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Abstract: Marking of live feeds by radioactive liposomes. This study was done to introduce
the radioactive marking technique that had been commonly used in larval feeding studies in
the last years, by marking rotifer (Brachionus plicatilis Miiler, 1786) and Artemia (Artemia
salina L., 1758) with radioactivity which were extensively used for larval feeding in
aquaculture. In the study, liposomes having different concentrations of radioactive isotopes
(**C-Palmitik asit) were used to mark rotifer and artemia; and the effects of changes in
radioactive isotope concentrations on the specific activity values of live feeds were
investigated.
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Ozet: Bu calisma, son yillarda larva besleme ¢alismalarinda yogun olarak kullanilmaya
baslanan radyoaktif markalama teknigini tanitmak amaci ile, su iriinleri larva
yetistiriciliginde yaygin olarak kullanilan rotifer (Brachionus plicatilis Miiler, 1786) ve
artemianin (Artemia salina L., 1758) radyoaktif markalanmasi iizerine yapilmstir.
Calismada farkli oranda radyoaktif izotop (‘*C-Palmitik asit) igeren lipozomlar, rotifer ve
artemianin markalanmasinda kullanilmis, radyoaktif izotop miktarindaki degisimlerin, canli

yemlerin spesifik aktivite miktarinin iizerine etkileri incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Radyoaktif markalama, '*C, artemia, rotifer, larva besleme.

Giris

Su tiriinlerinin entansif tiretim ¢alismalarmda
ilk basamagi besleme ve yemleme
calismalar1 almaktadir. lyi yetistiriciligin
iyi besleme ile saglanabilecegi ilkesi artik
tim diinyada yaygin olarak kabul edilen
bir disiince tarzi haline gelmistir (Korkut
ve Hossu, 1998).

Balik larvasi yetistiriciligi ¢alismalarinda
da Dbiiylimeyi, iriiniin kalitesini ve
Ozellikle larvalarin  yasama  oranini
belirleyici en 6nemli etken beslemedir
(Tandler, 1985; Kolkovski ve dig., 1993).
Bu yiizden larva yetistiriciligi alaninda
son yillarda yapilan g¢aligmalarin biiyiik
¢ogunlugunu larva besleme ¢alismalari
olusturmaktadir.

Larva  besleme calismalarinda
biyokimyasal, fizyolojik ve morfolojik
yontemlerden yararlanilmaktadir (Rice ve

dig., 1994; Planas ve Cunha, 1999).

Larvalarin ~ besin  ihtiyaclarmin
tespitinde  biyokimyasal  analizlerden
yararlanilmakta, ele alinan tiirlerin

yumurtalarmnin, tiikettikleri zooplanktonlarin
besin madde analizleri yapilarak besin
ihtiyaclart saptanmaktadir (Leibovitz ve
dig., 1987).

Larvalarin ~ sindirim  organlarinda
iiretilen enzimlerin ¢esitleri, miktarlar ve
pH igeriklerinin tespiti ile larvalarin hangi
tir yemleri kullanabilecegi {izerine
yapilan  calismalarda ise fizyolojik
calismalardan yararlanilmaktadir. Fizyolojik
calismalar in vivo ve in vitro olmak {lizere
iki temel metod ile yapilmaktadir. In vivo
denemelerde larvalarin, yemlerin ve
sindirim  organlarinmn  kiicik  olmasi
sorunlara yol agtigindan, son zamanlarda
in vitro denemeler O6nem kazanmaya
baglamistir. Bu tiir ¢alismalarda baliklardan
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izole edilen enzimlerin i¢ine konan
yemlerin bozunmalari 6l¢iilerek, denemede
kullanilacak  yemin larva tarafindan
sindirilebilecek yapida olup olmadigi
tespit edilmektedir (Rust ve dig., 1993;
Alarcon ve dig., 1999; Ronnestad ve dig.,
2001).

Larva  besleme calismalarinda
kullanilan diger bir yontem de morfolojik
incelemelerdir. Bu incelemeler 151k,
tarayici elektron ve transmisyon elektron
mikroskoplar1 kullanilarak, histolojik ve
histokimyasal yOntemlerle yapilmakta,
larvalarin duyusal organlarmin (tat, v.b.),
beslenme ile ilgili organellerinin (sindirim
tipli  hiicreleri, son mide epitel
hiicrelerinin, karaciger ve pankreas)
yapist ve hiicresel geligimleri takip
edilmektedir ~ (Salhi ve dig, 1997
Baskerville-Bridges ve Kling, 2000;
Yufera ve dig., 2000).

Larvalar {iizerinde yapilan besleme
denemelerinde, yemlerin tiiketim, sindirim,
absorbsiyon ve Oziimsenme oranlarinin
tespitinde, floresans maddelerden, renk
maddelerinden veya radyoaktif maddelerden
yararlanilmaktadir. Floresans ve renk
maddeleriyle yapilan ¢aligmalarda, larvaya
verilecek yemler, floresan maddeler
(Thioflavine S) ya da renk maddeleri
(miirekkep, algler) kullanilarak iiretilmekte
(suni yemler), ya da canli yemlerin suyu
siizerek beslenme 6zelliklerinden yararlamlarak
renklendirilmektedir (zooplankton). Bu
yemler kullanilarak yapilan besleme
¢alisgmasinin  ardindan larva sindirim
sistemindeki renk veya parlaklik 6zel
mikroskop sistemleri ile oOlgiilmektedir
(Walford ve dig., 1991).Baz1 arastirmacilar
ise sindirim sistemi i¢indeki partikiilleri
(suni yem vya da canli yem) g1k
mikroskobu altinda sayarak veya sindirim
sistemi  i¢inde renk  maddelerinin
kapladigi alani 6lgerek tiiketim oranlarini
tespit etmektedir (Fernandez-Diaz ve dig.,
1994; Yufera ve dig., 1995; Planas ve
Cunha, 1999; Yufera ve dig., 1999; Parra
ve Yufera, 2000; Langdon, 2000;
Baskerville-Bridges ve Kling, 2000; Onal

ve Langdon, 2000).

Larvalarmm  tiikettikleri  yemlerin
tiikketim oranlarmin tespiti ¢aligmalarinda
mikroskop altinda yapilan caligmalarda
yem partikiillerinin sayimi  ve renk
Olglimiine dayal1 yontem kullaniminda

bazt olumsuz yanlar bulunmaktadir
(Planas ve Cunha, 1999).
Floresan ya da boyar madde

kullanimma alternatif olarak gelistirilen
radyoaktif markalama yontemi, spesifik
cihaz ve madde gereksinimi, caligma
ortaminin izole bir laboratuvar olmasi
gerekliligi gibi olumsuz yanlarina karsin,
tiketim ve sindirim oranlarmin tespiti
caligmalarinda her tiir i¢in kolay ve kesin
sonu¢ vermesi nedeni ile yogun olarak
kullanilmaya baslamistir.Bu yontemde
radyoaktif 1s1ma miktari bilinen bir izotop
(14C, ’H, 35S), tastyict maddelerle, farkli
formlarda canli yemlerin zenginlestirilmesinde
ya da suni yemlerin {iretiminde, yem
igeriginde kullanilmakta ve daha sonra
yemlerin  radyoaktif 1s1ma  miktan
(spesifik aktiviteleri) Olgiilerek tespit
yapilmaktadir. Olgiimde, likid sintilasyon
sayict denen cihaz kullanilmaktadir.
Sonuglarin cihazlar kullanilarak okunmasi,
insan kaynakli hatalarin en aza inmesini
ve kesin sonug¢ alinmasini saglamaktadir.

Radyoaktif markalamada tasiyict
olarak mikro ve makro algler, proteinler,
aminoasitler, yag asitleri kullanilabilmektedir.

Radyoaktif markalamada tasiyict
olarak mikroalg (Chlorella, Nannochloropsis,
Chaetoceros  muelleri)  kullaniminda,
algler yogun isiklandirma ve 1sitma
yapilan sistemlerde, NaH["*C]O5 verilerek
markalanmaktadir. Bu sistemler, radyoaktif
izotopun '*CO, formuna donerek kayba
ugramamasl i¢in, tamamen kapali ve izole
olmak zorundadir. Bu tir markalama
yaklagik 26-27 saat almaktadir. Markalanan
algler daha sonra, ya canli yemlerin
zenginlestirilmesinde ya da mikrodietlerin
yapiminda hammadde olarak kullanilmakta
ve markalama saglanmaktadir (Tandler ve
Mason, 1984; Knauer ve Southgate, 1997;
Kolkovski ve dig., 1997).
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Markalamada tastyici olarak
makroalg kullaniminda, "C iztopunun
“C0, formu kullanilmaktadir. Fotosentez
sirasinda "*CO,’1 titkketen makroalgler bu
sayede markalanabilmektedir. Bu algler
daha sonra yem hammaddesi olarak, ya
dogrudan ya da yag igerigi uzaklastirilarak
protein kaynagi olarak yem igerigine
eklenmekte ve yemlerin markalanmasi
saglanmaktadir (Langdon, 1989).

Radyoaktif markalama denemelerinde
son yillarda yogun olarak kullanilmaya
baslayan metod ise aminoasitlerin, yag
asitlerinin, karbonhidratlarin ve diger
besin maddelerinin markalamada kullanimudir.
Bu maddeler ticari olarak hazir halde
satilmakta olup, ¢ok farkli tiirde ve
miktarda bulunabilmektedir. Bu maddeler
yem icerisinde kullanildiginda, hem yem
markalanmakta, hem de kullanilan besin
maddesinin  spesifik  olarak  larva
tarafindan 6ziimsenip 6ziimsenmedigi de
tespit edilmektedir. Radyoaktif olarak
markalanmis besin maddelerinin spesifik
olarak kullaniminda, force-feeding denen
bir yontem uygulanmaktadir. Bu
yontemde aminoasit (** C-metiyonin) veya
yag asidi (['*C]16:0) gibi besin maddeleri
mikro injeksiyon metodu ile larva
sindirim tiipline birakilmakta, larvadaki
radyoaktivite yada sudaki radyoaktivite
degisimleri incelenerek, kullanilan
maddenin sindirim ve ziimsenme miktari
tespit edilmektedir (Rust ve dig., 1993;
Ronnestad ve dig., 2000, 2001). Radyoaktif
markalanmig besin maddeleri ticari olarak
bir ¢ok formda piyasadan temin
edilebilmektedir.

Radyoaktif markalamada, lipozom
iceriginde '* C-Palmitik asit formu kullanim
bir ¢ok avantaj saglamaktadir. Tip
alaninda ilag tasiyict sistem olarak
kullanilan lipozomlar, tek veya i¢ ige bir
¢ok tabakadan olusmus, aralarinda sulu
faz igeren, caplart yaklagik 0.02 -3.5 um
capinda  kiiresel  kapsiil  formunda
yapilardir (Giirsoy, 1988). Lipozomlarin
fosfo lipid membranmin igine yagda
eriyebilen maddeler (vitaminler, lipidler)

eklenebilirken, sulu faz icerisine de suda
eriyebilen her tiirli madde (suda eriyen
vitaminler, mineraller, proteinler,
kemoterapatikler) kapsiile edilebilmektedir.
Bu agidan lipozomlarin larva beslemede
kullanimi birgok avantaj yaratmaktadir
(Koven ve dig., 1999).

Ulkemizde radyoaktif maddelerin
balik larvasi besleme ¢alismalarinda
kullanim:  uygulanmamakla  birlikte,
calisgma igin gereken cihazlar ¢esitli
kurum ve kuruluslarda mevcuttur. Tip
alaninda radyoaktif maddelerden
yararlanilmasi nedeniyle, ozellikle
iiniversite hastanelerinde ya da niikleer
arastirma  kurumlarinda  bu  cihaz
bulunmaktadir.

Bu c¢aligmada, farkli miktarda
radyoaktif izotop iceren lipozomlar, larva
yetistiriciliginde yaygin olarak kullanilan
canli yemlerden rotifer (Brachionus
plicatilis Miler, 1786) ve artemianin
(Artemia salina L., 1758) radyoaktif
markalanmasinda kullanilarak, optimal
radyoaktif izotop kullanim orani tespit
edilmeye c¢aligilmis ve bu yodntemi
kullanmak isteyen arastirmacilara oneriler
sunulmustur.

Materyal ve Yontem

Calisma Israil Eilat’da bulunan Ulusal
Deniz Baliklart Merkezi’'nde (National
Center for Mariculture) yiiriitilmiistiir.
Calismada canli yem olarak biiyilk boy
rotifer ve artemia kullanilmistir. Canli
yemler farkli oranda (20 pCi, 50 pCi ve
100 pCi) radyoaktif izotop ('*C-Palmitik
asit) igeren  lipozom  kullanilarak
markalanmistir. Markalama isleminde bu
yemlerin  suyu  siizerek  beslenme
Ozellikleri kullanilmustir.

Lipozom yapiminda temel olarak
soya kokenli %95 fosfotilkolin igeren
ticari lesitin (Epikuron 200 SH, Lucas
Meyer GMBH) ile kolesterol (>%99-
Sigma), radyoaktif markalamada '*C
izotopunun  Palmitik  asit  formu
kullanilmistir (Koven ve dig., 1999).
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Lipozom yapiminda lesitin ve
kolesterol oran1 10:4 (w/w) olarak
kullanilmistir. Lesitin ve kolesterol (2:1)
kloroform: methanol karisiminda ¢6ziilmiis,
daha sonra 250 ml.’lik yuvarlak tabanli
balona konulmustur. Bu karisimin tizerine
radyoaktif markalamay1 saglamak amaci
ile farkli oranlarda '*C-Palmitik asit
eklenmistir. Balon Rotavapor R110 (Biichi,
Isvicre)’a baglanarak, orta bir doniis hizi
ile 35°C’de solventlerin buharlastirilmast
saglanmistir. Balon yiizeyinde olugan film
tabakasinda  kalabilecek  solventlerin
tamamiyla ugurulmasini saglamak amacit
ile balon 30 dakika siire ile vakumlu
desikatore konmustur. Lipozomun sulu
fazinda serbest aminoasitler (alanin,
glisin) ile betain ve Bovine Serum
Albumin (BSA) kullanilmigtir. Betain,
Lesitin ve Glisin sirasiyla 20:40:40
oraninda, BSA 500 mg/2.5ml olacak
sekilde saf su igerisinde c¢oziinmiistiir.
BSA ¢ozeltisi, ¢oziinmeyen partikiillerin
uzaklastirilmas: amaciyla 3 no gdzenekli
filtreden gegirilmistir. Daha sonra serbest
aminoasit karisimindan 250 mg/2.5 ml ile
BSA ¢ozeltisinden 500 mg/2.5 ml almarak
cam bilyelerle birlikte balon icerisine
eklenmigtir. Balon yine Rotavapor’a
baglanmis, vakumsuz olarak yavas doniis
hizinda, 35°C’de 30 dakika siire ile isleme
konmustur. Sulu faz ve bilyeler vasitasiyla
balon ylizeyindeki film tabakasi,
yiizeyden ayrilarak, balon dibinde beyaz
opak renkli bir ¢ozelti toplanmasi
saglanmustir. Bu ¢ozelti polikarbonat filtre
(0.6 pm) takilmis LiposoFast lipozom
ekstruder’indan  gegirilmis  (Avestin,
Kanada) ve kullanima hazir hale
gelmistir.

Hazirlanan lipozomun radyoaktivite
degerinin  Olglimiinde ise su metod
uygulanmaktadir. 10 pl lipozom, daha
onceden hassas olarak darasi Ol¢iilmiis
aliminyumdan hazirlanmis kaplara
konarak, 65°C’de 2 saat siire ile kurumaya
birakilmigtir. 2 saat sonunda 10 pl
lipozomun kuru agirligi hesap edilmistir.

Islem 3 paralelli olarak yapilmus,
sonuglarin  ortalamasi  hesaplanmustir.
Yine 10 pl lipozom 3 paralelli olacak
sekilde radyoaktif calismalar i¢in dizayn
edilmis kapakli plastik tiiplere konmus,
tizerlerine 350 pul Soluen 350 (Packard,
USA) eklenmistir. Ayni zamanda, Soluen
soliisyonundan kaynaklanabilecek
radyoaktivite  Ol¢imlerinin en aza
indirilebilmesi igin, farkli 2 tiipe ayni
oranda Soluen ¢ozeltisi konmus ve bu
tiplerde 6rnek tiipleri ile ayni iglemlere
tabii tutulmuslardir. Bu tipler agz1
kapatilarak 50°C’de 2 saat siire ile
tutulmuglardir. Daha sonra tiiplerdeki
soliisyonun {izerine tiiplin tamamini
dolduracak sekilde sintilasyon kokteyli
(Ultima Gold, XR, Packard, USA)
eklenmis ve tiip calkalanmistir. Daha
sonra tiip Likid Sintilasyon Sayiciya (Tri-
Carb 2100TR, Packard, USA) yerlestirilmis
ve radyoaktivite degeri dpm olarak
olciilmiistir . Islem 3 paralelli olarak
yapilmis, sonuglarin ortalamasi alinmistir.
Olgiilen radyoaktivite degerleri daha
onceden hesaplanan kuru agirlik degerleri
dikkate alinarak hesaplanmustir. Hesaplamada,
kor oOrnek olarak sadece Soluen ve
Sintilasyon  kokteyli igeren tiiplerin
radyoaktivite degerleri  kullanilmistir.
Hesaplanan deger radyoaktif lipozomun
spesifik aktivitesi olarak adlandirilmaktadir.
Buna gore lipozomun spesifik aktivitesi ;

(ko LCO0w8) — ppy ¥ )

LKA (1012)

LSA= Lipozomun Spesifik Aktivitesi (dpm ug”); RD*
(4= 10ul Lipozomun Radyoaktif Degeri (dpm);
RD*"=  Kér  Ornek  Radyoaktif ~ Degeri
(dpm);LKA""= 10 ul Lipozomun Kuru Agrhg:
(1g),

LSA(dpm pS ") =

olarak hesaplanmaktadir (Koven ve dig.,
1999).

Calismada  rotifer  (Brachionus
plicatilis) ve artemia (Artemia salina)
kullanilmigtir.  Her iki  canli  yem
radyoaktif igerikli lipozomlar kullanilarak
markalanmigtir. Markalama isleminde
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sayilarak alman canli yemler, havalandirma

saglanmig, 1siticili  beher sistemlerine
stoklanmis ve ticari zenginlestiriciler igin
kullanilan ~ zenginlestirme protokolleri

uygulanarak lipozom ile zenginlestirilmislerdir.
Bu islemde, 10° rotifer icin 300 mg
lipozom (kuru agirlik), artemia i¢inse 200
mgl™ (kuru agirhik) lipozom kullamlmustur.
16 saat sonra, 100 pm’lik filtreden
siziilen ve artik radyoaktif materyalin
uzaklagtirilmast amaci ile temiz deniz
suyu ile yikanan canli yemler, radyoaktif
olmayan beher sistemlerine alinmistir.
Canli yemler binokiiler altinda, hassas bir
sekilde sayilarak 2 cm ¢apindaki filtrelere
alinmig, vakum altinda saf su ile
yikanmislardir.  Filtreler, filtre ¢apina
uygun radyoaktif ¢alisma tiiplerine
aktarilmis, iizerlerine filtrelerin yiizeyini
ortecek miktarda (= 1000 ul) Soluen 350
(Packard, USA) eklenmistir. Bu tiipler,
tizerlerine filtrelerin kagar tane canli yem

igerdigi yazildiktan sonra, agzi
kapatilarak 50°C’de 2 saat siire ile
tutulmustur.  Daha  sonra  tiipteki
soliisyonun {izerine tiipiin tamamini

dolduracak sekilde sintilasyon kokteyli
(Ultima Gold, XR, Packard, USA)
eklenmis ve tiip ¢alkalanmistir. Go6z ile
canli yemlerin tam olarak c¢oziliniip

¢oziinmedigi kontrol edildikten sonra,
tipler Likid Sintilasyon Sayiciya (Tri-
Carb 2100TR, Packard, USA) yerlestirilmis
ve radyoaktivite degeri dpm olarak
dlciilmiistiir. Olgiilen radyoaktivite degerleri
tiplin icine konan canli yemlerin sayisi
dikkate alinarak hesaplanmis, bdylece
canli  yemlerin  spesifik  aktivitesi
hesaplanmistir. ~ Hesaplamada  diger
hesaplamalarda oldugu gibi yine kor
orneklerden yararlanilmigtir. Ancak canlt
yemlerin spesifik aktivitesi hesaplanirken
hazirlanan  kor  Ornekte, filtreden
kaynaklanan hatalar da olabilecegi
diistintilerek kor 6rnek tiiplerinin i¢ine bos
filtre  konulmustur. Canli  yemlerin
spesifik aktivitesi;

(RD CY(@pm) oy KO )
CYS

CYSA=Canli Yemin Spesifik Aktivitesi (dpm adet™);
RDY™=Tiipteki Canh Yemlerin Radyoaktif Degeri
(dpm); RD*"= Kér Ornek Radyoaktif Degeri
(dpm);CYS= Tiipteki Canli Yem Sayist (adet)

CYSA(dpm  adet ') =

Bulgular

Farkli oranda radyoaktif izotop igeren
lipozomlar ile canli yemlerin markalanmasi
denenen ¢aligmada alinan sonuglar Tablo
1’de verilmistir.

Tablo 1. Caligmada kullanilan radyoaktif madde miktarinin lipozom ve canli yem spesifik

aktiviteleri lizerine etkileri.

Lipozoma Eklenen ' C-Palmitik asit

Lipozomun Spesifik

Canli Yemlerin Spesifik

Miktar1 Aktivitesi Aktivitesi
. 1 2.51 dpm rotifer”
20uci 115.8 dpm pg 3. 6 dpm rotifer’"
5.49 dpm rotifer”
152.04 dpm pg’ 7.35 dpm rotifer”
50 uCi 62.78 dpm artemia™
- 8.76 dpm rotifer”
158.12 dpm pg’’ 61.04 dpm artemia™
62.08 dpm artemia™'
16.15 dpm rotifer”
|
100 uCi 310.46 dpm pg’! 18.3 dpm rotifer

106.6 dpm artemia™
100.8 dpm artemia™
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Tabloda da goriildigii gibi, lipozom
icerisinde kullanilan radyoaktif izotop
miktarindaki artisga bagli olarak canli
yemlerin spesifik aktivitesinin de arttig
goriilmiigtiir. Caligmada 20 pCi ile
yapilan denemede, sistemdeki bir ariza
nedeniyle  artemianin  markalanmasi
caligtlamamusgtir.

Calismada ayrica, markalamada ayni
spesifik  aktiviteye  sahip  lipozom
kullanilmas1 durumunda artemialarin, 5-
12 kat arasindaki oranlarda, daha yiiksek
spesifik aktiviteye ulagtiklari gorilmiistiir.

Tartisma ve Sonug¢

Calismada, radyoaktif markalama isleminde
lipozom kullaniminin, iyi sonu¢ veren,
hizli ve kolay bir yontem oldugu tespit
edilmigtir.

Canli yemlerin radyoaktivite
degerlerinin verildigi, tabloda spesifik
aktivite degerleri dpm/canli yem birey
olarak verilmektedir. Bu degeri, dpm pg’
birey (kuru agirlik) degerine ¢evirdigimizde,
kargimiza sOyle bir sonu¢ ¢ikmaktadir
(Tablo 2).

Tablo 2. Canli yemlerin kuru agirlifina bagl spesifik aktivite degerlerinin hesaplanmast.

Lipozoma Eklenen '* C-Palmitik asit

Lipozomun Spesifik

Canli Yemlerin Spesifik

Miktar1 Aktivitesi Aktivitesi
. 1 5.57 dpm pg™ (rotifer)
20 pCi 115.8 dpm pg 8 dpm pg! (rotifer)
Rl 12.2 dpm pg™ (rotifer )
152.04 dpm pg 16.33 dpm pg”" (rotifer)
. 20.05 dpm pg” (artemia)
SOuci 19.46 dpm pg™' (rotifer)
158.12 dpm pg’’ 20.01 dpm g (artemia)
20.35 dpm pg’' (artemia)
35.88 dpm pg™' (rotifer)
-1 .
100 uCi 310.46 dpm pg’" 40.66 dpm pg™ (rotifer)

34.95 dpm pg™' (artemia)
33.04 dpm pg”' (artemia)

Rotifer kuru agirlik =0.45 ug (Yufera ve dig., 2000)

Artemia kuru apirltk=3.05 ug (16 saatlik zenginlestirme periyodu sonunda) (Garcia-Ortega ve dig., 1998)

Tabloda da gorildigi gibi, canlt

yemlerin kuru agirlik degerleri
kullanildiginda, her iki canli yemin de
birbirine  ¢ok  yaklagik  degerlerde

radyoaktif olarak markalanabildigi tespit
edilmistir. Bu ¢aligmalarda standart bir
protokol uygulanmasini saglayacagindan,
larvalar iizerinde yapilacak denemelerin
planlanmasinda kolayliga yol agmaktadir.

Canli yemler 6zellikle deniz baliklari
larvalarmin beslenmesinde, farkli donemlerde
farkli  miktarlarda  kullanilmaktadir.
Uzerinde denemenin yapilacagi larvanim,
biliyiikligiine ve tahmini canli yem
tiketimine bagli olarak, kullanilacak
radyoaktivite miktar1 yukaridaki tablodan
yararlanilarak hesaplanabilmektedir.

Uzerinde deneme yapilacak larva biiyiik
ve canli yem tiiketim orani fazla ise,
markalamada 20 pCi radyoaktif izotop
kullanimi yeterli olabilirken, &zellikle
larvalarin ilk beslemeye gegtikleri ve yem

tiketim  oranlarinin  diisiik  oldugu
donemlerde daha yiiksek radyoaktif
madde  kullanilmas1  gerekmektedir.

Boylece, iizerinde ¢alisilan larva kisith
miktarda canli yem tiiketse ve calisma
sirasinda ortam kosullarindan ortaya
cikabilecek radyoaktivite madde kayiplari
olsa bile, yiiksek radyoaktif icerikli canlt
yemin 1gima miktar1 kolaylikla tespit
edilebilmektedir.

Radyoaktif lipozom ile yapilan
markalama islemi, diger radyoaktif
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yontemlerle karsilagtirildiginda ¢ok daha
kisa siirede (12-16 saat) markalama
yapilmasina olanak tanimaktadir. Canli
yemlerin markalanmasinda radyoaktif
igerikli alg kullanilmasi durumunda,
markalama islemi 27 saat siirmekte olup,
mikroalglerin  markalanmas1  sirasinda
kullanilan NaH[14C]O3 formunun, '“CO,
haline doniiserek kayba ugrama ve havaya
karigma riski bulunmaktadir (Tandler ve
Mason, 1984). Kullandigimiz ydntemde
ise markalamada kullandigmz '*C-
Palmitik asit, tasiyict olarak kullanilan
lipozomun fosfo-lipid geperinde
baglanmis olup, havaya karigma riski
bulunmamaktadir.

Lipozom, icerigindeki lipid (kolesterol,
lesitin) nedeniyle, canli yemler tarafindan
kolayca tiiketilebilecek bir yapidadir. Bu
durum, canli yemlerin lipozom tiiketim
oraninin  artmasma  yol  a¢makta,
dolayisiyla radyoaktivite degeri artarak,
daha verimli bir markalama
gerceklestirilebilmektedir.

Lipozomlarin fosfo lipid membraninin
icine yagda eriyebilen maddelerin
(vitaminler, lipidler), sulu faz igerisine de
suda eriyebilen her tiirli maddenin (suda
eriyen vitaminler, mineraller, proteinler,
kemoterapatikler) kapsiile edilebilmesi
radyoaktif markalama agisindan da
kolaylik saglamakta, lipozom igeriginde
kapsiile  edilebilecek  herhangi  bir
maddenin radyoaktif formunun kullanilmasi
markalamay1 saglayabilmektedir. Bu da
radyoaktif izotop formunun segiminde
esneklik saglamaktadir.

Radyoaktif markalanmig lipozom ve
canli yemler , her tiirlii larvanin yem
tiketim, yem sindirim ve Oziimseme
oranlarinin tespiti calismalarinda
kullanilabilmektedir. ~ Lipozom, agiz
acikligy kiiciik (Epinephelus aeneus) olan
bazi larvalar i¢in yem olarak da
kullanilabilmektedir ve bu sayede
radyoaktif igerikli lipozom kullanilarak,
larval besleme c¢aligmalarinin yapilmast
miimkiin olmaktadir (Koven ve dig., 1999).

Yem tiiketim oranlarinin Sl¢tldigi
caligmalarda, radyoaktif yemlerle beslenen

larvalarin, radyoaktif 1s1ma degerleri
Ol¢iilmekte ve her bir larvanin radyoaktif
1sima degeri ve canli yemin spesifik
aktivite degerinden yola ¢ikarak tiiketim
oranlar tespit edilebilmektedir (Kolkovski
ve dig., 1997; Koven ve dig., 2001;
Gamsiz, 2002).

Radyoaktif markalanmig yemler,
yem tiiketim oranlarinin yaninda, sindirim
(6ziimsenme) oranlarinin tespiti
denemelerinde de kullanilabilmektedir.
Hedeflenen maddenin larvalar tarafindan
sindirim (6zlimsenme) oranlarmin tespiti
caligmalarinda,  markalanmis  yemler
planlanan siirede larvalara verilmektedir.
Daha sonra larvalarin  bulundugu
ortamdaki arttk radyoaktif maddeler
uzaklastirilmakta, larvalar  radyoaktif
olmayan yemlerle beslenerek viicutta
sindirilmeyen radyoaktif —markalanmis
yem artiklarinin uzaklastirilmast
saglanmaktadir. Bu arada kisa araliklarla
larva Ornekleri alinarak, radyoaktivite
degerleri dlgiilmektedir. Olgiilen
radyoaktivite  degeri  sabitlendiginde,
Olciilen  radyoaktivite degeri  ve
hedeflenen besin maddesinin spesifik
aktivitesi arasindaki oranti hesaplanarak,
maddenin sindirim (6ziimsenme) orani
tespit edilebilmektedir. Bu tir bir
calismada, larvalarda tespit edilen
radyoaktivite dlglimlerinin degisimi Sekil
1’de verilmistir (Kolkovski ve dig., 1993).

Radyoaldivite (dpm/mg larva)

Zaman (saat)

Sekil 1. Cipura larvalar iizerinde yapilan yem
sindirim (6ztimsenme) denemesinde zamana
bagli radyoaktivite degisimi (Kolkovski ve
dig., 1993).
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Radyoaktif markalama yonteminin
alternatifi  olan, diger  markalama
yontemleri, canli yemlerin markalanmasinda
ve bu yemlerin larva  besleme
denemelerinde kullaniminda bir ¢ok
sorunlar ortaya ¢ikarmaktadir (Planas ve
Cunha, 1999). Bunlar; renk maddeleri
kullanilarak markalama yapilan canli
yemlerin larva besleme c¢alismasinda
kullanimi1 durumunda, tiiketim oranlarinin
tespiti i¢in larvalarm 151k gecirgenliginin
olmasi1 gerekmektedir. Larva biiyiidiikce
deri kalinligmmm ve pigmentasyonun
artmas1 mikroskop kullanimini imkansiz
hale getirmektedir, boyama tekniginin
uygulanmasi ¢ok zaman almaktadir, boyar
maddelerin canli yem igerisinde zamana
bagli olarak kaybi s6z konusudur, boyar
madde ile markalanan yemlerin sindirim
oranlarinin  dlgiimii ¢ok zor ya da
olanaksizdir, yemlerin miktarinin tespiti
sirasinda, gdzlemsel hatalar ortaya
¢ikabilmektedir, boyar maddelerin toksik
etkisi bulunabilmektedir.

Goriildiigii gibi radyoaktif maddelerin
markalamada kullanimi su iriinleri larva
besleme c¢aligmalart agisindan bir ¢ok
avantaja  sahiptir. Ancak, radyoaktif
maddeler, gerekli kosullara uyulmadigi
taktirde, sagligt etkileyebilen durumlar
ortaya c¢ikabilmektedir. Bu amagla, bu tiir
maddelerle c¢alisirken bazi  Onlemler
alinmak  zorundadir. Bunlardan en
onemlileri sunlardir (Nuclide Safety Data
Sheet);Radyoaktif maddenin c¢aligilacagi
laboratuvar, diger boliimlerden ayri ve iyi
havalandirmali  olmalidir.  Radyoaktif
maddeler ile ¢alisilirken ¢eker ocak
sistemlerinde ¢aligilmalidir. Laboratuvarda
kesinlikle bir sey yenip, icilmemelidir.
Caligacak personel, bu konuda egitilmis
ve calisma protokoliinii biliyor olmalidir.
Calisma sirasinda, mutlak surette lastik
eldiven giyilmelidir. Bazi "“*C formlari,
tek kat lastik eldivenden deriye niifuz
edebilmektedir. Bu amagla 2 kat eldiven
giyilmeli ve her 20 dakikada bir eldiven
degistirilmelidir.Radyoaktif =~ maddelerle
kontamine olmus tim malzemeler,

makine ya da el ile ¢ok dikkatli bir sekilde
yikanmalhdir. Atk sarf malzemeler,
radyoaktif maddeler i¢in ayrilmis ve izole
edilmis 6zel atik boliimlerine atilmalidir.
Caliganlar ve laboratuvar periyodik olarak
kontrole tabi tutulmalidir. Ulkemizde,
basta niikleer arastirma enstitiileri olmak
iizere, bir c¢ok hastanede radyoaktivite
Ol¢limiinde kullanilabilecek cihaz
bulunmaktadir. Gerekli kosullarin saglanmasi
durumunda, ortak projelere gidilerek bu
cihazlarin su driinleri arastirmalarinda
kullanimi da miimkiin goriilmektedir.
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