 adet/m’ stok gruplarinda
HSP90 gen ekspresyonu benzer bulunmustur (P>0.05).
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Cizelge 4.10. Kath sistemde ii¢ farkli stok yogunlugunda (40, 80 ve 160 adet/m?)
yetigtirilen karideslerde (Litopenaeus vannamei) denemenin 2. ve 4.
aylarinda 6rneklenen bireylerin farkli dokularinda belirlenen HSP90

gen ekspresyon seviyeleri.

Karides Stoklama
Organlar Yogunlugu HSP90 GEN EKSPRESYON
(adet/m?) SEVIYELERI

2. AY 4. AY
40 adet 0.06+0.02° 1.04+0.26"
Hepatopankreasta 80 adet 0.62+0.29° 0.84+0.38"
160 adet 1.1340.71° 0.98+0.46°
40 adet 1.05+0.73° 2.09+1.36"
Solungagta 80 adet 0.13+0.04° 1.46+1.45°
160 adet 0.95+0.70° 0.19+0.04°
40 adet 1.78+1.07* 0.16£0.07°
Kasta 80 adet 0.24+0.08" 5.2142.38"
160 adet 0.3240.13° 7.90+2.57°

Her deger bir ortalama (n = 6) standart sapmay1 ifade etmektedir. Her organ i¢in 2. veya 4.
aylar ig¢in ayr1 ayr1 olmak iizere, farkli harflerle isaretlenen ortalamalar istatistiki olarak

birbirlerinden farklidir (P<0.05).
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Katl sistemde ii¢ farkli stok yogunlugunda (40, 80 ve 160 adet/m’)
yetistirilen karideslerde (Litopenaeus vannamei) denemenin 2. ayinda
orneklenen bireylerin farkli dokularinda belirlenen HSP90 gen
ekspresyon seviyeleri. Her siitun bir ortalama + standart sapmay1 ifade
etmektedir (n = 3). Farkli harflerle isaretlenen ortalamalar istatistik
olarak birbirlerinden farklidir.
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Sekil 4.24. Kath sistemde ii¢ farkli stok yogunlugunda (40, 80 ve 160 adet/m®) yetistirilen
karideslerde (Litopenaeus vannamei) denemenin 4. ayinda Orneklenen
bireylerin farkli dokularinda belirlenen HSP90 gen ekspresyon seviyeleri. Her
situn bir ortalama =+ standart sapmay1 ifade etmektedir (n = 3). Farkli harflerle
isaretlenen ortalamalar istatistik olarak birbirlerinden farklidir.
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4.2. Tartisma
4.2.1. 1. Deneme: Farkli Stoklama Yogunluklarimin Litopenaeus vannamei’de
Biiyiime Performansi ve Stres Parametreleri Uzerine Etkileri
4.2.1.1. Biiyiime Performansi ve Yem Tiiketimi

Ideal stok yogunlugu sucul canlilarda biiyiimenin siirdiiriilebildigi ve ayni
zamanda su kalite kriterlerini olumsuz etkilemeyen yogunluk olarak bilinir. Asir1
stoklamada biiylime ¢ogu zaman diiser ve ayrica su canlilarinin davraniglart ve
bagisiklik sistemleri de bundan olumsuz etkilenebilir. 2013-2016 yillar1 arasinda
yiiriitiilen bir TAGEM projesinde P. semisulcatus 30 m” beton tanklarda 40, 80 ve
120 adet/m” stok yogunluklarinda 6 ay boyunca bilyiitiilmiis ve deneme sonunda
gruplar, sirastyla ancak %28, %25 ve %?22.30 yasama oranlariyla ve ortalama
18.50, 12.80 ve 11.47 g agirliklara ulastirilabilmislerdir. Bu deneme siiresince
hesaplanan YCO ise 2.97 ile 3.58 arasinda degismistir (Kumlu ve ark, 2016). Bu
arastirmacilar ayn yetistiricilik {initesinde daha yiiksek stoklama kosullarinda (100,
150 ve 200 adet/m?) ve iistelik de 1slah edilmemis bir P. vannamei varyetesinden
elde ettikleri yavrularla yaptiklar: bir ¢alismada ise ayni siirede (6 ay) 100 adet/m’
stokladiklar1 karideslerde ortalama 19 gram agirliga %70.40 yasama oranina ve
1.94 YCO ile ulagsmiglardir (Kumlu ve ark, basilmamais veri). Gao ve ark (2017), 60
giin boyunca kafeslerde juvenil karidesleri (L. vannamei) ii¢ farkli stok
yogunlugunda (188, 250 ve 313 adet/m) biiyiitmiisler ve karideslerin hayatta kalma
oraninin stoklama yogunlugunun artisi ile birlikte azaldigini (sirasiyla %83.3, %
79.2 ve %78.7) kaydetmislerdir. Deneme sonunda spesifik biiyiime oranmnin ve
agirlik kazancinin diisiik stoklama grubunda, orta ve yiiksek stoklama grubuna
gore; yem cevrim oraninin yiiksek stoklama grubunda, orta ve diislik stoklama
grubuna gore 6nemli Olglide yiiksek oldugunu belirlemislerdir. Karideslerin filan
agirhiginin  stoklama yogunlugunun artis1 ile azaldigim1 ve yiiksek stoklama
grubunda  diisiik stoklama grubundan Onemli Ol¢lide diisiik oldugunu tespit
etmislerdir. Esparza-Leal ve ark (2015) de bina i¢i tanklarda temiz suda ve biyofloc

sisteminde dort farkli stok yogunlugunda (1500, 3000, 6000 ve 9000 karides/m?)
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Pasifik beyaz karideslerini kiyaslamig ve 42 giinlik deneme sonunda temiz suda
ortalama agirliklarimin 0.64, 0.41, 0.31 ve 0.17 olarak azaldigini, yasama
oranlarinin ise (%85.0 ile %98.4 arasinda) istatistiki farklilik gostermedigini
belirlemiglerdir. Denememizde On-biiyiitme asamasinda ti¢ farkli stoklama
yogunlugunda (200, 400 ve 800 adet/m?) yetistirilen L. vannamei yavrularinda
deneme sonu yasama oranlari, sirastyla, %77, %78 ve %82 olarak ve ortalama
agirliklar ise 1.35, 1.09 ve 1.12 g olarak elde edilmis (P>0.05), giinliik ortalama
yem tiiketim degerleri (grup basina) stok yogunlugunun artisi ile birlikte yiikselme
gostermigtir (P<0.05). Deneme kapsaminda yaptigimiz ¢alisma ve Esparza-Leal ve
ark (2015) nin bulgulari, Pasifik beyaz karideslerinin 6n-biiyiitme asamasinda 1 m’
suda yiiksek stoklama kosullarinda bile yiiksek yasama oranlariyla

yetistirilebileceklerini gostermistir.

4.2.1.2. Stres Testleri

Stres testleri bir organizmay1 kisa siireli asir1 bir stresdre maruz birakma
prensibine dayanir; bu testler canlinin fizyolojik durumu ve hayatta kalma oranim
belirleyen testler olarak ifade edilmistir (Dhert ve ark. 1992; Fegan, 1992). Moe ve
ark (2004), C vitamini eklenmis yemle besledikleri kuruma karidesi
(Marsupenaeus japonicus) larvalarint formalin stresine maruz birakmiglar ve
kontrol grubuna gore daha uzun siire hayatta kaldigini tespit etmiglerdir. Samocha
ve ark (1998), farkli yastaki Pasifik beyaz karidesinin postlarvalarinda formalin
testi uygulamisglar ve 0.5, 1 ve 2. saatlerde hayatta kalma siiresi bakimindan 6nemli
bir fark oldugunu, 2. ve 3. saatlerde fark olmadigini belirlemislerdir. Caligmamizda
ise deneme sonunda uygulanan formalin stres testi stoklama yogunlugunun artisi
ile 6 saat siiren stres testlerindeki yagama oranlarinin diistiigiinii, diger bir ifadeyle,
yiksek stoklama kosullarinda yetistirilen karideslerde c¢evresel kosullara
hassasiyetin arttigini ortaya koymustur (P<0.05).

Alvarez ve ark (2004), 15 giinliik karides (L. vannamei) postlarvalarini %03

tuzluluk stresine 30 dakika siireyle ve ardindan yine 30 dakika siireyle yetistirme
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suyuna (%036) maruz birakmislar ve muamele gruplar1 arasinda énemli 6l¢iide bir
fark olmadigini tespit etmislerdir. Samocha ve ark (1998), farkli yastaki karides
postlarvalarint (L. vannamei) tuzluluk stres testine maruz birakmiglar ve 0.5. saatte
hayatta kalma siiresi bakimindan 6nemli bir fark oldugunu, 2. ve 3. saatlerde fark
olmadigimi belirlemislerdir. Calismamizda deneme sonunda uygulanan tuzluluk
stres testi stoklama yogunlugunun artisi ile 6 saat siliren stres testlerindeki yasama
oranlarmin diistiigiinii, diger bir ifadeyle, yiiksek stoklama kosullarinda yetistirilen

karideslerde ¢evresel kosullara hassasiyetin arttigini ortaya koymustur (P<0.05).

4.2.1.3. Is1 Sok Proteinleri (HSP70 - HSP90)

Son zamanlarda Pasifik beyaz karidesinde termal stres, pH dayamiklilik
testi, agir metal testi (Qian ve ark, 2012), stoklama yogunlugu (Gao ve ark, 2017)
ve bakteri dayaniklilik testi (Zhou ve ark, 2010) neticesinde, bu cevresel stres
faktorlerinin akut etkilerinin veya uzun aglik periyodu ve ardindan yeniden
beslemenin (Lin ve ark, 2012) farkli HSP gen ekspresyonlarma (LVHSP60,
LVHSP70, LVHSC70, ve LVHSP90 veya HSP60 ve HSP70) etkileri ¢aligilmugtir.
Yapilan ¢aligmalar, baliklarda artan stok yogunlugunun metabolik ve antioksidan
enzimlerin miktarimi azalttigim1 ve aksine stres ile ilintili proteinlerden HSP70’1
yiikselttigini gostermistir (Aksakal ve ark, 2011). Bu arastiricilar gokkusagi baligi
ile yaptiklar1 bir ¢alismada, 15, 20, 25 ve 30 kg/m’ stok yogunluklarini test etmis
ve en yiiksek stok yogunluklarinda HSP70’in ekspresyon seviyesinin yiikseldigini
ve dolayistyla kas dokuda 6lgiilen bu degerlerin balikta ciddi bir stres yagsandigini
gosterdigini bildirmislerdir.

HSP70 ekspresyon analizleri i¢in, deneme baglatilmadan 6nce stok tanktan
aliman 0. giin érneklemesinde HSP70 degeri 1.13 olarak belirlenmis, 1 giin sonra
tiim stoklama gruplarinda (200, 400 ve 800 adet/m?®) bu deger, sirasiyla, 1.44, 1.96
ve 1.88 seviyelerine yiikselmistir. Ancak, %30.56 ile 9%36.11 seviyesinde artiglara
ragmen yinede ilk giin HSP70 verileri iizerinde yapilan istatistik hesaplamalar

gruplar arasinda bir fark olmadiginmi gostermistir (P>0.05). Denemenin 3, 7 ve en
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son 30. gilinlerinde alinan drneklerde ise stoklama yogunlugunun artisi ile birlikte
HSP70 verilerinde anlamli bir egilim belirlenememistir. Gao ve ark (2017), juvenil
karideslerde (L. vannamei) (ortalama 2 g) stoklama yogunlugunun (188, 250 ve
313 adet/m?) biiyiime, oksidatif stres ve HSP70 iizerine etkisini arastirmislar ve
HSP70’in hepatopankreasta artan stoklama yogunlugu ile 6nemli Slgiide arttigini,
kasta 250 adet/m” grubunda 188 adet/m’ grubundan 6nemli olgiide yiiksek
oldugunu, hemolenfte ise gruplar arasinda bir fark olmadigini belirlemislerdir.
HSP90 gen ekspresyon analizlerinde 0. giin 6rneklemesinde belirlenen
1.51’1ik gen ekspresyon seviyesi, 1. giinde stoklama yogunlugundaki artisa paralel
olarak artis gostermis ve bu artis 6zellikle 800 adet/m” stok yogunlugunda, diisiik
stok yogunluguna (200 adet/m’) kiyasla, 9-10 kat olarak gergeklesmistir (P<0.05).
ilk giinde, orta stoklama yogunlugu olan 400 adet/m” grubunda da, 200 adet/m’
grubuna kiyasla, HSP90 seviyesi yaklasik 2.5 kat yilikselmis, ancak istatistik bir
farklilik belirlenememistir (P>0.05). Gruplar arasindaki bu anlamlh farklilik 3.
giinde daha az belirgin hale gelmis ve 7. glinde artan stoklama yogunluguna paralel
bir artig goriilmiis olsa da, gruplar arasinda istatistiki bir farklilik bulunamamigtir
(P>0.05). 30. giinde alman 3 farkli doku Orneklerinin higbirinde de stoklama
yogunluguyla ilintili bir egilim belirlenememistir. Bu veriler hem HSP70 hem de
HSP90 gen ekspresyon analiz sonuglariin stoklama yogunluklariyla ilintili olarak
artis gosterdiklerini, ancak 6zellikle HSP90’nin daha da fazla etkilendigini ortaya
koymustur. Stoklamanin HSP gen ekspresyon seviyeleri tizerine etkileri kisa siireli
olmus ve genellikle 1-2 giinden sonra seviyeler normal diizeye inig gostermistir.
Guo ve ark (2010), giinliik sicaklik dalgalanmasinin (25°C sabit sicaklik, 25+1°C,
254+2°C, 25+3°C ve 25+4°C) Pasifik beyaz karidesinin biiylime ve fizyolojik
durumu ile ilgili etkilerini arastirdiklar1 bir c¢aligmada, 25+4°C rejiminde
bliyiimenin, 25°C'lik sabit sicakliktaki karideslere gore, dnemli Ol¢lide daha diisiik
oldugunu belirlemislerdir. Arastirmada, giinliik sicaklik dalgalanmasinin HSP70
iizerinde Onemli bir artig yaratmadigini, bunun nedeninin +4°C’lik dalgalanma

baskisinin HSP70 gen ekspresyonlarinda 6nemli bir degisiklik i¢in yeterli seviyede
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stres yaratmamis olabilmesine baglamiglardir. Zhenyu ve ark (2004), farkli stres
kaynaklarinin (sicak veya soguk soku ile Vibrio anguillarum ile WSSV
uygulamasi) Cin karidesinde (F. chinensis) ilk kez farkli dokularda HSP70
ekspresyonunu etkiledigini belirtmislerdir. Arastirmacilar, sicaklik soku ve WSSV
stres uygulamalari ile HSP70’in hepatopankreas ve solungaglarda belirgin olarak
indiiklendigini, ancak kas, gbdzsapt ve hemolenfte ise gozlemlenmedigini
kaydetmislerdir. Soguk sok ve WSSV muamelesinin, inceledikleri tiim dokularda
HSP70 seviyeleri {izerinde anlamli bir etkiye sahip olmadigi sonucuna varmiglardir.
HSP70 indiiksiyonunun karideslerde, ortam sicakliginin akut olarak 10°C
arttirlldigi durumlarda ve sadece uygulamadan 2 saat sonra en yiiksek degere
ciktigini belirtmislerdir.

Zhou ve ark (2010), caligmalarinda Pasifik beyaz karidesinde bakteri
yiiklenmesine tepki olarak HSP60 ve HSP70'in gen ekspresyonlarini incelemisler
ve bu calismada LvHSP60 mRNA'nin hem yapisal hem de indiiklenebilir oldugunu,
hemositlerde, kas, mide, kalp, hepatopankreas ve solunga¢ dokusu dahil olmak
izere, incelenen hemen hemen tiim dokularda (bagirsak harig) yliksek oranda
belirlenebildigini ifade etmislerdir. Solungagta, hepatopankreasta ve hemositlerde
bakteri yiiklemesinden sonra LvHSP60'In belirgin olarak yukariya dogru
yiikseldigini, hemosit ve hepatopankreasta LvHSP70'in transkripsiyonunun da
indiiklendigini  kaydetmislerdir. Ang-lu ve ark (2015), Exopalaemon
carinicauda'daki 1s1 sok proteini familyalarinin (HSP70 ve HSP90) mRNA
ekspresyonunu, akut sicaklik stresini takiben aragtirmislar ve karideslerin 19, 23 ve
27°C sicaklik stresine maruz birakildiklarinda HSP70 mRNA ekspresyon
seviyelerini 2 saat i¢inde arttirdiklarini, ancak daha sonra denemenin sonuna (48
saat) kadar azalttiklarini, HSP90 mRNA ekspresyon seviyelerinin ise 2 saatte
azaldigin1 ve denemenin sonuna dogru ise yiikseldigini belirlemislerdir. Karidesin
HSP70 ve HSP90 mRNA ekspresyonu arasindaki bu farkliligin 1s1 stresine
gosterilen farkli rollerle iligkili olabilecegini ve sonugta bu her iki HSP genlerinin

de karideslerin sicakliga dayanikliliklarinda ¢ok dnemli roller oynayabileceklerini
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ifade etmislerdir. Bir ¢alismada, Loc ve ark (2013), karidesleri (L. vannamei)
enfeksiyona karsi koruyan mekanizmalari daha iyi anlamak igin postlarvalarda
6limciil olmayan bir 1s1 sokunun ardindan 30 dakika siireli ani 1s1 sokunun kontrol
grubuna kiyasla HSP70 mRNA'simmi arttirdigimi belirlemiglerdir. Chen ve ark
(2015a), Gracilaria tenuistipitata ekstraktt (GTE) i¢eren deniz suyunda (%035)
amonyak stresine maruz biraktiklar1 Pasifik beyaz karideslerde HSP70'in transkript
seviyesinin stres sonrasi 24 saat icinde regiile edilebildigini kaydetmislerdir. Ustte
belirtilen literatiir bildiriglerinden ve denememiz bulgularimizdan yola ¢ikarak,
ozellikle 6n-biiyiitme doéneminde 800 adet/m” (1-1.5 g boyutlarinda) gibi test
ettigimiz en yiiksek stoklama yogunlugunun karideslerde HSP70 ve 6zellikle de
HSP90 gen ekspresyon seviyelerini uyararak yiikselttigi, ancak bu uyarimin 1-2
giin icerisinde azalarak seviyelerin tekrar normale donerek regiile edilebildigi
belirlenmistir. Kronik yiiksek stoklamanin da hicbir organda (hepatopankreas,
solungag ve kas) HSP70 veya HSP90 genlerinin ekspresyon seviyelerinde belirgin
bir fark yaratmadigi ve karideslerin maruz kaldiklar1 stresdre zamanla adapte

olabildikleri anlagilmistir.

4.2.2. II. Deneme: Kath Tank Sisteminde Farkhh Stok Yogunluklarinda
Yetistirilen Karideslerde Biiyiime, Yem Tiiketimi ve Stres Parametrelerinin
Belirlenmesi
4.2.2.1. Biiyiime Performansi ve Yem Tiiketimi

Entansif stok kosullart gibi uzun siireli stres (kronik) durumlarinda
fizyolojik denge kurulamaz (en azindan uzunca bir siire igin) ve hastalik
etmenlerine olan direng azalir; ireme ve biiylime de bundan olumsuz etkilenir (Van
Weerd ve Komen, 1998). Yiiksek stoklama kosullarinda su kalitesinde gergeklesen
diisiislerin de su canlilarinda biiylimeyi olumsuz etkiledigi, yem alimini ve yemden
yararlanmay1 diislirdiigii bilinmektedir. Kronik stresin giderilmesi karideslerin
saglik durumu ve biiylime performans: agisindan akvakiiltiirde biiylik 6nem tasi-

maktadir. Karidesler biiyiitme esnasinda kisa (saat veya giin) veya uzun stireli (bir
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veya birkag hafta) ¢cevresel, biyolojik veya elle muameleden kaynakli olarak strese
maruz kalabilirler. Stres karideslerin hastaliklara karsi hassasiyetlerini arttirir ve
bagisiklik savunma kapasitelerini diisiiriir (Le Moullac ve Haffner, 2000). Uzun
stireli stres kosullarinda deneme sonu yasama orani, agirlik kazanci, yem tiiketimi
ve kabuk degisimi gibi baz1 biyolojik performans verileri takip edilir. Pickering
(1993) diisiik ortalama canli agirlik verileri veya biiyiime oraninda goériilen
azalmanin uzun siireli stresin belirlenmesinde iyi bir indikator oldugunu
bildirmistir.

Pasifik beyaz karidesinde farkli yetistiricilik sistemlerinde farkli stoklama
yogunluklarinin biiyiime ve yem tiiketim performanslari arastirilmis ve degisik
sonuglar alinmistir. Herrera ve ark (2006), ¢calismalarinda Pasifik beyaz karidesini
ii¢ farkli stok yogunluklarmda (50, 60 ve 70 karides/m®), toprak havuzlarda,
ortalama 18.63 g, 13.46 g ve 11.86 g ulastirabildiklerini ve verimin sirastyla 7.243
kg, 7.307 kg ve 8.011 kg/ha olarak gergeklestigini bildirmislerdir. Sookying ve ark
(2011), acik havuz ve tank kosullarinda L. vannamei’de stok yogunlugunun
biiylime performanst ve ekonomik fizibilite ilizerine etkisini degerlendirmis; 0.1
hektarlik havuzlara 0.015 g agirhikta stokladiklar1 karidesleri 17, 26, 35 ve 45
adet/m’ yogunluklarda, 10 hafta siireyle ve ayrica 24.8 ton kapasiteli tanklara
stokladiklar1 daha iri (2.8 g) yavrulari 15, 25, 35, 45, 55 ve 65 adet/m” stok
kosullarinda 10 hafta siireyle biiylitmiiglerdir. Havuz ¢aligmasinin sonunda (14
hafta) stok yogunlugu ile biiyiime arasinda negatif bir korelasyon gérmiisler ve
karideslerin 20.70-25.25 grama %58.0 ile %65.1 arasinda hayatta kalma orani ve
1.17 ile 1.54 arasinda YCO ile ulastiklarin1 bildirmislerdir. A¢ik hava kosullarinda,
tank sisteminde de biiylimenin stok yogunluguyla ters orantili olarak
gergeklestigini  ve ortalama nihai agirhiklarin  13.42-16.13 g, yasama
oranlarinin %93.4-100.0 ve YCO’larin 1.15-1.54 arasinda degistigini ve stoklama
yogunlugu ile negatif bir korelasyon gosterdigini bildirmislerdir. Balakrishnan ve
ark (2011), calismalarinda L. vannamei’nin, toprak havuzlarda (0.8-0.9 ha), farkli

stok yogunluklarinda (50, 56.25, 51.25 ve 61.11 adet/m?) biiylimesini 110 giin
90



4. BULGULAR VE TARTISMA Nafiye PERKER

stireyle incelemigler; deneme sonunda ortalama final agirliklarinin sirasiyla 21.2,
18.9, 19.6 ve 17.5 g; hayatta kalma oranlarinin %82, 92, 81, ve 80 ve YCO’larin
1.4, 1.34, 1.38 ve 1.35 oldugunu tespit etmislerdir. Suriya ve ark (2016), L.
vannamei'nin stok yogunlugunun (100 adet/m” ve 12 adet/m®) hayatta kalma ve
biiylime performansi {izerine etkisini arastirmislar ve deneme sonu hayatta kalma
oranlarini, sirastyla %80 ile %90, YCO degerlerini 1.39 ile 1.4, ortalama viicut
agirliklarint ise 20 ila 34 g ve toplam iiretimi ise 9500 ile 5861 kg olarak
bildirmislerdir. Son yillarda yapilan aragtirmalarda, Ray ve ark (2017) temiz su ve
biyofloc iiretim sistemlerinde Pasifik beyaz karideslerini kiyaslamak amaciyla her
1 m® suya 250 adet ortalama 0.48 g agirlikta karides stoklamis ve 55 giin siiren
deneme sonunda final agirliklari, biyomas, haftalik biiylime orani ve yasama
oranlarin1 biyofloc ve temiz su kiiltlirlerinde sirasiyla 11.1 ve 11.6 g, 1.7 ve 2
kg/m’®, 1.4 ile 1.5 g/hafta, %69 ile %78 olarak bildirmislerdir. Ayrica, Suantika ve
ark (2018) RAS sisteminde karidesleri (L. vannamei) ii¢ farkli yogunlukta (500,
750 ve 1,000 PL/m3) stoklamiglar ve 84 giin siiren deneme sonunda ortalama
agirliklan 14.87, 13.09 ve 11.32 g, yasama oranlarin1 %70, %53.67, %44, giinliik
SBO’lart %7.12, %6.95, %6.79, ve YCO’lar1 ise 1.32, 1.45, ve 2.05 olarak
bulmuslardir. Calismada gruplarin stok oranlarindaki artig ile birlikte biyomasin
sirastyla 5.20 kg/m’, 524 kg/m’ ve 4.99 kg/m’ olarak hesaplandigim
bildirmislerdir. Bu arastiricilar, RAS igin optimal stoklama yogunlugunu 500
PL/m’ olarak bildirmislerdir. Krummenauer ve ark (2016) Pasifik beyaz
karideslerini biyofloc sisteminde, 0.40, 0.80 ve 1.20 m su derinliklerinde (%030
tuzlulukta), 9 adet 35.5 ton kapasiteli tanklarda (sera iginde), 400 adet/m” stoklama
yogunluklarinda 120 giin boyunca biiyiitmiisler ve deneme sonunda (17. hafta)
ortalama agirliklarin ve yasama oranlarinin degismedigini bulmuslardir (P>0.05).
Ancak final biyomaslar gruplar arasinda 2.88 (1.2 m), 4.83 (0.80 m) ve 8.45 kg/m’
(0.40 m) olarak farklilik gostermistir (P<0.05). Bu arastiricilar biyofloc sisteminde
0.4 m su derinliginin biyomas ag¢isindan daha uygun oldugunu belirtmislerdir. Bu

tez calismasinda RAS sistemde biiyiitme denememiz sonunda gruplarin yasama
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oranlarinin 40 adet/m’ grubunda %77.50, 80 adet/m” grubunda %76.50 ve en
yiiksek stoklama grubu olan 160 adet/m” grubunda ise %62 oldugu belirlenmistir.
Deneme sonu ortalama karides agirliklarinin da yine artan stoklama yogunluklar
ile birlikte (40, 80 ve 160 adet/m?) azaldig1 ve neticede 22.15, 18.31 ve 19.93 g
olarak belirlendigini, SBO’larin ise aymi gruplarda %2.55/glin, %2.39/giin
ve %2.43/glin olarak hesaplandigi goriilmiistiir (P<0.05). Biiyiime performans
verilerimiz 40 adet/m” stoklama yogunlugunun iizerinde test ettigimiz stoklama
kosullarinda 40-45 cm derinlikteki tanklarda karideslerde stres nedeniyle tiim

performans degerlerinde bir azalma gergeklestigine dikkat ¢cekmistir.

4.2.2.2. Biyokimyasal ve Immiin Parametreler

Dis stresorler tarafindan fizyolojik sistemlerin normal sinirlarin digina
cikmaya zorlanmalar1 halinde hayvanlarda stres olusur. Stres indikatorleri
hayvanlarin kisa siireli ~ durumlar1 veya uzun siireli saglik durumlarinin
degerlendirilmesi hakkinda fikir verirler. Bundan dolayi da, yetistiricilik esnasinda
saglik durumlarmin dogru yontemlerle belirlenmesi, havuzlardaki karides
popiilasyonlarinin saglikli bir sekilde yonetilmesine katki getirir. Saglik ve immiin
parametrelerin diizenli olarak degerlendirilmesi sadece popiilasyonlarin mevcut
saglik durumlartyla ilgili bilgi vermez, ayn1 zamanda stres durumlarinda profilaktik
onlemlerle canlilarin hastalanmadan durumu atlatabilmelerine de yardimei olabilir.
Pek c¢ok caligma stres kosullarinda karideslerin hematolojik parametrelerinde
degisiklikler gerceklestigini bildirmistir (Le Moullac ve Haffner, 2000; Sanchez ve
ark, 2001; Pascual ve ark, 2003). Bazi aragtirmalar hemolenf igerigindeki toplam
protein, glikoz, trigliserit, kolesterol ve laktatin karideslerde fizyolojik durum
indikatorlerinden olduklarint  bildirmistir (Sanchez ve ark, 2001). Bazi
immiinolojik degiskenlerden THS ve plazma protein seviyesi immiin durumun
belirlenmesinde kullanilmistir (Rodriguez ve Le Moullac, 2000). Baz1 fizyolojik
degiskenlerden de glukoz (Racotta ve Palacios 1998), laktat (Racotta ve Palacios

1998) ve osmoregiilasyon kapasitesi de (Charmantier ve Soyez 1994) stres
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indikatorleri olarak degerlendirilmistir. Diger baz1 fizyolojik parametreler
icerisinde; toplam protein, toplam lipit, trigliseritler, ve kolesterol de karideslerde
besinsel durum ve saglik durumunun analiz edilmesinde dikkate alinmigtir
(Sanchez ve ark, 2001).

Bir su canlisinda optimal kosullarda (yani stresin olmadigi durumlarda)
plazma total protein ve trigliserit degerlerinin yiiksek ¢ikmasi ve tam tersine stres
kosullarinda bu degerlerin diismesi beklenir. Toplam serum protein igeriginin
baliklarda saglik durumu ile ilgili bir indikator olarak kullanilabilecegi Binuramesh
ve Michael (2011) tarafindan bildirilmistir. Yiiksek stoklama yogunlugunda
bulunan sazanlarda da toplam serum proteininin diistiigii Yin ve ark (1995)
tarafindan bildirilmistir. Bu arastiricilar plazma toplam protein seviyelerinde
azalmalarin baliklarda enfeksiyon riskini arttirdigini ifade etmislerdir. Gergekten
de denemenin 2. ayinda gruplar bazinda plazma toplam protein degerlerine
bakildiginda, grup igerisinde en yiiksek toplam protein degerinin 40 adet/m” stok
grubunda oldugu gériilmiis ve bunu 80 adet/m” grubu ve ardindan da 160 adet/m’
grubu takip etmistir. Buna ragmen yapilan degerlendirme sonucunda, bu dénemde
yine de gruplar arasinda istatistiki herhangi bir farklilik tespit edilememistir
(P>0.05). Bu parametre 4. ayda yiriitillen analizlerde ise istatiksel farkliliklar
gostermis olmakla birlikte, bu farkliligin stoklama yogunluguyla iligkili olmadig1
goriilmiigtiir (P<0.05). Denemenin 2. ayinda plazma trigliserit degerleri a¢sindan
da tisttekine benzer sekilde; gruplar arasinda en yiiksek deger 40 adet/m” grubunda
olciilmiis, bu grubu 80 adet/m® ve ardindan da 160 adet/m’ grubu izlemistir
(P<0.05). Diger yandan, 4. ay analizlerinde en yiiksek trigliserit degeri 160 adet/m’
grubunda, en diisiik deger ise 80 adet/m” grubunda belirlenmistir (P<0.05).
Ozellikle 2. ay plazma total protein ve trigliserit degerleri bu dénemde yiiksek
stoklama yogunluklarinin bu parametreleri etkiledigini, ancak 4. ayda bu etkinin
ortadan kalktigin1 gostermistir. Calismamizdakine benzer sekilde, Mercier ve ark
(2006) de Pasifik beyaz karideslerinin 4 hafta siireyle tekrarlanan stres kosullarina

maruz birakildiklarinda plazma protein, toplam lipit ve trigliserit degerlerinde
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diismeler belirlemislerdir. Toplam protein ve toplam lipit, yasama orani ve immiin
degiskenlerle pozitif korelasyon gosterirler. Karideslerde immiin bilesiklerin biiyiik
bir kismi proteinlerden olustugu igin, immiin parametrelerinde diismeler
dolayisiyla yasama oraninda diismeler, patojenik enfeksiyon durumlarinda da
toplam proteinlerin plazmada azalmasi beklenen bir durumdur (Joseph ve Philip,
2007).

Stres esnasinda hizla enerji kaynagi olarak kullanilabilen karbonhidratlar
ve lipitler yasama oraninin yiikselmesinde etkili olan immiin kapasitenin
devamliliginda 6nemli rol oynarlar. Mercier ve ark (2009) uzun siireli stres
kosullarinda trigliseritler, kolesterol, total lipit ve ozmotik basing parametrelerinde
onemli degisiklikler gergeklesmedigini bildirmislerdir. Bizim de galigmamizda 4.
ayda olciilen total protein ve trigliserit degerleri arasinda anlamli farkliliklarin
¢itkmamasinin nedeni uzun siireli stres kosullarinda karideslerin bu uzun siirecte
kosullara adapte olmasiyla iligkili oldugu diisiiniilmektedir (Mercier ve ark, 2006
ve 2009). Kronik strese maruz birakilan karideslerde stresin atlatilmasina yonelik
gerekli olan enerjinin karsilanmasinda plazmada bulunan proteinlerin kullanildig:
bildirilmektedir (Mercier ve ark, 2009). Fouzi ve ark (2012), WSSV enfekte
ettikleri ve 10 giin boyunca amonyaga maruz biraktiklar karideslerde stresin daha
da arttigini ve bu grupta hemolenf total protein seviyesinin amonyaktaki seviyenin
artist ile birlikte O6nemli Olgiide azaldigini belirtmislerdir. Plazmada bulunan
proteinlerin enerji amach kullanilmasi da, aslinda stres altindaki karideslerde
biliylimenin neden yavasladigini ve diisiik performans gosterildigini de agiklar.
Ustteki arastiricilar, calismalarinda total lipitler ve 6zellikle de trigliseritlerin stres
durumlarinda metabolik enerji amagli kullanilmadiklarin1 bildirmis olsa da,
caligmamizda 2. aydaki trigliserit verileri plazmada belirgin bir sekilde azalma
gosterdigi icin, bu besin kaynaginin da muhtemelen stresin giderilmesi amaciyla o
donemlerde tiiketildigini gdstermektedir. Zira ¢calismamizda uyguladigimiz 2 aylik
stres periyodu Mercier ve ark (2009)’nin uyguladigi periyottan 1 ay daha uzun

stirdiigii icin proteinlere ilave olarak karidesler lipitleri de tiikketmeye gerek duymus
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olabilirler. Mercier ve ark (2009) plazma proteinlerinin uzun siireli stres
kosullarinda immiin sistem tarafindan da kullanildigini ve plazmadaki azalmaya
bunun da etki etmis olabilecegini bildirmektedir. Ancak 4. ayda alinan plazma
orneklerinde, artik karideslerin total protein ve trigliserit verilerinde stoklama
yogunlugu ile ilintili bir iligki gdstermemis olmasi, artik karideslerin kronik stres
ortamina adapte olduklarin1 gdsteriyor olabilir.

Akut stres biyoindikatorlerinden olan laktatin 6nemli bir parametre oldugu
bildirilmekte olup (Wells ve ark, 1999), Atlantik salmonu ile yiirtttiikleri
denemenin ilk ve 29. giinlerinde, Basrur ve ark (2010) yiiksek stok grubunda
stresten kaynakli plazma laktat seviyelerinin de yiiksek ¢iktigini bildirmislerdir.
Laktat seviyeleri agisindan gruplar kiyaslandiginda; denemenin 2. ayinda gruplar
arasinda bir farklilik belirlenmemis, ancak 4. ayda en yiiksek laktat seviyesi 80
adet/m” grubunda gozlenmis, (P<0.05) diger iki grubun laktat seviyeleri ise benzer
cikmistir (P>0.05). Bulgularimiz laktat degerlerinin bir stres kaynagi olarak
stoklama yogunlugu ile anlamli bir iligki igerisinde olmadigini, bunun da uzun
stireli stres kosullarinda bu parametrenin normal seviyesine donmesiyle ilgili
oldugunu diislindiirmiistiir. Zira, Mercier ve ark (2009) kisa siireli stres altinda bile
(1 saat) laktat konsantrasyonlarinda goriilen yiikselisin diisiik oldugunu ve 24 saat
icerisinde seviyenin kontrol grubunun bile altina indigini bulmuslardir. Zaten
Mugnier ve Justou (2004) da bir parametre olarak laktatin glukoza gore daha az
hassas bir stres indikatdrii oldugunu bildirmislerdir.

Krustaselerde, aspartat aminotransferaz (AST) ve alanin aminotransferaz
(ALT) caligmalar1 baliklardakilere gore daha yeni olup, bu alanda yapilan ilk
yayinlar pestisit (Galindo-Reyes ve ark, 2000), agir metal birikimi (Zhao ve ark,
1995) ve termal/ozmotik stres (Chien ve ark, 2003) ile ilgili konulardir. AST ve
ALT enzimleri spesifik aminoasitlerin birinden digerine amin gruplarinin transfer
edilmelerini saglarlar ve cogunlukla omurgalilarda iyi c¢alisan bir karacigerin
indikatoriidiirler. Van Waarde ve ark (1982) stres kosullarinda ALT’nin amino asit-

lerin sentezi ve deaminasyonunda yasamsal bir gérevlerinin oldugunu ve bu kritik
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donemlerde canlilarin ihtiyag duyduklari enerjinin karsilanmasini sagladiklarini
bildirmektedir. Samanta ve ark (2014), 30 giin siiren bir pestisit uygulamasi
sonrasinda bazi baliklarda ALT, AST aktivitesinin belirgin bir sekilde arttigini ve
bunun doku veya organ hasarlarindan kaynaklanmig olabilecegini ve metabolitlerin
memranlardan gegisinde 6nemli bir role sahip oldugunu; bu enzimin seviyesinin
stres kosullarinda 6nemli 6lglide yiikseldigini bildirmislerdir. Tiim bu enzimlerin
artisinin yiiksek metabolik aktivitelerin gostergesi oldugunu ve bu aktivitelerle
herbisit stresinden kaynakli enerji ihtiyacinin karsilanmasina calisildigini
belirtmislerdir. Serum protein ve ALP seviyelerindeki degisimin akvatik canlilarin
immiin durumlan ile ilgili fizyolojik yanitlar oldugu ve baliklarin saglik durumlari
ile ilgili 6nemli bilgiler verebilecegi bildirilmistir (Tahmasebi-Kohyani ve ark,
2012). Diger hayvanlarda oldugu gibi, krustaselerde de hem ALT hem de AST
amino asit ve diger ara metabolitlerin ¢evrimlerinde anahtar rol oynarlar (Chaplin
ve ark, 1967). Joseph ve Philip (2007) de siyah kaplan karidesinde (P. monodon)
akut tuzluluk stresinin immiinolojik ve fizyolojik tepkilerini arastirdiklar
caligmalarinda THS, PO, ALP, asit fosfataz aktivitesi ve metabolik degiskenler
olarak da toplam protein, toplam karbonhidrat, toplam lipit, glukoz ve kolesterol
seviyelerinin hepsinin de artis gosterdigini ve plazmada THS ve ALP’nin saglik
gostergeleri olarak Onerilebilecegini belirtmislerdir. Yine ayni sekilde, Fouzi ve ark
(2012), caligmalarinda 10 giin boyunca farkli toplam amonyak seviyelerine ve
beyaz spot sendromu virlisiine (WSSV) maruz biraktiklart karideslerde (P.
monodon) hemolenf ALT, AST ve TP’nin oOnemli o0lgiide yiikseldigini
saptamislardir. 30 giin siireyle ti¢ farkli stoklama (120, 180 ve 270 balik/m’)
yogunlugunda yetistirilen tatlisu levreginde (Scortom barcoo) serumda toplam
protein haricinde, trigliserit, lizozim ve ALP aktivitelerinin stoklama yogunlugu ile
birlikte artis gosterdigi belirlenmistir. Liu ve ark (2015) Atlantik salmonunda
disik (7.57-15.71 kg/m’), orta (15.12-31.11 kg/m’) ve yiksek (30.18-
61.34 kg/m’) stoklama yogunluklarinda kronik stres parametrelerini 10 hafta siire

ile aragtirmiglar ve test edilen tiim serum parametrelerinde ilk haftalarda énemli
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degisiklikler belirlemislerdir. ALP bir ¢esit lizozomal enzim olarak baliklarda
olusan yaralarin iyilestirilmesinde koruyucu olarak rol oynar (Iger ve Abraham,
1990) ve parazitik enfeksiyonlarda seviyelerinde artislar olur (Ross ve ark, 2000).
Caipang ve ark (2009) atlantik kod baliginda ALP’nin kisa siireli agir1 stoklama
kosullarinda belirgin bir sekilde yiikseldigini bildirmistir. Liu ve ark (2015)
Atlantik salmonunda ALP aktivitesinin yetistiriciligin ilk iki haftasinda tiim
stoklama gruplarinda azaldigini, ancak 4. haftadan sonra ise, tiim yiiksek stoklama
gruplarinda seviyenin yiikseldigini gormiiglerdir. Ancak, denememizin 2. ve 4.
aylarinda alman Orneklerde yapilan analizlerde ALP, AST ve ALT degerlerinin
stoklama oraninin artig1 ile anlamli bir iliski gdstermedigi veya gruplar arasinda
istatistiki farklar bulunmadig1 goriilmiistiir. Elde ettigimiz bu verilere gore, L.
vannamei’de kronik stres faktorii olarak test edilen stoklama yogunluklarinin bu
enzimler tizerinde 6nemli etkiler yaratmadigi sonucuna varilmastir.

Hemolenf igerigindeki bazi degiskenlerden Ornegin pihtilasma zamani,
THS, fagositik aktivite, antibakteriyel aktivite, vd. potansiyel stres indikatorleri
olarak bildirilmistir (Wang ve Chen, 2005; Cheng ve ark, 2007). THS ve ALP gibi
degiskenler yasama orani ve dolayisiyla stresli ortamlarda saglik durumunun
belirlenmesinde digerlerine gdore daha iyi tahminler yapilabilmesine yardime1
olurlar. ALP ve asit fosfataz aktiviteleri hiicre dist saldirilarda 6nemli bir savunma
mekanizmasi rolii istlenirler (Cheng ve Rodrick, 1975) ve ayrica hemositlerin
fagositik aktiviteleri ile de iligkilidirler. Bir ¢alismada Mercier ve ark (2006)
Pasifik beyaz karideslerini 4 hafta siireyle tekrar tekrar stres kosullarina maruz
birakmis ve bu kosullarda denemenin sonunda THS ve superoksit anyon
seviyelerinde stres kosullarinda herhangi bir degisiklik belirlememiglerdir. Alsen
(2005), tatlisu kerevitlerinde (Astacus leptodactylus) serotoninin (5-HT) stres
lizerine etkilerini calismis ve bu hormonun hemolenf dolasimindaki hemosit
hiicrelerinde 6nemli bir artisa sebep olmadigina dair bulgular bildirmistir. Mugnier
ve ark (2008), mavi karideslerde (L. stylirostris) amonyak ve hipoksinin (oksijen

yetmezligi) kombine etkisinin plazma laktat seviyesini arttirdigimi ve THS’yi
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azalttigint gozlemlemiglerdir. Klobucar ve ark (2012), kirli su ortaminda
kerevitlerin (4. leptodactylus) THS miktarinda artis gézlemlemisler ve boylece
kirlilige maruz kalmanin neden oldugu stresin de dogrulandigin1 ortaya
koymuslardir. Song ve ark (2003), Pasifik beyaz karidesinde, immiin tepkilerini ve
yasama oranini degerlendirmek i¢in Taura sendromu viriisiinii (TSV) enjekte
etmisler ve bu muameleye karideslerin verdigi bazi fizyolojik tepkileri
aragtirmiglardir. Taura sendromu virlisii ile enfekte olan karideslerde, THS,
hiyalinosit ve graniilosit hiicre sayilari, total plazma proteini ve hemosiyanin
oraninin kontrol grubuna gore sirastyla, %21, %24, %17, %56 ve %67'ye kadar
distiigiinii kaydetmislerdir. Yildiz ve Benli (2004), sublethal (6liimciil diizeyin
altinda) nitrit konsantrasyonlarina maruz biraktiklari kerevitlerde (4. leptodactylus)
hemolenf THS'lerin, nitrit muamelesine tepki olarak azaldigim1 ve genel olarak
nitrit icermeyen suya maruz biraktiklarinda ise arttigin1 kaydetmislerdir. Li ve
Chen (2008), Pasifik beyaz karideslerinde diisiik ve yiliksek pH stresi altinda 12-72
saat boyunca THS’nin, Hsu ve Chen (2007) ise siilfit stresi altinda THS, PO ve
fagositik aktivitede azalmanin oldugunu goézlemlemislerdir. Saeed ve ark, (2015),
caligmalarinda L. vannamei’nin tuzluluk stresinin kan parametreleri {izerine etkisini
arastirmiglar; calismada %030 tuzluluga kiyasla, %015 ve %045 tuzlulugun kan
plazmasinda hemosit hiicrelerinde ve toplam protein degerlerinde belirgin bir
disiise neden oldugunu tespit etmislerdir (P<0.05). Li ve ark (2010), %035
tuzlulukta yetistirdikleri karideslerde (L. vannamei) V. alginolyticus enjeksiyonu ve
diisiik tuzluluk stresi kombinasyonunun dogal bagisikliga etkisini arastirdiklart
caligmalarinda, %025, %020 ve %015 tuzluluktaki sulara transfer edilen karideslerde
1, 6, 12, 24, 72 ve 120 saat sonra THS miktarinin 6-12 saatte en diisiik seviyeye
indigini belirlemiglerdir. Diger yandan, Mercier ve ark (2009) kisa siireli bir stres
uygulamasinin ardindan (1 saat) kontrol grubuna gére THS’de 6nce 6nemli bir artig
ve ardindan ise dnemli bir azalis gergeklestigini bildirmislerdir. Ustteki literatiir
bildirigleriyle uyumlu bir sekilde, denememizde ii¢ farkli stoklama yogunlugunda 2

ay siireyle yetistirilen karideslerde (L. vannamei) THS degerlerinde, artan stoklama
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oraniyla ters orantili olarak, azalma gorillmiis (40 adet/m”de 4.40x10°, 80
adet/m”>de 1.85x10° ve 160 adet/m*’de 2.96x10° hiicre/mL), ancak herhangi bir
istatistik farklilik bulunamamistir. Denemenizde elde ettigimiz verilerimizden yola
cikarak karideslerin hemolenf THS degerlerinin iki ay gibi uzun bir siireg
icerisinde dengelenmis olmasi itibariyla kronik bir stres parametresi olarak
degerlendirilemeyecegi anlasilmustir.

Li ve Chen (2008), Pasifik beyaz karideslerinde diisiik ve yliksek pH stresi
altinda THS ve fagositik aktiviteyi incelemigler ve denemede fagositik aktivitenin
6-72 saat, THS nin ise 12-72 saat boyunca azaldigini tespit etmislerdir. pH 10.1'e
aktardiklar1 karideslerde graniiler hiicre sayilart ve THS’nin 6 saat sonra,
stiperoksit dismutaz aktivitesinin ise 72 saat sonra Onemli Ol¢lide azaldigini
kaydetmislerdir. Bu arastiricilar 120 saat sonra pH 6.5 ve 10.1'e transfer ettikleri
karideslerin bagisiklik parametrelerinin orijinal degerlerine geri dondiigiinii
gozlemlemislerdir. Bununla birlikte 6.5 pH'ya aktardiklar1 karideslerde daha diisiik
fagositik aktivite gozlemlemislerdir. Hsu ve Chen (2007), Pasifik beyaz karideste
stlfit stresi altinda, benzer sekilde Wang ve Chen (2005) ani tuzluluk
degisimlerinde fagositik aktivitenin onemli Olglide azaldigii belirlemiglerdir.
Cheng ve ark (2006), farkli dozlarda noradrenalin enjekte ettikleri L. vannamei’de
THS’nin 2 saat sonra %15-32 oraninda, fagositik aktivitenin de 2 saat sonra her
dozda onemli Olgiide azaldigmi belirlemislerdir. Bu arastiricilar karideslerde
THS’nin 4 saat, fagositik aktivitenin ise 16 saat sonra normal degerlere geri
dondiigiinii tespit etmislerdir. Benzer sekilde Cheng ve ark (2005), dopaminin
karideste (L. vannamei) bagisiklik sistemi tizerine etkisini arastirmis;
enjeksiyondan 4 saat sonra THS nin %25 ve %39 oraninda, fagositik aktivitenin de
2 saat sonra onemli Ol¢iide azalma egilimi gdsterdigini bulmuslardir. Aragtiricilar
karideslerde THS’nin 16 saat, fagositik aktivitenin ise 4 saat sonra normal
degerlere geri dondiigiinii tespit etmislerdir. Rengpipat ve ark (2000) siyah kaplan
karidesinde (P. monodon) probiont bakteri (Bacillus Sll) ile bagisik iliskisini

arastirmig; caligmada fagositik aktivitenin ve fagositik indeksin Snemli olgiide
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yiikseldigini tespit etmislerdir. Khimmakthong ve ark (2011), fagositik aktiviteye
etki eden protein (PAP) genini kullanarak L. vannamei'nin bagisiklik tepkisinin
uyarilmasini incelemisler; denemede 1.9 ila 3 kat daha yiiksek fagositoz ve
fagositik indeks belirlemislerdir. Denememizde 2 ay gibi uzun siiren bir potansiyel
stres kaynagi (stoklama yogunlugu) baskisi altinda yetistirilen Pasifik beyaz
karideslerinde yapilan fagositik aktivite analizlerinde gruplar arasinda herhangi bir
farklilik goriilmemis, ancak fagositik indeks degerlerinde 160 adet/m” stoklama
yogunlugunda istatistik olarak diigiik bir deger elde edilmistir (P<0.05). Test
ettigimiz en yiiksek stoklama orani olan 160 adet/m’ grubunda karideslerin belirgin
bir sekilde zayif fagositik indeks gostermesi, bu grubun stres altinda olmasi
itibartyla hassasiyetini ortaya koymustur.

Stoklama yogunlugu, periyodik elleme ve 6rneklemeler, tasima, su kalitesi
ve bazi besinsel uygulamalar gibi stres kaynaklari lizozim aktivitesini etkiler
(Saurabh ve Sahoo, 2008). Chen ve ark (2015b), farkli tuzluluklara (%02.5, 5, 10,
15, 25 ve %035) maruz biraktiklar juvenil Pasifik beyaz karideste biiylime ve
immiin parametrelerini incelemisler; karideslerde %015, %025 ve %035 tuzlulukta
yetistirilenler de, %02.5, %05 ve %010’da yetistirilenler ile karsilagtirildiginda, daha
fazla seffaf ve graniil hiicreye, 6nemli 6l¢iide yiiksek THS seviyesine ve lizozim
aktivitelerine sahip olduklarini belirlemiglerdir. Yao ve ark (2008), Cin karidesinde
(F. chinensis) laminarin ve V. anguillarum enjeksiyonunun kan hiicrelerindeki
lizozim aktivitesi {izerindeki etkisini aragtirmiglar ve uygulamadan sonra
hemositlerin lizozim aktivitesinin ayni anda orta seviyede bir artis gosterdigini
tespit etmiglerdir. Arastirmacilar lizozom membran stabilitesi ve lizozim
aktivitesini kullanarak karideslerde immiin durumunun degerlendirilebilecegini
onermislerdir. Tez kapsaminda farkli stoklama kosullarinin yiiriittiiglimiiz
denemede 2. ayda aldigimiz hemolenf 6rneklerinde lizozim aktiviteleri yine biiyiik
olasilikla uzun siliren deneme protokoliinden kaynakli olarak farklilik
gostermemistir. Sadhu ve ark (2014) Asya levregini (Lates calcarifer) 6 ay

boyunca iki farki stoklama (5 ve 15 balik/m®) yogunlugunda kafeslerde yetistirmis
100



4. BULGULAR VE TARTISMA Nafiye PERKER

ve stoklama yogunlugundan kaynakli kronik stresin neden olabilecegi kan
parametrelerini incelemislerdir. Yiiksek stoklama grubunda kortisol ve glikoz
seviyeleri artmig ve lizozim aktivitesi azalmigtir. Ayrica toplam 16kosit sayist,
toplam serum proteininde azalma, ancak tersine ALP ve asit fosfataz seviyelerinde
yiiksek stoklama ile birlikte bir artis goriilmiistiir. Stoklama stresinden kaynakli
iistte belirtilen tiim bu fizyolojik ve immiin parametreler deneme sonuna kadar bu
sekilde devam etmistir. Yin ve ark (1995) yiiksek stoklama yogunlugunda tutulan
sazanlarda lizozim aktivitelerinde benzer diisiisler gozlemlemislerdir. Murray ve
Fletcher (1976), yiiksek stok grubunda lizozim aktivitesindeki 6nemli diisiisiin, bu
enzimi igeren kandaki I0kositlerin sayisinin azalmasiyla ilgili olabilecegini
bildirmislerdir. Baliklarda plazma lizozimin parazitik ve bakteriyel enfeksiyonlarla
miicadelede kullanildigi bilinmektedir (Yin ve ark, 1995). Yiiksek stok gruplarinda
stresten kaynakli asit ve alkalin fosfataz aktivitelerindeki yiikselmelerin lizozomal
degisikliklerle ilgili olabilecegi bildirilmistir (Sadhu ve ark, 2014). Potansiyel stres
indikatdrleri olarak degerlendirilebilecek olan bu enzimler baliklarda patojenlere
kars1 savunmada veya viicut ylizeyindeki yaralanmalarin iyilestirilmesinde

kullanilirlar (Ross ve ark, 2000).

4.2.2.3. Is1 Sok Proteinleri (HSP70 - HSP90)

Is1 sok protein genlerindeki degisimin yararli bir biyoindikatér olarak
akvatik hayvanlarda stresin belirlenmesi ve optimum g¢evresel kosullarin
izlenmesinde kullanilabilecegi bildirilmistir (Iwama ve ark, 2004). Gao ve ark
(2017), juvenil karideslerde (L. vannamei) (ortalama 2 g) stoklama yogunlugunun
(188, 250 ve 313 adet/m®) biiyiime, oksidatif stres ve HSP70 iizerine etkisini
aragtirmislar ve HSP70’in hepatopankreasta artan stoklama yogunlugu ile énemli
Olclide arttigini, kasta orta stoklama yogunlugunda, diisiik stoklama yogunluguna
gore onemli Ol¢iide yiiksek oldugunu, hemolenfte ise gruplar arasinda bir fark
olmadigmi belirlemislerdir. Yiiksek stok yogunluklarinda 30 giin yetistirilen

alabaliklarda HSP70 gen ekspresyonlarmin yiikseldigi, benzer sekilde asir
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stoklama stresinin Avrupa levregi (Dicentrarchus labrax) ve Atlantik kod
baliginda da (Gadus morhua) HSP70’i indiikledigi bilinmektedir (Gornati ve ark,
2004; Caipang ve ark, 2008). Jia ve ark (2016), kalkan baligint (Scopthalmus
maximus) disiik, orta ve yiiksek olmak iizere ii¢ farkli stoklama seviyesinde 120
giin boyunca yetistirmis ve ¢aligmada lizozim ve ALP’nin yiiksek stok grubunda
digerlerinden daha diisiik seviyelere indigini, lizozim ile ilgili genlerin de
diigtiglinii, ancak bunlarin tersine HSP70 mRNA seviyesinin ise yiiksek stok
grubunda yiikseldigini belirlemislerdir. Bu arastiricilar, genel bulgular 1s181inda, bir
stresor olarak asir1 stoklamanin kalkan baliklarinda immiin sistemi baskiladigi
sonucuna varmiglardir. Jia ve ark (2016) farkli nitrit konsantrasyonlarina akut
olarak (48-96 saat) maruz birakilan kalkan baliklarinda lizozim aktivitesinin
diistiiglinii, ALP’nin, HSP70 ve HSP90 gen ekspresyon seviyelerinin yiikseldigini
belirlemislerdir. Iwama ve ark (2004) HSP70 gen ekspresyon parametresinin
hassas bir biyoindikatér oldugunu ve farkli stresorlere farkli seviyelerde yanit
verdigini bildirmiglerdir. Dil baliklarinda (S. senegalensis) uzun siireli yiiksek stok
yogunluklarinda karaciger ve bobreklerde HSP70 gen ekspresyonlarinda diismeler
(down-regulation) goriilebilmektedir (Salas Leiton ve ark, 2010). Degisik
aragtirmalarda elde edilen farklit HSP70 gen ekspresyon tepkilerinin tiirsel, stresor
¢esidi veya siiresi ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Gornati ve ark (2004) ¢ ay
siireyle ii¢ farkli stok yogunlugunda (<10, 80 ve 100 kg/m”’) yetistirilen levreklerin
(D. labrax) karaciger ve beyinlerinde HSP genlerini ¢alismuslar ve 100 kg/m’
biyomasta asir1 seviyede HSP70 seviyesi belirlenmis, ancak HSP90 Slglilememistir.
Bunun yerine beyin dokusunda ise 80 kg/m”’te bile HSP90 gen ekspresyonunda
yiikselme ortaya ¢ikmustir. Ustte goriildiigii iizere, farkli stok yogunluklarinin
baliklarda molekiiler seviyede etkileri {iizerine bir¢cok arastirma yiiriitiilmiis
olmasina ragmen, bu tip arastirmalar karideslerde yeterince ilgi gérmemistir. Liu
ve ark (2016) kalkanlarda farkli stoklama kosullarinda fizyolojik ve immiin
yanitlar1 arastirmis; ortalama 185.4 g baliklar1 120 giin RAS sisteminde ii¢ [diisiik

(~9.3-26.1 kg/m?), orta (~13.6-38.2 kg/m’) ve yiksek (~19.1-52.3 kg/m?)]
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stoklama yogunlugunda yetistirerek bunlardan 0, 40, 80 ve 120. giinlerde
ornekleme yapmiglardir. Biiyiime, biyokimyasal parametreler ve gen
ekspresyonlari her {i¢ grupta da son giine (120 giin) kadar degisim géstermemigtir.
Deneme sonunda, yiiksek stoklama grubu, digerlerine kiyasla, daha diisitk SBO ve
ortalama agirlik gdstermistir. 120. giinde, gen ekspresyonlarindan 6rnegin
HSP70’in belirgin bir sekilde azaldigi ve lizozim mRNA diizeyinin diistiigii
belirlenmistir. Genel olarak bu aragtiricilarin  bulgulari, kalkanlarda yiiksek
stoklama yogunluklarinin metabolik ve antioksidan enzim aktivitelerini
bloklayarak, fizyolojik stres ve immiin sistemi baskiladiklarini géstermistir. Bizim
calismamizda, HSP70 analizleri i¢in, denemenin 2. ayinda (60. giin) ve 4. ayinda
(120. giin ve deneme sonu) alinan doku orneklerinde yapilan gen ekspresyon
analizleri gostermistir ki; denemenin 2. ayinda analiz yapilan hi¢bir dokuda
(hepatopankreas, solungac veya kasta) HSP70 seviyeleri, stoklama yogunlugunun
artist ile birlikte anlamli bir degisim gostermemistir. Denemenin 4. ay
orneklemesinde de bu durum degismemis ve kas dokuda yapilan analizler
haricinde diger dokularda HSP70 gen ekspresyon seviyeleri benzer bulunmustur
(P>0.05). Ancak, bu periyotta (4. ay) kas érneklerinde HSP70 seviyesi 40 adet/m’
stok grubunda 0.78 iken, bu deger 80 adet/m” grubunda 0.82, ancak 160 adet/m’
grubunda ise yaklagik 3 katlik bir artig ile 2.59 seviyesine ¢ikmistir (P<0.05).
Denemenin 4. aymda ve en yiiksek stok grubunda goriilen bu yiikselis HSP70
geninin muhtemelen artan karides biyomas: (2 kg/m’ veya 4.74 kg/m’) tarafindan
stres yaratmaya basladigi i¢in indiiklendigini gostermistir. Bu biyomas artigi en
diisik stoklama grubundan (40 adet/m?) 2.87 kat ve orta stok (80 adet/m?)
grubundan ise 1.77 kat daha yiiksek olarak hesaplanmistir. Ozellikle tanklardaki
suyun sadece 40-45 cm derinliginde olmasi, hayvanlar iizerinde daha yiiksek
oranda stres olugsmasina neden olmus olabilir. Yarahmadi ve ark (2016) gokkusagi
alabaliginda 10, 40 ve 80 kg/m’ stoklama oranlarinda 30 giin boyunca stres ve
immiin sistemle ile ilintili kan parametreleri ve HSP gen ekspresyonlarini

arastirmis ve HSP70 seviyelerinin stoklama ile iligkili oldugunu ve stoklama
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oraninin artistyla birlikte (40 ve 80 kg/m’) yiikseldigini, LyzII gen ekspresyonu ve
serum laktat seviyesinin diistiigiinii, serum toplam protein ve ALP seviyelerinin ise
degismedigini belirlemislerdir. Bu arastiricilar kisa siireli akut stresin baliklarda
(alabalik) immiin sistem {izerinde olumlu etkiler verebilecegini, ancak asiri
stoklamadan kaynakli kronik stresin immiin sistemi baskiladigini ve bunun da
baliklar1 patojenlere daha hassas hale getirebilecegini belirtmislerdir. Dolayisiyla,
denememizin 4. ayinda, karideslerin biiylimesi (ortalama 20 g >) ile artan
biyomasin artik stres yaratmaya basladigi ve bu donemden itibaren de bu stresin
karideslerde patojenlere yonelik hassasiyeti arttirabilecegi yorumlanabilir.

Akvakiiltiirde stoklama orani uzun siireli stres yaratarak ilgili tiiriin
fizyolojisi ve davranmiglart iizerinde etkili olur ve yasama orani ile biiyiime
performans parametrelerini etkiler. Yiiksek stoklamada bilylime, yem tiiketimi,
YCO, sindirilebilirlik oran1 ve balik refah gostergelerinde sorunlarla karsilagilir
(Ellis ve ark, 2002). Sicaklik dalgalanmasi ve sokunun (Guo ve ark, 2010; Loc ve
ark, 2013), veya sicak/soguk soku ile V. anguillarum WSSV uygulamasinin
(Zhenyu ve ark, 2004), bakteri yiiklemesinin (Zhou ve ark, 2010) ve amonyak
stresinin HSP70 gen ekspresyonuna etkileri karideslerde arastirilmis (Chen ve ark,
2015a), ancak bilindigi kadariyla stoklama ile iligkili olarak karideslerde HSP90
gen ekspresyon seviyesi ilk kez bu tez kapsaminda ele alinmigtir. Dil baliginda (S.
senegalensis) asirt stoklama stresinin 1s1 sok proteinlerinden HSP70 ve HSP90
stres genleri ve dogal immiin sistem ile ilgili genlerden g-tipi lizozim genlerini
etkileyebilecegi bildirilmistir (Costas ve ark, 2013). Diger ilgili birgok molekiiller
gibi, HSP70 genleri baliklarda stoklama  yogunlugunun etkilerinin
degerlendirilmesinde kullanilmistir (Kim ve ark, 2013; Ni ve ark, 2014). Hiicresel
strese yanit olarak HSP70 en ¢ok ¢alisilan 1s1 sok proteinleridir, ki bunlar denatiire
edilmis veya degistirilmis proteinlerin ve polipeptidlerin parcalanmasi veya tamir
edilmesinde araci olurlar (Ni ve ark, 2014).

Baliklarda yiiksek stoklama kosullarina tepki olarak HSP70 seviyesinin

yiikseldigini gosteren bir ¢ok arastirma mevcuttur (Kim ve ark, 2013; Aksakal ve
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ark, 2011; Sahin ve ark, 2014). Jia ve ark (2016), yiiksek stoklama oraninin kalkan
baliginin derisinde HSP70 mRNA seviyesinin yiikselmesine neden oldugunu
gostermistir. Cevresel stresorlerden (yliksek stoklama gibi) kaynakli hiicresel
hasarlardan korunabilmek i¢cin HSP70 seviyesinde gergeklesen artisin 6nemli bir
rolii olabilecegi bildirilmistir (Kregel, 2002). Denemenin yine 2. ayinda yapilan
HSP90 gen ekspresyon analizlerinde sadece hepatopankreasta anlamli bir degisim
gergceklesmis ve bu dokuda stoklama yogunlugunun artigina paralel olacak sekilde
istatistiksel olarak belirgin bir artig belirlenmistir (P<0.05). Bu noktada, 40 adet/m’
stok grubunda HSP90 seviyesi 0.06 olarak hesaplanmis iken, bu deger 80 adet/m’
grubunda 0.62 ve ardindan 160 adet/m” grubunda ise 1.13 olarak gerceklesmistir.
Buna gore en yliksek stok yogunlugunda karideslerin hepatopankreas dokusunda
indiiklenen HSP90 artis1, diger gruplara kiyasla, 1.82 ile 18.83 kat daha yiiksek
cikmistir. 4. ay analizlerinde ise hepatopankreastaki HSP90 indiiklenmesinin
ortadan kalktig1, bunun yerine, sadece kasta stoklama yogunlugu ile HSP90 gen
ekspresyon seviyeleri arasindan anlamli bir iliskinin bulundugu fark edilmistir.
Deneme siiresince karides biyomasinin en {ist noktaya ¢iktig1 bu donemde kasta 40
adet/m” grubunda HSP90 seviyesi 0.16 olarak &l¢iilmiis iken, bu seviye 80 adet/m’
grubunda 5.21°¢ (32.56 kat) ve 160 adet/m” grubunda ise 7.90 seviyesine ¢ikmugtir
(49.38 kat, P<0.05).

Gerek HSP70 gerekse HSP90 analiz sonuglarindan, denememiz
kosullarinda, Pasifik beyaz karidesinin 4. ayinda ulagilan biyomas seviyesinde (2
kg/m® veya 4.74 kg/m’) karideslerin 160 adet/m> (deneme baslangi¢ stoklama
seviyesi) stok grubunda stres yasamaya bagladiklart ve bu stoklama oraninin
Otesinde yetistiricilik yapilmasi halinde, karideslerin bagisiklik sistemlerinde artan
hassasiyet nedeniyle hastaliklarla karsilagsma riskinin yiikselecegi ongoriilmiistiir.
Karides yetistiriciliginde biiylitmenin genellikle 3.5-4 ay gibi oldukc¢a kisa
periyotlarda tamamlanmasi, yiiksek stoklama kosullarinda hastalik riskini

azaltmakta ve boylece daha yiiksek {iriin elde edilebilmesine imkan vermektedir.
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5.SONUC VE ONERILER

Karideslerin bagisiklik sistemlerinin yiiksek stok yogunluklarinda nasil
etkilendigine dair formalin testi, salinite testi ile baz1 biyokimyasal ve immiinolojik
parametreler arasindaki iliski ilk kez bu tezde ayrintili olarak ele alimmis ve
incelenmigtir. Ayrica karideslerde stoklama yogunlugunun stres olusturduguna
(akut veya kronik) ve bunun farkli dokularda (et, solungag¢ ve hepatopankreas)
HSP90’nin sentezlenmesine yol agtigmma dair bugiine kadar herhangi hicbir

caligmaya rastlanmamustir.

5.1. I. Deneme;

Tez calismasmin [. denemesinde yiiksek stoklama yogunluklarinin
karideslerde stres olusturup olusturmadiklarini belirlemek icin; biiylime, yem
tikketimi, dokularda HSP genlerinin goriiniim analizleri (HSP70 ve HSP90) ve
dayaniklilik testleri (formalin, tuzluluk) yapilmistir ve 6zet olarak elde edilen genel

sonuglar asagida siralanmustir.

% Onbiiyiitme asamasinda ii¢ farkli stoklama yogunlugunda (200, 400 ve 800
adet/m”) yetistirilen L. vannamei yavrularinda deneme sonu yasama
oranlari, sirastyla, %77, %78 ve %82 olarak ve ortalama agirliklar ise 1.35,
1.09 ve 1.12 g olarak elde edilmistir.

% Deneme sonunda uygulanan stres testleri stoklama yogunlugunun artisi ile
yasama oranlarmin distiglinti, diger bir ifadeyle, yiiksek stoklama
kosullarinda yetistirilen karideslerde c¢evresel kosullara hassasiyetin
arttigini ortaya koymustur (P<0.05).

% HSP70 analizlerinde 0. giin 6rneklemesinde HSP70 degeri 1.13 olarak
belirlenmis, 1 giin sonra tiim stoklama gruplarinda (200, 400 ve 800
adet/m”) bu deger, sirasiyla, 1.44, 1.96 ve 1.88 seviyelerine yiikselmistir.

Ancak, %30.56 ile %36.11 seviyesinde artislara ragmen, yine de ilk giin
107



5. SONUC VE ONERILER Nafiye PERKER

HSP70 verileri iizerinde yapilan istatistik hesaplamalar gruplar arasinda bir
fark olmadigini gostermistir.

% Denemenin 3, 7 ve 30. ginlerinde alinan o&rneklerde stoklama
yogunlugunun artis1 ile birlikte HSP70 verilerinde anlamli bir degisim
belirlenmemistir.

%k HSP90 gen ekspresyon analizlerinde 0. giin 6rneklemesinde belirlenen
1.51’lik seviye, 1. giinde stoklama yogunlugundaki artisa paralel olarak
artis gostermis ve bu artis 6zellikle 800 adet/m” stok yogunlugunda, diisiik
stok yogunluguna (200 adet/m”) kiyasla, 9-10 kat daha yiiksek olarak
gerceklesmistir.

% 1. giinde, orta stoklama yogunlugu olan 400 adet/m® grubunda da, 200
adet/m” grubuna kiyasla, HSP90 seviyesi yaklasik 2.5 kat yiikselmis, ancak
istatistik bir farklilik belirlenmemistir.

% Gruplar arasindaki bu anlamhi farklilik 3. giinde daha az belirgin hale
gelmis ve 7. glinde artan stoklama yogunluguna paralel bir artis goriilmiis
olsa da, gruplar arasinda istatistiki bir farklilik bulunamamigtir. 30. giinde
alman 3 farkli doku oOrneklerinin higbirinde de stoklama yogunluguyla
ilintili bir egilim belirlenmemistir.

* Bulgularimiz hem HSP70 hem de HSP90 gen ekspresyon analiz
sonuglarinin stoklama yogunluklariyla ilintili olarak artig gosterdiklerini,
ancak ozellikle HSP90’nin daha da fazla etkilendigini ortaya koymustur.

% Literatiir bildirislerinden ve bulgularimizdan yola ¢ikarak, 6zellikle 6n-
biiyiitme déneminde 800 adet/m’ (1-1.5 g boyutlarinda) gibi test ettigimiz
en yiiksek stoklama yogunlugunun karideslerde HSP70 ve ozellikle de
HSP90 gen ekspresyon seviyelerini uyararak yiikselttigi, ancak bu
uyarimin 1-2 giin igerisinde azalarak seviyelerin tekrar normale donerek

regiile edilebildigi anlasiimigtir.
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5.2. I1. Deneme;

Tez calismasinin II. denemesinde, resirkiile sistemde farkli stoklama

yogunluklarinin (40, 80 ve 160 adet/m”) karideslerde (L. vannamei) stres olusturup

olusturmadigini belirlemek i¢in; biiyiime, yem tiiketimi, bazi hemolenf (plazma

laktat, total protein, trigliserit) ve immiinolojik parametreler (ALP, AST ve ALT)

ile 1s1 sok proteinlerindeki degisim 4 ay siireyle aragtirilmistir ve denemeden elde

edilen genel sonuclar agsagida ozetlenmistir.

*

Islah edilmis Pasifik beyaz karidesi (L. vannamei) RAS sisteminde sadece
4 ayda 40, 80 ve 160 adet/m” stoklama kosullarinda (iistelik sadece 40-45
cm su derinligindeki tanklarda) yasama oranlar sirastyla %77.50, %76.50
ve %62.00 olarak gerceklesmistir. Deneme sonu ortalama karides
agirliklart da yine sirasiyla 22.15, 18.31 ve 19.93 g ve SBO degerleri
%2.55/giin, %2.39/giin ve %2.43/glin olarak bulunmustur. Bu denemede
YCO 1.56 ile 1.74 arasinda degismistir.

Denemenin 2. ayinda gruplar bazinda en yiiksek serum toplam protein
degeri 40 adet/m’ stok grubunda belirlenmis, bunu 80 adet/m® grubu ve
ardindan da 160 adet/m® grubu takip etmistir. Bu parametre 4. ayda
yiriitiillen analizlerde istatiksel farkliliklar gostermis olmakla birlikte, bu
farkliligin stoklama yogunluguyla iliskili olmadig1 gorillmiistiir.

Stoklama gruplari arasinda 2. ayda belirlenen en yiiksek serum trigliserit
degeri 40 adet/m” grubunda belirlenmis, grubu 80 adet/m® ve ardindan da
160 adet/m” grubu izlemistir. Diger yandan, 4. ay analizlerinde en yiiksek
trigliserit degeri 160 adet/m” grubunda, en diisiik deger ise 80 adet/m’
grubunda belirlenmistir.

2. ay serum total protein ve trigliserit degerleri bu donemde yiiksek
stoklama yogunluklarinin bu parametreleri etkiledigini, ancak 4. ayda bu

etkinin ortadan kalktigini géstermistir.
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*

Caligmamizda stoklama yogunlugunun artiginin tersine, 2. ayda protein ve
trigliserit degerlerinin plazmada belirgin bir sekilde azalig gdstermesi, bu
besin kaynaginin muhtemelen stresin giderilmesi amaciyla o dénemlerde
tiiketildigini ortaya koymaktadir.

4. ayda Oolgiilen total protein ve trigliserit degerleri arasinda anlaml
farkliliklarin ¢ikmamasinin nedeninin uzun siireli stres kosullarina (kronik
stres) karideslerin adaptasyonu oldugu diisiiniilmektedir.

Bulgularimiz laktat degerlerinin bir stres kaynagi olarak stoklama
yogunlugu ile anlaml bir iliski igerisinde olmadigini, bunun da uzun siireli
stres kosullarinda bu parametrenin normal seviyesine donmesiyle ilgili
oldugunu diisiindiirmiistiir.

Denememizin 2. ve 4. aylarda alinan 6rneklerde yapilan analizler ALP,
AST ve ALT degerlerinin stoklama oraninin artigi ile anlamli bir iliski
gostermedigini veya gruplar arasinda istatistiki farklar bulunmadigini
gostermistir. Elde ettigimiz bu verilere gore, L. vannamei’de kronik stres
faktorli olarak test edilen stoklama yogunluklarinin bu enzimler {izerinde
onemli etkiler yaratmadig1 sonucuna varilmistir.

Denemenizde elde ettigimiz verilerden, karideslerin hemolenf THS
degerlerinin iki ay gibi uzun bir siire¢ icerisinde dengelenmis olmasi
itibartyla kronik bir stres parametresi olarak degerlendirilemeyecegi
anlagilmugtir.

Denememizin 2 ay gibi stoklama yogunlugu baskisi altinda yetistirilen
karideslerde yapilan fagositik aktivite analizlerinde gruplar arasinda
herhangi bir farklilik gériillmemis, ancak fagositik indeks degerlerinde 160
adet/m” stoklama yogunlugunda istatistik olarak diisiik bir deger elde
edilmistir. Test ettigimiz en yiiksek stoklama oraninda (160 adet/m?)
karideslerin belirgin bir sekilde zayif fagositik indeks gostermesi, bu

grubun stres altinda olmasi itibariyla hassasiyetini ortaya koymustur.
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*

Proje kapsaminda farkli stoklama kosullarinda yiiriittiigimiiz denemede 2.
ayda aldigimiz hemolenf Orneklerinde lizozim aktiviteleri yine biiyiik
olasilikla uzun siiren deneme protokoliinden kaynakli olmasi itibariyla
farklilik gdstermemistir.

Bilindigi kadariyla, karideslerde stoklama yogunlugu ile iligkili olarak
HSP90 gen ekspresyon seviyesi ilk kez bu proje kapsaminda ele alinmistir.
Calismamizda, HSP70 analizleri i¢in, denemenin 2. ve 4. ayinda alinan
doku oOrneklerinde yapilan gen ekspresyon analizleri gostermistir ki;
denemenin 2. ayinda hi¢bir dokuda (hepatopankreas, solunga¢ veya kasta)
HSP70 seviyeleri, stoklama yogunlugunun artisi ile birlikte anlamli bir
degisim gostermemistir. Denemenin 4. ay Orneklemesinde de bu durum
degismemis, kas dokuda yapilan analizler haricinde, diger dokularda
HSP70 seviyeleri benzer bulunmustur.

Denemenin 4. ay kas Orneklerinde HSP70 seviyesi 40 adet/m® stok
grubunda 0.78 iken, bu deger 80 adet/m’ grubunda 0.82, ancak 160 adet/m’
grubunda ise yaklasik 3 katlik bir artig ile 2.59 seviyesine ¢ikmistir. En
yiiksek stok grubunda goriilen bu yiikselis HSP70 geninin muhtemelen
artan karides biyomas: (2 kg/m’ veya 4.74 kg/m’) tarafindan stres
yaratmaya basladigi i¢in indiiklendigini gdstermistir. Bu biyomas artigi en
diisiik stoklama grubundan (40 adet/m”) 2.87 kat ve orta stok (80 adet/m”)
grubundan ise 1.77 kat daha yiiksek olarak hesaplanmistir. Ozellikle
tanklardaki suyun sadece 40-45 cm derinliginde olmasi, hayvanlar iizerinde
daha yiiksek oranda stres olugsmasina neden olmus olabilir.

Denemenin 4. ayinda, karideslerin biiyiimesi (ortalama 20 g >) ile artan
biyomasim, ozellikle de 160 adet/m® grubunda, artik stres yaratmaya
basladig1 ve bu donemden itibaren de bu stresin karideslerde patojenlere
yonelik hassasiyeti arttirabilecegi diisiiniilmiistiir.

Denemenin 2. aymda yapilan HSP90 analizlerinde sadece

hepatopankreasta anlaml bir degisim gergeklesmis ve bu dokuda stoklama
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yogunlugunun artisina paralel olacak sekilde istatiksel olarak belirgin bir
artis belirlenmistir. Bu noktada, 40 adet/m” stok grubunda HSP90 seviyesi
0.06 olarak hesaplanmis iken, bu deger 80 adet/m® grubunda 0.62 ve
ardindan 160 adet/m® grubunda ise 1.13 olarak gergeklesmistir. Buna gore
en yiiksek stok yogunlugunda karideslerin hepatopankreas dokusunda
indiiklenen HSP90 artis1, diger gruplara kiyasla, 1.82 ile 18.83 kat daha
yiiksek ¢cikmustir.

% 4. ay analizlerinde hepatopankreastaki HSP90 indiiklenmesinin ortadan
kalktig1, bunun yerine, sadece kasta stoklama yogunlugu ile HSP90 gen
ekspresyon seviyeleri arasindan anlamli bir iliskinin bulundugu fark
edilmistir. Deneme siiresince karides biyomasinin en {ist noktaya ¢iktig1 bu
donemde kasta 40 adet/m” grubunda HSP90 seviyesi 0.16 olarak 6lgiilmiis
iken, bu seviye 80 adet/m® grubunda 5.21%e (32.56 kat) ve 160 adet/m’
grubunda ise 7.90 seviyesine ¢ikmistir (49.38 kat).

112



KAYNAKLAR

Aguirre-Guzman, G., Sanchez-Martinez, J.G., Campa-Cordova, A.l.,, Luna-
Gonzalez, A., Ascencio, F., 2009. Penaeid Shrimp Immune System. Thai J.
Vet. Med., 39(3):205-215.

Aksakal, E., Ekinci, D., Beydemir, S., Alim, Z., Bugrahan, C., 2011. Increasing
stocking density causes inhibition of metabolicantioxidant enzymes and
elevates mRNA levels of heat shock protein 70 in rainbow trout. Livestock
Science, 141(1):69-75.

Alsen, A., 2005. Investigation of Serotonin (5-HT) activities and localisation in
freshwater crayfish Astacus leptodactylus. Biology Education Centre,
Uppsala University and Department of Biology, Degree Project in Biology,
1-26.

Alvarez, A.L., Racotta, .S., Arjona, O., Palacios, E., 2004. Salinity stress test as a
predictor of survival during growout in pacific white shrimp (Lifopenaeus
vannamei). Aquaculture, 237:237-249.

Ang-lu, S., Ke-ji, J., Dao-ji, L., 2015. Effects of heat stress on the mRNA
expression of Hsp70 and Hsp90 in white shrimp, Exopalaemon
carinicauda. Indian Journal of Geo-Marine Sciences, 44(10):1504-1511.

Bachere, E., Destoumieux, D., Bulet, P., 2000. Penaeidins, antimicrobial peptides
of shrimp, a comparison with other effectors of innate immune.
Aquaculture, 191:71-88.Balakrishnan, G., Peyail, S., Ramachandran, K.,
Theivasigamani, A., Savji, K.A., Chokkaiah, M., Nataraj, P., 2011. Growth
of Cultured White Leg Shrimp Litopenaeus vannamei (Boone 1931) In
Different Stocking Density. Advances in Applied Science Research,
2(3):107-113.

Basrur, T., Longland, R., Wilkinson, R., 2010. Effects of repeated crowding on the
stress response and growth performance in Atlantic salmon (Salmo salar).

Fish Physiol. Biochem., 36:445-450.
113



Bathige, S.D.N.K., Umasuthan, N., Revathy, K.S., Whang, 1., Lim, B.S., Nam,
B.H.,, Lee, J., 2013. A bifunctional invertebrate-type lysozyme from the
disk abalone, Haliotis discus discus: genome organization, transcriptional
profiling and biological activities of recombinant protein. Dev. Comp.
Immunol., 41:282-294.

Binuramesh, R., Michael, D., 2011. Diel variations in selected serum immune
parameters in Oreochromis mossambicus. Fish Shellfish Immunol.,
30:824-829.

Blancheton, J.P., 2000. Development in recirculation systems for Mediterranean
fish species. Aquacultural Engineering, 22(1-2):17-31.

Bukau, B., Weissman, J., Horwich, A., 2006. Molecular chaperones and protein
quality control. Cell, 125:443-451.
Bulet, P., Hetru, C., Dimarcq, J.L., Hoffmann, D., 1999. Antimicrobial peptides in

insects; structure and function. Dev. Comp. Immunol., 23:329-344,

Caipang, C. M. A., Brinchmann, M.F., Berg, 1., Iversen, M., Eliassen, R., Kiron, V.,
2008. Changes in selected stress and immune related genes in Atlantic cod,
Gadus morhua, following overcrowding. Aquac. Res., 39:1533-1540.

Caipang, C.M.A., Berg, 1., Brinchmann, M.F., Kiron, V., 2009. Short term
crowding stress in Atlantic cod, Gadus morhua L. modulates the humoral
immune response. Aquaculture, 295:110-115.

Chaplin, A.E., Hugginst, A.K., Aunday, K.A., 1967. The distribution of L-a-
aminotransferases in Carcinus maenas. Comp. Biochem. Physiol., 20:195-
198.

Charmantier, G., Soyez, C., 1994. Effect of molt stage and hypoxia on
osmoregulatory capacity in the penaeid shrimp Penaeus vannamei. Journal

of Experimental Marine Biology Ecology, 178: 233-246.

114



Chen, Y.Y., Chen, J.C,, Lin, Y.C., Yeh, S.T., Chao, K.P., Lee, C.S., 2014. White
Shrimp Litopenaeus vannamei that have received Petalonia binghamiae
Extract Activate Immunity, Increase Immune Response and Resistance
against Vibrio alginolyticus. J. Aquac. Res. Development, 5:(6)2-7.

Chen, Y.Y., Chen, J.C.,, Lin, Y.C., Yeh, S.T., Huang, C.L., 2015a. White shrimp
Litopenaeus vannamei that have received Gracilaria tenuistipitata extract
show early recovery of immune parameters after ammonia stressing. Mar.
Drugs, 13:3606-3624.

Chen, Y.Y., Blanc, M., Lin, Y.C., Huang, C.L., Chen, J.C., 2015b. Growth and
immune parameters in white shrimp Litopenaeus vannamei reared at
different salinities. J. Fish. Soc. Taiwan, 42(1):63-71.

Cheng, T.C., Rodirick, G.E., 1975. Lysosome and other enzymes in the
haemolymph of Crassostrea virgiica and Mercenaria mercenaria. Comp.
Biochem. Physiol., 52B:443-447.

Cheng, W., Chieu, H.T., Tsai, C.H., Chen, J.C., 2005. Effects of dopamine on the
immunity of white shrimp Litopenaeus vannamei. Fish Shellfish
Immunology, 19:375-385.

Cheng, W., Chieu, H.T., Ho, M.C., Chen, J., 2006. Noradrenaline modulates the
immunity of white shrimp Litopenaeus vannamei. Fish & Shellfish
Immunology, 21:11-19.

Cheng, S.Y., Hsu, S.W., Chen, J.C., 2007. Effect of sulphide on the immune
response and susceptibility to Vibrio alginolyticus in the kuruma shrimp
Marsupenaeus japonicas. Fish & Shellfish Immunol., 22:16-26.

Chien, Y.H., Pan, C.H., Hunter, B., 2003. The resistance to physical stresses by
Penaeus monodon juveniles fed diets supplemented with astaxanthin.
Aquaculture, 216:177-191.

Chiu, C.H., Guu, Y.K., Liu, C.H., Pan, T.M., Cheng, W., 2007. Immune responses
and gene expression in white shrimp, Litopenaeus vannamei, induced by

Lactobacillus plantarum. Fish & Shellfish Immunology, 23:364-377.
115



Cohen, J.M., Samocha, T.M., Fox, J.M., Gandy, R.L., Lawrence, A.L., 2005.
Characterization of water quality factors during intensive raceway
production of juvenile Litopenaeus vannamei using limited discharge and
biosecure management tools. Aquacultural Engineering, 32:425-442.

Company, R., Calduch-Gmer, J.A., Kaushik, S.J., Perezsanchez, J., 1999. Growth
performance and adiposity in gilthead sea bream (Sparus aurata): risks and
benefits of high energy diets. Aquaculture, 171:279-292.

Costas, B., Aragao, C., Dia, J., Afonso, A., Conceicao, L.E., 2013. Interactive
effects of a high quality protein diet and high stocking density on the stress
response and some innate immune parameters of Senegalese sole Solea
senegalensis. Fish. Physiol. Biochem., 39:1141-1151.

Davis, D.A., Arnold, C.R., 1998. The design, management and production of a
recirculating raceway system for the production of marine shrimp.
Aquacultural Engineering, 17:193-211.

Destoumieux, D., Bulet, P., Loew, D., Van Dorsselaer, A., Rodriguez, J., Bachere,
E., 1997. Penacidins, a new family of antimicrobial peptides isolated from
penaeids shrimp (Decapoda). J. Biol. Chem., 272:28398-28406.

Dhert, P., Lavens, P., Sorgeloos, P., 1992. Stress evaluation: a tool for quality
control of hatchery produced shrimp and fish fry. Aquac. Eur., 17:6-10.

Ellis, T., North, B., Scott, A.P., Bromage, N.R., Porter, M., Gadd, D., 2002. The
relationships between stocking density and welfare in farmed rainbow trout.
J. Fish Biol., 61:493-531.

Esparza-Leal, H.M., Cardozo, A.P., Wasielesky Jr, W., 2015. Indoor nursery tanks
at high stocking density in clear water versus biofloc system. Aquacultural
Engineering, 68:28-34.

FAO., 2016. The state of World fisheries and aquaculture. Food and Agriculture
Organisation of the United Nations, 200 pp.

116



Fegan, D.F., 1992. Recent developments and issues in the Penaeid shrimp hatchery
industry. In: Wyban, J. (Ed.), Proceeding of the Special Session on Shrimp
Farming. The World Aquaculture Society, Baton Rouge, pp:55-70.

Fouzi, M.N.M., Shariff, M., Yusoff, F., 2012. Stress Quantification in Penaeus
monodon Exposed to Different Levels of Ammonia and Subsequent
Infection to WSSV. Research Journal of Veterinary Sciences, 5(1):13-24.

Gaber, M.M., Omar, E.A., Abdel-Rahim, M., Nour, A.M., Zaki, M.A., Srour, T.M.,
2012. Effects of Stocking Density and Water Exchange Rates on Growth
Performance of Tiger Shrimp, Penaeus semisulcatus Cultured in Earthen
Ponds. Aquaculture Research & Development, 3:7.

Galindo-Reyes, J.G., Venezia, L.D., Lazcano-Alvarez, G., Rivas-Mendoza, H.,
2000. Enzymatic and osmoregulative alternations in white shrimp
Litopenaeus vannamei exposed to pesticides. Chemosphere, 40:233-237.

Gao, Y., He, Z., Vector, H., Zhao, B., Li, Z., He, I., Lee, J.L., Chu, Z., 2017. Effect
of Stocking Density on Growth, Oxidative Stress and HSP 70 of Pacific
White Shrimp Litopenaeus vannamei. Turkish Journal of Fisheries and
Aquatic Sciences, 17:877-884.

Gornati, R., Papis, E., Rimoldi, S., Terova, G., Saroglia, M., Bernardini, G., 2004.
Rearing density influences the expression of stress related genes in sea bass
(Dicentrarchus labrax, L.). Gene, 341:111-118.

Gunalan, B., Soundarapandian, P., Dinakaran, G.K., 2010. Effect of Different
Stocking Densities on the MBV Infected Seeds of Black Tiger Shrimp,
Penaeus monodon (Fabricius). Asian Journal of Agricultural Sciences,
2(1):5-8.

Guo, B., Wang, F., Dong, S., Dong, Y., Tian, X., 2010. The effects of cyclical
temperature changes on growth and physiological status of Litopenaeus

vannamei. Aquacult Int., 18:921-932.

117



Hall, M.R., Ham, E.H.V., 1998. The Effects of Different Types of Stress on Blood
Glucose in the Giant Tiger Prawn Penaeus monodon. Journal of The World
Aquaculture Society, 29(3):290-299.

Hancock, R.E.W., 1998. The therapeutic potential of cationic peptides. Expert
Opin. Investig. Drugs, 7:167-174.

Herrera, A.M., Corona, C.G., Cabello, M.L., Lopez, H.S., 2006. Effects of
Stocking Densities on Growth of the Pacific White Shrimp (Litopenaeus
vannamei) in Earthen Ponds. The Israeli Journal of Aquaculture,
58(3):205-213.

Hsu, S.W., Chen, J.C., 2007. The immune response of white shrimp Penaeus
vannamei and its susceptibility to Vibrio alginolyticus under sulfide stress.
Aquaculture, 271(1-4):61-69.

Iger, Y., Abraham, M., 1990. The process of skin healing in experimentally
wounded carp. J. Fish Biol., 36:421-437.

Iwama, G.K., Afonso, L.O., Todgham, A., Ackerman, P., Nakano, K., 2004. Are
HSPs suitable for indicating stressed states in fish? J. Exp. Biol., 207:15-19.

Jia, R., Liu, B.L., Han, C., Huang, B., Lei, J.L., 2016. The physiological
performance and immune response of juvenile turbot (Scophthalmus
maximus) to nitrite exposure. Comp. Biochem. Physiol. C. Toxicol.
Pharmacol., 181-182:40-46.

Johansson, M., Keyser, P., Sritunyalucksana, K., Soderhéll, K., 2000. Crustacean
haemocytes and haematopoiesis. Aquaculture, 191:45-52.

Joseph, A., Philip, R., 2007. Acute salinity stress alters the haemolymph metabolic
profile of Penaeus monodon and reduces immunocompetence to white spot
syndrome virus infection. Aquaculture, 272:87-97.

Khimmakthong, U., Deachamag, P., Phongdara, A., Chotigeat, W., 2011.
Stimulating the immune response of Lifopenaeus vannamei using the
phagocytosis activating protein (PAP) gene. Fish & Shellfish Immunology,

31:415-422.
118



Kim, J.H., Dahms, H.U., Han, K.N., 2013. Biomonitoring of the river pufferfish,
Takifugu obscurus in aquaculture at different rearing densities using stress
related genes. Aquac. Res., 44:1835-1846.

Kiruthika, J., 2013. Effect of salinity stress on the biochemical and nutrition
parameters of tiger shrimp Penaeus monodon. Fishery Technology,
50(4):294-300.

Klobucar, G.I.V., Malev, O., Srut, M., Stambuk, A., Lorenzon, S., Cvetkovic, Z.,
Ferrero, E.A., Maguire, 1., 2012. Genotoxicity monitoring of freshwater
environments using caged crayfish (4stacus leptodactylus). Chemosphere,
87:62-67.

Koenigsknecht, J., Landreth, G., 2004. Microglial phagocytosis of fibrillar
betaamyloid through a betal integrindependent mechanism. J Neurosci,
24:9838-9846.

Kregel, K.C., 2002. Heat shock proteins: modifying factors in physiological stress
responses and acquired thermo tolerance. J. Appl. Physiol., 92:2177-2186.

Krummenauer, D., Peixoto, S., Cavalli, R.O., Poersch, L.H., Wasielesky, Jr, W.,
2011. Super intensive culture of white shrimp, Litopenaeus vannamei, in a
biofloc technology system in southern brazil at different stocking densities.
Journal of The World Aquaculture Society, 42(5):726-733.

Krummenauer, D., Poersch, L.H., Foées, G., Lara, G., Wasielesky Jr, W., 2016.
Survival and growth of Litopenaeus vannamei reared in Bft System under
different water depths. Aquaculture, 465: 94-99.

Kumlu, M., 2001. Karides, Istakoz ve Midye Yetistiriciligi. Cukurova Universitesi,
Su Uriinleri Fakiiltesi Yaymnlar1, No. 6, Adana, 305s.

Kumlu, M., Aktas, M., Eroldogan, O.T., 2003. Pond Culture of Penaeus
semisulcatus in Subtropical Conditions of Tiirkiye. EU, Journal of

Fisheries and Aquatic Sciences, 20(3/4):367-372.

119



Kumlu, M., Kir, M., Yilmaz, O., Goger, M., Eroldogan, O.T., 2010. Growth of
over-wintered and pre-seasonally produced post-larvae of Penaeus
semisulcatus in the subtropics. Turkish Journal of Fisheries and Aquatic
Sciences, 10:269-276.

Kumlu, M., Beksari, A., Yilmaz, H.A., Kinay, E., 2016. Growth and food
consumption of the green tiger shrimp Penaeus semisulcatus under high
stocking densities in a recirculation system. Presented in 5th International
Conference on Agriculture, Environment and Biological Sciences, 28-29
April, 2016, Pattaya, Thailand.

Kumlu (Basilmamis Veri). Akdeniz Kosullarinda Karides Yetistiriciliginin
Gelistirilmesi. TAGEM (Tarimsal Aragtirmalar ve Politikalar Genel
Midiirliigii: General Directorate of Agricultural Research and Policies)
(TAGEM-13/Ar-Ge/34), 2013-2016.

Le Moullac, G., Haffner, P., 2000. Environmental factors affecting immune
responses in Crustacea. Aquaculture, 191: 121-131.

Lehrer, R.1., Ganz, T., 1999. Antimicrobial peptides in mammalian and insect host
defense. Curr. Opin. Immunol., 11:23-37.

Li, Y., Li, J., Wang, Q., 2006. The effects of dissolved oxygen concentration and
stocking density on growth and non-specific immunity factors in Chinese
shrimp, Fenneropenaeus chinensis. Aquaculture, 256:608-616.

Li, C.C., Chen, J.C., 2008. The immune response of White shrimp Litopenaeus
vannamei and its susceptibility to Vibrio alginolyticus under low and high
pH stress. Fish & Shellfish Immunology, 25:701-709.

Li, C.C., Yeh, S.T., Chen, J.C., 2010. Innate immunity of the white shrimp
Litopenaeus vannamei weakened by the combination of a Vibrio
alginolyticus injection and low-salinity stress. Fish & Shellfish

Immunology, 28:121-127.

120



Lin, Y.C., Chen, J.C., Man, S.N.C., Morni, W.Z.W., Suhaili, A.S.N.A., Cheng,
S.Y., Hsua, C.H., 2012. Modulation of innate immunity and gene
expressions in white shrimp Litopenaeus vannamei following long term
starvation and re feeding. Results Immunol., 2:148-156.

Lin, Y.C., Chen, J.C., Chen, Y.Y., Yeh, S.T., Chen, L.L., Huang, C.L., Hsieh, J.F.,
Li, C.C., 2015. Crowding of white shrimp Litopenaeus vananmei depresses
their immunity to and resistance against Vibrio alginolyticus and white
spot syndrome virus. Fish & Shellfish Immunology, 45:104-111.

Lindguist, S., Craig, E.A., 1988. The heat shock proteins. Annual Review of
Geneticcs, 22:631-677.

Liu, M., Zhang, S., Liu, Z., Li, H., Xu, A., 2006. Characterization, organization
and expression of AmphiLysC, an acidic c-type lysozyme gene in
amphioxus Branchiostoma belcheri tsingtauense. Gene, 367:110-117.

Liu, B, Liu, Y., Wang, Y., 2015. The effect of stocking density on growth and
seven physiological parameters with assessment of their potential as stress
response indicators for the Atlantic salmon (Salmo salar). Marine and
Freshwater Behaviour and Physiology, 48(3):177-192.

Liu, B., Jia, R., Han, C., Huang, B., Lei, J.L., 2016. Effects of stocking density on
antioxidant status, metabolism and immune response in juvenile turbot
(Scophthalmus maximus). Comp. Biochem. Physiol. C Toxicol. Phar-
macol., 190:1-8.

Livak, K.J., Schmittgen, T.D., 2001. Analysis of relative gene expression data
using real-time quantitative PCR and the 2(Delta Delta C(T)) Method.
Methods, 25(4):402-8.

Loc, N.H., Macrae, T.H., Musa, N., Abdullah, M.D.D.B., Wahid, M.E.A., Sung,
Y.Y., 2013. Non-Lethal Heat Shock Increased Hsp70 and Immune Protein
Transcripts but Not Vibrio Tolerance in the White Leg Shrimp. Plos One,
8(9):1-7.

121



Losordo, T.M., Simmons, M.B., 1994. An introduction to water reuse systems. In:
M.B. Timmons and T.M. Losordo eds. Aquaculture water reuse system:
Engineering, design and management. Developments in Aquaculture and
Fisheries Sciences 27. Elsevier Scientific Publishing and Company,
Amsterdam, The Netherlands, pp. 1-7.

Martin, G.G., Graves, B., 2005. Fine structure and classification of shrimp
haemocytes. J. Morphol., 185:339-348.

Mayer, M.P., Bukau, B., 2005. HSP 70 chaperones: Cellular functions and
molecular mechanism. Review. Cell Mol. Life Sci., 62:455-8.

Mercier, L., Palacios, E., Campa-Cordova, A.l., Tovar-Ramirez, D., Hernandez-
Herrera, R., Racotta, 1.S., 2006. Metabolic and immune responses in
Pacific whiteleg shrimp Litopenaeus vannamei exposed to a repeated
handling stress. Aquaculture, 258:633-640.

Mercier, L., Racotta, 1.S., Yepiz-Plascencia, G., Muhlia-Almazan, A., Civera, R.,
Quifiones-Arreola, M.F., Wille, M., Sorgeloos, P., Palacios, E., 2009.
Effect of diets containing different levels of highly unsaturated fatty acids
on physiological and immune responses in Pacific whiteleg shrimp
Litopenaeus vannamei (Boone) exposed to handling stress. Aquaculture
Research, 40(16):1849-1863.

Moe, Y.Y., Koshio, S., Teshima, S., Ishikawa, M., Matsunaga, Y., Panganiban Jr,
A., 2004. Effect of vitamin C derivatives on the performance of larval
kuruma shrimp, Marsupenaeus japonicus. Aquaculture, 242:501-512.,

Montero, D., Izquierdo, M.S., Tort, L., Robaina, L., Vergara, J.M., 1999. High
stocking density produces crowding stress altering some physiological and
biochemical parameters in gilthead seabream, Sparus aurata, juveniles.
Fish Physiology and Biochemistry, 20:53-60.

Mugnier, C., Justou, C., 2004. Combined effect of external ammonia and molt
stage on the blue shrimp Litopenaeus stylirostris physiological response.

Journal of Experimental Biology & Marine Ecology, 309:35-46.
122



Mugnier, C., Lemonnier, H., Legrand, A., 2006. Physiological response of the
blue shrimp Litopenaeus stylirostris to short term confinement on a pond
bottom. Aquaculture, 253(1-4):703-711.

Mugnier, C., Zipper, E., Goarant, C., Lemonnier, H., 2008. Combined effect of
exposure to ammonia and hypoxia on the blue shrimp Litopenaeus
stylirostris survival and physiological response in relation to molt stage.
Aquaculture, 274(2-4):398-407.

Murray, C.K., Fletcher, T.C., 1976. The immunohistochemical localisation of
lysozyme in plaice (Pleuronectes platessa L.) tissues. J. Fish Biol., 9:329-
334,

Mylonakis, E., Aballay, A., 2005. Worms and flies as genetically tractable animal
models to study host-pathogen interactions. Infect. Immun., 73:3833-3841.

Nappi, A.J., Ottaviani, E., 2000. Cytotoxicity and cytotoxic molecules in
invertebrates. BioEssays, 22: 469-480.

Ni, M., Wen, H., Li, J., Chi, M., Ren, Y., Song, Z., Ding, H., 2014. Two HSPs
gene from juvenile Amur sturgeon (Acipenser schrenckii): cloning,
characterization and expression pattern to crowding and hypoxia stress.
Fish. Physiol. Biochem., 40:1801-1816.

Ojima, N., 2005. Rainbow trout HSPbl (HSP27): Indentification of two mRNA
splice variants that show predominant expression in muscle tissues.
Comparative Biochemistry and Physiology Part B, 14883:277-285.

Pan, C.H., Chien, Y.H., Hunter, B., 2003. The resistance to ammonia stress of
Penaeus monodon Fabricius juvenile fed diets supplemented with
astaxanthin. Journal of Experimental Marine Biology and Ecology,
297:107-118.

Pascual, C., Sanchez, A., Sanchez, A., Vargas-Albores, F., LeMoullac, G., Rosas,
C., 2003. Haemolymph metabolic variables and immune response in
Litopenaeus setiferus adult males: the effect of an extreme temperature.

Aquaculture, 218:637-650.
123



Pickering, A.D., 1993. Growth and stress in fish production. Aquaculture, 111(1-
4): 51-63.

Puangkaew, J., Kiron, V., Somamoto, T., Okamoto, N., Satoh, S., Takeuchi, T.,
Watanabe, T., 2004. Nonspecific immune response of rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss. Walbaum) in relation to different status of vitamin
E and highly unsaturated fatty acids. Fish Shellfish Immunology, 16:25-39.

Qian, Z., Liu, X., Wang, L., Wang, X., Li, Y., Xiang, J., Wang, P., 2012. Gene
expression profiles of four heat shock proteins in response to different
acute stresses in shrimp, Litopenaeus vannamei. Comparative
Biochemistry and Physiology Part C: Toxicology & Pharmacology, 156 (3-
4):211-220.

Qing, P.L., XU, J.L., Jing, M.J., 2005. Effects of Salinity and Ph on Immune
Parameters of The White Shrimp Litopenaeus vannamei. Journal of
Shellfish Research, 24(4):1223-1227.

Racotta, L.S., Palacios, E., 1998. Hemolymph metabolic variables in response to
experimental manipulation stress and serotonin injection in Penaeus
vannamei. Journal of the World Aquaculture Society, 29:351-356.

Ravuru, D.B., Mude, J.N., 2014. Effect of Density on Growth and Production of
Litopenaeus vannamei of Brackish Water Culture System in Summer
Season with Artificial Diet in Prakasam District, India. American
International Journal of Research in Formal, Applied & Natural Sciences,
5(1):10-13.

Ray, A.J., Drury, T.H., Cecil, A., 2017. Comparing clear water RAS and biofloc
systems: Shrimp (Lifopenaeus vannamei) production, water quality, and
biofloc nutritional contributions estimated using stable isotopes.
Aquaculture Engineering, 77:9-14.

Reid, B., Amnold, C.R., 1992. The Intensive Culture of the Penaeid Shrimp
Penaeus vannamei Boone in a Recirculating Raceway System. Journal of

the World Aquaculture Society, 23(2):146-153.
124



Rengpipat, S., Rukpratanporn, S., Piyatiratitivorakul, S., Menasaveta, P., 2000.
Immunity enhancement in black tiger shrimp (Penaeus monodon) by a
probiont bacterium (Bacillus Sll). Aquaculture, 191:271-288.

Rodriguez, J., Le Moullac, G., 2000. State of the art of immunological tools and
health control of penaeid shrimp. Aquaculture, 191:109-119.

Ross, N.W., Firth, K.J., Wang, A., Burka, J.F., Johnson, S.C., 2000. Changes in
hydrolytic enzyme activities of native Atlantic salmon Salmo salar skin
mucus due to infection with the salmon louse Lepeophtheirus salmonis and
cortisol implantation. Dis Aquat. Organ., 41:43-51.

Rouse, D.B., Davis, D.A., 2004. Stocking Density, Nursery Duration Influence
Shrimp Growth, Survival During Growout. Seedstock Production, 79-80.

Sadhu, N., Sharma, S.R., Joseph, S., Dube, P., Philipose, K.K., 2014. Chronic
stress due to high stocking density in open sea cage farming induces
variation in biochemical and immunological functions in Asian seabass
(Lates calcarifer, Bloch). Fish Physiol. Biochem., 40(4):1105-1113.

Saced, K., Sima, A.S., Babak, G., 2015. The Survey effect of salinity stress on
blood parameters of young Litopenaeus vannamei. Journal of Entomology
and Zoology Studies, 3(5):358-363.

Salas-Leiton, E., Anguis, V., Martin-Antonio, B., Crespo, D., Planas, J.V., Infante,
C., Canavate, J.P., Manchado, M., 2010. Effects of stocking density and
feed ration on growth and gene expression in the Senegalese sole (Solea
senegalensis): potential effects on the immune response. Fish Shellfish
Immunol., 28:296-302.

Samanta, P., Pal, S., Mukherjee, A.K., Ghosh, A.R., 2014. Evaluation of Metabolic
Enzymes in Response to Excel Mera 71, a Glyphosate Based Herbicide,
and Recovery Pattern in Freshwater Teleostean Fishes. BioMed Research
International, Volume 2014, Article ID 425159, 6 pages. http://dx.doi.org/
10.1155/2014/425159.

125



Samocha, T.M., Guajardo, H., Lawrence, A.L., Castille, F.L., Speed, M., McKee,
D.A., Page, K.I., 1998. A simple stress test for Penaeus vannamei
Postlarvae. Aquaculture, 165:233-242.

Sanders, B.M., 1993. Stress proteins in aquatic organisms: an environmental
perspective. Critical Reviews in Toxicology, 23:49-75.

Sanchez, A., Pascual, C., Sanchez, A., Vargas-Albores, F., Le Moullac, G., Rosas,
C., 2001. Hemolymph metabolic variables and immune response in
Litopenaeus setiferus adult males: the effect of acclimation. Aquaculture,
198:13-28.

Santinha, P.J.M., Medale, F., Corazze, G., Gomes, E.F.S., 1999. Effects of the
dietary protein:lipid ratio on growth and nutrient utilization in Gilthead
seabream Sparus aurata L. Aquaculture Nutrition, 5:147-156.

Saurabh, S., Sahoo, P., 2008. Lysozyme: an important defence molecule of fish
innate immune system. Aquac. Res., 39:223-239.

Schock, T.B., Duke, J., Goodson, A., Weldon, D., Brunson, J., Leffler, J.W.,
Bearden, D.W., 2013. Evaluation of Pacific White Shrimp (Litopenaeus
vannamei) Health during a Superintensive Aquaculture Growout Using
NMR-Based Metabolomics. Plos One, 8(3):1-12.

Shakir, C., Lipton, A.P., Manilal, A., Sugathan, S., Selvin, J., 2014. Effect of
Stocking Density on the Survival Rate and Growth Performance in
Penaeus monodon. Journal of Basic & Applied Sciences, 10:231-238.

Soderhill, I., Bangyeekhun, E., Mayo, S., Soderhill, K., 2003. Hemocyte
production and maturation in an invertebrate animal; proliferation and gene
expression in hematopoietic stem cells of Pacifastacus leniusculus. Dev.
Comp. Immunol., 27:661-672.

Song, Y.L., Yu, C.I,, Lien, T.'W., Huang, C.C., Lin, M.N., 2003. Haemolymph
parameters of Pacific white shrimp (Litopenaeus vannamei) infected with

Taura syndrome virus. Fish & Shellfish Immunology, 14:317-331.

126



Sookying, D., Silva, F.S.D., Davis, D.A., Hanson, T.R., 2011. Effects of stocking
density on the performance of Pacific white shrimp Litopenaeus vannamei
cultured under pond and outdoor tank conditions using a high soybean
meal diet. Aquaculture, 319:232-239.

Suantika, G., Situmorang, M.L., Nurfathurahmi, A., Taufik, 1., Aditiawati, P.,
Yusuf, N., Aulia, R., 2018. Application of indoor recirculation aquaculture
system for white shrimp (Litopenaeus vannamei) growout super intensive
culture at low salinity condition. J. Aquac. Res. Development, 9(4):1-6.

Suriya, M., Shanmugasundaram, S., Mayavu, P., 2016. Stocking density, Survival
rate and Growth performance of Litopenaeus vannamei (Boon, 1931) in
different cultured shrimp farms. Int. J. Curr. Res. Biol. Med., 1(5):26-32.

Suryavanshi, U., Sreepada, R.A., Ansari, Z.A., Nigam, S., Badesab, S., 2009. A
study on biochemical changes in the penaeid shrimp, Metapenaeus
monoceros (Fabricius) following exposure to sublethal doses of
organochlorine pesticide (endosulfan). Chemosphere, 77(11):1540-1550.

Sahin, K., Orhan, C., Yazlak, H., Tuzcu, M., Sahin, N., 2014. Lycopene improves
activation of antioxidant system and Nrf2/HO-1 pathway of muscle in
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) with different stocking densities.
Aquaculture, 430:133-138.

Tahmasebi-Kohyani, A., Keyvanshokooh, S., Nematollahi, A., Mahmoudi, N.,
Pasha-Zanoosi, H., 2012. Effects of dietary nucleotides supplementation on
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) performance and acute stress
response. Fish Physiol. Biochem., 38:431-440.

Tassanakajon, A., Rimphanitchayakit, V., Visetnan, S., Amparyup, P.,
Somboonwiwat, K., Charoensapsri, W., Tang, S., 2018. Shrimp humoral
responses against pathogens: antimicrobial peptides and melanization.

Developmental and Comparative Immunology, 80:81-93.

127



Tu, H.T., Silvestre, F., Bernard, A., Douny, C., Phuong, N.T., Tao, C.T., Rogister,
G.M., Kestemont, P., 2008. Oxidative stress response of black tiger shrimp
(Penaeus monodon) to enrofloxacin and to culture system. Aquaculture,
285:244-248.

Tiirkmen, G. 2007a. Experimental commercial growout of Penaeus semisulcatus
(Decapoda: Penaeidae). The Israeli Journal of Aquaculture - Bamidgeh,
59(1):52-57.

Tirkmen, G. 2007b. Pond culture of Penaeus semisulcatus and Marsupenaeus
Japonicus (Decapoda, Penaeidae) on the west coast of Turkey. Turkish
Journal of Fisheries and Aquatic Sciences, 7:7-11.

Van de Braak, K., 2002. Hemocytic defense in black tiger shrimp (Penaeus
monodon). Wageningen University. PhD Thesis, Wageningen Institute of
Animal Science, The Netherlands, p: 159.

Van Waarde, A.M., Henegouwen, B., De W-V.B., 1982. Nitrogen metabolism in
goldfish, Carassius auratus (L.). Pathway of aerobic and anaerobic
glutamate oxidation in goldfish liver and muscle mitochondria. Comp.
Biochem. Physiol. B: Comparative Biochemistry, 72(1):133-136.

Van Weerd, J.H., Komen, J., 1998. The effects of chronic stress on growth in fish:
a critical appraisal. Comparative Biochemistry and Physiology Part A:
Molecular & Integrative Physiology, 120(1):107-112.

Wang, R., Lee, S.Y., Cerenius, L., Soderhidll, K., 2001. Propertis of the
prophenoloxidase activating enzyme of the freshwater crayfish,
Pacifastacus leniuscalus. Eur. J. Biochem., 268:895-902.

Wang, L.U., Chen, J.C., 2005. The immune response of White shrimp Litopenaeus
vannamei and its susceptibility to Vibrio alginolyticus at different salinity
levels. Fish & Shellfish Immunology, 18:269-278.

Wang, F.I., Chen, J.C., 2006. The immune response of tiger shrimp Penaeus
monodon and its susceptibility to Photobacterium damselae subsp.

damselae under temperature stress. Aquaculture, 258:34-41.
128



Wells, R.M., Pankhurst, N.W., 1999. Evaluation of simple instruments for the
measurement of blood glucose and lactate, and plasma protein as stress
indicators in fish. J. World Aquac. Soc., 30:276-284.

Yao, C.L., Wu, C.G., Xiang, J.H., Li, F., Wang, Z.Y., Han, X., 2008. The lysosome
and lysozyme response in Chinese shrimp Fenneropenaeus chinensis to
Vibrio anguillarum and laminarin stimulation. Journal of Experimental
Marine Biology and Ecology, 363:124-129.

Yarahmadi, P., Miandare, H.K., Fayaz, S., Caipang, C.M.A., 2016. Increased
stocking density causes changes in expression of selected stress and
immune related genes, humoral innate immune parameters and stress
responses of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). Fish and Shellfish
Immunology, 48:43-53.

Yildiz, H.Y., Benli, A.C., 2004. Nitrite toxicity to crayfish, Astacus leptodactylus,
the effects of sublethal nitrite exposure on hemolymph nitrite, total
hemocyte counts, and hemolymph glucose. Ecotoxicol Environ Saf.,
59(3):370-5.

Yin, Z., Lam, T.J., Sin, Y.M., 1995. The effects of crowding stress on the non-
specific immune response in fancy carp (Cyprinus carpio L.). Fish
Shellfish Immunol, 5:519-529.

Zhang, Z.F., Shao, M., Ho Kang, K., 2006. Classification of haematopoietic cells
and haemocytes in Chinese prawn Fenneropenaeus chinensis. Fish Shellfish
Immunol., 21:159-169.

Zhao, W., Wei, H., Jia, J., Lu, D., 1995. Effects of cadmium on transaminase
activities and structures of tissues in freshwater giant prawn
(Macrobrachium rosenbergii). J. Fish. China, 19:21-27.

Zhenyu, G., Chuanzhen, J., Jianhai, X., 2004. Heat-shock protein 70 expression in
shrimp Fenneropenaeus chinensis during thermal and immune challenged

stress. Chinese Journal of Oceanology and Limnology, 22(4):386-391.

129



Zhou, J., Wang, W.N., He, W.Y., Zheng, Y., Wang, L., Xin, Y., Liu, Y., Wang,
AL, 2010. Expression of HSP60 and HSP70 in white shrimp,
Litopenaeus vannamei in response to bacterial challenge. Journal of

Invertebrate Pathology, 103:170-178.

130



OZGESMIS

18/06/1983 yilinda Amasya’da dogdu. ilk, orta ve lise Ogrenimini
Amasya’da tamamladi. 2003 yilinda basladigi Cukurova Universitesi, Su Uriinleri
Fakiiltesi’nden 2007 y1linda mezun oldu. 2008 yilinda C.U. Fen Bilimleri Enstitiisii
Su Uriinleri Yetistiricilik Anabilim Dalinda yiiksek lisans 6grenimine baslayarak
2011 yi1linda mezun oldu. 2012 yilinda ayni {iniversitede doktora egitimine bagladi.
2011 yilinda Tarim ve Orman Bakanliginda ise bagladi. Halen Tarim ve Orman
Bakanligi, Tarimsal Aragtirmalar ve Politikalar Genel Miidiirliigii’ne bagli Akdeniz
Su Uriinleri Arastirma, Uretme ve Egitim Enstitiisii Miidiirliigii’'nde Yiiksek

Miihendis olarak gorev yapmaktadir.

131



