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0z Bu calismada yetistiriciligi yogun olarak yapilan Avrupa deniz levreklerinin (Dicentrarchus labrax) killtiir kosullarinda, erken donemlerinde (0-42 DAH)
notokorda bikilmesine bagli olarak meydana gelen kemik ve kikirdak yapi deformasyonlari incelenmistir. Kemik ve kikirdak yapida meydana gelen
deformasyonlarin tespiti igin 836 levrek larvasi ikili boyama yontemi kullanilarak, Alcian mavisi ve Alizarin kirmizisi ile boyanmistir. Yumurtadan yeni gikmis levrek
larvasinin ortalama toplam boyu 3,46+0,02 mm, olarak belirlenmis, larval dénemin sonunda ortalama 18,5820,1 mm olarak tespit edilmistir. incelenen 836 adet
larva iginde, 270 adet deforme larva ve bu larvalarda toplam 1256 adet deformasyon tespit edilmistir. iskelet deformasyonu orani %32 olarak belirlenmistir. Levrek
larvalarinda en fazla karsilasilan deformasyon omurga malformasyonu olmus (%21,3) bunu omur erimesi (%18,6) ve lordosis (%12,7) takip etmistir. Bu galismada
en fazla deformasyon notokorda biikilmesi sonrasinda (%52,1) tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Dicentrarchus labrax, iskelet deformasyonu, larval yetistiricilik, levrek, alcian mavisi, alizarin kirmizisi

Abstract: In this study, skeletal deformities were investigated during early life stages according to notochord flexion in European sea bass (Dicentrarchus labrax)
larvae under intensive culture conditions. In order to detect the skeletal deformities, total 836 larvae were stained by Alcian blue and Alizarin Red S. Total length
of Newly hatched larvae length were 3.46+0.02 mm and end of the study it was 18.58+0.1 mm. Totally, 836 specimens were examined during the experiment but
1256 deformities were recorded in 270 deformed larvae. Also, skeletal deformity rate was calculated as 32% at the end of the study. Most viewed skeletal deformities
were recorded as vertebral malformations (21.3%) and followed by vertebral fusion (18.6%) and lordosis (12.7). The highest amount of skeletal deformity was
determined after notochord flexion stage (52.1%) in the study.

Keywords: Dicentrarchus labrax, skeletal deformities, larval rearing, European sea bass, alcian blue, alizarin red

GIRIS

Levrek (Dicentrarchus labrax, L., 1758), Akdeniz balik
yetistiriciliginin en popdler tird olup, 1980'li yillarda baglayan
Uretimi glinimuze kadar katlanarak gelmigtir (Chatain., 1994;
Coban vd., 2010). Uretimde izlenen bu artis beraberinde de
bazi sorunlari giindeme getirmistir. Karsilagilan sorunlarin
basinda iskelet sisteminde meydana gelen deformasyonlar yer
almaktadir. Deforme olmus bir bireyin yasama ve blylime
oranlari duserek, pazar boyuna ge¢ ulagmasinin yaninda, bu
tur drlnler, son tiketici tarafindan da tercih ediimemektedir
(Andrades vd., 1996; Boglione vd., 2001; 2013). iskelet
deformasyonlari (izerine ik makaleler Uretimi gipura (Sparus
aurata) ve levree gore daha eski olan gdkkusag
alabaliklarinda (Oncorhychus mykiss) sunulmustur (Aulstad ve
Kittelson, 1971). Daha sonralari ise S. aurata ve D. labrax
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hakkinda bildirim yapilmis ve akabinde Uretimi yapilan hemen
hemen her tir icin deformasyon kaydi bildirilmistir (Paperna
vd., 1977).

Deniz bali§gi kulugkahanelerinde, yetistiriciligi yapilan tlire
gore meydana gelen deformasyonlar %15-50 arasinda degisim
gostermektedir. Meydana gelen bu deformasyonlarin %30-
60'inin omurga Uzerinde meydana geldigi belirtilmistir (Coban
vd., 2009; 2010). Kiltlir kogullarinda en ¢ok rastlanan omurga
deformasyonlari, omurganin dig yana kivrilmasi (Z seklinde
bikilmesi; skoliosis), alt kisminin asagiya dogru fazla ¢ikmasi
(V seklinde bikilmesi; lordosis) ve ters V seklinde bukulmeler
(kyphosis) bigiminde kendini gdsterir. Baliklarda bazen bu Ug
durum farkli sekillerde de birlikte gorilebilmektedir. Bu
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calismaya kadar deformasyonlar Uzerine yapilan makalelerde
larval dénem bir bitlin olarak ele alinmistir (Daoulas vd., 1991;
Marino vd., 1993; Koumoundouros vd., 1997a,b; Gavaia vd.,
2002). Oysa larval donemde iskelet gelisiminde ozellikle
notokorda (izerinde yeni olusumlar (hipuraller, epuraller vb.)
meydana gelmekte, iskelet sistemi kikirdak yapidan kemik
yaplya dogru gegis yapmakta ve zamana bagl gelisim farklilik
gostermektedir (Coban vd., 2009; 2010). Bu nedenle, yapilan
bu calismada levrek larvalarinin erken dénemlerinde
notokordanin biikiime zamanina gére hangi dénemde hangi
kemik ve kikirdak yapida hangi tip deformasyonlarin meydana
geldigi tespit edilmistir.

MATERYAL VE METOT

Calismada kullanilan larvalar yodun yetistiricilik kosullari
altinda ticari bir isletmede Uretilmistir. Levrek anaglari dogadan
toplanmis olup, dogal Greme periyodunda (Ocak-Mart) ve dogal
sicaklik kosullar altinda, hormon midahalesi yapiimadan
yumurta alimi gergeklesmistir. Yumurtalar karanlk ortamda
1500 adet.L-1 olacak sekilde tutulmus ve inklibasyon sirasinda
su sicakligl 14-15°C arasinda olmustur. Deneme boyunca su
sicakligi 15-20 °C arasinda degisim gostermistir. Calisma
sirasinda yumurtadan giktiktan sonra 0-6 glin arasinda larvalar
karanlikta tutulmustur. Yumurtadan cgiktiktan sonraki 7. glin
Isiklar acilmis ve tankin yiizeyinde 100 liks olacak sekilde
ayarlanmistir. Daha sonra yumurtadan ¢iktiktan sonraki 12.
guin 151k siddeti 500 liks olacak sekilde denemenin sonuna
kadar sabit kalmistir. Tim ¢alisma stiresinde 16 saat aydinlik
ve 8 saat karanlik uygulamasi yapiimistir. Calisma sirasinda
larvalara rotifer (10-15 birey.ml-1, Brachionus rotundiformes ve
Brachionus plicatilis), Artemia nauplii (1,0-1,5 birey.ml-1) ve
vicut agiriginin %3-5'i kadar toz yem girisi yapilmistir (Sekil
1).
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Sekil 1. Levrek larvalarinin giine bagli total boy ve besleme degisimleri
Figure 1. Total length and feeding regime in European seabass larvae

Deneme boyunca larva drnekleri gline gore en az 30 adet
olacak sekilde alinmis ve toplamda 836 larva incelenmistir.
Kullanilan larvalarin notokorda bilkilme ddnemlerine gére n
sayllari, total boy ortalamalari ve degisim araliklar Tablo 1'de
verilmigtir.

Tablo 1. Denemede kullanilan levrek (D. labrax) larvalarinin safhalara
gore total boy (TB) ortalamalari ve degisim araliklari

Table 1. Meaning of total length and variation range according to larval
development stage in European seabass larvae

Safha Yas N TB(ort+ss) TB Araligi (mm)
0 53 3,460,10 3,27-3,70
3 55 4,67+0,09 4,46-4,89

S5

e 3 6 62 4,96+0,09 4,77-5,30

2

s N

£ < 9 60 5,760,06 5,66-5,91
12 59 6,53+0,07 6,44-6,73
15 55 7,780,12 7,44-7,97
18 63 9,19+0,38 8,16-9,92
21 65 10,31%0,18 10,00-10,91

S 24 61 11,4110,43 10,61-12,08

n o

£ 5

w = 27 57 12,85+0,37 12,27-14,49
30 66 14,20+0,64 13,04-15,97
33 59 15,34+0,84 14,01-16,73

s 36 44 16,39+0,37 15,58-16,91

£s

= 39 36 17,8910,71 16,67-19,29

g W

o
42 41 18,58+0,58 17,32-19,77

Kemik ve kikirdak yapidaki deformasyonlarin tespiti iin
Alizarin kirmizisi ve Alcian mavisi ile ikili boyama ydntemi
uygulanmistir (Potthoff. 1983, Coban vd., 2009). Morfometrik
Olclimler sirasinda ve larvalara ikili boyama ydntemi
uygulandiktan sonra sol taraflarindan dijital fotograf makinesi
(Nikon Coolpix 5000, Japan) ile 1sik mikroskobu altinda
fotograflari gekilmis ve bilgisayara kayit edilmistir. Kayit edilen
bu resimler (izerinden Tablo 2'de belirtilen sinirlar iginde
deformasyon analizleri yapilmistir. Deformasyonlarin larval
periyot icerisinde etkin oldugu dénemin belirlenebilmesi
amaciyla bu periyot notokorda blkilmesine bagl olarak Ug
dénem altinda incelenmis. Bunlar sirasiyla prefleksiyon
(notokorda biikiilmesi dncesi), fleksiyon (notokorda biikiilme
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sirasl) ve postfleksiyon (notokorda biikilme sonrasi) olarak
siniflandirilmistir (Ahlstrom vd., 1974). Her safha, érneklenen
larvalarin %51'i gegmesiyle tanimlanmistir. Alinan érnekler
dermal ve i¢ iskelet olmak (izere 2 temel bélgede incelenmistir
(Stiasny, 2000). Dermal iskelet dorsal, kaudal, pektoral ve anal
ylizgegler olmak Uzere 4 baslik altinda, ic iskelet ise aksiyal ve
appendikular iskelet sistemi olarak ele alinmistir. Aksiyal iskelet
sinkranyum ve notokorda olmak Uzere 2 ye ayrimigtir.
Notokorda, sefalik (1. ve 2. omur), pre-hemal bélge (3. ve 10.
omur arasl), hemal bolge (11. ve 21. omur arasi) ve kaudal (22.
ve 24. omur arasi) bolgeler olarak incelenmistir (Tablo 2)
(Potthoff vd., 1987; Boglione vd., 2001).

Tablo 2. Levrek larvalarinda incelenen bélgeler, deformasyonlar ve
bunlara ait kisaltmalar (Boglione vd., 2001)

Table 2. Studied larval body sections, skeletal deformaties and these
abbreviations in European seabass larvae (Boglione et al., 2001)

Bolge Kisaltmalar

Dis Iskelet A
Kaudal Yizgeg A1
Dorsal Yiizgeg A2
Anal Yiizge¢ A3
Pektoral Yiizgeg A4

Appendicular iskelet B

Aksial Skeleton (Kafa)

Aksial Skeleton (Omurga) D
Sefalik D1
Pre-hemal D2
Hemal D3
Kaudal D4

Anomaliler

Lordosis 1

Kifosis 2

Omur erimesi 3

Omur malformasyonu 4

Malforme olmus noral yay ve/veya isin 5

Malforme olmus hemal yay ve/veya isin 6

Malforme olmus 1sin (deforme, yok veya erimis) 7

Malforme olmus pterigyophore (deforme, yok veya erimis) 8

Malforme olmus hipural (deforme, yok veya erimis) 9

Malforme olmus epural (deforme, yok veya erimis) 10

Fazla/az sayida omur 1

Glossohyol (dile ait) gikintida kayma 12

Malforme olmus dentale 13

Malforme olmus gene kemigi ve/veya on gene 14

Hava kesesi anomalisi 15

basina disen deformasyon sayisi, deformasyon sayisinin
deforme larva sayisina orani ile hesaplanmigtir. Alinan
orneklerin dahil oldugu larval donemin uzunlugu ve alinan birey
sayllarinin farklihgr géz oniine alinarak veriler birey basina
disen deformasyon frekansi olarak degerlendirilmistir
(Boglione vd., 2001). Ug¢ farkli larval dénemde gdzlenen
deformasyonlarin karsilastirimasinda ve iskelet sistemin farkli
béllimlerindeki  deformasyon  oranlarinin  farkliliklarinin
tespitinde ki-kare testi kullanilmistir. Her bdlgede gdzlenen
bitin deformasyonlarin larval donemlere gére iligkilerinin
incelenmesinde uyum analizi (Correspondance Analysis, CA)
yapilmistir.

BULGULAR

Calismada toplamda 836 adet levrek larvasi incelenmeye
deger bulunmus, bunlarin morfometrik dlciimleri ile birlikte
deformasyon analizleri yapilmistir. Adiz agilimi ile birlikte
disaridan yemleme 6. glinde ve hava kesesi olusumu 9. glinde
gerceklesmistir. Yumurtadan yeni ¢ikmis prelarvanin toplam
boyu 3,46+0,10 mm olurken, notokorda bikUllmesi sirasinda
18. glinde 9,19+0,38 mm olmus, bikilme sonrasinda 36.
glinde 16,39+0,37 mm olarak tespit edilmistir. Calismanin
sonunda 42. giinde 18,58+0,58mm toplam boy tespit edilmistir
(Tablo 1). Tdm larval ddnem boyunca incelenen 836 larvanin
270 tanesinde 1256 adet iskelet deformasyonu tespit edilmistir
(Tablo 3).

Tablo 3. Deneme stiresince notokorda bikilme ddnemlerine gére
deformasyon rakamlari

Table 3. Observed skeletal deformations numbers according to
notocorhod flexion stage during the study

Prefleksiyon ~ Fleksiyon  Postfleksiyon
(3,46-9,19  (9,19-16,39 (16,39-18,58
mm TL) mm TL) mm TL)
Toplam Larva Sayisi (A) 344 3 121
Deforme Larva Sayisi (B) 86 121 63
Deformasyon Sayisi (C) 305 557 3%
Deformasyon Orani (%),
25,0 32,6 52,1
(BIA)
Larva Bagina Diisen
0,9 1,5 33
Deformasyon Sayis, (C/A)
Deforme Larva Basina
Dusen Deformasyon 35 46 63

Sayisi, (C/B)

Denemede deformasyon orani, deforme larva sayisinin
toplam larva sayisina orani ile bulunmustur. Deforme larva

Deneme sirasinda en fazla deformasyon %52,1 ile
bikilme sonrasi donemi igeren postfleksiyon safhasinda
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meydana gelmistir. Bu donemde 121 larva incelenmis bunlarin
63 tanesinde iskelet deformasyonu tespit edilmis ve larva
basina diisen deformasyon orani 3,3 olmustur. Yine ayni
dénemde deforme larva basina diisen deformasyon sayisi ise

6,3 olarak belirlenmistir. Ttm larval dénem igerisinde en fazla
karsilagilan deformasyon ise sirasiyla omur malformasyonu,
omur erimesi, lordosis ve malforme olmus néral yay ve isin
olmustur (Sekil 2).
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$Sekil 2. Levrek larvalarinda meydana gelen anomalilerin gorlilme orani () ve sikligi (m) (Kisaltmalar Tablo 2'de gdsterilmistir)
Figure 2. Ratio (o) and frequnce (m) of observed anomalies in European sea bass larvae (Abbreviations are defined in Table 2)

Larval dénem igerisinde t¢ ana dénemin uyumluluk analizi
aksisleri (CA 1 ve CA 2) yerlestirildikten sonra elde edilen
verilere  bakildiginda, larval déneme gbére iskelet
deformasyonlarinin farklilagtigi gériiimustir (Sekil 3). Bu da
iskelet gelisiminin larval donem boyunca devamlilik teskil ettigi
ve buna bagl olarak iskelet deformasyonlarinin degisiklik
gosterdigini  belirtir. Ayrica bazi deformasyonlarin erken
dénemde hi¢ gérlilmemesi veya yodun olarak gérilmesi ile
dogrudan iligkilidir.

TARTISMA VE SONUG

iskelet deformasyonlari yogun balik yetistiriciligi sirasinda
oldukga sik gdzlenen ve ekonomik kayiplara yol agan bir
olgudur. Meydana gelen bu durum, ézellikle erken yaslarda
6lim ile sonuglanabilmekte veya hayatini devam ettirebilen
bireyler icerisinde porsiyonluk boya ulaganlar ise ekonomik
olarak deder bulmamaktadir. Bu yizden 19801 vyillarda
baslayan ¢ipura ve levrek vyetistiriciligi ile birlikte iskelet
deformasyonu calismalari da bircok deniz baligi tirl igin
incelenmis  ve cesitli  bilimsel makalelerde ve/veya
sempozyumlarda 6n plana ¢ikmistir.

Dodgal orijinli siviriburun karagézlerde (Diplodus puntazzo)
ve mercan baliklarinda (Pagellus erythrinus) sirasiyla %20 ve
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Sekil 3. Notokorda biikiilmesi donemlerine gore karsilasilan
deformasyonlar (1, Prefleksiyon; 2, Fleksiyon; 3, Postfleksiyon)
(Kisaltmalar Tablo 2'de gosterilmistir)

Figure 3. Observed skeletal deformations according to notochorda
flexion rate (1, preflexion; 2, Flexion; 3. Postflexion)(Abbrevations are
defined in Table 2)
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%10 oraninda deformasyon tespit edilmis ve bir balikta 1-5
arasinda deformasyon meydana gelebildigi  bildirilmistir
(Boglione vd., 2003).

Ayni arastirmacilar, kulugkahane orijinli D. puntazzo ve P.
erythrinus’larda ise sirasiyla %95 ve %73 oraninda
deformasyon tespit etmis ve bir balikta 1-10 arasinda
deformasyon olabilecegine deginmistir. Hattori vd. (2003)
Pagrus major larvalarinda 1999-2001 yillari arasinda yaptigi
calismada deformasyon oranlarini %10 ile %25 arasinda
degisim gosterdigini bildirmistir. Yetistiriciligi yapilan Solea
senegalensis larvalarinda %44 oraninda deformasyon tespit
edilmigtir (Gavaia vd., 2002).

Kyphosis birgok balik tirlinde sik gérilen omurga
deformasyonlarindan biridir. Myxosporean parazitler (Langdon,
1987; Lom vd., 1991; Treasurer, 1992), yetersiz besleme
(Mahajan ve Agrawal, 1980; Furuichi vd., 1997), kirlilik (Pohl,
1990; Lemly, 1993; Kingsford vd., 1996) ve henlz
tanimlanamayan faktérler (Boglione vd., 1995, 2001; Divanach
vd., 1996; Ferreri vd., 2000) kyphosise neden olmaktadir.
Koumoundourous vd. (2002), levreklerde larval dénemde, pre-
hemal bolgede meydana gelen kyphosis'in metamorfoz
oncesinde meydana geldigini bildirmistir. Yetistiriciligi yapilan
levrek juvenillerinde, pre-hemal bdlgede meydana gelen
kyphosis, hemal bdlgede meydana gelen lordosis ile yakin
iliskilidir (Boglione vd., 1995). Lordosis ve kyphosisin hava
kesesi gelismemis baliklarda daha fazla oranlarda meydana
geldigi séylenmistir (Chatain 1994; Boglione vd., 1995).

Lordosis ve kyphosisin daha ¢ok branchiostegal isinlarda
meydana gelen deformasyonlar ile ilgili olabilecegi bildirilmistir
(Koumoundourous vd. 2002). Bunun nedeni olarak omurga ve
branchiostegal 1sinlarin temeli olan iskelet elementleri,
membran  kemiklerdir.  Omurgadaki  kemiklesme  ve
branchiostegal isinlarin olusumu 7.5-8.5 mm TB olan ayni
ontojenik zamanda gelisim géstermistir (Gluckmann vd., 1999;
Koumoundourous vd., 2002). Bundan dolayr bu gelisim
déneminde kyphosise neden oldugu distinllen faktdrlere kars!
larva duyarlidir. Bu sekildeki histolojik semptomlar, C vitamini
(Soliman vd., 1986; Dabrowski vd., 1990) ve minerallerin
(Furuichi vd., 1997) yem igerisinde yetersiz oldugu durumlarda
artar. Bununla birlikte canli yemin yag asitlerince yeterince
zenginlestirimemesi de semptomlarin artmasina neden olur
(Gapasin ve Duray, 2001).

Omurda meydana gelen deformasyonlar igerisinde larvalar
tzerinde etkili diger bir deformasyonda lordosistir. Chatain
(1994), levrek ile gipura larvalarinda kas gelisimine ve tankin
hidrodinamik yapisina bagl olarak lordosisin pre-hemal ve
hemal bélgelerde agirlikli olarak meydana geldigini bildirmistir.
Yilksek su debisinde benzer sonuglar P. major (Kihara vd.,
2002) ve Cyprinus carpio (Backiel vd., 1984) igin bildirilmistir.

Kihara vd. (2002), lordosis gdzlenen bireyleri omurga lizerinde
meydana gelis bolgelerine gbre ikiye ayirmistir. Bu
arastirmaciya gore pre-hemal bdlgede (3-10. omurlar arasi)
meydana gelen lordosis hava kesesi eksikliginden, hemal
bdlgede (11-22. omurlar arasi) meydana gelen lordosis ise su
debisi ve tankin hidro dinamik yapisindan dolayr meydana
gelmektedir. Kanazawa (1983), metamorfoz sirasinda
fosfoliptierin ~ yeterli  miktarlarda  larvalara  veriimesi
gerektiginden bahsetmistir. Kemik gelisimine yardimci ve
deformasyonu engelleyici fosfolipit diizeyleri C. carpio'da %1.3
(Geurden vd., 1998), D. labraxta %1.6 (Cahu vd., 2003),
Oplegnathus fasciatus’ta %5 (Kanazawa vd., 1983) olmalidir.

Kaudal  bdlgedeki  malformasyonlar ve  kaudal
yiizgeclerdeki deformasyonlar yetistiricilik kosullari altinda P.
major, D. labrax ve D. dentex’te bildirilmistir (Matsuoka, 1987;
Daoulas vd., 1991; Boglione vd., 1993; Marino vd., 1993;
Koumoundourous vd., 2001). Kaudal bélgede ve ylzgeclerde
meydana gelen deformasyonlarin olus nedenleri hakkinda tek
bir neden sdylemek miimkiin degildir. Omurgalilarda posterior
somitler en son gelisir ve ¢evresel etkiler ile strese karsl
oldukga hassastir (Fowler, 1970). Kiiltir kosullarinda kaudal
ylzgeglerde meydana gelen anomaliler, levreklerde % 34
oraninda olurken (Marino vd., 1993) sinaritlerde bu oran %15
olarak bildirilmistir (Koumoundourous vd., 2001a).

Bu calismada, lilkemizde ve Akdeniz ilkelerinde yogun
yetistiriciligi yapilan levrekler igin, erken donemde meydana
gelen iskelet deformasyonlari larval dénem siresince farkli
gelisim dénemlerine gore incelenmistir. Sonug olarak larvalarin
iskelet gelisimlerini, metamorfozun sonuna kadar devam
ettirdikleri ve bu dénem igerisinde gelisime bagl olarak farkli
tiplerde deformasyonlarin meydana geldigi tespit edilmistir. Bu
gelisim siresince genetik faktorler disinda en 6nemli etkenin,
metamorfoza bagl gelisimsel fizyolojk stresin en aza
indirilmesi oldugu disinlimektedir. Bunun nedeni kiltlirl
yapilan tirtin metamorfoz sirasinda birgok fizyolojik farkliliklar
gegirmesi olup, sonugta bu durumun canli (izerinde strese yol
acmasidir. Bu sire icerisinde yliksek vitamin ve mineral igerikli
yemlerin verilmesi, mekanik stresin (debi, havalandirma, kapali
devre guriltisi vb.) minimuma indiriimesi, su sicakliginin tiriin
gelisimine uygun sicaklikta bir (iretim protokolliniin izlenmesi,
larval (retimin basarisini ve kalitesini artiran en onemli
unsurlardan olacaktir. Ozellikle erken dénem beslemede
kullanilan rotifer ve Artemia’nin ylksek besin igerigine sahip
olmasi ile birlikte bunlarin zenginlestiricilerinin ne kadar etkili
oldugu ve larvaya ne kadarinin aktarildiginin belirlenmesi
sonraki calismalar igin oldukga 6nemlidir. Bununla birlikte
degisen ortam kosullarinin larval ddnemde meydana gelen
deformasyonlar izerinde ne kadar etkili oldugunun izlendigi
calismalara da ihtiya¢ duyulmaktadir.
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