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ONSOZ
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Hamsi ve istavrit larvalarinda niikleik asitlere dayali beslenme kondisyonu belirlenmistir.
Bu amagla, denizden toplanan gozlenmis yumurtalar laboratuarda inkiibe edildi, ¢ikan
larvalar bes farkli besleme rejimine [Siirekli besleme (Sb), bir giin geciktirmeli (1A), iki
giin geciktirmeli (2A), tli¢ glin geciktirmeli (3A) ve tamamen a¢ (Ta)] tabi tutuldu. Yeni
yumurtadan ¢ikmis hamsi ve istavrit larvalarinin notokort boyu sirasiyla 3,25+0,04 ve
2,27+0,04 mm oOlgildii. Her iki tiirde géz pigmentasyonu, agzin agilmasi ve ilk beslenme
inkiibasyonu takiben iiclincli giinde gerceklesti. Ta grubundaki hamsi larvalarinin tiimii
altinc1 gilinde istavrit larvalarinin tiimii ise sekizinci giinde 6ldii. Ta grubundaki hamsi
larvalarinin yagsama oranlari geciktirmeli beslenenlerle benzerlik gosterdi. Buna karsilik 3A
grubundaki istavrit larvalarinda Ta grubundakilere kiyasla daha yiiksek yasama orani
bulundu (p<0,01). Hamsi larvalarinda geri doniisiimii olmayan nokta (GDON) birinci giin,
kritik RNA/DNA 1,02240,2. Istavrit larvalarinda GDON iiciincii giin, kritik RNA/DNA
1,05+0,08. Hamsi larvalarinda en yiiksek proteince biiylime altinci giinde %43,45, istavrit
larvalarinda en yiiksek yedinci giinde %41,78 olarak kaydedildi. Denizden toplanan hamsi
larvalarinin %9’u GDON, %19’u kritik esik araliginda (KEA) bulundu. Istavritte %10’u
GDON, %10’u KEA’dir. Elde edilen verilere gére hamsi ve istavrit larvalarinin beslenme

kondisyonlarinin iyi oldugu sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Istavrit, hamsi, larva, RNA/DNA, protein, aglik, niikleik asitler
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SUMMARY

DETERMINATION OF EARLY LARVAL FEEDING STATUS OF ANCHOVY
(Encraulis encrasicolus) AND HORSE MACKEREL (Trachurus mediterraneus) BY
USING THE INDICES BASED ON NUCLEIC ACIDS
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2011, 84 Pages

Larval condition based on nucleic acids for anchovy and horse mackerel were determined.
For this purpose, genoblast eggs were collected from the sea and incubated in laboratory
and hatched larvae were fed with five different feeding regimes [Continuous feeding (Sb),
1 day delayed (1A), 2 days delayed (2A), 3 days delayed (3A) and starving (Ta)]. Newly
hatched larvae of anchovy and horse mackerel had mean notochord lengths 3,25+0,04 and
2,27+0,04 mm, respectively. Eye pigmentation, mouth openening and first feeding
occurred on the third day after hatching for both species. All anchovy larvae in Ta group
dead on the sixth day while all horse mackerel larvae dead on eigth day. Survival rate of
anchovy larvae in Ta group was similar to the other delayed groups. On the conrary, horse
mackerel larvae in 3A group had a higher survival rate than those in Ta group (p<0,01). No
Return Point (NRP) was on the first day after eye pigmentation (DAEP) for anchovy and
the critical RNA/DNA ratio was 1,022+0,20. NRP in horse mackerel larvae was on 3
DAEDP, the critical RNA/DNA ratio was 1,05+0,08. The highest growth rates in protein for
anchovy and horse mackerel were on the 6 DAEP with 43.45% and on the 7 DAEP with
41.78%, respectively. The rate of NRP and critical level range (CLR) of sampled anchovy
larvae were 9% and 19%, respectively. NRP and CLR for horse mackerel larvae were 10%
and 10%, respectively. Based on the results obtained from current study, it can be

concluded that anchovy and horse mackerel larvae had a high nutritional condition.

Key Words: Horse mackerel, anchovy, larvae, RNA/DNA, protein, starving, nucleic acids
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1.GENEL BILGILER

1.1. Giris

Su driinleri iiretiminin biiyiik bir kismu pelajik baliklarin avlanmasiyla elde
edilmektedir. Ozellikle avlanan kiiciik pelajik tiirlerin (hamsi, gaca, sardalya, istavrit vs.)
bir kismi dogrudan insan tiikketiminde kullanilirken 6nemli bir kismi da balik yeminin
hammaddesi olan balik unu yapiminda kullanilmaktadir (FAO, 2010). S6z konusu balik
stoklar1 ayni zamanda diger deniz tiirlerinin belirli yasam evlerinden sonraki temel
besinlerini olusturmaktadir. Diinya genelinde sardalya, ¢agca ve hamsi gibi pelajik tiirlerin
stoklarinin biyomaslarinda ciddi diizeyde dalgalanmalar goriilmektedir (Kono vd., 2003).
Bunun onemli sebeplerinden birisi larval donemdeki problemlerdir. Pelajik balik
stoklarindaki dalgalanmalar dogrudan avcilik verimini etkiledigi gibi dolayli yoldan
yetistiricilik maliyetlerini de etkileyebilmektedir. Bu dalgalanmalar1 etkileyen nedenler ise
biyotik (beslenme, predasyon ve hastalik) ve abiyotik (su sicakligi, oksijen tuzluluk, akinti
ve tabakalagma) faktorler olarak tanimlanmaktadir. Tiim bu faktorlere gore balik
popiilasyonlarindaki dalgalanmalar1 tahmin etmek ve kesin olarak belirlemek ise son
derece zordur (Koslow, 1992). Bu faktorler esasen stok biyomasina katilacak olan geng
birey sayisin1 ve dolayisiyla yetiskin popiilasyon verimi de etkilenmektedir. Pek ¢ok balik
tiiriinde, dogal sartlarda kuluckalanan yavrularin nihai olarak yalnizca %0,01°1 hayatta
kalmay1 bagararak yetiskinlige ulagabilmektedir (Catalan, 2003). Bu yiizden baliklarin
erken sathalarindaki 6liimlerinde meydana gelen kiigiik dalgalanmalar bile verimde 6nemli
oranda degiskenlige neden olabilmektedir. Bu nedenle dogal popiilasyonlardaki larvalarin
beslenme yoOniinden kondisyonunun belirlenmesi stoga katilim potansiyeli agisindan
onemli bir veri kaynagidir. Oncelikle larvalarin kondisyonunu degerlendirebilmek igin
larvalar tizerinde farkli aglik seviyelerini kapsayan bir dizi laboratuar calismasina da

ihtiyag vardir.



1.2. Denizel Ortamda Larvanin Hayatta Kalmasim Etkileyen Faktorler

Genel olarak deniz baliklar1 pelajik yumurtalar birakir, inkiibe olan yumurtadan
metaforfozu tamamlamamig larvalar ¢ikar ve bu larvalarin enerji kaynagi, planktonik
organizmalarla beslenebilecek morfolojik, davranigsal ve fizyolojik yeterlilige ulasincaya
kadar maternal orijinli besin kaynagi yani yumurta kesesi ve bazen yag damlalaridir. Bu
gelisim asamasindaki Onemli olaylar agzin agilmasi, yiizme kesesinin sisirilmesi,
yiizgeclerin  olusumu ve fonksiyonel sindirim sisteminin gelismesidir. Optimal
cevreselsartlarda, metamorfoz olarak adlandirilan tedrici siiregten sonra larvalar juvenil
formaulasincaya kadar ¢cok hizli bir gelisim gosterirler. Boylelikle larvalar ergin bireylerin
sahip oldugu morfolojik ve fizyolojik karakterlere (ylizgegler, kemik yapisi, pul olusumu
vb.) kavusurlar.

Larvanin nihai hayatta kalabilmesini belirleyen faktorler (ve muhtemel stoga katilim)
cok yonliidiir ve karmasik bir yolla birbiriyle etkilesim gosterirler. Muhtemel mortalite
kaynaklar1 daha once belirtilen biyotik yadaabiyotik olsun her ne kadar birbiriyle yakin
etkilesimde olsa da tanimlama agisindan bunlarin ayri ele alinmasi gerekir. Her bir
faktoriin sahip oldugu degisen zorluk derecesine gore yapilacak ¢alismalar hem gerek
duyulan teknoloji agisindan ciddi bir emek gerektirmekte hem de ciddi finansal kaynaga

ithtiya¢ duyulmaktadir (Catalan, 2003).

1.2.1. Abiyotik Faktorler

Abiyotik faktorler su sicakligi, tuzluluk basta olmak iizere akinti, tabakalagma,
rlizgarlar, girdaplar ve benzeri birgok hidrodinamik etkileri kapsamaktadir. Bunlar arasinda
su sicakligi, tuzluluk ve 1s1k gibi faktorler direkt olarak gelisim oranlarini (Frank ve
Leggett, 1981; Frank ve Leggett, 1982; Miranda vd., 1990; Koumoundouros vd., 2001;
Sawant vd. 2001), gelisim paternlerini (Johnston vd., 2001), olgun bireyin fekontitesini
(Mcgurk, 2000), yada yumurtlama zamanini (Sanchez-Velascoa vd., 2002) etkilemek
suretiyle larval bireyin yasama sansin1 degistirebilmektedir. Dogal ortamda sicaklik ve
tuzluluk biiyiik oranda korunmaktadir ve su ortamlar1 larvanin igerisinde bulundugu ortami
tanimlayacak sekilde entegre olmustur. Genel ve yaygin kaniya gore; farkli 6lgeklerde ve

zamanlarda su kolonundaki suyun hareketine ve yapisina etki eden fiziksel olaylarin ve



stireclerin nihai larval yasam lizerine nispeten daha biiyiik etkisi vardir. Bu yiizden larval
yasami etkileyen bu faktorlerin acgiklanmasi ve yorumlanmasi gerekir. Bir metre
derinlikten bir kilometreye kadar varan Olcekteki hidrodinamikler hayatta kalmay:
belirleyebilir. Olumsuz larval tagimimin, stoga katilim degiskenligini etkileyen Onemli
sebeplerden biri oldugu Hjort’un (1914) calismasinda bildirilmistir. Ornegin upwelling
bolgelerinde, Ekman Tasinimi’ndan dolay1 larvalar agik denizdeki daha az verimli zonlara
taginmaktadirlar (Parrish vd., 1981; Olivar ve Shelton, 1993). Diger taraftan larval
gelisimleri belirli dalyan alanlarina (larvalar ve juvenillerin yagama oranini arttiran acisu
bolgeleri gibi alanlar) basarili taginima bagli olan tiirlerde riizgar gilicii yada basing
tabakalagmalariyla baglantili uygun advektif (yatay tasinim) siirecler son derece dnemli
olabilir (Govoni ve Pietrafesa, 1994).

Larvalari, nispeten siirli bolgelerde yada yiiksek mezoskal (denizdeki akintilarin
niteligi) degiskenligi gosteren yerlerde gelisen tiirlerde hayatta kalma fiziksel faktorlerle ve
metrelerden kilometrelere ve giinlerden haftalara kadar uzanan o6zelliklerle baglantili
olabilir. Bunlar arasinda, belirgin piknoklin (termoklin) olmasi, frontal zonlar (kiy1
egiminin yapilari1), upwelling ve girdaplarin etkisi larvalarin konsantrasyonuna ve hayatta
kalmay1 tesvik eden preylerinin toplanmasina katki saglayabilir. Iki su kiitlesinin fiziksel
ozelliklerinin yilizeyde belirginlesmesinde keskin bir tabakalasma oldugu diisiiniilen frontal
zonlarda, planktonik organizmalarin konsantrasyonu artar. Planktonlarin toplanmasi
horizantal hidrodinamik yakinlagmayla meydana gelen birikime yol agar (Kingsford,
1990). Maksimum larva konsantrasyonu kita sahanliginin 6n bolgelerinde yada nehir
agizlarinda ortaya cikabilecegi kanitlanmis olmasina ragmen (Govoni ve Pietrafesa, 1994),
frontal zonlarin larval yasami dogrudan etkiledigi ve iiretimi arttirmasiyla da nihai larval
hayatta kalmay1 sagladigi goriiliir (Kierboe vd., 1988). Upwelling sayesinde yiizeyin
besinlerle zenginlesmesi de ¢ogunlukla larval yagamayla baglantili olan verimlilik artigina
katki1 saglamaktadir (Cushing, 1990; Bakun, 1998). Riizgar stresi bu yapilar1 bozabilir ve
Lasker (1981) tarafindan “Stabil Okyanus” hipotezinde bildirilen, larvalarin ve preylerinin
dagilmasina yol agarak yasama olasiliklarini diiglirir. Ayn1 zamanda riizgar stresi,
larvalarin beslenme yada su kolonundaki konumunu korumak i¢in daha fazla enerjiye
gereksinim duyacagi son derece yiiksek dinamik sartlar olusturabilir, buda fizyolojik
olarak daha yiiksek mortalite potansiyeli olan zayif larvalarin meydana gelmesine neden

olur (Gallego vd., 1996; Kloppmann vd., 2002). Kiiciik Olgekte riizgar tarafindan



olusturulan tiirbiilans kuvvetleri burada hayati rol oynar ve dogrudan bireyin beslenme

basaristyla iliskilidir.

1.2.2. Biyotik Faktorler

Larval yasamu etkileyen pek c¢ok biyotik faktor vardir, bunlar arasinda en 6nemlileri
beslenme basaris1 ve predasyon olarak telakki edilmektedir. Beslenme basarisi, i¢giidiisel
bir kavram olsa da, larva ve preyin diizensiz dagilimi, turbulans kuvvetleri, yogunluga
bagli mekanizmalar, davranigsal yonler, yas ve biiyiikliik, prey kompozisyonu ve benzer
faktorler arasindaki karmasik iligkileri kapsamaktadir (Leggett ve Deblois, 1994). Eger
hedeflenen calisma hipotezi, stoga katilimdaki degiskenligi belirlemekse, beslenme
basarist ile besin bollugu ayirt edilmelidir [Hjort’un (1914) “Kritik Periyot” hipotezi ve
Cushing (1975)’in “Eslesme-Eslesememe” hipotezi]. Larvalar ve preyleri ortamda
bulunma agisindan birbiriyle eslesmektedir ve bu durum suyun vertikal yapisi, aktif
vertikal yiizme vb. gibi durumlardan etkilenmektedir (Mckenzie vd., 1991). Larvalar, tiire
0zgl paternlere bagli olarak, beslenme basarisint maksimize etmek ve predatorlerinden
kurtulmak igin aktif vertikal gd¢ yaparlar (Neilson ve Perry, 1990). Beslenme basaris1 ayni
zamanda riizgarla olusan tiirbiilansla da desteklenir. Belli degerler igerisinde, kiigiik
Olcekteki tiirbiilans kuvvetlerinin kubbe bigimindeki bir yap1 olusturarak larvalar ve besin
unsurlar1 arasindaki rastlagsma oranini diizenledigi bilinmektedir (Rothschild ve Osborn,
1988; Mackenzie vd., 1994). Son yillarda, “Tiirbiilanstan-kurtulma” hipotezi, larva prey
eslesmesindeki artis1 ve beslenme bagarisini diizenleyen alternatif bir mekanizma olarak
gelistirilmistir (Franks, 2001). Bu hipotez, hem larvanin hem de preyin olumsuz tiirbiilans
karisimindan uzaklagmak icin daha durgun sulara vertikal olarak go¢ yaptiginmi ileri
stirmektedir. Ayn1 zamanda, birey diizeyinde; gelisim, predatorliik kapasiteleri ve prey
yogunlugu arasindaki etkilesimlerde onemli rol oynayabilmektedir (Laurel vd., 2001;
Puvanendran vd., 2002). Mevcut gegerli goriise gore; beslenme basarisinin geng pre-
fleksiyon asamasindaki larvalarin yasamasinda daha belirleyici bir etkisi olabilir, ¢iinkii bu
asamada yetersiz beslenen yada sinirli enerji kaynaklarindan dolayr ¢ok fazla enerji
harcamis olanlar dayanamazlar. Besin keseli veya biraz daha olgun larvalar agisindan
predasyona ugrama yaygin olan mortalite sebebidir. Yinede, beslenme basarisinin 6nemini

ve bunu yoneten mekanizmalar1 tam olarak anlamak i¢in saha c¢aligmalarindaki ¢oklu



parametrelerin birlikte degerlendirilmesi gerekir (Werner vd., 2001). Balik yumurta ve
larvalarinin predasyona ugramasi ¢ogu mortalitenin belki de nihai nedeni olabilecegi
diistiniilmektedir ve sayisiz organizma tarafindan predasyon gergeklestirilebilmektedir
(Bailey ve Houde, 1989). Larva biiyiikliigi (Pepin vd., 1992), yas (Litvak ve Leggett,
1992), aglik seviyesi (Green ve Mckormick, 1999), predatér yogunlugu (Steele ve
Forrester, 2002), ontogeni (Sheperd vd., 2000), sicaklik (Elliott ve Leggett, 1997) ve
gelismislik oran1 (Houde, 1987) gibi faktorleri kapsayan ve predasyonu etkileyen sayisiz
faktor bulunmaktadir. Larvalarin predasyon yoluyla kaybina neden olan mekanizmalar
predatorlere karst savunmasizlik c¢ercevesinde anlasilmaktadir. Savunmasizlik kiiciik
larvalarda ve daha yavas gelisim gosteren larvalarda artmaktadir. Bu mekanizmalar
karsilikli olarak birbirinden bagimsiz degildir ve daha genis gercevede “gelisim-mortalite
hipotezi” igerisinde yer almaktadir. Literatiir sonuglari zaman zaman ¢eliskili olsa da daha
hizligelisen ve/veya daha biiylik larva yiiksek yasama oranlar1 sergiler goriisiini
destekleyen caligsmalarin sayisinda artis s6z konusudur (Hare ve Cowen, 1997). Suthers
(1998) gelisim-mortalite hipotezi “daha biiyiik olan daha iyimidir?” kapsaminda yer alan
kondisyon ¢alismalarinin elverisliligini analiz etmistir. S6z konusu arastirmact su sonuca
varmustir; daha iyi viicut kondisyonuna sahip olmanin yalnizca hizli biiytime ile baglantili
bir avantaji vardir. Bunun yani sira optimal diizeyin altinda beslenen larvalar yiizerlilik
kontrollerini yitirebilirler, bdylece uygun olamayan advektif transporta karsi daha
savunmasiz hale gelebilirler (Neilson vd., 1986; Sclafani vd., 1993; Sclafani vd., 2000).
Hastalik ve parazitizmin larval yasami etkileyen Onemli biotik faktorler olup
elverissiz larvalar arttirabilecegi diistiniilmektedir. Clupeoidler (ringa baliklar1) iizerindeki
son ¢alismalar juvenil ve yetigkin bireylerde hastaliktan dolay1 yogun mortalitenin yiiksek
olabilecegi ispatlanmig olmasina ragmen (Gaughan vd., 2000; Ward vd., 2001) hastalik ve
dogal populasyanlar {izerindeki etkisi konusunda yeterli bilgi yoktur. Diger taraftan,
parazitlerin yumurtalar1 ve larvalari etkiledigi (Crespo vd., 2001) ve potansiyel mortalite
kaynag1 olabildigi bilinmesine ragmen, genellikle saha c¢aligmalarinda hesaba

katilmamaktadir.



1.3. Kondisyon Indeksleri

Larvalarin hayatta kalabilmesi, uygun hidrodinamik sartlar, diisiik predasyon, yiiksek
beslenme basarist ve daha belirsiz olmakla birlikte hastalik olusumu gibi faktorlerin bir
neticesi oldugu diisiiniilmektedir.

Kondisyon indeksleri; hassasiyet, tepki siiresi, biiyiikliik ve yas ozelligi, saha ile
laboratuar tahminlerinin karsilagtirmasi, islem stiresi, maliyetleri ve gereksinim duyulanlar
ve giivenilirligine gore Ferron ve Leggett (1994) tarafindan ayrintili olarak
degerlendirilmistir. Kondisyon indekslerini organizasyon seviyesine gore {ic ana
kategoriye ayirmislardir: organizma, doku ve hiicre seviyesi. Bu indeksler farkli zaman
skalalarin1 diizenlemektedir. Tipik olarak indeksin organizasyon seviyesi ne kadar yiiksek
olursa (tlirtin belirli gelisim safhasi i¢in ¢alisma esnasindaki c¢evresel sartlar ve bireyin
spesifik beslenme durumu) ¢evresel degisime (6rnegin besin, tlirbiilans karigim orani vs.)
verilen tepki de o kadar uzun zaman almaktadir. Baz1 indeksler dogrudan mortaliteyi (tipik
olarak nekrotik dokular, 6rnegin McFadzen vd., 1997) tahmin etmeye yardimci olabilirken
digerleri biliylime yada anlik beslenme durumunu (6rnegin bazi biyokimyasal indeksler)
gosterirler. Ferron ve Leggett (1994) tek basina bir indeksin “en iyi indeks” olamayacagi
sonucuna varmiglar ve belirli bir soruya cevap verebilmek icin genellikle spesifik bir

kombinasyonun se¢ilmesi gerektigini bildirmislerdir.

1.3.1. Organizma Seviyesinde Kondisyon Indeksleri

Organizma seviyesindeki kondisyon indeksleri tipik olarak biitlinleyici karakterinden
dolay1 morfometrik yolla calisilmaktadir. Balik larvalarinda, morfometri yillardir optimal
diizeyin altindaki beslenmenin etkilerini belirlemek icin kullanilmaktadir (Shelbourne
1957; Theilacker 1978). Bu indekslerin kullanimi, besin yetersizligine tepki olarak viicut
derinligi gibi baz1 viicut kisimlarinin) agliga daha hassas viicut kisimlarina (6rnegin goz
cap1 ve uzunluk) gore modifiye edilmesi temeline dayanmaktadir. Bu indekslerin ¢ogunun
basarist kisa islem siirelerine, diisiik maliyetli olusuna ve kolay sonu¢ elde edilebilir
olmasina dayanmaktadir. Baz1 tip morfometrik olglimlerle besinsel durumun Slgiimiinde
mevsimler, alanlar ve yillar arasinda farkliliklar bulunmasina ragmen (Ferron ve Leggett,

1994) upwelling ve benzeri gibi kisa donemli olaylara (bir haftadan daha az) kars1 daha az



hassasiyetli olmalarindan dolay1 elestirilmektedir. Diger elestiriler koruyucu maddelerden
ve plankton kepgesiyle toplama hizindan kaynaklanan canlinin biiziismesi, biiyiikliik ve
yasa bagli hassasiyete dayanan, dogal Orneklere karsilik kalibrasyon verisi arasindaki

yiiksek farkliliklar yada yiiksek tiire 6zgiinliik olmasidir.

1.3.2. Doku Seviyesinde Kondisyon indeksleri

Histolojik indekslerin hem laboratuardahem de dogal ortamda kondisyonu
belirleyebilme 6zelligi vardir (McFadzen vd., 1997; Sieg, 1998). Histolojik indekslerin
basaris1 kismen, bu bilim adamlarinin c¢aligmalarindan elde edilebilen 6nemli bilgilere
(uzun siiren ¢aligmalar) atfedilmektedir ve yalnizca bunlarin dogru aglik indeksleri oldugu
distiniilmektedir (Suthers, 1998).

Teknik, genellikle hiicre ve organlarin incelenmesi ve bir derecelendirme sistemi
kurulmasiyla olusur. Her organ incelenir ve bir larvanin genel bir kondisyon 6lgiimiinii
belirlemek i¢in hiicresel yonii yada dokusal kohezyonu degerlendirilir. Coklu
derecelendirmeyle histolojik indekslerin Olglimiiniin en Onemli avantaji nispeten
biiyiikliikten ve bir 6l¢iide de tiirden bagimsiz olmasidir (Ferron ve Leggett, 1994).

Yinede, daha ileri diizeyde laboratuar arastirmasina gerek duyulan bazi sorunlar
vardir. Bunlardan biri doku derecelendirme i¢in objektif metotlara ihtiya¢ duyulmasidir.
Gergekten, c¢aligmalarin  biiyiikk bir kismi kalitatif yada yarn kalitatif Ol¢limleri
kullanmaktadir (O'Connell, 1976; Sieg, 1992; McFadzen vd., 1997). Bagirsak ve karaciger
gibi bazi dokularin hiicre yiiksekliklerinin 6l¢timiiyle sinirlandirilmis kantitatif veriler bazi
tiirlerin erken larval asamalarinda kullanilmaktadir (Theilacker ve Porter, 1995; Catalan ve
Olivar, 2002). Bununla birlikte bu 6l¢iimlerden bazilar1 yalnizca uzamis sindirim kanali
bulunan tiirlerden elde edilebilmektedir (Theilacker ve Watanabe, 1989), ya da belli larval
asamalarla siirlandirilmistir. Son olarak, kas hiicresi ve kas lifinin gelisim paternlerinin
baz1 karakteristikleri muhtemel kondisyon indikatorleri olarak ortaya konulmustur. Bazi
bilim adamlari, sicakligin hipertropik yada hiperplazik kas gelisim paternlerini modifiye
edebilecegini ortaya koymuslardir (Johnston vd., 1995). Bununla birlikte besinin etkisi hi¢
test edilmemis ve yalnizca bir saha ¢aligmasinda kas gelisim paternlerinde muhtemel bir

varyasyon kaynagi oldugu bildirilmistir (Temple vd., 2000).



1.3.3. Hiicre Seviyesinde Kondisyon indeksleri

Bugiine kadar, balik larvalarinda optimal diizeyin altinda beslenme sirasinda
biyomolekiillerin genel bir hareket paternini ortaya koyan genel bir g¢erceve ortaya
konulamamustir. Incelenen makalelerden elde edilen bilgilere gére; optimal diizeyin altinda
beslenen gen¢ larvalarin kisa siirede karaciger glikojen depolarimi (Govoni, 1980) ve
endojen lipidleri (Hakanson, 1989) tiikettigi ve bunun ardindan canlinin kas proteinlerinin
katabolizmasina muhta¢ oldugu, kas proteinleri de a¢ durumdaki larvalarin temel enerji
kaynag1 (Pedersen vd., 1990) oldugu goriilmektedir. Larva biiylidiikce lipid ve glikojen
kaynaklar1, kas proteinleri kullanilmadan 6nce uzun siire aclikla bas edebilmektedir. Yasi
bilinmeyen (tipik olarak dogadan yakalanan) bireylerde biyokimyasal kondisyon indeksi
olustururken (beslenmeden ziyade belirli genis degisken kaynaklar) belirli bir agliga hassas
degiskenin daha az hassas degiskenle iligskilendiren bagka bir degiskene ihtiyag
duyulmaktadir.

Son yillarda, molekiiler diizeydeki kondisyon oOlc¢limleri olduk¢a onemli derecede
basarili olmustur (Ferron ve Leggett, 1994; Suthers, 1998). Bunun nedeni ise molekiiler
tekniklerin artmasi ve 6l¢lim maliyetlerinin azalmasidir.

Balik larvalarindaki ¢aligmalarda kullanilan en popiiler kondisyon indekslerinden biri
RNA/DNA oranidir, bu oran proteinin sentetik potansiyelini yansitmaktadir (Buckley vd.,
1999). Baligin biiyiimesi protein senteziyle birlikte gerceklesmektedir (Love, 1970). Bu ise
toplam kuru agirligin %50’sine kadar varan kismini olusturabilmektedir. Hiicre basina
RNA miktar1 protein sentezi miktarina gére degismektedir, fakat hiicredeki DNA nispeten
sabittir, RNA genellikle DNA ile standardize edilmektedir (Clemmesen, 1987). RNA/DNA
balik larvalarinda biiyiime ve kondisyonun gostergesi olarak basarili bir sekilde
kullanilmaktadir (Clemmesen, 1996).

RNA/DNA kullannomina yonelik laboratuar caligmalarinda (gelisim asamasi,
biiylikliik, doku, sicaklik yada analitik metoda bagli olarak) bazi problemler tespit
edilmesine ragmen son derlemelerde (Bergeron, 1997; Buckley vd., 1999), saha ¢aligsmalari
icin RNA/DNA’nin kullanim1 hala tavsiye edilmektedir.

Yukarida ifade edilen derlemelerden saha caligmalar1i igin bazi1 tavsiyeler
cikartilabilir: 1) maternal rezervlere bagimli olmayan larvalarin analizi i¢in en uygun metot

RNA/DNA’dir ve erken evrelerde, ontogenetik etkiler besin rasyonunun etkisiyle karmagsik



hale gelebilir. 2) degiskenligi azaltmak icin tek dokunun (tercihen kas, en bol miktardaki
doku oldugu i¢in nispeten iyi bir kondisyon indeksidir) kullanimi tavsiye edilmektedir. 3)
yalnizca ayn biiytikliik aralig1 ve sicakliklar karsilagtirilmalidir. 4) analitik metotlar, RNA
belirlemede hatalara karst minimize edilmeye c¢aligilmalidir. Bu kontrol dis1 degiskenligi
diisiirme ihtiyact Houde’dan (1989) sonra ortaya ¢ikmustir. Houde (1989) giinliik larval
biiylimede, yalnizca %35’lik bir azalmanin (RNA belirlemedeki degiskenlikten) larval satha
boyunca bireylerin hayatta kalma 6l¢iisiinii diisiirebilecegini ortaya koymustur.

Diger tip biyokimyasal kondisyon indeksleri baz1 metabolik enzimlerin aktivitesiyle
iliskili olanlardir. Juvenil ve yetigkin baliklarda agligin ve azalan biliyiime oranlarinin bazi
metabolik enzimlerin aktivitesiyle ortaya cikabildigini gosteren caligmalar vardir (Lowery
vd., 1987; Yang ve Somero, 1993; Mathers vd., 1992; Couture vd., 1998). Balik
larvalarinda yaygin olarak anaerobik glikolizis dongiisiinden gelen laktat dehidrojenaz
(LDH) ve Krebs dongiisiinden gelen sitrat sintaz (CS) enzimleri kullanilmaktadir.

Laktat dehinrojenaz baglica anaerobik katabolizma ile birlikte ortaya cikarken, CS
beslenmeyle uyarilan aerobik metabolizmanin gostergesidir (Sullivan ve Somero, 1980).
Her iki enzimin aktiviteleri genellikle birim protein ile standardize edilmektedir. Laktat
dehinrojenaz, diisiik oksijen seviyesinin bulundugu ortamlarda (tipik olarak kaslarda)
piriivati enerji iretmek amaciyla laktata dontstiirir. LDH’nin Sciaenops ocellatus ve
Lutjanus synagris tiirlerinde besin kalitesi ve miktariyla pozitif korelasyon gosterdigi
(Clarke vd., 1992) ve Brevoortia tyrannus tiiriinde ise optimal diizeyin altindaki rejimde
beslenenlerde yiizme kabiliyetiyle negatif iliskili oldugu bulunmustur (Fiedler vd., 1998).

Sitrat sentezi oksaloasetati krebs cemberindeki sitrata doniistiiriir. Bu tiimiiyle
aerobik olan yolun hiicre metabolizmasinda temel rol oynadigi i¢in daha korunmus oldugu
diisiiniiliir. CS aktivitesi beslenen larvalara kiyasla ac¢ larvalarda daha diisik oldugu
belirlenmektedir, fakat farkli oranlarda beslenen larvalar buna dahil degildir (Mathers vd.,
1992).

Her iki enzimin kullanimindaki genel diisiince canlinin biiytikliigiine son derece bagl
olmasidir. Nispi enzim aktiviteleri biiyiik larvalarda biiyiikliige bagli olarak artmaktadir
(Overnell ve Batty, 2000). Biiytikliige gore metabolik derecelendirme erken larval sathada
pek calisilmamistir ve bireyler arasinda karsilastirmalarda dar araliklarla sinirlandirilmasi

onerilmektedir (Brightman vd., 1997).
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Flow Sitometre kullanarak hiicre cogalma oranlariyla hesaplamaya dayanan
biyokimyasal kondisyon indeksleri de kullanilmaktadir (Bromhead vd., 2000; Theilacker
ve Shen, 2001). Bu metodun giivendigi/dayandig1 hipotez ise biiyiimenin hiicre boliinme
oranlarinin artmasiyla baglantili oldugudur. Normal okarydtik hiicre dongiisiinde, DNA
sentezine baslayan hiicreler slire¢ tamamlanana kadar DNA miktarin1 artiracaktir. Flow
sitometre kullanmak suretiyle her hiicrenin DNA-spesifik florasan Ol¢limii yapilarak
boliinen hiicreler bdliinmeyen hiicrelerden ayirt edilebilmektedir. In vitro hiicre kiiltiir
caligmalari, G1 sathasinda normal gelisen hiicrelerin besin yetersizligi gibi hiicre disi
faktorlerle pasifize hale geldigini gostermistir (Alberts vd., 1994).

Flow sitometre kullanarak balik larvalarinin beyin ya da kas dokusundaki hiicre
cogalma oranlarinin belirlendigi az sayida c¢alisma mevcuttur. Bu iki doku hiicrelerinin,
baliklarda ¢ogunlukla hayat dongiisii boyunca boliindiigii bilinmektedir (Greer-Walker,
1970; Bierse vd., 1980). Kas biiylimesinin ¢evresel degisikliklere tepki olarak son derece
yiiksek esneklik gosterir (Weatherley, 1990; Johnston, 1999), buda kas dokusunu bu tip
caligmalarda iyi bir aday haline getirmektedir. Balik larvalarinin beyin hiicrelerinde
yapilan caligmalar, DNA sentetik aktivitesinin beslenme durumu yada c¢evre sicakligi gibi
cesitli faktorlere karsi hassasiyet gosterdigini ortaya c¢ikarmistir (Theilacker ve Shen,
1993ab; Bromhead vd., 2000). Olumlu sonuclar elde edilmis olmasina ragmen, biitiin
arastirmacilar bollinen hiicre fraksiyonunun larval biiyiime ve kondisyonda indikator

olarak kullanimi i¢in daha kapsamli ¢alisma yapilmasi gerektigi fikrinde hemfikirdirler.

1.4. Niikleik Asitlere Dayah Kondisyon Indeksleri

Deniz ekolojisinde, denizel organizmalar ve topluluklarin bulundugu dogal ortamdaki
fizyolojik durumlarinin belirlenmesi baslica zorluklar arasinda yer almaktadir. Bu yiizden
fizyolojiyi, besinsel etkilesimleri ve akuatik ekosistemlerin kompozisyonlarindaki
degisimleri ve yapiy1 daha iyi anlayabilmek i¢in, yeni ve dogrudan 6l¢iilebilen metotlarin
gelistirilmesine  ihtiya¢c ~ duyulmustur.  Metabolik  aktivite  Ol¢climleri  denizel
organizmalardaki ¢aligmalarda kondisyon indeksi olarak énemlidir ve gruplarin sahadaki
metabolik oranlarinin dogru olarak belirlenmesi ise zordur (Dahlhoff, 2004). Niikleik
asitlerden tiiretilen indekslere dayanan molekiiler metotlar (Bergeron, 1997) ve polimeraz

zincir reaksiyonu son zamanlarda, bu alanda 6nemli bir ara¢ haline gelmistir (Nejstgaard
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vd., 2003). Kavramsal olarak dogrulanmis pek c¢ok biyokimyasal Ol¢iim ortaya
konulmustur, fakat bunlarin uygulanmasi c¢ogunlukla analitik karmasikliklardan ve
ornekleme problemleri, kalibrasyon ve yorumlama sorunlarindan dolay1 sikintilar
olusturmustur (Berdalet vd., 2005ab). Deniz ekolojisinde en yaygin kullanilan niikleik asit
indekslerinden biri RNA/DNA oramidir. RNA:DNA orani, dogal ortamdaki akuatik
organizmalarin fizyolojik ve beslenme durumunu gosteren biyokimyasal indikator olarak
ilk kez 38 yil once ileri siirlilmiis (Holm-Hansen vd., 1968) ve siirekli olarak da
arastirilagelmistir (Bulow, 1970; Chicharo ve Chicharo, 1995; Bulow, 1987; Clemmesen,
1994; Chicharo vd., 1998; Berdalet vd., 2005ab).

Bu indeksler, deniz biyolojisinde mikrobiyal topluluklarda (Dortch vd., 1983),
omurgasizlarda ve baliklarda basariyla uygulanmaktadir (Chicharo vd., 2001; Garcia vd.,
2003; Garcia vd., 2006). Tiim bu bilgiler, denizel ortamda yakalanmis bir organizmanin
yasama potansiyelinin belirlenmesinde uygulanabilir. Bu bilgiyle, hedef tiiriin popiilasyon
biiylikliigli denizin korunmasi ya da deniz baliklarinin verim c¢aligmalarina katki
saglayacak sekilde tahmin yapilabilir. Larval agamalarda yiiksek oranda mortalite oldugu
ve bunun dogrudan aclikla yada olumsuz beslenme sartlarindan kaynaklanabilecegi, bunun
da larval gelisimi diisiirdiigii ve potansiyel predatdrlere yem olma siiresini arttirdig
anlagilmistir (Pepin, 1989; Pepin vd., 1999). Ayni zamanda, RNA/DNA orani, kiyisal
osinografik siireglerle (6rnegin upwelling) bentik kayalik kiy1 ekosistemleri arasindaki siki
baglantilar1 gostermek amaciyla “nutrient verimlilik” modellerini test etmek igin de
kullanilmaktadir (Dahlhoff, 2004). Giivenilir ve dogru besinsel kondisyon ve biiylime
indeksleri i¢in yapilan aragtirmalar stirekli gelistirilmektedir. Son yapilan ¢ogu
arastirmanin objesi biyokimyasal araclar olup, bunlarin basinda niikleik asit indeksleri
gelmektedir. Ozellikle 1990°dan sonra baslica RNA/DNA oram gibi niikleik asit
indekslerini ele alan makalelerin sayisinda bir hayli artig vardir.

Larvalar ve kopepodlar gibi kiiclik denizel organizmalarda, bireysel diizeyde 6l¢lime
olanak saglayan florometrik tekniklerin uygulanmasiyla ilgili analitik metotlarin
hassasiyeti 6nemli Ol¢lide artmistir. Bunlar 6zellikle RNA/DNA oraninin daha fazla
kullanildigr bu tiir indekslerin bulundugu ordolar (takimlar) arasinda yer almaktadir
(Buckley, 1984; Robinson ve Ware, 1988).

Chicharo ve Chicharo (2008) deniz ekolojisinde en sik kullanilan niikleik asit

indekslerini su sekilde karakterize etmistir:
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= Organizma seviyesinde indeksler; RNA/DNA oranlari, DNA/kuru agirlik ve
RNA/protein.
= Populasyon seviyesinde; biiylime orani, agligin etkisi ve buna bagli caligmalar.
» Kommunite seviyesinde; besinsel etkilesimler, ekserji (kullanilabilir enerji)
indeksleri ve prey tanimlama
Biitiin bu indekslerin avantajlar1 ve sinirlayici taraflari vardir (Chicharo ve Chicharo,
2008). Giiniimiizde, denizel organizmalarin kondisyonunu belirlemede en yaygin
kullanilan biyokimyasal indeks RNA/DNA orani1 olup, belirli bir ¢evresel kosul altinda bir
eko-fizyolojik aktivite (biiylime, iireme, salgi vs.) indeksidir (Lucas ve Beninger, 1985).
Bu indeks hiicrenin sentetik kapasitesini verir ve genellikle canlinin besinsel durumuyla
korelasyon gostermektedir (Buckley vd., 1999). RNA/DNA orani, baslica genetik bilginin
tagiyicist olan DNA’nin, tiirlin somatik hiicreleri igerisinde degisen ¢evresel sartlar altinda
miktar olarak stabil yada sabitken, RNA miktarinin dogrudan protein senteziyle ilgili
oldugu ve yas, hayat evresi, organizma biiyiikliigli, hastalik durumu ve degisen ¢evresel
sartlara gore degistigi varsayimima dayanmaktadir (Bulow, 1970). Bu yiizden iyi
durumdaki organizma zayif durumdaki organizmaya kiyasla daha yliksek RNA/DNA
oranina sahip olma egilimindedir (Bulow, 1987; Robinson ve Ware, 1988). RNA:DNA
oranlari; fitoplankton (Dortch vd., 1983), zooplankton (Ikeda vd., 2007), balik larvalari
(Caldarone vd., 2003), juvenil ve yetiskin baliklar (Bulow, 1970; Thorpe vd., 1982),
bivalveler (Chicharo vd., 2001;), cephalopodlar (Sykes vd., 2004) ve kabuklu su {iriinleri
(Chicharo vd., 2007) gibi genis bir araliktaki deniz organizmalarinda kullanilmaktadir.
RNA/DNA orani biitiin bu canlilarda besinsel durumu ortaya koymakta ve canlilarin
bulundugu ortamdaki fizyolojik durumlarini izlemede faydali olabilmektedir(Chicharo ve
Chicharo, 2008)

Bazi1 calismalar, kullanilan tekniklerin esasi bakimindan RNA/DNA oranlarinin
kullanimina dikkat edilmesi gerektigini savunmustur (Grémare ve Vétion, 1994). Bununla
birlikte, Caldarone vd. (2006)’nin larvalar ve juvenil baliklarda RNA/DNA oranlarinin
Ol¢iimiinde kullanilan dort spektroflorometrik protokoliin interkalibrasyon calismasi,
standart egrilerle oran egimlerinin olusturuldugu taktirde bu problemin de ¢dziilebilecegini
gostermistir. Bu sayede farkli spektroflorometrik metotlar1 kullanan laboratuarlar arasinda
RNA:DNA orani degerlerinin karsilastirilabilirligi ve interkalibrasyonu kolaylasacaktir.
Ustelik Berdalet vd. (2005ab) tespit stmirt DNA icin 1 ng gibi oldukea diisiik seviyeleri
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belirleyebilen detayli ve net bir protokol ortaya koymustur ve bu protokol mikroalgler ve
denizel metazoanlarda da kullanilabilmektedir.

Diger arastirmacilar ise baliklarda yasa bagli olarak RNA/DNA oranlarinin
degisecegini tartismislardir. Yasa bagli olan bu sorundan kurtulmak i¢in, RNA igeriginden
gelen bir “rezidual based” indeksin kullanilmasi ve allometrik etki biiyilikligiini [In
(standart boy) daki In (RNA+1) in basit regresyonu] ortadan kaldirmak i¢in standart boy
yada kuru agirlik gibi bagimsiz bir degiskenin kullanilmasi tavsiye edilebilir (Chicharo vd.,
1998; Suthers, 1996).

RNA/DNA oram1 bazi balik larvalarinda giin i¢inde degisim goOstermektedir.
Ornekleme yapilirken bu farklihginda dikkate almmasi gerekmektedir (Chicharo ve
Chicharo 2008). Sardina pilchardus tiirtinde, Chicharo vd. (1998) alacakaranlikta ve
aksamin erken saatlerinde RNA/DNA degerlerinin 6nemli dlgiide yiiksek oldugunu ortaya
koymustur. Rooker ve Holt (1996) ‘ta Sciaenops ocellatus larvalarinin da RNA/DNA
oranlarinin giin i¢i farkliliklar gosterdigini bulmustur. Bu durum canlinin endojen
ritminden kaynaklanabilir. Ornegin, aydinlik/karanlik rejimi ile uyarilan endokrin
aktiviteki yirmidort saatlik periyotlar, belli saatler siiresinde balik larvalarindaki RNA
konsantrasyonunu arttirmaktadir (Chicharo vd., 1998). Benzer giinliik patern bivalvelerde
de(Ruditapes decussatus ve Cerastoderma edule) gozlenmistir (Chicharo vd., 2001). Bu
problemin iistesinden gelmek i¢in, organizmalarin giiniin ayn1 periyodunda toplanmast
gerekmektedir.

Niikleik aside dayali indekslerde cinsiyetin etkisinin de dikkate alinmasi gerekir.
Chicharo vd. (2007) balik (Pomatoschistus microps), kabuklu (Crangon crangon) ve
bivalve (Ruditapes decussatus) tiirlerinin erkek ve disi bireyleri arasinda RNA/DNA
oranlarindaki farkliliklar1 ve niikleik asit konsantrasyonlarma bagh diger indeksleri
hesaplamay1 amacladigr calismalarinda bu durumu ortaya koymuslardir. S6z konusu
calismada, bu ¢ tiirlin yumurtlama sezonunda erkek ve disileri arasinda niikleik asit
konsantrasyonlarina dayali indekslerinde 6nemli farkliliklar belirlenmistir. Disilerde birim
kuru agirlik basina daha yiiksek RNA miktari, erkeklerde ise birim kuru agirlik basina daha
yiksek DNA miktar1 bulunmasindan dolayi, disi bireylerin RNA:DNA oranlar
erkeklerinkinden daha yiiksek ¢ikmistir. Seksiiel dimorfizm, erkekler ve disiler arasindaki
fizyolojik ve davramig farkliliklar1 bu sonuglar konusunda agiklayici olabilir. Eger

sonuglarin elde edildigi Ornekteki cinsiyet oranit s6z konusu Ornegi temsil etmiyorsa
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niikleik asit konsantrasyonlarindaki cinsiyetin etkisinden dolayr sonuglar sapma
gosterebilecegi i¢in ergin organizmalarin RNA/DNA oranlar1 dikkatle yorumlanmalidir.
Sayet erkekler alinan Ornekte asir1 temsil olusturuyor ve asirt oldugu tahmin ediliyorsa
yada disiler asir1 bir temsil olusturuyorsa, RNA:DNA oranlar1 yanlis degerlendirilebilir
(Chicharo ve Chicharo, 2008).

Farkli dokular yada viicut kisimlar1 farkli RNA yada DNAdoku iliskilerine sahip
olabileceginden niikleik asit konsantrasyonlarini yada oranlarini belirlemek amaciyla farkli
doku tiirleri secilirken Ozel dikkat gosterilmesi gerekmektedir (Houlihan vd., 1988).
RNA/DNA oranlarina dayanan bazi rutin larval kondisyon caligmalarinda, ileri yastaki
canlilar veya beslenme analizlerinde canlinin bas kisimlari ve/veya sindirim sistemiyle
ilgili kisimlar1 atilir (Chicharo ve Chicharo, 2008). Bu prosediiriin sonuglara etkisini
belirlemek i¢in 0n caligmalarin yapilmasi gerekir (Chicharo ve Chicharo, 2008). Eger
literatiirde belirtilen calisma biitlin larva kullanilarak yapilmissa, benzer bir karsilagtirma
yapabilmek i¢in yine biitiin larvanin kullanilacak olmasina dikkat edilmelidir (Chicharo ve
Chicharo, 2008).

RNA miktarinda, dolayisiyla RNA/DNA oranindaki en yliksek degiskenlik,
yumurta keseli ve ilk beslenme asamasindaki larvalardan ziyade ileri larval asamada ortaya
cikmaktadir (Bergeron, 1997). Bu sebeple aynmi arasgtirmact DNA/Kuru agirliga (KA)
dayanan bir alternatif ileri siirmiis, bu oranin s6z konusu larval sathalarda acliga kars1 daha
hassas ve daha stabil oldugunu bildirmistir. Bu paternin tutarliligi, beslenmeyle dokularin
ve Ozellikle beyaz kaslarin ribozomal RNA miktarindaki diizenli veri bulgulariyla kuvvetli
bir sekilde desteklenmektedir (Chicharo ve Chicharo, 2008). Acglik sirasinda DNA
konsantrasyonu stabilitesini siirdiiriitken hiicre agirligir azaldigr i¢in diger niikleik asitle
tiiretilen indekslerden DNA/KA (Bergeron, 1997) ve DNA/Karbon (Bergeron, 2000)’da
besinsel duruma yonelik hassastir (Chicharo ve Chicharo, 2008). Bu DNA indeksi,
kondisyon azaldik¢a artmaktadir, clinki ayni agirliktaki dokuda daha fazla hiicre
bulunmaktadir (Chicharo ve Chicharo, 2008). Kisaca 6zetlenecek olursa, 6zellikle biiyiik
larvalarda RNA/DNA orani besinsel durumu belirlemede hassas degildir (Bergeron, 1997).

Son on yildir RNA/DNA oranlar1 yaygin olarak besinsel durum indeksi olarak,
kismen de biiylime oranmi1 tahmininde kullanilmaktadir. Ne var ki bu konuda yapilan ilk
calismalar, baz1 kopepod ve kabuklu su {iriinleri tiirlerinde (Dagg ve Littlepage, 1972;

Sutcliffe, 1965) ve ayn1 zamanda balik larvalarinda (Buckley, 1984) biiyiime oranlarinin
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RNA konsantrasyonuyla iliskili oldugunu ileri stirmiistiir (Chicharo ve Chicharo, 2008).
Denizel organizmalarda, dokudaki RNA’nin DNA’ya oran1 nihai bilylimenin giivenilir bir
tahminini ortaya koydugu ispatlanmistir. Bir hiicredeki RNA miktar1 oran bakimindan
protein sentezine gore degisirken, DNA konsantrasyonlar1 aglik durumunda bile olduk¢a
sabit kalmaktadir. Bu ylizden RNA/DNA oram1 bir hiicrenin protein sentezleme
potansiyelinin bir indikatorii yada gostergesidir (Buckley vd., 1999).

Denizel organizmalarda biiylime oranlarinin tahmininde yaygin olarak kullanilan
yalnizca birka¢ yaklagim vardir, bunlar arasinda popiilasyon grubunun (cohort) boylamsal
orneklenmesi, otolit mikro-yap1 analizi ve RNA/DNA orani yer almaktadir. Arazide (dogal
ortamda) popiilasyon grubu analizinin iistesinden gelmek cogunlukla zor bir istir, otolit
mikro-yapisinin laboratuar dl¢timleri ise ¢ok zahmetli bir tekniktir fakat her bir larvanin
bliylime ge¢misini detayli bir bicimde ortaya koyabilmektedir. Hovenkamp (1990),
otolitler ve niikleik asit oranlar1 kullanilarak elde edilen biiyiime hizlarinin larvanin
durumuyla ilgili tutarli 6l¢iimler verdigini gostermistir. Chicharo ve Chicharo (2008) ise bu
bilgiye dayanarak larval bireyin yakalandigi andaki kondisyonunun canlinin ge¢misini
belirlemeye yarayan bir 6l¢iim verecegini bildirmistir. RNA/DNA orani, canlinin bir giin
kadar kisa bir siirede olabilecegi gibi bir haftaya kadarki periyotlarda biiylime hizini
tahmin etmeye yarayabilir (Bulow, 1987). Bu kisa zaman siireci, ornekleme aninda
cevresel sartlara bagl biiylime ve yasama degiskenligini belirleme imkani saglayabilir.
Biiyiikliige bagli mortalite hipotezinde belirtildigi gibi; sayet biiylime hayatta kalmay1
etkilediyse, yasama oranlar1 zaman gectikce artmistir, hassas bireyler ve yavas gelisen
bireyler elimine olmustur (Peterson ve Wroblewski, 1984). Pepin vd. (1999)’e gore en
kiigiik bireylerin kondisyonu zayif dagilim gostermekte olup maksimum degerlere
yakindir. Ote yandan diger yazarlar, 6rnegin sardalyada oldugu gibi metamorfoza kadar
olan gelisim asamasinda dagilimin distiginii bulmuslardir (Chicharo, 1998). Farkl
tiirlerde RNA/DNA oranlar1 ve biiyliklilk dagilimi arasinda farkli iligkiler bulunmustur
(Chicharo ve Chicharo, 2008).

Ayrica, canlinin boyca biiyiimesiyle birlikte RNA/DNA oraninda genellikle bir artig
paterni kaydedilmistir (Bulow, 1987; Rooker ve Holt, 1996; Malzahn vd., 2003). Buna
ornek olarak saldalya icin erken larval saftha (Chicharo, 1998) yada hamsiler i¢in esik
larval biiyiikliiglin (4-15 mm) elde edilmesinden sonraki (Diaz vd., 2008) asimptotik

RNA/DNA orant verilebilir. Bunun tersi bir patern, balik biyiikligiiniin artmasiyla
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RNA/DNA oraninin azalmasi ise dilbalig1 juvenillerinde (Fonseca vd., 2006; Vinagre vd.,
2008) gozlenmistir. Canlinin gelisimi esnasinda niikleik asit konsantrasyonunun diismesi
Buckley ve Bulow (1987), Mathers vd. (1994) ve Buckley vd. (1999), tarafindan da tespit
edilmistir. Bu caligsmalara gore, s6z konusu durum, kiigiik baliklarda daha yiiksek
hiperplasia oranina karsilik daha biiyiik baliklarda hipertropinin daha yiiksek fraksiyonu

olusturmasindan kaynaklanmaktadir.

1.5. Calisma Kapsamindaki Tiirlerin Baz1 Biyoekolojik Ozellikleri

Karadeniz balik¢iliginin Tiirkiye’nin canli deniz kaynaklar1 igerisinde 6zel bir yeri
vardir. Karadeniz’de avlanan baliklar toplam avciligin %82’sini  olusturmaktadir.
Tiirkiye’nin Karadeniz’den avladigi hamsi (Engraulis encrasicolus), Karadeniz’deki
toplam avin biiyiik bir kismin1 olusturmaktadir. Hamsi ayni zamanda diger birgok tiirlin
(kalkan Psetta maxima, mezgit Merlangius merlangus exinus, istavrit Trachurus
mediterranus, palamut Sarda sarda, lifer Pomatamus saltator vs.) besinini olusturdugu
icin hamsi stoklarindaki artma/azalma diger tiirleri de olumlu/olumsuz yo6nde
etkilemektedir (Anonim, 2010). Benzer sekilde istavrit tiirii de Karadeniz balik¢iginin
hamsi’den sonra gelen en 6nemli kaynagidir. Karadeniz’de yasayan istavrit tiirii konusunda
birden fazla tiir bulundugu ve buna bagli olarak farkli isimlendirmelerin yapildigi
kaynaklar bulunmaktadir. Fakat bu hususta en son yapilan en kapsaml filogenetik ¢alisma
Karadeniz’de yalnizca Trachurus mediterraneus tiiriiniin yayilim gosterdigi bildirilmistir
(Bektas ve Beldiiz, 2008).

1.5.1. Hamsi (Engraulis encrasicolus)

Hamsinin yumurtlama ve beslenme alanlari, Karadeniz’in Kuzeybati bolgeleridir.
Bu bolgelerde yazin beslenen ve yumurtlayan hamsiler, kislamak i¢in daha iliman olan
Karadeniz’in Tiirkiye sahillerine go¢ ederler. Ancak son yillarda hamsi stoklarmin
ozellikle geleneksel iireme alanlarinda bazi degisimler oldugu ileri siiriilmektedir.
Niermann vd. (1994) tarafindan 1991-1992 yillarinda yapilan c¢alismada, hamsinin

kuzeybati Karadeniz’deki geleneksel yumurtlama alanlarini terk ederek giineydogu
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Karadeniz kiyilarimi yeni yumurtlama alanlari olarak sectigi tespit edilmistir. Giiney
Karadeniz’deki yumurtlama alanlarindan en 6nemlisi Sinop kiyilaridir, fakat Trabzon, Rize
ve Artvin Kiyilarinda yapilan caligmalarda da Mayis ayindan itibaren yumurta ve larva
tespit edilebilmektedir. Geleneksel yumurtlama alanlar1 olan Ukrayna kiyilarinda yapilan
ornekleme yogunluklari, Sinop kiyilarinda yapilan 6rnekleme yogunluklarina hemen
hemen yakin bir seyir izlemektedir (Bat vd., 2007).

Genel olarak hamsi yumurta ve larvalarina Sinop kiyilarinda Mayis-Eyliil aylarinda
rastlanmis olup (Satilmis, 2001; Satilmis, 2005), vertikal ¢ekimlerde en yogun yumurta ve
larva Temmuz’da bulunmus, horizantal ¢ekimlerde ise yumurta yogunluguna Temmuz’da,
larva yogunluguna ise Haziran’da rastlanmistir (Satilmis, 2005). 24 saatlik kulugka stiresi
dikkate alindiginda yumurta ile larva arasinda bir siralama olmamasi normal olarak
tanimlanabilir. Hamsilerin yumurtlama zamanlarina iligkin g¢esitli arastirmacilarin farklt
sularda bulduklar1 veriler mevcuttur. Bu verilere goére hamsilerde yumurtlama Azak
Denizi’nde Mayis, Mayis sonu ve Haziran’da baslayip Agustos’ta son bulurken,
Karadeniz’de Mayis’ta baslayip Eyliil’de, Marmara ve Akdeniz’de Nisan’da baslayip
Eyliil’de sona ermektedir.

Karadeniz pelajik tiirlerinden ekonomik olarak en 6nemlisi olan hamsi gogmen bir
balik olup yaklasik 3—4 yil yasar. Eseysel olgunluga ulagma birinci yilin sonunda olur.
Yani yumurtadan ¢ikan hamsi larvalar1 11-12 ay sonra cinsi olgunluga erisir ve yasam
boyunca iki defa dol verir. Her yumurtlama periyodunda 13.000-40.000 civarinda yumurta
birakir. Hamsi baliginda tireme genel olarak su sicakliginin 17,5-27 °C, tuzlulugun %o12—
18, pH’in 8,3-8,4 ve derinligin 5-10 m oldugu kiy1 bélgelerinde meydana gelir
(Slastenenko, 1956).

Hamsi yumurtasi elipsoid sekilli olup kapsiilii diizgiindiir. Perivitellin mesafesi
dardir. Vitelliis segmentli ve yag damlast yoktur. Yumurta i¢indeki embriyo uzun eksen
boyunca gelismeye baslar ve hem vitelliis hem de embriyo iizerinde pigmentasyon
bulunmaz. Yumurtlama Mayis-Eyliill aylar1 arasinda goriilmektedir. Yapilan bazi
calismalarda hamsi yumurtasinin uzun ekseninin 1,05-1,55 mm, kiiciik ekseninin ise 0,65—
0,80 mm arasinda degistigi bulunmustur (Dekhnik, 1973).

Hamsi larvast yumurtadan c¢ikistan vitelliis absorbsiyonunun sonuna kadar olan
embriyonik fazda iken, preanal bolge viicudun oldukga gerisindedir. Prelarva, ince uzun

olup bas hizasindan aniise kadar devam eden ovoidal bir vitelliis kesesi vardir.
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Pigmentasyon ¢ok zayiftir. Aniis geride ve total boyun 3/4’1 oraninda yer alir. Yumurtadan
yeni ¢ikan prelarvalarin boyu 2-2,5 mm arasindadir. Prelarval satha sonunda 3—4 mm’ye
ulagir. Postlarval sathada ise vitelliis absorbsiyonu bitmistir. Viicut ince uzun, bagirsak diiz
ve viicudun 3/4’{iniin biraz gerisinden disar1 agilir. G6z pigmentasyonu belirginlesmeye
baslamustir. ileri sathalarda medioventral pigmentasyona ilaveten mediolaterallerde, dorsal

ve anal ylizgeclerde pigmentasyon goriiliir. Viicudun orta kisminda hava kesesi olusmustur

(Yiiksek, 1993).

1.5.2. Istavrit (Trachurus mediterraneus)

Carrangidae familyasi’nda yer alan Trachurus genusu Tiirkiye sularinda ig tiirle
temsil edilmektedir (Whitehead vd., 1986; Fischer vd., 1987); Trachurus trachurus,
Trachurus mediterraneus ve Trachurus picturatus. Trachurus trachurus tiirii Atlantik
Okyanusunun dogusundan baglayarak Akdeniz, Karadeniz, Marmara Denizi’ni de
kapsayarak Atlantik’in batisina hatta Pasifik’in batisindan Hint Okyanusu’da kadar uzanan
bir dagilim gostermektedir. Trachurusmediterraneus ve Trachurus picturatus tiirleri ise
daha smirli bir dagilim gostermektedir. Trachurus picturatus tiiriiniin yayilim alani
Akdeniz’deki belli alanlar1 kapsamaktadir. Trachurusmediterraneus tiirii ise yalnizca
Marmara Denizi ve Karadeniz’de yayilim gostermektedir. Tiirkiye sularindaki Trachurus
tirleri lizerinde en son yapilan filogenetik calisma Karadeniz kiyilarinda yalnizca
Trachurus mediterraneus tiiriiniin yayilim gosterdigini ortaya koymus (Bektas ve Beldiiz,
2008) ve Karadeniz’de birden fazla istavrit tlirliniin bulundugu iddiasin1 ve bundan
kaynaklanan karmasay1 da ortadan kaldirmistir. Dolayisiyla tez kapsaminda ele alinan tiir
Trachurus mediterraneus’tur.

Istavrit biitiin yasamin Karadeniz’de gegiren agir1 aveiliga bagli olarak son 20 yilda
av miktar1 azalan bir tiirdiir (Anonim, 2010). Istavrit aveilik verileri son on yil ele
alindiginda dalgalanan bir seyir izledigi gériilmektedir (Tiirkiye Istatistik Kurumu TUIK,
2010). TUIK kraga ve karagdz olarak belirtilen iki ayr1 istavrit aveilik verisi bildirmesine
ragmen yukarida belirtilen tiirle ilgili yayilim alanma yonelik karmasadan dolayi bu
degerleri farkli degerlendirmek gerekebilir. Avciligin yaklasik %80’ Karadeniz
balik¢iligindan saglandigi ve istavrit avciligiyla ilgili bu degerlerin benzer oranda

Karadeniz kaynakli olabilecegi diisiiniildiigiinde ve Bektas ve Beldiiz (2008) tarafindan
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yapilan en giincel filogenetik calisma goz Oniine alindiginda bu verilerin biiyiik oranda
Trachurus mediterraneus tiirline ait olabilecegi anlasilmaktadir.

Pelajik ve go¢men bir balik olan istavritin yumurtalar1 pelajik olup bir defada
birakilmaz. Yumurtlama Mayis ayinin ikinci yarisindan Agustos aymnin ilk yarisina kadar
devam edip, ortalama yumurta verimi 65.000 civarindadir (Ivanov ve Beverton, 1985).
Yumurtalar1 kiiresel olup vitelliisii segmentlidir. Déllenen yumurtalarin 24 saat sonra ¢api
0,9-1,05 mm, yag damlasi ¢ap1 ise ortalama 0,27 mm’dir (Russell, 1976). Dekhnik (1973)
ise yumurta ¢apin1 0,73—1,00 mm, yag damlast ¢apmin 0,19—0,25 mm arasinda tespit
etmistir.

Yumurtadan yeni ¢ikmig bir larvanmin boyu 2,5 mm uzunlugundadir. En
karakteristik 6zelligi, segmentli olan vitelliisteki yag damlasinin anteriér konumlu ve
yumurta kesesinin basin 6n ucundan daha da ileride olmasidir. Prelarvalardaki
pigmentasyon, melanofor ve kahverengimsi-sar1 kromatoforlardan olusur. Baslangicta
viicut tlizerine dilizensiz olarak yayilan melanoforlar, gelismeye paralel olarak
degismektedir. Ilk once kuyruk bolgesi melanoforlari serbest hale gelir ve birkag
melanofor dorsalde ve rektum seviyesinde ventral primerdial yiizgec belirir.

Istavritlerin baslica kislama alanlar1 Kirim, Kafkasya, Anadolu kiyilarinim 1lik sulari
ile kismen Marmara Denizi’dir. Ilkbahardaki beslenme ve yumurtlama gogii, Nisan ayinin
ikinci yarisinda ve Mayis aymin basinda baslar. Istavrit siiriileri; Istanbul Bogazi’ndan
Bulgaristan ve Romanya kiyilar1 boyunca kuzeye, Kirim’dan ise kuzeybatiya dogru
hareket ederler. Kafkasya ve Anadolu’nun dogu kiyilarindaki istavrit siiriileri de Kerg
Bogaz1 aciklarina go¢ ederler. Eyliil ayindan baglayan sonbahar yolculugu Ekim-Kasim
aylarinda maksimuma c¢ikar. Besinlerini kii¢iik baliklar ve eklembacaklilar teskil eder

(Ivanov ve Beverton, 1985).

1.6. Onceki Cahsmalar

Deniz baliklar1 larvalarinin beslenme kondisyonunu belirlemeye yonelik yapilan ve
bu amagla giivenilirligi ispatlanmig olan niikleik asitleri (toplam RNA ve DNA) temel alan
calismalar son yillarda artis gdstermektedir (Chicharo ve Chicharo, 2008). Ozellikle pelajik
balik stoklarini teskil eden tiirlerin erken donem beslenme durumuna yonelik ekonomik

oneme sahip Atlantik ve Pasifik tiirlerinin yan1 sira Baltik Denizi’ndeki bazi tiirlere yonelik
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caligmalar yapilmistir. Deniz baliklar1 larvalarinin  hayatta kalabilmesi ig¢in kritik
RNA/DNA degeri tire oOzgidiir. Kritik RNA/DNA degeri aghik kriteri olarak
kullanilmaktadir, bu degerin altinda kalan bireylerin ilerleyen siireclerde yasama sansi
olmazken, s6z konusu degerin iizerindeki larvalar beslenme yoniinde olumlu olarak
degerlendirilmektedir. Yapilan c¢alismalarin bazilar1 yalnizca laboratuarda yapilan
denemelerden ya da yalnizca saha calismasiyla dogadaki larvalarin acglik durumunu
inceleyen aragtirmalar1 kapsarken bazi calismalar ise hem laboratuar c¢alismasinda elde
edilen verileri hem de bu verilerin saha ¢alismasinda denizden toplanan larvalar agisindan
degerlendirilmesini iceren kapsamli ¢alismalardir. Ornegin, Kono vd. (2003) Japon hamsisi
(Engraulis japonicus) larvalarinin ilk beslenme donemindeki beslenme durumlarinin
teshisi icin RNA/DNA oranin1 kullanmiglardir. Bu arastirmacilar ayn1 zamanda a¢ kalan
bireylerde geri doniisii olmayan noktay1 da tespit etmislerdir. Orneklenen larvalarina 9 giin
siireyle farkli besleme rejimleri uygulamis ve elde edilen sonuglara gére RNA/DNA
oraninin dogal stoklara uygulanabilirligini belirtmistir. Baz1 arastirmacilar ise daha once
laboratuar ¢alismalarinda elde edilmis diger arastirmacilarin sonuglarina gore denizden
ornekledikleri larvalarin aglik durumunu analiz etmislerdir. Kritik RNA/DNA oranina
yonelik  ¢izgili levrekte (Morone saxatilis; Martin  vd.,, 1985), Atlantik
morinasi/mezgiti’nde (Gadus morhua; Lough vd., 1996), sardalyalarda (Sardina
pilchardus; Chicharo 1996 ve 1997), Japon pisi baliginda (Paralichthys olivaceus; Gwak
ve Tanaka, 2001), Japon hamsisinde (Engraulis japonicus; Kono vd., 2003), Pasifik ton
baliginda (Thunnus orientalis; Tanaka vd., 2008) ¢alismalar yapilmistir.

Bu c¢alismalar incelendiginde, kritik RNA/DNA oranini, Martin vd. (1985) ¢izgili
levrekte 2,0, Lough vd. (1996) Atlantik morinas1 ve Atlantik mezgiti tiirlerinin her ikisi
icin 4,1, Chicharo (1996, 1997) sardalyada 1,3, Gwak ve Tanaka (2001) Japon pisi
baliginda 1,08-5,36 araliginda, Tanaka vd. (2008) Pasifik ton baliginda 1,5-3,0 araliginda
tespit etmiglerdir. Kono vd. (2003) ise Japon hamsisinde farkli sicakliklarda yaptiklari
calismada sonuglar1 degerlendirirken kritik RNA/DNA oranina yonelik belirgin bir deger
vermekten kagimmustir. Fakat bu calismanin grafikleri detayli incelendiginde Japon
hamsisinde ilk giin a¢ birakilan larvalarin kritik agamaya girdigi gortiliirken bu noktadaki
kritik oran yaklasik 1,0 civarinda oldugu saptanabilmektedir. Yine bu caligma igerisinde

proteine bagli “0” biiyiime, geri doniisii olmayan nokta detayli olarak tartisilmistir.
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Laboratuar ortaminda yapilan bu denemelerle elde edilen kritik RNA/DNA oranina
gbre denizde yakalanan larvalarin yakalandigi andaki aclik durumu karsilastirilarak aglik
durumunda olan larvalarin % oranini belirlemeye yonelik caligmalar da rapor edilmistir.
Clemmesen ve Doan (1996) hamsi baliginda (Engraulis anchoita) 5-6mm’lik biiyiiklik
grubunda a¢ bireylerin oranin1 %52.4 gibi yiiksek bir degerde bulmasina ragmen diger
biiyiiklik gruplarinda 9%0,0-1,75 arasinda bulmustur. Kimura vd. (1996) Japon
sardalyasi’nda (Sardinops melanostictus) ilk beslenme doéneminde aglik sinirindaki
bireylerin oranint %0 olarak hesaplamustir. Chicharo vd. (1998) Ispanya kiyilarinda
sardalya (Sardina pilchardus) larvalarinin a¢lik durumunu daha 6nce yaptigi ¢alismalarda
tespit ettigi (Chicharo, 1996, 1997) kritik RNA/DNA oranina gore degerlendirmis ve
yetersiz beslenen bireylerin tiim larvalara oranin1 %0,0-4,8 olarak hesaplanmistir. Yine
ayni arastirmact denizden topladigi larvalarda RNA/DNA oranmin 9%0-2,5 arasinda
degisim gosterdigini belirtmistir. Yine ayni tiir tizerinde ayni arastirmacinin yapmis oldugu
diger bir ¢alismada bu orant %0,0-4,8 arasinda hesaplamistir (Chicharo vd., 2003).
RNA/DNA oranin1 Gwak ve Tanaka (2001) Japon pisi baliginda %5,5, Tanaka vd. (2008)
Pasifik Tuna baliginda %4,35-25,77 araliginda hesaplamistir. Kritik RNA/DNA orani ve
buna bagli olarak a¢ bireylerin orani tamamen tiire 6zgii oldugu ve larvanin belli biiytikliik
grubuna gore degisiklikler gosterebildigi goriilmektedir.

Niikleik asitleri temel alan diger arastirmalara kisaca deginilecek olursa; Clarke vd.
(1989) kafadanbacaklilardan miirekkep baliginda (Sepia officinalis), Mercaldo-Allen vd.
(2006) karabalikta (Tautoga onitis) RNA/DNA orani ve su sicakligina bagli biiyiimeyi
tahmin etmede bir model iizerinde ¢alismislar ve RNA/DNA oraniyla biiyliime arasinda
pozitif bir iligski oldugunu belirtmislerdir. Fonseca vd. (2006) iki dil balig: tiiri Solea solea
ve Solea senegalensis juvenillerinin biiylime farkliliklarini RNA/DNA oranlarindaki
karsilagtirmayla ortaya koymustur. H60k vd. (2008) korfez ve agik deniz habitatlarindaki
Baltik Deniz’indeki caca larvalarinin ve kopepodlarin RNA/DNA oranlar1 iizerinde
caligmiglardir. Tanaka vd. (2008) Pasifik ton baliginda, Thunnus orientalis, kuluckahanede
yetistirilen larvalar ve dogadan yakalanan larvalarda RNA/DNA oranlaryla ilgili ¢alisma
yapmigtir.
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1.7. Cahismanin Gerekc¢esi ve Amaci

Yukarida literatiir taramasinda belirtildigi gibi niikleik asitleri temel alan ¢aligmalar
larval kondisyonu belirlemede son derece giivenilir olup, son yillarda baz1 pelajik deniz
tiirlerinin larvalar lizerinde bu tiir calismalar yogunluk kazanmistir (Chicharo ve Chicharo,
2008). Karadeniz’in ekonomik pelajik tiirleriyle ilgili ihtiyoplankton sorvey caligsmalari
yapilmasina ragmen bu konuda higbir calisma rapor edilmemistir ve stoklardaki
dalgalanmalar farkl veriler ve hipotezlerle desteklenerek agiklanmaya calisilmistir.

Bu arastirma Karadeniz’in en Onemli pelajik tiirlerinden hamsi (Encraulis
encrasicolus)ve istavrit, (Trachurus meditarraneus) tizerinde yapilmistir. Bu ¢alismanin
amact 1) s6z konusu tiirlerin dogadan toplanan go6zlenmis yumurtalarinin laboratuar
sartlarinda inkiibe edilerek farkli besleme serileri olusturulmasi, yasama oranlari, kritik
aclik seviyeleri, bireysel seviyede niikleik asit (RNA/DNA) ve protein degerleri ve geri
doniisii olmayan noktanin belirlenmesi 2) dogadan bu tiirlerin larvalarinin toplanmasi ve
toplandig1 andaki besinsel kondisyonunun birinci asamada elde edilen verilerle

karsilastirarak aclik durumunun belirlenmesidir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Ornekleme Sahasi

Ornekleme sahasi olarak, yapilan 6n denemelerde yumurtalarm en yogun olarak
tespit edildigi ve laboratuara en yakin bolge olan Siirmene Camburnu Liman1 yakinindaki
alan secildi. Bu bolge, koordinatlart 40°55°04"N, 40°10°41"E olan noktayr merkez alan
Dogu-Bat1 ekseninde ve Kuzey-Giiney hattinda yaklagik 2 kmmesafeyi kapsayan, ayni
zamanda kiy1 hattina yakin alam tarayan bolge olarak secildi(Sekil 1). Ornekleme
calismas;, KTU Siirmene Deniz Bilimleri Fakiiltesine ait olan R/V YAKAMOZ adli
arastirma teknesiyle yapildi. Hamsi ve Istavrit yumurta 6rneklemesi Haziran-Agustos,
larva orneklemesi Temmuz-Eyliil aylar1 siiresince yapildi. S6z konusu bolge icerisinde
cekimler Dogu-Bat1 istikametinde ve ters istikamette yapilmis olup her ornekleme

calismasinda belirlenen siireleri agmamak {izere ortalama 6 ¢ekim yapildi.

40°55°04"N
40°10°41"E

O

Sekil 1. Bu ¢alisma kapsaminda balik yumurta ve larvalarinin toplandigi 6rnekleme sahasi.
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2.2. Yumurta ve Larvalarin Toplanmasi

Yumurta toplamak i¢in kepgenin uzunlugu 2,5 m, agiz ¢ap1 50 cm, ag goz acikligi
500 pm olarak tasarlanmistir. Larva toplamak i¢in yapilan plankton kepgesinin uzunlugu 3
m, agiz ¢apt 65 cm, ag gbéz acikligr ise 300 um. Her iki kepgenin agiz kisimlarina
denizanas1 ve benzeri biliylikk materyallerin girmesini onlemek ve kolektoriin saglikli
calismasi i¢in 1 cm goz agikliginda ag yerlestirildi. Her iki kepgenin kolektér hacmi 500
ml olarak tasarlandi.

Tirlere ait yumurta ve larvalar, yukarida ayrintilar1 belirtilen bolgeden sabah erken
saatlerde toplandi. Yumurta ve larva Orneklemeleri ayri seferlerde yapildi. Plankton
kepcesi teknenin, denizle temasindan en az etkilenen, iskele yada sancak bordasina 1 m
mesafede denize dogru sarkacak sekilde sabitlendi ve ¢ekimler yatay olarak, su ylizeyini de
kapsayacak bi¢imde 50-70 cm derinlige kadar olan su kolonunu tarayacak Olgekte
gercgeklestirildi (Sekil 2). Cekim sirasinda teknenin hizi 1-1,5 knot olarak sabitlendi, ¢cekim
siiresi yumurta Orneklemesinde en fazlalO dakika, larva Orneklemesinde ise 5 dakika
olarak siirdiiriildii. Cekim bittikten sonra kepcenin agiz kismindan kolektore kadar olan
kisim deniz suyuyla yikanarak kolektér diginda kalan yumurta ve larvalarin kolektorde
toplanmasi saglandi.

Bu asamalardan sonra, yumurta 6rneklemesi icin; kolektdrde toplanan 6rnek 1 L
hacimli tagima kabina aktarildi ve lizerine bir miktar deniz suyu ilave edilerek 6rnek
seyreltildi. Orneklerin saklandig1 tasima kaplari laboratuara ulastirilincaya kadar strafor
kutu igerisinde kapali olarak muhafaza edildi. Sefer sonunda stoklanmis 6rnekler en fazla 3
saat icerisinde laboratuara ulastirildi.

Larva orneklemesi i¢in; kolektorde toplanan materyal 300 um goz agikligindaki
filtreden siiziildiikten sonra fazla su uzaklastirildi ve i¢erisinde buz bulunan strafor kutulara
yerlestirildi. Larva ornekleri 1,5 saat icerisinde laboratuara ulastirildi, soguk 151k
aydinlatmasi ve buzlu zemin kullanilarak mikroskop altinda boy O6l¢limii i¢in fotograf
cekildi, bireysel olarak 0,5 ml hacimli steril ependorf tiipline aktarilip markalandi. Niikleik
asit analizi i¢in larvalarin ellendigi tiim islemlerde steril eldiven, ince uclu steril pipet ve
steril petriler kullanildi. Daha sonra 6rnekler -70°C’de niikleik asit analizleri yapilincaya

kadar stoklandi.
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Su seviyesi

70cm

Sekil 2. Yumurta ve larvalar denizden toplanirken uygulanan ¢ekim plani

2.2.1. Yumurtalarin Seleksiyonu

Yumurtalarin secilme islemi “Genetik Laboratuari”nda yapilmistir. Yumurtalarin
stiziilmesi i¢in her biri 9 cm ¢apinda, 22 cm uzunlugunda silindirik, 500-1500-3000um goz
acikliginda birbirine gecmeli filtre diizenekleri kullanildi (Sekil 3). 500 um goz
acikligindaki filtre ylizeyinde toplanan preperat ince uglu plastik pastdr pipeti yardimiyla
ters yikama ile petri plaginda toplandi. Yikama suyu olarak daha once 10 pm kartus filtre
ve UV’den gecirilmis steril taze deniz suyu kullanild1 (Bu steril deniz suyu ayn1 zamanda
yumurtalarin inkiibasyonu ve larvalarin biiyiitiilmesiyle ilgili yapilan tiim ¢alismada
kullanildi). Petri’de toplanan preperatin igerisindeki yiizerliligini muhafaza eden canli
yumurtalar stereo ve 151k mikroskobu altinda pipump ile silikon hortumla baglantili ince
uclu cam pipet yardimiyla sifonlanarak ayrildi. Yumurtalarin tiir ayriminda Arim (1957),
Dekhnik (1973), Russell (1976), Moser (1983), Yiiksek ve Giicii (1994), Mater ve Coker
(2002) ve Coker’in (2003) belirledikleri sistematik tanimlamalar kullanildi.

2.2.2. Yumurtalarn Inkiibasyonu

Yumurtalarin  inkiibasyonu ve denemeler Plankton Uretim Laboratuarinda
yapilmistir. Inkiibasyon icin 1 L hacimli cam beherler kullanildi, yumurta stoklama
yogunlugu 2000 adet/L olarak tutuldu. Inkiibasyon esnasinda havalandirma islemi, ¢ok
ince hava veren ve larvalarda herhangi bir probleme sebep olmayan 6zel “ahsap” tipi ve
deniz suyuna dayanikli havalandirma aparatlar1 kullanildi. Laboratuardaki deneysel

calisma sicakliginin kontrolii klima yardimiyla yapildi. Sicaklik dogrulamas igin, yeterli
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miktarda deniz suyu ile dolu behere yerlestirilen dijital termometre siirekli ayni1 ortamda
acik tutularak takip edildi. Aydinlatma i¢in 2000 liiks 151k siddetinde ve giin 15181na esdeger
1518a sahip 6zel tip fliioresan lamba kullanildi. Isik kaynagi su yiizeyinden 60 cm yukarida
olacak sekilde sabitlendi. Aydinlatma periyodu dogal mevsimsel sartlara uygun olarak
gercek zamanli otomatik zamanlayici (LegrandTimer Systems, Germany) kullanilarak

ayarlandu.

Pastor pipeti ile
ters yikama

Yumurta ve

larvanin petride
S toplanmast
p
Sekil 3. Yumurta ve larva siizme diizenegi
2.2.3. Goz Pigmentasyonu ve Agzin A¢ilmasi
Yumurtalardan 20 adedi gozde pigmentasyon olusumunu tespit etmek amaciyla 40
ml hacimli petri plagina tutuldu. Iki farkli sicaklikta (21°C ve 25°C) tutulan larvalarda

pigment olusumu kaydedilinceye kadar saatlik ve dakikalik araliklarla mikroskopta

fotograflar ¢ekildi.
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2.3. Larvalara Verilen Canl Yemler ve Uretimi

Larvalarin beslenmesinde “Stip” olarak tanimlanan ve larvalarin rahatlikla
alabilecegi uygun biyiiklikteki rotifer (Brachionus rotundiformis) hatti kullanildi.
Rotiferin beslenmesi icin yaygin mikroalg tiirii olan ve rotifer beslemede en yaygin
kullanilan Nannochloropsis occulata tiirii kullanildi. Mikroalgler 3 L ve 5 L hacimli cam
kavanozlara ekilerek tiretimi yapildi. Mikroalg iiretim ve zenginlestirme i¢in ortam suyuna
ticari vitamin karistmi (Iml/L) ve siv1 selco besiyeri (1ml/L) ilave edildi. Uretim parti
kiltirii seklinde yapildi ve yeterli konsantrasyona ulasan mikroalg kiiltiiriinden hasat
yapild1 ve giinde 2-3 kez rotiferlere verildi. Buna ilaveten, rotifer beslemede konsantre
edilmis ticari mikroalglerde (6-7x10”) kullanildi. Konsantre mikroalg kullanim ania kadar
-20°C’de muhafaza edildi ve seyreltme uygulanarak uygun konsantrasyonda rotifer
kiltliriine verildi. Rotifer kiiltiirti, 1 L ve 5 L hacimli erlenmayerler icerisinde, parti kiiltiirti

teknigiyle yapildi1 (URL-1, 2011).

2.4. Larvalarin Stoklandigi1 Ortam ve Besleme

Larvalar, mikroskop altina rahatca sigabilen ve bdylece larvayr mikroskop altinda
inceleyerek toplamaya olanak saglayan 80 ml hacimli plastik deneme kaplarina transfer
edildi ve havalandirma uygulanmadi. Deneme kaplar1 beyaz zeminli, etrafi siyah renkli
olarak (Sekil 4) dizayn edildi (Naas, 1996; Planas ve Cunha, 1999). Larva yetistirme
suyuna, Yandi ve Altinok (2011) tarafindan bildirilen litredeki deniz suyuna 60-80 pl/L
konsantrasyonunda tavuk yumurtast beyazi (TYB) ilave edildi. TYB uygulamasi
inkiibasyon esnasinda ve ¢ikistan sonra 3 giin boyunca tiim larvalara uygulandi. Rotiferler
larvalara verilmeden 6nce 50 um goz acgikligina sahip plankton kepgesinden siiziildii ve
taze steril deniz suyuyla 3-4 kez yikandi. Daha sonra sayimi yapilan yogun rotifer
kitlesinden gilinde en az ortamda 15 adet/ml yogunluk saglanacak sekilde verildi. Ayrica
hem rotiferin beslenebilmesi hem de ortama dogal goriiniim kazandirmak amaciyla (yesil
su teknigi) yetistirme ortamina uygun yogunlukta mikroalg (3-5x10° hiicre/ml) eklendi.
Larvalarin tutuldugu kaplardaki 6li larva, rotifer ve mikroalg atiklart mikroskop altinda

giinliik olarak cam pipetle sifonlanarak ortamdan uzaklastirildi.
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Zamanlayici

Sekil 4. Larvalarin stoklandig1 deneme dizayni

2.5. Plankton Cekimleri ve Denizdeki Fizikokimyasal Parametreler

Larvalarin toplandig1 anda es zamanli olarak fitoplankton ve zooplankton ¢ekimleri
yapildi. Fitoplankton 6rneklemesinde; deniz yiizeyinden ve 50 cm derinlikten Niskin tipi
nansen sisesi (Hydro-Bios model 436-305, Kiel-Holtenau, Germany) ile 1 L 6rnek alindi,
iizerine nihai konsantrasyon%35 olacak oOl¢lideformaldehit ilave edildi ve fluoresan
mikroskop altinda tiir teshisi ve sayimi yapildi. Zooplankton ¢ekimlerinde; agiz ¢cap1 50
cm, goz agikligi 200 um olan plankton kepgesi kullanildi. Zooplankton kepgesinin agiz
kismina flowmetre (Hydro-Bios model 438-115, Kiel-Holtenau, Germany) monte edildi.

Kepgeden siiziilen su hacmi agagidaki formiille hesaplandi (Flowmetre manual).

Siiziilen su hacmi (Litre) = FTS x 0.3 x A(m?) x 1000
FTS: Flowmetrede okunan tur sayisi

A(m?): Kepge agiz kismimin yiizey alani (7772)

Zooplankton ¢ekimi ylizeyden horizantal olarak 0,5 knot hizda 5 dk siireyle yapildu.
Siiziilen 6rneklere %10 tamponlanmis formaldehit ilave dilerek laboratuar ¢alismalari igin
saklandi. Plankton tir ayrim ve sayimlari Plankton Laboratuarinda yapildi. Larva

ornekleme alanlarindaki sicaklik, oksijen, tuzluluk, pH ve bulaniklik gibi suyun temel
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fiziko-kimyasal parametreleri CTD prob (Idronaut, Ocean Seven; Via Monte Amiata,
Brugherio, Italy) kullanilarak olciildi. CTD prob ile yilizey kismin (0-10 m) fiziko-

kimyasal parametreler belirlendi.

2.6. Deneme Serilerinin Dizaym

Bes farkli besleme stratejisinin uygulandigi deneme diizeneginde, acliga toleransin
belirlenmesi amaciyla ilk besleme giinii; larvalarda géz pigmentasyonunun belirginlesmesi
ve agzin agilmasi referans alinarak belirlendi ve asagidaki bigimde tasarlandi (Sekil 5);

1. Ik beslenme giiniinden itibaren besleme (Siirekli besleme, Sb)

2. 11k beslenme giiniinden sonra bir giin a¢ biraktiktan sonra besleme (1A)
3. 11k beslenme giiniinden sonra iki giin a¢ biraktiktan sonra besleme (2A)
4. 11k beslenme giiniinden sonra ii¢ giin a¢ biraktiktan sonra besleme (3A)

5.Tamamen ag¢ birakma (Ta): Bu serideki larvalar tamami Oliinceye kadar ag

birakildi.
Seriler —|——» Sh 1A 2A 3A Ta
—
Ginlik -+ 100+50(2) 100+50(2) 100+50(2) 100+50(2) 100+50(2)
yasama orani 3 paralel 3 paralel 3 paralel 3 paralel 3 paralel
— — — —
Notokord
O Kkl . >300 adet >250 adet >200 adet >150 adet >200 adet
rneKkiemesi
— — — —
RNA/DNA
Omeklemesi ] >300 adet >250 adet >200 adet >150 adet >200 adet

Sekil 5. Deneme serileri

Dibe ¢oken veya Olen larvalar pipetle giinliik olarak alinarak kaydedildi, olusan
organik atiklar her giin dipten sifonlanarak uzaklastirildi ve suyun 1/3 ‘i filtrelenmis ve UV

sterilizasyonu uygulanmis taze deniz suyu ile yenilendi. Serilerdeki yasama oranlar1 24
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saat araliklarla belirlendi. Notokord uzunlugunun belirlenmesi amaciyla 24 saat araliklarla
her bir seriden yeterli sayida canli birey sifonlanarak alindi1 ve tamponlanmis formaldehit
cozeltisinde stoklandi. Niikleik asit analizi i¢in her bir seriden 24 saat araliklarla 8-15 adet
canli birey sifonlanarak alindi ve ependorf tiiplerine bireysel olarak transfer edildi,

markaland1 analizler yapilincaya kadar -70°C’de stoklandi.

2.7. Giinliik Yasama Oram

Yagama oraninin belirlenmesi amactyla, 100’er adet bir seri ve 50’ser adet iki seriye
1 giinliik larva sifonlanarak 80 ml hacimli deneme kaplarina transfer edildi. Boylece
toplamda ii¢ paralel olusturuldu (Sekil 5). Bu sekilde olusturulan serilerde goz
pigmentasyonu ve agzin agildigr glinden itibaren 24 saat araliklarla 6l larvalar mikroskop
altinda sayilarak toplandi. Hayatta kalan bireyler toplam birey sayisina oranlanarak giinliik

yasama oranlar1 belirlendi.

2.8. NotokordUzunlugu

Notokord uzunlugunun belirlenmesi amaciyla 24 saat araliklarla her bir seriden 10-
15 adet canli birey sifonlanarak alindi ve anestezi uygulandi (%4’liikk Benzocaine
soliisyonu). Alinan bireyler 5 ml hacimli tiiplerde %10’luk tamponlanmis formaldehit
cozeltisinde stoklandi. Stereo mikroskop altinda uzunlugu net olarak belirlenmis yaklagik 1
mm uzunlugundaki ince kil materyal referans olarak alindi. Her bir larva fotografi, her
defasinda kalibrasyonu tekrar yapilarak uzunlugu belirlenmis olan referans materyalle ayni
fotograf karesinde cekildi. Daha sonra TPS-Dig (siiriim 2.12) 6l¢ek yazilim programu

kullanilarak +0,001 mm hassasiyetinde 6l¢iildii.

2.9. Niikleik Asitler ve Proteinin Fluorometrik Analizi

Her bir seriden 24 saat araliklarla alinan canli larvalar sifonlandi ve yukarida
belirtildigi gibi bireysel olarak 0,5 ml kapasiteli ependorf tiiplerine konuldu. Bu tiipler daha

sonra yapilacak niikleotit analizleri i¢in -70°C’de stokland.
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Niikleik asitlerin ekstraksiyonu Clemmensen (1993)’in protokolii modifiye edilerek
yapildi ve larvalarin ellendigi tiim islemlerde steril malzemeler ve steril eldivenler
kullanildi. Daha 6nce -70°C’de stoklanan 6rnek tiipleri ¢ikarildiktan sonra {izerine 200 pl
Tris-SDS buffer ve larvanin tamamen parcalanmasi kolaylagtirmak i¢in 2 adet steril cam
boncuk eklendi ve 15 dakika kuvvetli vorteks uygulanarak larvanin tamamen pargalanmasi
saglandi. Bu asama dahil olmak {izere niikleik asitlerin ekstraksiyonu tamamlanana kadar
tim islemler soguk ortamda (<4°C) yapildi. Tiim islem protokolii Sekil 6’daki semada
detayl1 olarak gosterilmektedir.

Niikleik asitler ve protein Floresan Fluorometre (Invitrogen Qubit™ Ver. 1.27,
Eugene, Oregon, USA) ile &lgiildii. Olgiim araligt RNA-IT ve dsDNA-HS (diisiik
seviyedeki niikleik asitlerde yiiksek hassasiyet) i¢in 5-100 ng/ml, RNA-BR ve dsDNA-BR
(normal seviyedeki niikleik asitlerde) i¢in sirasiyla 20-1000 ng/ml ve 2-1000 ng/ml, protein
icin 0,25-5 pg/ml’dir. Kontrol amagli salmon sperm DNA’si, maya RNA’s1 ve si8ir
albumini (Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Germany) TE buffer’da seyreltilerek belli
konsantrasyonlarda DNA, RNA ve protein elde ederek Qubit’le okuma yapildi ve
fluorometrenin Ol¢iim hassasiyeti test edildi. Larvanin biyiikliigline gore hassasiyet
seviyesi secildi ve buna uygun buffer, reaktif ve seyreltme uygulandi. Giinliikk proteince

biiytime oran1 Wootton (1998) tarafindan bildirilen asagidaki esitlik kullanilarak belirlendi.

Gp = 100(InW, — InW,)/t
W : larvalarin baglangic ortalama protein igerigi
W,: larvalarin 6rnekleme aninda ortalama protein igerigi

t: zaman, ornekleme zamanlar1 arasindaki giinler

2.10. Geri Doniisiit Olmayan Kritik RNA/DNA

Deniz baliklar1 larvalart metomorfuzun belli bir kismin1 tamamlayabilecek diizeyde
besin kesesine sahip olup ¢ok kisa siirede ebeveynden gelen besin kaynagi tiiketilmekte ve
besin aramaya baslamaktadir. Baligin tiirline gore besin kesesinin tiiketimi ve ilk beslenme
zamani degismektedir. Ayn1 zamanda bu donem c¢ok kritik olup yeterli besinin olmadigi
durumda asir1 Oliimle sonuglanabilmektedir. Yukarida belirtilen bes farkli deneme ile

yapilan giinliik 6rnekleme ile stoklanmis olan bireylerin toplam protein, RNA/DNA, total
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boy ve notokord uzunlugu belirlendi. Ayn1 zamanda bu bes denemede elde edilen giinliik
yasama orant ile diger sonugclar istatistiksel olarak karsilagtirilarak RNA/DNA oranina gore
geri doniisii olmayan nokta (GDON) ve kritik esik araligi (KEA) ortaya konuldu. GDON,
belirli siire a¢ kalan veya besine ulasamayan larvalarin tilkenme noktasina geldigi ve
ortamda besin olsa bile bu besini alabilecek fiziksel kondisyonu kaybetmis, hayata tekrar
tutunma sanst olmayan bireylerin durumudur (Kono vd., 2003). KEA terimi bu ¢aligsmada,
beslenme acisindan kritik asamaya girmis fakat ortamdaki besin kompozisyonu ve larvanin
bu besine bireysel cabasiyla ulasabilmesi agisindan sansini devam ettirebildigi durum

olarak tanimlanmustir.

2.11. Denizden Orneklenen Larvalarin Beslenme Kondisyonu

Ornekleme bolgesinden toplanan larvalarda RNA/DNA orani ve notokord uzunlugu
belirlendi. Yukarda belirtilen geri doniisii olmayan ve kritik RNA/DNA orani temel
almarak orneklemelerde elde edilen bireysel RNA/DNA oranina gore dogadan toplanan
larvalarin O6rneklendigi an itibariyle % olarak ne kadarinin kritik asamada veya aclik
durumunda oldugu belirlendi. A¢lik seviyesi bakimindan kritik asamada olmayan bireyler
stoga katilim potansiyeli bakimindan olumlu olarak degerlendirildi. Ayni zamanda
plankton ¢ekimlerinden elde edilen ve dogadaki larvalarin temel besinini teskil eden
zooplankton yogunlugu ve zooplanktonun temel besini olan fitoplankton yogunluklari

belirlenerek degerlendirme yapildi.

2.12. istatistiksel Analiz ve Veri Sunumu

Gruplar ayni yastaki larvalarda ikili olarak karilastirildi, normal dagilim gdsteren ve
es varyans goOsteren veriler t-testi ile karsilastirirken normal dagilim gosterip es varyans
gostermeyen yada normal dagilmayip es varyans gostermeyen verilerde Mann-Whitney-U
testi uygulandi. Tiim istatistik analizler ve grafikler SigmaPlot (SigmaPlot 11.0, Systat
Software Inc., San Jose, CA, USA) programiyla yapildi, grafiksel sekillerde belirtilen
isaret ve sembollerden; “FY” fark olmadigimi, * p<0,05 ve ** p<0,01 6nem seviyesini

gostermektedir. Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
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Ierisinde larva bulunan 0.5 ml eppendorf tiipiine 200 pl Tris-SDS buffer
ve larvayi pargalamak i¢in 2 adet cam boncuk (@ 1mm) eklendi.
15 dakika kuvvetli vorteksle larva tamamen parcalandi

U

4°C’de 8000 x g’de 10 dakika santrifiij edildi ve protein analizi igin {ist —
fazdan 20 pl alind1 yeni tiipe transfer edildi, Fluorometrik okuma Protein i¢in

yapilincaya kadar -20 °C de stokland1

4

180 ul Fenol ve 180 ul Kloroform/izoamilalkol (24:1) eklendi 5 dakika
karistirildi

L

[ 4°C’de, 3800 x g’de 10 dakika santrifiij edildi ]

4

Niikleik asitli list faz alinarak yeni tiipe transfer edildi, tizerine 180 pl
Kloroform/izoamilalkol eklendi, 5 dakika karistirild:

4

4°C, 3800 x g 5 dakika santrifiij edildi

4 Y

Ust fazda toplanan niikleik asitli kisim (RNA ve DNA miktar1) ve daha 6nce protein igin
ayrilan kisim ¢alisma soliisyonu hazirlanip gerekli prosediir (Qubit, Manual) uygulandiktan
sonra Qubit Fluorometre’de okuma yapildi

Sekil 6. Niikleik asitlerin ekstraksiyon ve dl¢iimiinde kullanilan protokol (ekstraksiyon
kism1 Clemmesen (1994)’in protokoliinden modifiye edilmistir).



3. BULGULAR

Temmuz-Eyliil 2010 doneminde ¢alismada 6ngoriilen gbzlenmis yumurta sayisina
ulagana kadar ¢ekimler yapilmis olup bu yumurtalardan laboratuar ortaminda her iki tiir

icin 5000 adetten fazla iki giinliik larva elde edildi.

3.1. Istavrit Calismasina Ait Bulgular

Yumurta sayisi en fazla Temmuz ay1 igerisinde yapilan érneklemelerde saglandi. S6z
konusu ay icerisinde en yliksek oranda yumurta eldesi gergeklesmis olup, 21+0,2°C’de (iki
giinliik larva olarak) %59,91 kuluckalanma basarisi elde edildi.

3.1.1. Goz pigmentasyonu, Agzin A¢ilmasi ve i1k Beslenme Davramslar

Gozlenmis istavrit yumurtalar1 ortalama 0,78-0,90 mm ¢apinda olup 6rneklemeden
sonra yaklasik 10-15 saat sonra tamamen acilmaktadir ve tek yag damlacigina sahip
yumurta su yiizeyi ve yiizeye yakin bolgelerde asili kalmaktadir (Sekil 7). Istavritte goz
pigmentasyonu yumurtadan ¢ikistan sonra 54—70 saat arasinda gerceklesmektedir. Bu siire
sicakliga bagh olarak degisebilmektedir; 25-26°C’de yaklasik 52-56 saat arasinda gozler
pigmentasyon kazanirken, 21-22°C’de bu siire 70 saate kadar cikabilmektedir (Sekil 8).
Agzin agilmasi ve fonksiyonel beslenme ise inkiibasyondan sonra figiincii gilinde
gerceklesmektedir. Istavrit larvalarmin ¢ikistan hemen sonra yiizeyde toplanmalari
muhtemelen tek yag damlali besin kesesinin fiziksel hacminin iriligi ve bu sebeple
yiizerliliginin fazla olmasindan kaynaklanmaktadir. Yiizeyde 20-28 saat siireyle kalan
larvalar daha sonra dip kisma inmektedir ve burada, ¢ok aktif hareket etmeksizin besin
kesesini tiiketip g6z pigmentasyonu ve agzin acilma asamasina gelene kadar
kalmaktadirlar. On galismalarda, larvalarda en yiiksek 6liim oranlar1 yiizeyde toplandiklar
ilk asamalarda kaydedilmistir; dipte toplanan larvalardan bazilar1 ylizeye ani ¢ikis hareketi
sonucu su yiizeyine yapistigr belirlenmistir. Ayrica, larvalarin basta suyun yiizey film

tabakasina, dip kisma ve kenarlarayapismasindan kaynaklanan kayiplar kaydedilmistir.
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Bu kayiplar1 onlemek i¢in daha once belirtilen oranlarda (60-80 pl/L) oraninda TYB

uygulamasi yapilmistir.

Sekil 7. Istavrit yumurtalarin ilk agilma an

Larvalar ilk beslenmeye basladiktan sonra, yag damlasi tamamen kayboluncaya
kadar zaman zaman ters pozisyonda yiizmektedir. Fakat bu ters pozisyon yalnizca larvanin
aktif olmadig1 anlarda goriilmekte olup larva canli besine atak yaparken ergin bireyler gibi
normal konuma gecebilmektedir. Larvalar kuyruk hareketiyle yumurta kabugunu
parcalayarak cikmaktadir. Notokordda meydana gelen en belirgin deformasyon kuyruk
kismanda goriilmektedir. Bu durum larvanin yumurta kabugunu kuyruk hareketiyle
acmaya c¢alismasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Larvalar zooplanktonu
yakalamak i¢in kuyruk kismindan destek almaktadir, kuyrukta deformasyonu olan bireyler
bu yiizden normal bireylerin kuyrugu yay gibi kivirarak besine atak yapma avantajindan
yoksun kalmaktadir. Notokordanormalligi goriilen bireylerin devam eden siirecte bu
ylizden besin alamadigi ve 6ldiigii kaydedilmistir. Deneme serilerinde bu tip anormallik

belirlenen larvalar kullanilmamustir.
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Yumurtadan ilk ¢ikista, yag damlasi bas kismin daha ilerisinde konumlanmustir.
Devam eden siiregte yag damlasi yavas yavas geriye ¢ekilerek bas kismin daha gerisinde
konumlanmaktadir. Inkiibasyonu takiben 70. saatte géz pigmentasyonu ve agzin agilma
asamast tamamlandiginda pektoral yilizgeclerde belirginlesmeye baglamaktadir. Fakat
viicutta melanafor olusumu heniiz belirginlesmemistir. Agiz ¢apt 200-350 um arasinda
degismektedir. Aniis kismi heniiz agilmamistir. Bu asamada uzun tiip seklinde olan
sindirim kanal1 besinci giinden itibaren kivrilmaya baslamaktadir. Larvalarin aniis kismi

dordiincii giinde agilmaktadir (Sekil 8).

Sekil 8. Larvalarin ¢ikistan sonraki zamana bagli gelisimi. Cikistan 24-26 saat sonra (a),
26-28 saat sonra (b), 28-30 saat sonra (c), 32-34 saat sonra (d), 45-47 saat sonra
(e), 54 ve 62 saat arasinda gozde pigmentasyonun gerceklestigi an (f)

Melanafor yapilarininolusumu inkiibasyondan sonra yedinci glinde kaydedilmistir

(Sekil 9).Beslenmeyle birlikte notokordboyu uzarken goz capi da belirgin bir sekilde
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genislemektedir. G6z pigmentasyonunun olustugu asamada ortalama 0,13 mm civarinda

olan gbz cap1 yedinci giinde ortalama 0,160+0,005 mm uzunluga ulasmaktadir.

Sekil 9. Aktif beslenmeye gegcmis olan istavrit larvalari. A, B, C sirastyla besinci,
altinc1 ve yedinci giinler (Resimler, larvalar aktif halde iken ¢ekilmistir)

Larvalar inkiibasyondan sonra onuncu ginde 3,2 mm’in {izerinde
notokorduzunluguna erismekte ve son derece aktif planktonik beslenme davranist

gosterdigi gozlenmistir (Sekil 10). Besine atak yaparken kuyruk kismi yarim “S” seklinde
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kivrilmakta ve bu sekilde kuyruktan aldigi destekle ileri sigrayarak hareketli rotiferi
yakalamaktadir.

Inkiibasyondan sonra onuncu giinde melanaforlar iyice belirginlesmeye ve say1
bakimindan da artmaya baslamaktadir. Bu asamada larvalar olduk¢a aktif beslenme
davranislar1 gostermektedir. Yine onuncu giinde pektoral ylizge¢ 1sinlar1 ve gozler daha

belirgin hale gelirken, diger ylizgecler hala belirginlesmemektedir.

Sekil 10. 10 giinliik istavrit larvasi

3.1.2. Achga Tolerans ve Yasama Oram

Tamamen ag¢ birakilan grupta sekizinci giin tiim larvalar 61dii, buna karsilik stirekli
beslenen grupta %61 yasama orani kaydedilirken, bir giin, iki giin ve ii¢ giin gecikmeli
beslenen gruplarda sirasiyla ortalama %30, %12 ve %6 yasama oranlari kaydedildi. Tlk
dort giin a¢ birakilan grupta sekizinci glin canli larva kalmadi (Sekil 11). Yasama
oranlarina gore agzin agilma sathasindan sonra {i¢ giin igerisinde besin bulamayan istavrit

larvalar kritik aclik esigine ulasmakta ve GDON bu asamada gergeklesmektedir.
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Sekil 11. Deneme serilerindeki yasama oranlari. Siirekli beslenen (Sb), ilk birinci
giin a¢ birakilan (1A), ilk iki giin a¢ birakilan (2A), ilk {i¢ gilin a¢
birakilan (3A) ve tamamen ag¢ birakilan (Ta) gruplar. Her deneme grubu
ti¢ tekerriirlii ve her bir tekerriirde ortalama 50 adet larva kullanilmis ve
tekerriirlerin ortalamasi alinmistir

3.1.3. NotokordBoyu

Yeni inkiibe olmus larvalarda notokorduzunlugu 2,27+0,04 mm, g6z
pigmentasyonunun gerceklestigi liclincli glinde 2,35+0,08 olarak o6l¢iilmiis, dokuzuncu
giinde siirekli beslenen grupta 3,57+0,21 mm uzunluga ulagmistir. Siirekli a¢ birakilan
grupta ise altinci giinde 1,93+0,12 mm uzunluga diismistiir (Sekil 12). Geciktirmeli
beslenen gruplarda notokorduzunluklari siirekli beslenen gruptakilere kiyasla &nemli

farkliliklar gostermektedir (p<0,05, Student t-testi).



40

4,0 4,0

—OS— Tamamen ag birakilan grup —©— Tamamen ag birakilan grup
—@— Siirekli beslenen grup —@— Ik 1 glin ag birakilan grup
3,5 4 3,5 -
a b
3,0 3,0
*%
FY . i

251 254

2,0 4 2,0
—
£
~ 1,5 T T T T T T T T T T 15 T T T T T T T T
g. 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7 8
o
m 40 40
.E —OS— Tamamen ag birakilan grup —O6— Tamamen ag birakilan grup
% —@— Ik 2 giin ag birakilan grup —@— Ik 3 giin ag birakilan grup
-
o 3,5 3,5
z c d

3,0 o 3,0 4

* *%

2,5 A Y 2,5 FY *

2,0 4 2,0 M\W

1,5 T T T T T T T T 15 T T T T T T T T

0 1 2 3 4 5 6 7 8 0 1 2 3 4 5 6 7 8

Go6z pigmentasyonu ve agzin agildigi andan itibaren giin

Sekil 12. Istavrit larvalarinda kaydedilen notokord uzunluklari. Siirekli beslenen (a), bir
giin geciktirilerek beslenen (b), iki giin geciktirilerek beslenen (¢) ve ii¢ giin
geciktirilerek beslenen (d) larvalarda notokordboylarindaki degisimlerin
tamamen ac birakilan larvalarla karsilastirilmast. Istatistiksel farkliliklar t-testi
ile analiz edilmistir, FY fark olmadigini, * p<0,05 ve ** p<0,01 6nem derecesini
gostermektedir (n= 8-15)

3.1.4. Biyokimyasal Indeksler

Larvalarda 0. giinde RNA/DNA orani ortalama 1,7340,19’dur. Bu oran siirekli
beslenen larvalarda dokuzuncu giinde 2,16+0,20’ye ¢ikmistir. Tamamen a¢ birakilan
gruptaki larvalarda bu oran 0. giinden itibaren asamali olarak azalarak besinci giinde
0,46+0,08’¢ kadar diigmiistiir. Ayn1 gilinde siirekli beslenen larvalar tamamen a¢ birakilan
larvalarla karsilagtirildiginda birinci giin disinda 6nemli 6lglide yiiksek degerler (t-testi ve

Mann—Whitney testi p<0,05 ve p<0,01) bulunmustur (Sekil 13).
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Sekil 13. Tamamen ag birakilan ve siirekli beslenen istavrit larvalarinda RNA/DNA
oranindaki degisimler (t-testi ve Mann Whitney testi, FY; fark yok, *
p<0,05, ** p<0,01)

Ik giin a¢ birakilan larvalar daha sonra besin verildiginde kolayca bu besini
alabildigi belirlenmistir (Sekil 14). Ilk iki giin a¢ birakilan larvalar (Sekil 15) durumu zorda
olsa toparlayabilirken ilk {i¢ giin a¢ birakilan larvalarin (Sekil 16) yalnizca birkag tanesi
rotifer alabildigi tespit edilmistir. Larvalarin besin alabildigi mikroskopta ¢ekilen
fotograflarla da dogrulanmistir. Dolayisiyla geri doniisii olmayan nokta {li¢iincii giin olarak

belirlenmistir. Bu asamadaki larvalarin RNA/DNA oran1 1,05+0,08°dir.
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Sekil 14. Tamamen ag birakilan ve 1 gii¢ geciktirilerek beslenen larvalarda

RNA/DNA oranindaki degisimler (t-testi ve Mann Whitney testi, FY;
fark yok, * p<0,05, ** p<0,01)
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Sekil 15. Tamamen ag birakilan ve iki giin geciktirilerek beslenen larvalarda

RNA/DNA oranindaki degisimler (t-testi ve Mann Whitney testi, FY;;
fark yok, * p<0,05, ** p<0,01)
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Sekil 16. Tamamen ag birakilan ve ii¢ gilin geciktirilerek beslenen larvalarda
RNA/DNA oranindaki degisimler (t-testi ve Mann Whitney testi, FY;
fark yok, * p<0,05, ** p<0,01)

Larva basma ortalama RNA miktar1 0. giinde 0,342+0,032 npg/larva iken siirekli
beslenen larvalarda dokuzuncu giinde 1,529+0,374 ng/larva degerine ulasti. Tamamen ag
birakilan larvalarda bu deger besinci giinde 0,124 + 0,016 pg/larva degerinde bulundu.
DNA miktart 0. glinde 0,199 + 0,014 pg/larva degerindeyken siirekli beslenen larvalarda
dokuzuncu giinde 0,717 + 0,067 pg/larva degerine ulasti. Tamamen ag¢ birakilan larvalarda
DNA miktar1 besinci giinde 0,198 + 0,019 pg/larva degerinde Olciilmiistiir (Sekil 17).
Siirekli beslenen larvalarin RNA miktar1 ve DNA miktari ile giin (0-9 giin aras1) arasinda

giiclii bir allometrik iliski bulunmustur (p<0,01).
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Sekil 17. Siirekli beslenen (a) ve tamamen ag birakilan (b) larvalarda RNA ve
DNA miktarindaki degisimler. Siirekli beslenen larvalarda dokuzuncu
giine kadar RNA miktar1 (R*= 0,666; p<0,01) ve DNA miktari (R*=
0,672; p<0,01) ile larva yas1 arasinda dnemli derecede allometrik bir
iliski vardir (a)
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3.1.5. Protein ve Proteince Biiyiime

Protein miktar1 0. glinde ortalama 5,148 £+ 0,516 pg/larva degerinde bulundu.
Tamamen a¢ birakilan larvalarda protein degeri siirekli azalarak dordiincii giinde ortalama
1,300 + 0,644 pg/larva degerine diistiigii belirlendi. Siirekli beslenen larvalarda dokuzuncu

giinde ortalama 28,587 + 6,060 pg/larva degerine ulastig1 belirlendi (Sekil 18).
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Sekil 18. Siirekli beslenen ve tamamen ag¢ birakilan gruplardaki protein miktarindaki
degisim (n=8-15, t-testi, ** p<0,01)

Siirekli beslenen larvalarda dokuzuncu giine kadar, tamamen a¢ birakilan larvalarda
ise dordiincii giine kadar giinde ortalama proteince biiyiime oranlar1 % olarak Tablo 1’de

verilmistir. En yliksek proteince biiyiime yedinci giinde kaydedilmistir.
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Tablo 1. Tamamen ag¢ birakilan ve siirekli beslenen larvalarda glinde ortalama
proteince % biliylime oranlart (n=8-15)

Glin Tamamen ag birakilan grup Siirekli beslenen grup
1 5,48 3,44
2 -20,76 -0,38
3 -55,79 4,06
4 -66,59 24,85
5 25,07
6 6,07
7 41,78
8 33,79
9 32,73

3.1.6. Dogadan Toplanan Larvalarda Niikleik Asitler

Denizden farkli boylarda toplam 76 adet istavrit larvasit toplanmistir. Bunlarin
yaklagik %10’ugeri doniisii olmayan noktada (GDON) ve %10’u ise kritik esik araliginda
(KEA)oldugu bulunmustur (Sekil 19).
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Sekil 19. Dogadan toplanan istavrit larvalarinin RNA/DNA oranina gore geri doniisii
olmayan noktaGDON ve kritik esik araliginda, KEA olma durumu (n=76)
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3.2. Hamsi Calismasina Ait Bulgular

Yumurta sayis1 en fazla Agustos ayi igerisinde yapilan drneklemelerde saglanmistir.
Toplanan gozlenmis yumurtalarda 21+0,2°C’de, %56,05 kulugkalanma basaristyla iki

giinliik larva elde edilmistir.

3.2.1. Goz pigmentasyonu, Agzin A¢ilmasi ve i1k Beslenme Davramslari

Denizden toplanan gozlenmis yumurtalar segilerek inkiibasyon kaplarina transfer
edildikten 8-15 saat arasinda tamami inkiibe olmaktadir. Larvalar yumurtanin uzun ¢apin
uc¢ kenar kisimlarindan kuyruk hareketiyle yumurtay: terk etmektedir, bas kismi ise en son
cikmaktadir. Yeni inkiibe olmus larvalarin notokord uzunlugu ortalama 3,25 + 0,04
mm’dir. Larvalarda g6z pigmentasyonu ve agzin acilmast 21-22°C’de 65. saatte
gerceklesmektedir. Bazi larvalar yumurtadan ¢ikmayi basaramamakta ve gelisimini (goz
pigmentasyonu) yumurta icerisinde siirdiirmektedir. Fakat bu larvalar daha sonra yumurta
kabugu icerisinde hapsolup dlmektedir (Sekil 20). Bazi larvalarda ise yumurtadan ¢ikis
esnasinda notokordda deformasyon olmakta (Sekil 21) ve deforme larvalar kisa siire sonra
O0lmektedir. Bu tip deforme larvalar deneme serilerine dahil edilmemistir. Yeni ¢ikan larva
son derece esnek olup viicudun tamami “S” seklinde kivrilabilmektedir. Larvanin hareketi
titresim  seklindedir. Larvalar yumurtadan c¢iktiktan sonra Tigiincii glinde goz
pigmentasyonu ve agzin agilma asamasi gergeklesmektedir. Larvalar ¢ogunlukta ortamin
dip kisminda konumlanmaktadir, nadiren yiizey kismina hareket goriilmektedir. Istavrit
larvalarinda oldugu gibi yilizey gerilimine bagh oliimler yaygin olmasa da ¢ok nadiren
ylizeye yapisma kaydedilmistir. Yine istavrit larvalarinda oldugu gibi ayni
konsantrasyonda TYB uygulamas1 hamsi larvalari i¢inde yapilmistir. Beslenme sirasinda
larva viicudunun tamamini esneterek kendini ileri ok gibi firlatmakta ve canli yeme atak

yapmaktadir. Aktif beslenmeye gecgen larvalar bilhassa boyca uzamaktadir.
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Sekil 20. Yumurta kabugu igerisinde hapsolan ve gelisimini burada
stirdiiren hamsi larvalari

Sekil 21. Hamsi larvalarinda kuyruk anormalligi

3.2.2. Achiga Tolerans ve Yasama Orani

Hamsi larvalarinin yasama orani istavrit larvalarina nazaran oldukca diisiik
seviyelerde bulunmustur. Tamamen ag¢ birakilan larvalarin tiimii altinci giinde 6ldi. Ag
birakilan diger deneme serilerindeki 6liim oranlar1 tamamen a¢ birakilan grupla benzer
egilim gostermekte olup yine altinci giinde tamami 61diigii icin sekil iizerinde karmasaya
yol agmamasi i¢in verilmemistir. Siirekli beslenen larvalarda altinci, yedinci ve sekizinci

giinde sirasiyla ortalama %17, %10 ve %9 olarak kaydedilmistir (Sekil 22).
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Sekil 22. Siirekli beslenen (SB) ve tamamen ag (TA) birakilan hamsi
larvalarinda yasama oranlari

3.2.3. Notokord Boyu

Ik besin alma asamasina gelmis hamsi larvalarinda ortalama notokorduzunlugu 3,40
+ 0,05 mm’tir. Besinci giinde, tamamen ag¢ birakilan larvalarda 3,12 £ 0,18 mm’ye
diiserken stirekli beslenen larvalarda 3,83 + 0,25 mm oOlgiildii. Siirekli beslenen larvalarda

notokordboyu onuncu giinde 6,46 = 0,36 mm uzunluga ulagmistir (Sekil 23).
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Sekil 23. Hamsi larvalarinda notokorduzunlugundaki degisimler (n=8-16, t-testi,
*p<0,05, **p<0,01)

3.2.4. Biyokimyasal Indeksler

Larvalarda birinci giinde RNA/DNA orani ortalama 1,59 + 0,26’dir. Tamamen ag
birakilan larvalarda siirekli azalarak dordiincii giinde 0,29 + 0,03’e diiserken ayni giin
stirekli beslenen larvalarda 1,358 + 0,15 olarak oSlgiilmiistiir. Siirekli beslenen larvalarda
RNA/DNA orani dokuzuncu giinde 1,527 + 0,146’yaulasmustir (Sekil 24). ilk giin ac
birakilan larvalarin daha sonraki giinlerde verilen besini alamadigi belirlendi ve bu durum
Oliim oranlariyla dogrulandi. Dolayisiyla hamsi larvalarinda kritik RNA/DNA degerine
agzin a¢ilma asamasindan itibaren 24 saat sonra ulasilmaktadir ve bu deger ortalama 1,022

+0,2°dir.
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Sekil 24. Tamamen ag¢ birakilan ve siirekli beslenen hamsi larvalarinda
RNA/DNA oranindaki degisimler (n=8-12, t-testi, FY fark yok,
**p<0,01)

3.2.5. Protein ve Proteince Biiyiime

Birinci giin ortalama protein miktart 5,32 + 0,85 pg/larva degerinde bulundu.
Tamamen a¢ birakilan larvalarda protein degeri siirekli olarak azalarak dordiincii giin
ortalama 1,62 + 0,40 pg/larva degerine kadar diiserken siirekli besin verilen gruptaki
larvalarda ayni giin ortalama 6,276 + 0,91 pg/larva degerine ulastig1 belirlendi. Dokuzuncu
giinde siirekli beslenen larvalarda ise protein miktar1 ortalama 24,60 + 3,16 pg/larva

degerine kadar ulastig1 bulunmustur (Sekil 25).
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Sekil 25. Siirekli beslenen ve tamamen a¢ birakilan hamsi larvalarinin protein
miktarindaki degisimler (n=6-15, t-testi, FY fark yok, **p<0,01)

Giinliik proteince biiyiime %43,45 ile en yiiksek altinci giinde kaydedildi. Ik giin

yeme adaptasyon siireci oldugu i¢in negatif bir deger bulundu fakat adaptasyonun

ilerlemesiyle degerlerde artis kaydedildi (Tablo 2).

Tablo 2. Hamsi larvalarinda glinde % proteince biiyiime (n=6-15)

Glin Tamamen ag birakilan grup Siirekli beslenen grup
-34,71 -11,33
-21,59 6,91
-62,61 21,01
33,97
43,45
34,55
13,63
18,65

O (0 [Q|N|n ||
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3.2.6. Dogadan Toplanan larvalarda Niikleik Asitler

Denizden toplam 102 adet hamsi larvasi toplanmistir ve bunlarin oransal olarak %9’ u

geri doniisii olmayan noktanin altinda, %19°u ise kritik esik araligindadir (Sekil 26).
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Sekil 26. Dogadan toplanan hamsi larvalarinin RNA/DNA oranina gore geri doniisii
olmayan nokta GDON ve kritik esik araliginda, KEA olma durumu (n=102)

3.3. Larva Ornekleme Sahasindaki Fitoplankton ve Zooplankton Yogunlugu

Temmuz ve Agustos aylarinda yapilan fitoplankton 6rneklemesinde hem kiyida hem
de 1,5 mil agiklardaki yiizey suyundaen fazla Diatom ve Dinoflagellat tiirleri bulunmustur
(Tablo3). Buna karsilik zooplanktonlardan Copepod tiirleri, Cladocera, midye larvasi ve
Gastropodlar her ay hem kiyida hem de 1,5-2 mil agiklarda bol miktarda bulunmustur
(Tablo 4).
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Tablo 3. Ornekleme sahasinda Temmuz ve Agustos aylarinda fitoplankton yogunlugu

(hiicre/L)
. Fitoplankton Yogunlugu (hiicre/L
Ay Istasyon Diatom pDinoflagellagt gD(iger ) Toplam
Kiyi 19.150 16.700 43.800 79.650
Temmuz 1,5 mil 23.600 19.200 52.500 95.300
2,0 mil 17.600 18.120 36.300 72.020
Agustos Kiy1 22.190 20.100 48.400 90.690
1,5-2 mil 41.400 24.300 40.800 106.500

Tablo 4. Ornekleme sahasinda Temmuz-Eyliil aylar1 arasinda tiirlere gére zooplankton

yogunlugu (adet/m’)
Zooplankton Tiirleri ve Yogunlugu (adet/m’)
D
g = =
S = ) = « g s = = s
s > o - < - (=]
3 E 2 85 = g :E £ 28 & & & 8
£ s < 2= B S = B =z £ = s =
s" = 2 2 EF £ & =8 3 = 2 03
o z @) &) © S~
Kiy1 433 - 73 2 18 180 57 73
Temmuz 1.5 mil 609 - 106 6 375 342 - 49
2.0 mil 729 3 80 - - 42 6 - 16
Asust Kiy1 10 - 148 1 - 122 643 19 -2
BUSIOS 1 smil 28 .23 1 - 192 377 3 -
V Kiy1 5 - 312 - - 49 136 7 2
Agustos o . 876 - - 135 181 26 4 -
) Kiy1 80 - 1450 - 15 370 12 33 5 27
Eyliil .
1.5 mil 199 - 1.078 - 41 1.712 349 45 9 9

3.4. Zooplankton Yogunlugu ve Orneklenen Larvalarda Niikleik Asit Oranlari

En yiiksek zooplankton yogunlugu Eyliil ayinda kaydedildi. Zooplankton yogunlugu
ile larval kondisyonu birlikte degerlendirmek icin hamsi ve istavrit larvalarmin belli
notokordboyundaki araligi temsil eden bireylerinin RNA/DNA orani kullanildi. Hamsi
larvalari i¢in kullanilan aralik 3,5-5,5 mm, istavrit larvalar1 i¢inse 3-4 mm’dir. Agustos ay1
zooplankton Orneklemesinde hamsi larvasi yakalanamadigi ic¢in buradaki zooplankton
yogunluguna karsilik gelen veri yoktur. Eldeki verilerle hamsi larvalarindaki besinsel
kondisyonun zooplankton yogunlugunun artistyla artma egiliminde oldugu anlasilmaktadir.

Istavrit larvalarindaki duruma bakildiginda Temmuz zooplankton orneklemesinde
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Eyliil’dekine gore daha diisik yogunlukta bulunmasina ragmen larval kondisyon

bakimindan tersi bir durum goriilmektedir (Sekil 27, 28).
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Sekil 27. Larvalarda besin kondisyonu ve ortamdaki zooplankton yogunlugu
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Sekil 28. Ornekleme zamanlar1 ve buna karsilik zooplankton yogunlugu ve
istavrit larvalarinda RNA/DNA orani
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Buna ragmen Temmuz orneklemesinde elde edilen veriler goz ardi edilip yalniz
Agustos-Eyliil skalasinda degerlendirildiginde zooplankton artisiyla birlikte larvalarin

kondisyonunda artis egilimi oldugu diisiiniilebilir.

3.5. Su Kalite Parametreleri

Yiizeyde (0-10m) ortalama deniz suyu sicakligi haziran-eyliil doneminde 21,7 ile
27,8 °C arasinda degisim gostermistir.

Tablo 5. Ornekleme yapilan aylara gore su kalite parametreleri

Slcoakhk Tletkenlik Tuzluluk %0, 0O, pH Turb

) (uS/cm) (ppm) (ppm) (ntw)

Haziran-2010 21,72 26,47 17,43 118,1 9,29 8,29 5,10
Temmuz-2010 26,57 29,45 17,58 101,8 7,34 8,43 4,89
Agustos-2010 27,86 29,86 17,38 96,6 6,82 8,46 4,77

Eyliil-2010 25,05 28,92 17,81 104,2 7,79 8,12 6,11




4. TARTISMA

4.1. Niikleik Asit Analizleri

Deniz baligi larvalarimin kondisyonunu belirlemek amaciyla farkli pek ¢ok indeks
gelistirilmistir. Bu  indekslerin  dogrulugu, elverisliligi, stirdiiriilebilirligi,
karsilastirilabilirligi, analiz siireleri ve maliyetleri detayli olarak arastirilmistir (Chicharo
ve Chicharo, 2008). Ozellikle son yillarda molekiiler tekniklerdeki gelismeler ve yapilan
analizlerin giivenilirligi ve hassasiyetlerinin artmasiyla niikleik asitleri baz alan indeksler
pek c¢ok denizel organizmada kullanilmaya baslanmistir. Niikleik asitlere dayanan
indekslerden, hiicre bagina RNA miktarinin DNA miktaria oranit deniz balig1 larvalarinda
besinsel kondisyonu belirlemek amaciyla en yaygin kullanimi olan indekstir. RNA ve
DNA miktari, Onceki c¢alismalarda spektrofotometre ile belirlenirken, son yillarda
flourometrik metotlarin gelismesiyle fluoresan fluorometre ile daha hassas bir sekilde
Olctilebilmektedir.

RNA ve DNA ckstraksiyonu bakimindan, yaymlanmis pek ¢ok makalede tam olarak
birebir oOrtiisen protokoliin kullanilmadig1r goriilmektedir. Bu hususta gelistirilen ilk
protokol Clemmensen (1993) tarafindan olusturulmustur. Ayni arastirmaci gelistirdigi bu
protokoldeki eksiklikleri gidermek icin eski protokolii modifiye etmis ve her iki protokolii
karsilagtirmistir (Clemmensen, 1994). Daha sonraki yillarda farkli aragtirmacilar tarafindan
yapilan c¢alismalarda kullanilan protokoller Clemmensen’in (1994) gelistirdigi protokoliin
belli asamalarinin modifiye edilmesine dayanmaktadir. Ektraksiyon iglemi yapilirken
larvanin tamamen pargalanmasi saglanmalidir. Eger larva tamamen parcalanmazsa larva
basina diisen niikleik asit miktarlarinda hatali sonuglara sebep olabilirken RNA/DNA orant
degismemektedir. Larva parcalama islemi cam boncuk (Clemmensen, 1993, 1994; Gwak,
2002), pestle pipeti (Kono vd., 2003), soguk sonikatér (Fonseca vd., 2006; Hook vd.,
2008) veya homojenizatdr (Mercaldo-Allen vd., 2006) kullanarak yapilmaktadir. Fakat
sonikatdr zamanla 1s1 artisina sebep oldugundan RNA’da bozulmaya yol a¢maktadir.
Mevcut calismada cam boncuklar kullanildi ve 6n denemeler yapilirken sonikatdrle
karsilastirma yapildi. Sonikatorle parcalanan ornekte daha diisiik RNA degerleri elde

edildi. Bu nedenle sonikatéruygulamasindan vazgecildi. Pestle pipeti kullanmanin
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dezavantaji ise larva basina diisen niikleik asit miktarinda hatali sonuclara sebep
olabilmesidir. Clinkii parcalanan larvanin bir kism1 pestle aparatlarina bulasabilmektedir.
Fakat bu durum RNA/DNA oraninda hataya yol agmamaktadir. Homojenizator ise daha
biiylik bireylerle calisirken kas dokusundan alinan 6rneklerde kullanilabilmektedir ve
mevcut ¢alismadaki larvalar bunun i¢in uygun degildir.

Ekstraksiyon isleminin sonunda yapilan fluorometrik okuma yoniinden yayinlanmis
tiim makalelerde izlenen metot genel olarak ortaktir. Buna goére dncelikle ekstrakte edilen
niikleik asitli iist faz es hacimli iki kisma ayrilmaktadir. Birincisi toplam niikleik asitlerin
(RNA+DNA) belirlenmesi i¢in fluorometrik okuma yapilmaktadir. ikinci kisma ise RNAse
enzimi ilave edilip belli siirede inkiibe edilerek RNA’nin ortamdan uzaklagsmasi
saglanmaktadir. Boylece buradan alinan es hacimle tekrar fluorometrik okuma yapilip
yalniz DNA belirlenmektedir. Toplam niikleik asit (RNA+DNA) miktarindan DNA miktari
cikarilarak RNA miktar1 hesaplanmaktadir. Mevcut c¢alismada ise daha farkli bir
ekstraksiyon protokolii (Sekil 6) ve farklt fluorometrikbir metot kullanilmistir.
Fluorometrik metotla okuma yapilirken RNAse ve DNAse enzimleri kullanilmamaistir.
Kullanilan Fluorometre RNA, DNA ve protein 0l¢limii i¢in 6zel olarak gelistirilmis reaktif
ve bufferlar sayesinde bunlar1 spesifik olarak ayirt edebilmektedir. Buffer’a eklenen
reaktifler (Spesifik fosfoliteye sahip boyalar) Invitrogen tarafindan Qubit™ igin
gelistirilmis olup niikleik asitlere 6zel olarak tutunma Ozelligi gostermektedir. RNA
okumasi yaparken ortamda DNA’nin bulunmasi veya bunun tam tersi DNA okumasi
yaparken ortamda RNA bulunmasi 6l¢iim hassasiyetini etkilememektedir. Bunu test etmek
icin RNAse ve DNAse kullanmak suretiyle absorbans 6l¢timleri yapilmis ve DNA miktari
benzer absorbans verirken RNA’nin daha diisiik seviyelerde absorbans verdigi (RNA’nin
bir miktar bozunmasindan dolay1) belirlenmistir. Bu sayede daha once yapilmis
calismalara kiyasla islem siiresi daha kisa zaman almaktadir. Ayn1 zamanda RNA’nin
bozulma riski yiiksek oldugu icin daha kisa islem siiresi daha dogru sonu¢ anlamina
gelebilir. Bu metodun bir diger avantaji ise, gerekli reaktifler eklendikten 5 dk sonra RNA
ve DNA okumasi yapilabilmekte ve absorbanslar oda sicakliginda 3 saate kadar stabil
kalabilmektedir. Proteinde ise, reaktifler eklendikten 15 dk sonra okuma yapilabilmekte,
yine absorbans 3 saate kadar stabil kalabilmektedir. Bu metodun bir diger avantaji ise gok

az miktarda (1 pl’ye kadar) 6rnege ihtiya¢c duyulmasidir.
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Bu ¢alismada kullanilan fluorometrik metodun dezavantaji ise RNA-iT ve dsDNA-
HS gibi yiiksek hassasiyetli reaktiflerle ¢alisirken 6l¢limii yapilacak 6rnegin niikleik asit
miktariin kabaca tahminini gerektirmesidir. Fluorometrenin kalibrasyonu yapilirken,
RNA ve DNA i¢in 2 standart, proteinde ise 3 standart kullanilmaktadir. Ekstraksiyon
protokolii izlenerek elde edilen proteinli kismin veya niikleik asitli fazin 6l¢iim 6ncesinde
uygun reaktiflerle 1-20 pl arasinda seyreltilmesi gerekmektedir. Sayet 6l¢iimii yapilacak
Oornegin soz konusu niikleik asit miktar1 veya protein miktart uygun seyreltme
yapilmamigsa ve bdylece Olciilen miktar standartlarin disina ¢ikiyorsa cihaz Ol¢iim
araligiin disinda uyaris1 vermektedir. Bu dezavantaji agsmak i¢in yalnizca 6l¢limii tecriibe
etmek ve uygun seyreltmenin yakalanmasi yeterli olmaktadir. Invitrogen bu noktada RNA
ve DNA i¢in iki farkli reaktif secenegi sunmaktadir. Birincisi daha genis araliktaki
orneklerle calisirken kullanilabilen RNA-BR ve dsDNA-BR reaktifleri olup, 20-1000
ng/ml araligindaki RNA’y1 ve 2-1000 ng/ml araligindaki DNA’y1 dl¢ebilmektedir. ikincisi
ise daha dar bir aralikta ve daha hassas Orneklerle calisirken kullanilan RNA-iT ve
dsDNA-HS reaktifleri olup 5-100 ng/ml araliginda RNA’y1 ve 0,2-100 ng/ml DNA’y1
Ol¢ebilmektedir. Yukarda belirtilen dezavantaj hassas Ol¢iim reaktifleri kullanildiginda
bazen s6z konusu olabilmektedir ve uygun seyreltme yapildiginda herhangi bir sorun teskil
etmemektedir. Bu calismayla edindigimiz tecriibe, deniz balig1 larvalariyla ¢alisirken genis
araliktaki reaktiflerin kullanilmas1 daha elverislidir. Larvalarda niikleik asit miktar1 ytliksek
oldugundan hassas reaktiflerle calisirken daha diisiik hacimde (1-5 pl) seyreltme yapilmasi
gerekmektedir, bu sebeple pipetleme ¢ok Onemlidir. Pipetleme isleminde yapilan hata
farkl1 sonuclarin ortaya ¢ikmasina sebep olabilecegi i¢in bu islemin ¢ok titiz yapilmasi
gerekir. Oysa genis araliktaki reaktiflerle ¢alisirken daha yiiksek hacimlerde (10-20 pl)

ornek kullanmaya imkan sagladigindan pipetleme hatasi en aza inmektedir.

4.2. Larvalarda Achga Tolerans

Deniz baliklarinda larvanin ilk dis beslenmeye basladigi ve ilerleyen siireclerde
hayatta kalabilmesinde son derece belirleyici rol oynayan siire¢ ilk beslenme agamasindaki
basaril1 besin alabilmesidir. Oncelikle ortamda canl1 besinin olmasi ve larvanin da mevcut
besini alabilecek fiziksel kondisyona sahip olabilmesi gerekir. Ilk beslenmeye gecis

siirecinde ortamda yeterli besin olmamasi durumunda larva viicutta bulunan maternal
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orijinli besin kaynagimi hizli bir sekilde tiiketir ve zamanla hareket kondisyonunda
zayiflama olur. Bu kritik silirecte besine ulasamayan bireyler, sonraki giinlerde ortamda
yeterli miktarda ve/veya ¢ok fazla besin olsa bile, bu besini alabilecek fiziksel kondisyonu
gosterememektedirler. Mevcut ¢aligmada bu kritik agsama “geri doniisii olmayan nokta”
(GDON) olarak tanimlanmistir. Karadeniz’de istavrit ve hamsi tiirleri yaz aylar1 boyunca
Mayis-Eyliil aylar1 arasinda siirekli olarak kiy1 alanlarina yumurta birakmaktadir. S6z
konusu aylarda yiizey suyu sicakligi 16-27 °C arasinda degisim gostermektedir. Mevcut
calismada istavritlerin 6zellikle en fazla Temmuz ayinda yumurta birakirken, hamsilerin
yogunlukla Agustos ay1 icerisinde yumurta biraktigi tespit edilmistir. Bu donemlerdeki
ylizey suyu sicakligr 23,5-26,5 °C arasinda degistigi belirlenmistir. Saha calismalarinda
Ozellikle hamsi tiirtinde sicakligin 25°C’ye ulasmasindan sonra ¢ok yogun yumurta
toplanabildigi kaydedilmistir. Karadeniz’de yumurtalarin birakildigi bu kiy1 alanlart agik
deniz alanlarina kiyasla besin yoniinden olduk¢a zengin oldugu zooplanktonlar
cekimleriyle anlagilabilmektedir. Ozellikle kiyidan uzaklastikca daha iri ciisseli
zooplankton tiirlerinde artis oldugu goriilmektedir.

Mevcut ¢aligmada denizden toplanan déllenmis yumurtalar kullanilmistir ve giinasiri
periyotlarla yapilan yumurta ¢ekimi sirasinda zooplanktonlarin yogun olarak yumurtalarla
birlikte ciktig1 gdzlenmistir. Sayet yumurta secimi kisa silirede yapilamazsa bazi
zooplankton tiirleri yumurtalara ciddi zararlar verebilmektedir ve zarar géren yumurtalar
kullanilamamaktadir.Déllenmis yumurtalarin yiizerliligi yiiksek oldugu i¢in toplanan
ornekteki yumurtalar 6zellikle su yiizeyinde veya yiizeye yakin kisimlarda yer alirken
zooplanktonlar daha ¢ok dip kisimlarda toplanmaktadir. Bu yiizden yumurta verimini
artirmak i¢in ¢ekimden hemen sonra iist kisim yeni bir kaba transfer edilerek
zooplanktonlarin biiylik bir kismi1 ayrilmis olur. Saha calismalarinda toplanan dollenmis
yumurtalar laboratuar ortaminda inkiibe edildikten sonra agliga tolerans, yasama orani,
notokordboyu, kritik RNA/DNA ve protein degerlerinin belirlenmesi i¢in deneme serileri
olusturulmustur. Deneme serilerinde kullanilan kaplar 80-100 ml hacimli kenarlar1 siyah,
dip kismi beyaz olarak tasarlanmistir. Literatliirde deniz baliklar1 larvalarinda yapilan
calismalar tank kenarlariin siyah, dip kisminin ise beyaz zeminli olmasi yagama oranini
Oonemli oranda arttirdig1 ispatlanmis ve tavsiye edilen bir uygulamadir (Naas, 1996; Planas
ve Cunha, 1999). Deniz baliklar1 larvalarinda aydinlatmanin 6nemli oranda yagama oranin

etkileyebildigi bildirilmis ve 2000 lux aydinlatma giiciliniin en verimli oldugu belirtilmistir



61

(Naas, 1996). Bu calismada daha once belirtildigi gibi giin 1s18ma esdeger 2000 lux
aydinlatma uygulanmistir. 24 saat araliklarla 6li larvalar mikroskop altinda sifonlamak
suretiyle sayilarak ortamdan uzaklastirilmistir. On denemeler yapilirken ozellikle istavrit
larvalarinda inkiibasyon sonrasinda ¢ok yiiksek oranda kayiplarla karsilasiimistir.
Kayiplarin 6zellikle larvalarin suyun yiizey film tabakasina yapismasindan kaynaklandigi
tespit edilmistir. Bu yapismanin nedeni larvalarin viicut yiizeyinde yiiksek oranda mukus
hiicrelerinin olusumu ve suyun yiiksek yiizey geriliminden dolay: su yiizeyinde yapisma
ozelligi gostermesinden kaynaklandigi bildirilmis ve bu tarz 6liimler literatiirde bazi deniz
balig1 larvalariyla benzerlik gostermektedir (Yamaoka vd., 2000; Kaji vd., 2003; Tagawa
vd., 2004). Literatiirde belirtilmemis olsa da, larvalarin su ylizeyi disinda, tutuldugu
kaptaki dip kisimlarinda ve sifonlama esnasinda su seviyesinin diismesinden dolay1 yan
duvarlara da yapistigi kaydedilmistir. Yandi ve Altinok (2011) tarafindan yapilan
caligmanin verilerine gore 40-80 ul/L konsantrasyonlarindaki TYB uygulamasinin yagama
oranin1 onemli oranda arttirdig1 tespit edilmistir ve asil deneme serileri olusturulurken bu
kayiplart onlemek icin 60-80 pl/L oraninda TYB uygulamasi yapilmistir. Hamsi
larvalarinda bu tarz yapigmalar nadiren goriilmesine ragmen istavrit larvalarina uygulanan
TYB uygulamasinin aynis1 hamsi larvalari i¢in de uygulanmistir.

Besin verilen serilerde dipte biriken organik atiklar ve Olii rotiferler 24 saat
araliklarla sifonlanmistir. Her bir deneme kabindaki suyun 1/3-1/2’si taze deniz suyuyla
giinliikk olarak yenilenmistir. Yine besin verilen gruplarda mikroalg (Nannochloropsis
occulata) yogunlugu 3-5x10° hiicre/ml diizeyinde tutulurken, verilen s-tip rotifer
(Brachionus rotindiformis) yogunlugu 15-20 rotifer/ml diizeyinde tutulmustur. Rotifer
giinde iki kez verilmistir (07% ve 129,

Bu tarz c¢alismalar planlanirken larvalarda agzin acgilma ami ilk besinin verilecegi
dolayistyla ¢alismanin baslangie ani1 igin belirleyici olmaktadir. Larvalarda goz
pigmentasyonunun belirginlesmesi agzin agilma ami ile paralellik gostermekte ve bu
ylizden gbz pigmentasyonu calisma baslangici i¢in referans alinabilmektedir (Kono vd.,
2003). Mevcut ¢aligmada her iki tliirde géz pigmentasyonu inkiibasyonu takiben ti¢lincii
giin gerceklestigi belirlenmis olup mikroskopta larvalar izlenmek suretiyle dogrulamasi da
yapilmistir. Kono vd. (2003) Japon hamsilerinde yaptigi calismada bu asamanin yine

ticlincii glinde gergeklestigini bildirmislerdir.
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Hamsi larvalan siirekli beslendigi halde yasama orami bakimindan oldukga diisiik
bulunmugstur. Kono vd. (2003) Japon hamsisinde daha yiiksek yasama oranlar
bildirmiglerdir, bu farkliligin iki nedeni olabilir; birincisi tiirlerin farkli olmasi ikinci
Oonemli sebebi ise bu arastirmacilar goézlenmis hamsi yumurtalarini steril bir
kulugkahaneden Kkiiltiire alinmis hamsi popiilasyonundan kontrollii bir sekilde temin
etmislerdir. Oysa mevcut ¢alismada gozlenmis yumurtalar denizden plankton kepgesi ile
toplanmis olup, kepcenin yumurtalara verebilecegi fiziksel hasarlar, kepgenin kolektor
kisminda ¢ekim hizi ve kepgenin gozeneklerinde olusan tikanmayla olusan hidrolik
kuvvetler ve kolektor kisminda ¢ekim siiresiyle birlikte yogunlasan zooplankton kitlesinin
yumurtalara verebilecegi zararlar s6z konusu olabilir. Istavrit larvalarinda ise oldukga
yiksek yasama oranlar1 gozlenmistir. Fakat kaynak taramalarinda bu tiiriin larval
stireglerine yonelik ¢alisma rapor edilmemistir. Her iki tlirtin besin kesesi ve davraniglari
incelendiginde, hamsi larvalarinda besin kesesinin daha kisa siirede tiiketildigi ve besin
keseli asamada olduk¢a hizli ve siirekli hareket halinde oldugu gériilmektedir. Istavrit
besin kesesini nispeten daha gec tilketmektedir ve bu esnada fazla eforsarf edecek yiizme
davraniglar1 sergilemektedirler.

Notokord, besin kesesini tiiketip agzin acgilma asamasina kadar uzamay1
stirdiirmektedir. Bu, maternal orijinli besin kaynaginin baz1 viicut kisimlarinin gelisiminde
kullanildigindan kaynaklanmaktadir. Erken larval asamada biiylimenin hipertropi (hiicre
boyutunun artmasi) olarak degil daha ¢ok hiperplasi (hiicre sayisinin artmasi) seklinde
oldugu bildirilmistir (Gwak vd., 2003). Besin kesesi tiiketildikten sonra larva, besin
alamadiginda zamanla notokord yoniinden kisalmaya baslamaktadir. Kono vd. (2003)’nin
calismasinda bu durum goériilmektedir ve mevcut ¢alismada da a¢ birakilan larvalarin
notokord yoniinden énemli dl¢tlide kisaldig1 kaydedilmistir.

Larvalarda beslenme, yasama orani ve bunun sonucunda ortaya ¢ikan niikleik asit
seviyeleri birlikte degerlendirildiginde iki 6nemli durum ortaya ¢ikmaktadir. Birincisi geri
doniisii olmayan nokta (GDON); bu noktadaki RNA/DNA oranmn altindaki bireylerin,
ortamda yeterince besin olsa bile hayata tutunma sans1 yoktur. ikincisi ise kritik esik aralig1
(KEA); bu araliktaki RNA/DNA oranina sahip bireylerin yasama sansi devam edip
bireysel kondiisyona bagli olarak degisebilmektedir. Hamsi larvalarinda KEA 1,03-1,28

istavrit larvalarinda 1,06-1,15 araligindadir.
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RNA/DNA orani a¢ birakilan larvalarda énemli Ol¢iide diismektedir. Hamsi larvalari
ilk giin a¢ birakildiginda kritik aglik seviyesine girmektedir ve kritik RNA/DNA orani
1,022 + 0,2 degerinde bulunmustur. Buna en yakin ¢alisma Kono vd. (2003)’nin Japon
hamsileri iizerinde yaptigi caligmadir fakat bu aragtirmacilar belli bir kritik deger
belirtmemislerdir. Fakat s6z konusu c¢alismanin grafikleri incelendiginde geri doniisi
olmayan noktadaki RNA/DNA oranmin 1’¢ yakin oldugu anlasiimaktadir. Istavrit
larvalarinda ise kritik asama ilk {i¢ giin a¢ birakilan larvalarda kaydedilmistir ve 1,05 £
0,08 degeri bulunmustur. Istavrit larvalariyla ilgili bu konuda literatiirde herhangi bir
calisma rapor edilmemistir. Fakat diger tlirlere yonelik kritik RNA/DNA degerleri rapor
edilmistir; Martin vd. (1985) ¢izgili levrekte 2,0, Lough vd. (1996) Atlantik morinasi ve
Atlantik mezgiti tiirlerinin her ikisi i¢in 4,1, Chicharo (1996, 1997) sardalyada 1,3, Gwak
ve Tanaka (2001) Japon pisi baliginda 1,08-5,36 araliginda, Tanaka vd. (2008) Pasifik ton
baliginda 1,5-3,0 araliginda tespit etmislerdir fakat burada verilen belli araliklar farkli boy
gruplarii da kapsamaktadir.

Istavrit larvalarinda GDON veya aglia tolerans smir1 ilk beslenmeye baslamadan
itibaren ikinci ve ti¢lincli giin arasinda meydana gelirken hamsi larvalarinda birinci giin
kritiktir. Diger ifadeyle hamsi larvalar1 agzin agilma ve fonksiyonel beslenmenin basladigi
ilk 24 saat igerisinde besine ulagsmak zorundadir, aksi takdirde sonraki giinlerde larva
besince zengin ortam bulsa da bu besini tilketememektedir. Tamamen a¢ birakilan istavrit
larvalarinda RNA/DNA oram ikinci ve ligiincii giin sirastyla 1,46+0,10 ve 1,06+0,08 dir.
Hamsi larvalarinda RNA/DNA orani, tamamen ag¢ birakilan grupta birinci giiniin sonunda
1,595+0,26’dan 1,0224+0,20 degerine diismektedir. Hamsi larvalarinda bu diisiis ¢ok kisa
siirede ve hizla olmaktadir. Bu noktada etkili olan larvanin sahip oldugu maternal orijinli
besin kesesi ve larvanin yiizme paternlerine bagli enerji tikketim hizidir. Hamsi larvalar
nispeten daha kisa siirede besin kesesini tiiketmektedir. Ayni zamanda istavrit larvalarina
kiyasla daha etkin bir sekilde hareket etmektedir. Istavrit larvalar1 bu bakimdan hamsi

larvalarina kiyasla agliga kars1 daha fazla tolerans gostermektedir.

4.3. Denizden Yakalanan Larvalarin Besinsel Durumu

Denizel ortamda larvalar agisindan, ¢ok farkli hidrodinamik siireg¢ler ve besinsel

etkilesimler tarafindan kontrol edilen ilk beslenme asamasindaki siirecleri tahmin etmek
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son derece zordur. Bunu belirlemek i¢in ortamda bulunan mevcut besin miktarini bilmek
yeterli olmayip larvanin mevcut besini alabilecek kondisyona sahip olup olmadiginin da
bilinmesi gerekir. Ayrica Elliot ve Leggett (1998) larval kondisyonu zayif olan larvalarin
predasyona karst da daha savunmasiz hale geldigini bildirmislerdir. Bunun en iyi ve en
giivenilir gostergesi biyokimyasal kondisyon indeksi olan larvada bireysel olarak toplam
RNA miktariin toplam DNA miktarina oranidir (Chicharo ve Chicharo, 2008). Bu
metodun temel prensibi; hiicre basina DNA miktar1 stabilken, hiicre basina RNA
miktarinin beslenme ve buna bagli olarak protein sentezinin artmasiyla artis egilimi
gostermesi olup oOzellikle son yillarda bu indekse dayanan c¢aligsmalarin sayisinda artis
vardir (Bulow, 1970; Buckley, 1984;Buckley ve Bulow, 1987; Clemmessen, 1993;
Chicharo, 1998; Buckley vd., 1999; Bergeron, 2000; Gwak ve Tanaka, 2001; Berdalet vd.,
2005; Caldarone vd., 2006; Fonseca vd., 2006; Chicharo ve Chicharo, 2008; Hook vd.,
2008). Bu amagla dogadan toplanan larvalarin yakalandigi andaki besinsel kondisyon
indeksinin hesaplanarak kritik aclik sinirindaki birey sayisinin toplam birey sayisina orani
hesaplanmali ve buradan stoga katilma potansiyeli yoniinden degerlendirme yapilmalidir.

Denizden toplanan larvalar, GDON ve KEA’ya gore degerlendirildi. Hamsi
larvalarinin yaklasik %9’u GDON’a, %19 ise KEA na girmektedir. Istavrit larvalarinda ise
yaklasik %10°u GDON’a, %10’u ise KEA’dadir. GDON seviyesinin altindaki RNA/DNA
degerine sahip bireylerin ortamda besin olsa bile yasama ihtimalinin olmadig1 deneme
serilerinde belirlenmistir. KEA igerisinde yer alan larvalar kondisyon yoniinden zayif
oldugu i¢in predasyona ugrama olasilig1 yiiksektir. Predasyona ugrama goz ardi edilecek
olursa denizel ortamda larvalarin yasama olasiligini belirleyen larvanin ortamdaki besine
kolay ulagabilmesidir. Bu calismada KEA’daki hamsi larvalarimin %5-15’inin, istavrit
larvalarinin ise %20-40’1min besin alabildigi stereo mikroskop altinda cekilen fotograflarla
gozlenmistir. Denizdeki hidrodinamik sartlar ve plankton paternlerinin kontrollii deneme
sartlarindan farklilik gosterecegi dikkate alinmalidir.

Buna benzer caligmalar Atlantik ve Pasifik Okyanusu ve Baltik Denizi’ndeki
ozellikle sardalya ve hamsi gibi kiiclik pelajik tiirlerde yapilmistir. Clemmesen ve Doan
(1996) hamsi baliginda (Engraulis anchoita) 5-6mm’lik biiyiikliik grubunda ag bireylerin
oranin1 %52.,4 gibi yliksek bir degerde bulmasina ragmen diger biiytikliik gruplarinda %0-
1,75 arasinda bulmustur. Kimura vd. (1996) Japon sardalyasi’nda (Sardinops

melanostictus) ilk beslenme doneminde aclik sinirindaki bireylerin oranini %0 olarak
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hesaplamistir. Chicharo vd. (1998) Ispanya kiyilarinda sardalya (Sardina pilchardus)
larvalarimin aclik durumunu daha 6nce yaptig1 ¢aligsmalarda tespit ettigi (Chicharo, 1996,
1997) kritik RNA/DNA oranina gore degerlendirmis ve yetersiz beslenen bireylerin tiim
larvalara oranmi %0-4,8 olarak hesaplamistir. Yine ayni aragtirmacinin diger bir
calismasinda denizden Ornekledigi larvalarda RNA/DNA oraninin %0-2,5 arasinda
degisim gosterdigini belirtmistir (Chicharo vd., 2003). Gwak ve Tanaka (2001) aglik
siirindaki bireylerin oranini Japon pisi baliginda %5,5, Tanaka vd. (2008) Pasifik Ton
baliginda %4,35 ile 25,77 araliginda hesaplamistir.

Mevcut ¢alismada, saglikli karsilagtirma yapabilmek i¢in belli biiytlikliik grubundaki
larvalarin RNA/DNA degerleriyle ortamdaki zooplankton yogunlu arasindaki iligki ortaya
konulmaya ¢aligitlmistir. Tanaka vd. (2008) Pasifik ton balig1 larvalarinda yaptig
calismada ortamdaki Copepod yogunlugu ile a¢ bireylerin orani arasinda iliski kurmustur.
S6z konusu ¢alismaya gore Copepod yogunlugu arttikga ac¢ birey sayisi azalmaktadir.
Mevcut calismada ise ortamdaki zooplanton yogunlugu (tiir ayrimi yapmaksizin) ile bu
konuda dogrudan bir iligki bulunamamistir. Bunun muhtemel nedenleri;

e Larvalarin zooplankton tercihleri; mevcut ¢alismada belli bir zooplankton tiiriiniin
yogunlugu ile karsilagtirma yapilmamaistir.

e Zooplankton yogunlugundaki genel dalgalanmalar; saha ¢aligmalarinda en goze
carpan durum zooplankton yogunlugunun c¢ok ciddi dalgalanmalar gostermesidir.
Bu durumun, zooplanktonlarin kisa siireli periyotlarda (1 haftaya kadar) asiri
cogalip sonrasinda aniden yikimi, su kolonunda 1s1k ve besin durumuna gore aktif
planktonik gog¢ler veya sudaki akinti, dalga vs gibi denizin kendi
hidrodinamiklerinden kaynaklanabilecegi diigiiniilmektedir.

e Giin igerisinde zooplankton dagilimi; saha caligmalarinda zooplankton
yogunlugunun giin igerisinde bile ¢ok biiylik degiskenlikler gosterdigi

belirlenmistir.



5. SONUCLAR

Karadeniz’in ekonomik degeri en yiiksek pelajik tlirlerinden hamsi ve istavrit
larvalar1 iizerinde, erken larval gelisim siireglerin incelenmesinin yani sira kritik aglik
seviyesini belirlemek amaciyla farli aglik seviyelerinde yasama orani, notokordboyu,
acliga karsi tolerans, proteince biiylime ve niikleik asitleri baz alan bir dizi laboratuar
denemeleri yapilmistir. Her iki tiirlin gdzlenmis yumurtalar1 hensen tipi plankton
kepgesiyle denizden toplanmig ve 5000°den fazla iki giinliik larva elde edilmistir. Deneme
serilerinden her iki tiir i¢in tespit edilen kritik aglik seviyelerindeki niikleik asit degerleri
dogadan toplanan larvalardaki degerlerle karilastirilarak dogadaki larvalarin yakalandigi
anda ne kadarmin kritik aclik seviyesinde oldugu belirlenmistir. Buna ilaveten dogadan
larva 6rnekleme calismalar: sirasinda ortamdaki fitoplankton, zooplankton yogunluklart ve
deniz suyunun bazi fizikokimyasal parametreleri belirlenmis ve degerlendirme yapilmustir.

Denizden toplanan gozlenmis yumurtalarda iki gilinliik larva olarak inkiibasyon
basarist hesaplandiginda, 21+0,2°C sicaklikta hamsi yumurtalarinda %56,05, istavrit
larvalarinda %59,91°dir. Deniz baliklar1 larvalarinda genel olarak géz pigmentasyonu ve
agzin acilmasi aym siirecte gerceklesmektedir ve besinin ilk verilecegi an bakimindan
Oonemli bir asamadir, ayni zamanda larvanin hayatta kalmasi acisindan belirleyici
olabilmektedir. Gliniimiiz modern deniz baliklar1 kuluckahaneleri bu durumu larva
acisindan tolere edebilmek i¢in agzin gelisim siirecinden daha erken bir siirecte ortami
canli besinle desteklemektedir. Bu asama, hamsi larvalarinda inkiibasyondan sonra 65.
saatte gerceklesirken istavrit larvalarinda 70. saatte ger¢eklesmektedir. Dolayisiyla her iki
tiirde inkiibasyonu takiben ii¢lincii giinde ilk besin alimina baslamaktadir. Yeni inkiibe
olmus hamsi larvalarinin notokorduzunlugu ortalama 3,254+0,04 mm, istavrit larvalarinin
ise 2,27+0,04 mm’dir. Notokord, besin kesesinin tiiketildigi ve gbdz pigmentasyonun
gergeklestigi iigiincii giine kadar uzamay: siirdiirmektedir. Ugiincii giin hamsi larvalarinin
notokorduzunlugu ortalama 3,40+0,05 mm, istavrit larvalarinin ise 2,35+0,08 mm’dir.

Tamamen a¢ birakilan hamsi larvalarinin notokorduzunlugu besinci giinde 3,12+0,18
mm’ye kadar diiserken, istavrit larvalarinda altinci giinde 1,934+0,12 mm’ye kadar
gerilemistir. Siirekli beslenen hamsi larvalarinda onuncu giinde 6,46+0,36 mm’ye ulasirken

istavrit larvalarinda dokuzuncu gilinde 3,574+0,21 mm’ye ulagmistir. Hamsi larvalar1 bu
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siirecte Ozellikle boyca uzarken istavrit larvalart hamsi larvalarina kiyasla daha ziyade
enine biiylimektedir.

Hamsi larvalarinda yasama orami istavrit larvalarina kiyasla oldukga diisiiktiir.
Tamamen a¢ birakilan hamsi larvalarinin tamami altinci giinde oliirken istavrit larvalari
sekizinci giinde tamamen Olmektedir. Siirekli beslenen hamsi larvalarinda altinci, yedinci
ve sekizinci gilinlerde yasama oranlar sirastyla %17, %10 ve %9 oraninda seyrederken
istavrit larvalarinda sekizinci giinde %61 gibi yasama orani hamsilere kiyasla oldukc¢a
yiiksek kaydedilmistir. Geciktirilerek beslenen gruplardaki hamsi larvalarindaki 6lim
oranlar1 tamamen ag¢ birakilan gruplardakiyle benzerlik gosterip yine bu serilerdeki
larvalarin tamamu altinct  giinde mortaliteye ugramaktadir. Istavrit larvalarinin
geciktirilerek beslenen serilere bakildiginda ilk ii¢ giin a¢ birakilan larvalarin yagama orani
sekizinci giinde %6 olarak kaydedilmistir. Sonug olarak istavrit larvalari ilk {i¢ giin agliga
tolerans gosterirken hamsi larvalarinda ilk 24 saat a¢ kalmaya bile tolerans
gosterememektedir ve larvanin agiz acgildigi giin mutlaka besine ulagmasi hayata
tutunabilmesi agisindan ¢ok 6nemlidir.

Ik beslenme asamasindaki hamsi larvalarinda RNA/DNA orani ortalama 1,59+0,26,
istavrit larvalarinda 1,73+0,19°dur. Tamamen a¢ birakilan hamsi larvalarinda bu oran
kademeli olarak onemli 6lclide azaldigi ve dordiincii giin 0,29+0,03 degerine diistiigii
belirlenmistir. Tamamen a¢ birakilan istavrit larvalarinda bu diisiis hamsi larvalarina
kiyasla daha yavas ve tedrici olarak gergceklesmekte ve besinci giinde 0,46+0,08 degerine
diismektedir. Siirekli beslenen hamsi larvalarinda dordiincii giin ortalama 1,358+0,15
Olciiliirken dokuzuncu giin 1,527+0,146 degerinde Olclilmiistiir. Stirekli beslenen istavrit
larvalarinda dokuzuncu giinde 2,16+0,20 degerine ulagmaktadir. Geciktirilerek beslenen
serilerdeki hamsi larvalar1 ile tamamen ag¢ birakilan larvalarin degerleri benzerlik
gostermektedir. Geciktirilerek beslenen istavrit larvalart tamamen ag¢ birakilan gruptaki
larvalarin degerlerinden 6nemli farkliliklar gostermektedir (p<0,01). GDON hamsi
larvalarinda birinci giin ve kritik RNA/DNA oram ortalama 1,022+0,2°dir. Istavrit
larvalarinda GDON iigiincii giin ve kritik RNA/DNA orani ortalama 1,0540,08°dir.

Yeni inkiibe olmus hamsi larvalarinda protein degeri ortalama 5,32+0,85 pg/larva,
istavrit larvalarinda 5,148+0,516 pg/larva’dir. Tamamen ag¢ birakilan hamsi larvalarinda

dordiincii glin 1,62+0,40 pg/larva degerine diiserken istavrit larvalarinda 1,3+0,644
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png/larva degerine diismiistiir. Siirekli beslenen hamsi larvalarinda dokuzuncu gilinde
24,60+3,16 pg/larva, istavrit larvalarinda 28,587+6,06 pg/larva degerine ulagmustir.
Denizden 102 adet hamsi larvasi, 72 adet istavrit larvasi 6rneklenmistir. Hamsi
larvalarinin %10’u, istavrit larvalarinin ise %131 kritik aglik seviyesindedir. Ortamdaki
zooplankton yogunlugu ile bu larvalarin niikleik asit degerleri arasinda bir iliski
kurulamamustir. Orneklemelerin yapildig1 siiregte yiizey suyu (0-10m) sicakligr ortalama;

21,7 ile 27,8°C, O, seviyesi; 6,82-9,29, pH; 8,12-8,46 arasinda Olclilmiistiir.



6. ONERILER

Karadeniz balik¢iliginin Tirkiye balik¢ilig1 agisindan ayricalikli bir yeri vardir ve
toplam tretimin %82’sini teskil etmektedir. Karadeniz balik¢iliginin siirdiiriilebilir olmast
iilkemiz agisindan da son derece onemlidir. Ozellikle hamsi ve istavrit popiilasyonlar:
ekonomik ac¢idan Karadeniz’in en Onemli tiirleri olup s6z konusu popiilasyonlarin
izlenmesi balik¢ciligin gelecegi ve siirdiiriilebilirligi agisindan Onem arzetmektedir.
Karadeniz’de pelajik balik stoklarindaki azalma yalnizca avcilik verileriyle anlasilmaktadir
ve iilkemizde avcilik verileri reel olmaktan son derece uzaktir. Ciinkii saglikli takip edilen
avcilik verileri olmadigi gibi bu konudaki alt yapi1 heniiz yeterli de degildir.
Popiilasyonlardaki dalgalanmalar1 etkileyen en Onemli sebeplerden biri erken larval
donemdeki beslenmeye bagli problemlerdir. Dogal popiilasyonlardan 6rneklenen larvalarin
beslenme yoniinden kondisyonunu ortaya koymak balik¢ili§i yonlendiren otoriteler
acisindan énemli bir veri kaynagidir.

Dogadan yakalanan larvalarda niikleik asit analizi yapilmasi tek basina bir sey ifade
etmemektedir. Clinkii bunu karsilastirabilmek ve somut bir analiz ortaya koyabilmek i¢in
temel veri niteliginde olan larval beslenme ve buna bagli niikleik asit degerlerindeki
degisimler, yagama oran1 “kritik RNA/DNA orani ve geri doniisii olmayan nokta (GDON)
ve kritik esik araligi (KEA)” gibi verilerin ortaya konulmus olmasi gerekmektedir. Bu
calisma bu temel verileri hamsi ve istavrit larvalari i¢in belirlemeyi hedeflemistir.

Kisaca bu ¢aligmalardan elde edilen veriler degerlendirildiginde;

e Larvalarda beslenmeye bagli geri doniisii olmayan kritik nokta,

e Tiire 6zgii beslenmeye bagli RNA/DNA orani1 ve proteince giinliik biiyiime,

e Tiire 6zgii kritik RNA/DNA orani,

e Dogadan elde edilen larvalar icerisinde aglik sinirindaki bireylerin toplam bireye
orant,

e Dogal popiilasyondaki bireylerin beslenme durumu ve ortamda mevcut canl
besinle iliskisi, belirlenmigtir

Ozellikle bundan sonra yapilacak olan dogal ortamdaki larvalarin besinsel durumuyla
ilgili calismalarda referans olarak kullanilabilecek temel veriler literatiire kazandirilmaya

calisilmigtir. Ayn1 zamanda bu ¢alismada dogal larvalardaki beslenme durumu da analiz
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edilmistir. Boylece 6rnekleme sahasindan toplanan larvalardan oransal olarak ne kadarmin
kritik aglik seviyesinde oldugu da ortaya konulmustur. Bundan sonra yapilacak
calismalarda denizden toplanan larvalarin aglik seviyeleri ayni metotla takip edilmesi
balik¢ilik acisindan faydali olacaktir. Uzun vadede bu veriler takip edildiginde stoktaki
azalma ya da yillara gore dalgalanmada beslenmenin etkili olup olmadig: belirlenerek av
sezonu baglamadan 6nce avlanabilir stoga yonelik tahmin yapmaya yardimci olabilir. Bu
sayede avcilik organizasyonu daha saglikli olarak planlanabilir ve stogun korunmasina
yonelik tedbirler ilgili birimler tarafindan alinabilir. Boylece, Karadeniz ve dolayisiyla

Ulkemiz balik¢igimin durumuna yénelik kisa ve uzun vadeli 6ngériiler yapilabilir.
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OZGECMIS

[Than Yandi, 1977 yilinda Karabiik’te dogdu. Ilkogrenim ve Liseyi ayni sehirde
tamamladi. 1994 yilinda KTU Rize Su iiriinleri Fakiiltesini kazandi ve 1998 yilinda bu
fakiilteden mezun oldu ve 1999 yilinda ayni Fakiilte’de Arastirma Gorevlisi olarak
calismaya basladi. Yiiksek Lisans egitimini 2003 yilinda tamamladi, ayni yil basladigi
askerlik gorevini 2004’te tamamladi. Halen ayni fakiiltede arastirma gorevlisi olarak

gorevine devam etmektedir. Evli ve bir kiz babasi olup, iyi derecede Ingilizce bilmektedir.
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