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Abstract: Utilization of Nannochloropsis oculata (Eustigmatophyceae) as diet on Melicertus kerathurus (Forskal, 1775)
larvae. Nannochloropsis oculata is widely used as live microalgae for larval rearing (for rotifer production and into larval tanks) in
many marine fish hatcheries because of its high nutritional value on eicosapentaenoic acid EPA, 20:5(n-3) and arachidonic acid
ARA, 20:4(n-6). However, N. oculata has not been used as shrimp larvae feed and reports them to shrimp larvae are very scarce.
The aim of the present study was to evaluate whether N. oculata could be used as monoalgal diet for Melicertus kerathurus larvae,
compared to Chaetoceros calcitrans commonly used in shrimp hatcheries. Larval development index and survival rate of M.
kerathurus larvae fed five different (100, 150, 200, 250, and 300 x 103 cell/ml) densities of N. oculata were estimated. The
experiments were stopped when = 50% of the larvae fed the control diet of C. calcitrans metamorphosed to Mysis 1. Survival rates
were resulted as 74.6% in control group fed C. calcitrans and recorded between 27.3-40.6% in experimental groups. Larvae fed on
N. oculata were considerably delayed in development as compared to those fed on C. calcitrans. In larval development analysis,
feeding of C. calcitrans to Mysis 1 resulted in average development index 3.7, but in experimental groups was ranged from 2.0 to
2.3. In experimental group, although there was no difference (P > 0.05) in survival rate of larvae, regardless of their feeding density,
development index of larvae fed 200 and 250 x 10° of N. oculata densities was higher (P < 0.05) than those fed 100, 150 and 300 x
103 densities.
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Ozet: Nannochloropsis oculata, eicosapentaenoic asit EPA, 20:5(n-3) ve arachidonic asit ARA, 20:4(n-6) igerigince zengin besin
degerinden dolayi bir cok deniz baliklari kulugkahanesinde larva yetistiriciliginde (rotifer tiretiminde ve larva tanklarinda) canli mikro-
alg olarak yaygin sekilde kullaniimaktadir. Bununla birlikte, N. oculata karides larva beslenmesinde kullaniimamaktadir ve bu konu
ile ilgili alismalar gok sinirlidir. Bu galismadaki amag N. oculata’nin Melicertus kerathurus larvalarinin beslenmesinde tek bagina
besin olarak uygun olup olmayacagini karides kulugkahanelerinde yaygin olarak kullanilan Chaetoceros calcitrans tiiri ile
karsilastirarak degerlendirmektir. Bes farkli (100, 150, 200, 250 ve 300 x 10° hiicre/ml) yogunlukta beslenen M. kerathurus
larvalarinin gelisim indeksleri ve yasama oranlari belirlenmistir. Denemeler kontrol besini C. calcitrans ile beslenen larvalarin
%50'sinden fazlasinin Myisis 1 oldugunda sonlandiriimigtir. Yagama orani kontrol grubunda %74.6 olarak gergeklesmis deneme
gruplarinda %27.3-40.6 arasinda kaydedilmistir. N. oculata ile beslenen larvalarin gelisimlerinde C. calcitrans ile beslenenlere
oranla kayda deger bir gerileme gorilmistiir. Larval gelisim analizlerinde C. calcitrans ile beslenen larvalarin ortalama gelisim
indeksleri 3.7 ile Mysis 1'de sonuclanirken deneme grubunda 2.0-2.3 arasinda degismistir. Deneme gruplarinda beslenme
yogunluklari ne olursa olsun yasama oranlari arasinda fark bulunmazken (P > 0.05), 200 ve 250 x 103 hicre/ml yogunlukta
beslenen larvalarin gelisim indeksleri 100, 150 ve 300 hiicre/ml yogunlukta beslenen larvalarinkinden daha biyik (P < 0.05)
bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Nannochloropsis oculata, Melicertus kerathurus, larva, diet.

Girig

Karides larva besleme calismalarinin temel amaglarindan
birisi de yliksek yasama ve hizli bir blylme orani
saglayabilen, ayni zamanda ekonomik ve kullanimi pratik olan
yem kaynaklari gelistirmektir (Kumlu, 1999). Geleneksel ve
yaygin penaeid larva yetistiriciliinde baglica kullanilan canli
yemler mikro-algler ve Artemigdir. Omnivor beslenme
dzelligine sahip olan penaeid karidesler, besin keselerini
tiikettikleri nauplius (N) asamasindan sonra, protozoea (PZ)
déneminde mikro-algle, mysis (M) donemlerinin baglarinda ve
postlarval (PL) donemlerinde ise Artemia ile beslenirler.
Penaeid karides larva yetistiricilijinde en ¢ok kullanilan mikro-
alg cinsleri;  Chaetoceros, Tetraselmis, Skelotenema,
Thalassiosira, Phaeodactylum, ve Isochrysis'tir (Duerr ve dig.
1998). Bununla birlikte, karides larva beslenmesinde

kullanilan mikro-alg tlirlerinin kultliri ve (Gretimi isgilik ve
altyapi bakimindan karmasik olmasi yani sira maliyetin %30-
50'sini olugturmaktadir (Jeffrey ve Garland 1987).

N. oculata, Eustigmatophyceae sinifinda yer alan ve
onceleri yanhslikla Chlorella olarak tanimlanan, besin icerigi
(kuru agirlik) olarak % 5.2'si karbonhidrat % 20'si protein ve %
11.i ya§ olan eicosapentaenoic acid (20:5n-3, EPA) ve
arachidonic asid (20:4n-6, ARA) igerigi zengin (Brown 1991,
Volkman ve dig. 1993), ayrica hastaliklara karsi direngte etkili
B12 vitaminince zengin (Okauchi ve di§. 1990) 2-5 um
boyutlarinda tek hicreli mikro-alg'dir (Tablo 1). N. oculata
deniz baliklari yetistiriciliginin yapildigi birgok kuluckahanede
ozellikle  rotifer ~ beslenmesinde,  yesil-su  teknigi
uygulamalarinda ve bazi  kabuklu tirlerinin larval
dénemlerinde besin olarak kullanilan mikro-alg tlrlerinin
basinda gelmektedir (Duerr ve di§. 1998, Liao ve dig. 2001).
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Tablo 1. N. oculata’nin Besin Profili (Brown 1991; Volkman ve dig. 1993).
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Besin Igerikleri  Kuru Agirlik (%) Seker Komp. Polisak. (%) Zorunlu Amino Asid. Amino Asid (%) Doymamis Yag Asidleri Yag Asid. (%)
Tot. karbonhid. 52 Arabinose 0.7 Arginine 9.6 16:2(n-7) 0.8
Mono/Oligosak. 0.8 Fucose 7.0 Histidine 25 16:2(n-4) 0.1
Polisakkarid 44 Galactose 6.3 Isoleucine 49 16:3(n-4) 0.2
Total protein 20 Glucose 60.6 Leucine 6.4 18:2(n-9) 0.3
Total lipid 1 Mannose 37 Lysine 54 18:2(n-6) 2.0
Polar lipidler 10.3 Rhamnose 10.4 Methionine 2.6 18:3(n-6) 0.3
Triasilgliseroller 0.2 Ribose 6.4 Phenylalanine 6.4 18:3(n-3 0.1
Steroller 0.5 Xylose 4.8 Proline 71 20:3(n-6) 04
Klorofil a 1.6 Threonine 6.3 20:3(n-3) 0.1
Tryptophan 17 20:4(n-6) 8.8
Valine 5.7 20:5(n-3) 28.8
22:6(n-3) -

Bugline kadar yapilan calismalar incelendiginde, N.
oculata tirtinin karides larvalarinda besin olarak kullanim ile
ilgili oldukca kisitl galismanin var oldugu gérilmastdr.
D’'Souza ve dig. (2000) calismalarinda, N. oculata’yl Penaeus
monodon larvalarinin beslenmesinde canli ve konsantre
(pasta) olarak iki farkli formda kullanmiglar, ancak larvalarda
yasama orani ve larval gelisim dzerinde olumlu bir gelisim
kaydetmemiglerdir. Bu calismaya paralel olarak Kaya ve
Gokoglu (2006), Penaeus semisulcatus tirlinde yaptiklari
galismada, N. oculata ile beslenen larvalarda gelisim
kaydetmemiglerdir. Buna karsin, Carrillo-Sanchez ve dig.
(2001), N. oculata’y1 Chaetoceros muelleri ve Dunaliella sp.
tirleri ile karisik besin olarak Litopenaeus stylirostris
larvalarinda kullandiklarinda boyca bilylime ve yasama
oranlarinda en iyi sonucu bu gruptan elde etmislerdir.
Calismamizda, su driinleri yetistiriciliginin yapildigi birgok
kulugkahanede nispeten yaygin olarak dretilen ve erisimi
kolay bir mikro-alg tiiri olan N. oculata’nin Akdeniz'de genis
dagiima sahip Melicertus  kerathurus tlrinin larval
donemlerinde (Protozoea) besin olarak kullanilabilirliginin
arastiriimas| hedeflenmistir.

Materyal ve Yontem

Arastirma, 03.08.2005-08.08.2005 tarihleri arasinda E.U. Su
Uriinleri Fakiiltesi Urla Aragtirma ve Uygulama Merkezinde
yUrthlmastar.

Galismada kullanilan  mikro-alg tiirleri, Chaetoceros
calcitrans ve Nannochloropsis oculata, E.U. Su Urlnleri Fak.
Urla Arastirma ve Uygulama Merkezinde var olan stok
kiltirlerden elde edilmistir. Mikro-alg kiltirinde yari-sirekli
klltdr yéntemi (Brown ve dig. 1993) uygulanmis ve Walne
besin ortami kullanilmigtir. Kiltirde kullanilan deniz suyu 1
pm kartus filtreden ve UV'den gegirilmistir. Tirler 50 Itlik
fiberglas tanklarda 24 saat 40 W florasan aydinlatma altinda
kiltire alinmig ve 4.-5. giinde artis fazinda (exponential) iken
hasat edilip kullanilmigtir. Mikro-alg sayiminda Neubauer
sayma kamarasi kullanilmistir.

Arastirmada kullanilan karides anaglari, izmir Sahil
Evlerindeki balikgilardan temin edilmistir. Yumurta alimi 1
m¥|Uk tanklarda gergeklestirilmis olup ¢alismada tek bir
anactan elde edilen yumurtalar kullanilmistir. Deniz (suyu %o
37) 5 um’lik kartus filtre ve UV lambadan gegirildikten sonra

kullanilmigtir.  Yumurta alimindan sonra Nauplius 6 (Ns)
asamasindaki larvalar akvaryumlara 100 Neflt olacak sekilde
10ar Itye 1000er adet stoklanmis ve orta siddette
havalandirma 3 cm capl kiresel hava tasi ile saglanmistir.
Ayrica cam akvaryumlarin ylzeyleri siyah naylon branda ile
kapatilarak akvaryumlara isik girisi engellenmistir. Bdylece
Isida bagh mikro-alg yogunluk degisimleri engellenmistir.
Calisma sUresince sabah (08.00) ve aksam (18.00) olacak
sekilde giinde iki kez su sicakhgi (°C), oksijen (mg/L) ve pH
olglimleri yapilmistir,

Galisma 3 farkli deneysel gruptan olusmustur. 1.Grup'ta;
larvalara hi¢ bir besin veriimemis ve ag birakilarak kullanilan
deniz suyundan gelebilecek besin kaynaklarina bagl larval
gelisimin olup olmadigi arastinimistir. 2. Grup'ta; larvalar
kontrol grubu olarak Chaetoceros calcitrans ile 100 x 103
hiicre/ml (D’'Souza 2000) yogunlugunda beslemeye tabii
tutulmuglardir. 3. Grup'ta; deneme grubunda ele alinan N.
oculata turd 5 farkli yogunlukta (100, 150, 200, 250, 300 x
103) larvalara besin olarak verilmistir. Her (g grup ve grup igi
denemeler (¢ kez tekrarlanmistir.

Calisma boyunca her gin lavalarin gelisim dénemleri
incelenmigtir. Her akvaryumdan rasgele 10 adet larva alinarak
petri kabinda mikroskop altinda incelenerek larval asamalari
kaydedildikten sonra tekrar akvaryumlara konulmustur. Larval
donemler Tirkmen (2003) gore belirlenmistir. Buna gére
larvalarin Gelisim Indeksleri Villegas ve Kanazawa (1979)
gdre hesaplanmistir.

Geligim indeksi = A / Toplam Larva Sayisi
A: Z (ddonem degeri X donemdeki larva sayisi)
PZ1:1,PZ2: 2, PZ5: 3, M1: 4

Calismaya kontrol grubunda C. calcitrans ile beslenen
larvalarin %50’sinden fazlasinin M1 agamasina gegmesi ile 5.
gun bitiminde son verilmigtir. Akvaryumlardaki larvalar
sayilarak gruplardaki yasama oranlari belirlenmistir.

Arastirma sonunda elde edilen verilerde varyanslarin
homojenligi Levene Testi ile test edilirken normal dagilim igin
ise Kolmogorov-Smirmov testi uygulanmistir. Bu varsayimlar
karsilandiginda varyans analizi (ANOVA) ile
karsilanmadiginda ise parametrik olmayan testlerden Kruskal-
Wallis testi uygulanmistir. Gruplar arasindaki farkliig ortaya
koymak iginde Dunnett’'s Testi kullanilmistir (Zar 1996).
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Bulgular

Galisma siresince gruplar arasinda su sicakligi, oksijen ve pH
degerleri arasinda fark gorllmezken ortalama su sicaklig
27.3+0.8 ve pH 8.3+0.2 olarak belirlenmigtir. Oksijen degerleri
ise 5 mg/lt'nin lizerinde kaydedilmistir.

Ag birakilan 1. gruptaki larvalar PZ1 dénemde kalmis ve
PZ, donemine gegememislerdir. C. calcitrans ile beslenen
kontrol grubunda 2. glinde larvalarin hepsinin PZ2 oldugu 4.
gunden itibaren M1 olmaya basladiklari ve 5. gliniin sonunda
biyik bir kisminin My olduklari gortilirken (Tablo 2) ¢alisma
sonunda yagsama orani %74.6£5.0 olarak kaydedilmistir. Buna
karsin farkl yogunluklarda N. oculata ile beslenen larvalarda
4. ginde 200 x 10% hiicre/ml yodunlukta beslenen grup
haricinde PZ doneme gecemedigi gérilmistir. Calisma
sonunda higbir yogunluktaki besleme grubunda M1 dénemine
gecmis larva goézlenmezken PZs donemine gegmis larvalar
¢ok az oranda da olsa 150, 200 ve 250 x 103 hiicre/ml

21

yogunluklarindaki gruplarda belirlenebilmistir. Ayrica 100 ve
300 x 103 yodunluklarindaki larvalarin hepsinin PZ;
doneminde kaldigi calisma boyunca PZs donemine
gecemedigi gorilmistiir (Tablo 2).

Deneme grubu kendi iginde karsilastirildiginda gruplar
arasinda gorillen yasama oranlari arasinda istatistiksel olarak
fark gérilmez iken larvalarin gelisim indeksleri arasinda fark
oldugu belirlenmistir (Sekil 1). Bununla birlikte en yiksek
yasama orani %40.6+3.5 ile 150 x 103 hlcre/ml yogunlukta
beslemeye tabii tutulan larvalarda en dislik yasama orani ise
%27.3+2.9 ile 300 x 103 hiicre/ml yodunlukta beslemeye tabii
tutulan larvalarda gérdlmistir. Larvalar gelisim indeksleri
bakimindan incelendiginde en iyi gelisimin 200 ve 250 x 103
hiicre/ml yogunluklarinda beslenen larvalarda gérildigu 100,
150 ve 300 x 103 yogunluklarinda beslenen larvalarin gelisim
indeksleri  arasinda istatistiksel olarak fark olmadig
gortimustar.

Tablo 2. C. calcitrans ve N. oculata ile beslenen M. kerathurus Larvalarinda Ortalama (« se) Gelisim indeksi (n = 30).

Chaetoceros calcitrans (hiicre/ml x 103)

Nannochloropsis oculata (hiicre/ml x 103)

Gin 100 100 150 200 250 300
0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
1 1.1£0.05 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
2 2.02 1.1£0.05> 1.1£0.05> 1.3+0.08> 1.240.07> 1.1£0.05>
3 2.6£0.12 1.3+0.08> 1.4£0.09° 1.7£0.08> 1.54£0.09> 1.4£0.09°
4 3.240.072 1.7£0.08> 1.8£0.070 2.0+0.080 1.940.05> 1.7£0.092
5 3.7£0.092 2.0v 2.1£0.050 2.310.08° 2.2+0.07° 2.0b
PZ1: 1, PZ2: 2, PZs: 3, My: 4 2 ve b degerleri arasinda istatistiksel fark vardir (P < 0.05).
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Sekil 1. Farkli Yogunluklarda N. oculata ile Beslenen M. kerathurus Larvalarinda Gelisim indeksi ve Yasama Oranlari Degisimleri.

Tartigma ve Sonug

Galisma sonunda deneme grubunda N. oculata ile beslenen
larvalarin gelisim indeksleri ve yasama oranlari kontrol
grubunda C. calcifrans ile  beslenen larvalar ile

karsilastirildiklarinda  aralarinda énemli oranda farklarin
oldugu gdrilmustlr. Deneme grubunda besinci giin sonunda
larvalarin gelisim indeksleri 2.0-2.3 arasinda kaydedilirken
kontrol grubunda ikinci giinde gelisim indeksi 2.0 ve glncl
gunde ise 2.6 olarak kaydedilmistir (Tablo 2). Yine deneme
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grubunda elde edilen yagsama oranlari %27.3-%40.6 arasinda
degisirken kontrol grubunda kaydedilen yasama orani %74.6
dir. Bu sonuglara paralel olarak Tobias-Quinitio ve Villegas
(1982), Chaetoceros calcitrans ile beslenen Penaeus
monodon larvalarinin Tetraselmis chuii ile beslenenlere oranla
daha hizli bir gelisim gosterdiklerini ortaya koymustur.
Metapenaeus ensis tirinde yapilan calismada da
Chaetoceros gracilis en iyi sonucu vermistir (Chu, 1989).
D’'Souza ve Loneragan (1999), yag asidi profili bakimindan
dért farklh mikro-alg, Chaetoceros muelleri, Tetraselmis
suecica, Isochrysis sp. (T-iso) ve Dunaliella tertiolecta, tlrin
uc farkli penaeid karidesi, Marsupenaeus japonicus, Penaeus
semisulcatus ve Penaeus monodon, tiriinde larval yasama
orani ve gelisimleri Uzerine ¢alismiglardir. Deneme sonucunda
larvalarda gdzlenen performansin larval beslemede kullanilan
mikro-alg tlirlerinin besinsen degerlerine paralel olarak (C.
muelleri = T. suecica >T-iso > D. tertiolecta) degistigi
gdzlenmistir. El-Dakar (2001), Chaetoceros sp. gibi diatom
tlrleriyle beslenen karides larvalarinda gdzlenen olumlu
performansin 4-5 pm gibi kiiglik boyutlarda oluslarina ve silis
icermelerine bagli oldugunu zira karides larvalarinin kabuk
degisiminde silise ihtiyag duyduklarini belirmigtir.

N. oculata'nin su Urlnleri yetistiriciliindeki kulugkahane
uygulamalarinda ve Ozellikle rotifer beslemesinde ve balik
larva tanklarinda yaygin olarak kullaniimasina karsin pratikte
karides larva yetigtiriciliginde kullanimina rastlanmadigi gibi
deneysel calismalar da oldukga sinirlidir. D'Souza ve dig.
(2000), N. oculata’yr canli ve konsantre formda ve iki farkli
yogunlukta (50 ve 200 x 103) besin olarak Penaeus monodon
larvalarinda galismiglardir. Calisma sonunda larvalarin donem
olarak PZ: de kaldiklari ve PZ2'ye gegemediklerini buna
ilaveten %5'in altnda yasama orani  kaydettiklerini
bildirmislerdir. Bu calismaya paralel olarak Kaya ve Gokoglu
(2006), Penaeus semisulcatus larvalarinda PZ asamasinda N.
oculata besin olarak verilmis buna karsin ayni sekilde
larvalarin PZ2 agamasina gegemediklerini kaydetmislerdir.
Bununla birlikte bu ¢alismada Isochrosis galbana ile beslenen
larvalarin M1 asamasinda hepsinin  6lddgu  bildirilmistir.
Yaptigimiz ¢alismada elde edilen sonuglar irdelendiginde
onceki calismalardan farkli olarak N. oculata ile beslenen M.
kerathurus larvalarinin PZ: larval ddnemden PZ: larval
déneme gegebildigi hatta 150, 200 ve 250 x 10° yogunlukta
beslenen larvalara az da olsa PZs ddnemine olan bireyler
tespit edilmistir.

Carrillo-Sanchez ve dig.(2001), yaptiklari ¢alismada N.
oculata’yr Litopenaeus vannameii larvalarinda Chaetoceros
muelleri ve Dunaliella sp. ile karigik mikro-alg besini olarak
denediklerinde diger karigik besin grubu (C. muelleri +
Isochrysis sp. + Dunaliella sp.)'na oranla biiyime ve yasama
oranlarinda daha iyi sonuglara ulastiklarini bildirislerdir. Bu
calismalara bakildiginda N. oculata'nin karides larvalarinda
PZ asamasinda tek basina besin olarak kullaniminin larval
gelisme ve buna bagli yasama oranlari bakiminda tatmin edici
sonuglar vermedigi buna kars! besin igerigi bakimindan zengin
olan bu mikro-algin karisik miro-alg grubu seklinde
verilebilecedi sonucu ¢ikarilabilir. Bu yaklagima paralel

nitelikte bir galismada, Chaetoceros muelleri ile beslenen
larvalarin tek bagina Tetraselmis suecica ile beslenenlere
kiyasla daha iyi gelisme gdstermelerine karsin beraber (C.
muelleri + T. suecica) verildiklerinde C. muelleri ile beslenen
larvalardan daha iyi gelisme kaydettikleri gorilmistr
(D'Souza ve Loneragan, 1999). Ayrica, Sangha ve dig.
(2000), Litopenaeus vannamei ile vyaptiklar ¢alismada
protozoea asamasinda %70:%30 oraninda Chaetoceros
muelleri + Isochrysis galbana verilen larvalarda PZs dénemde
yasama oranini % 91.2 olarak tespit etmislerdir.

Penaeid karideslerin besinlerinde bulunmasi gereken
yag asitleri; linoleic (LOA, 18:2n-6), linolenic (LNA, 18:3n-3),
arachidonic (ARA, 20:4n-6), eicosapentaenoic (EPA, 20:5n-3)
ve docosahexaenoic (DHA, 22:6n-3) asittir (Merican ve Shim
1997, Glencross ve Smith 1999, 2001). D'Souza ve
Loneragan (1999), gerekli yag asitlerinden olan DHA'nin
larvalarin performansinda etkili olmadigini bununla birlikte
karides larvalarinin nauplius doneminde biinyelerinde yliksek
oranda DHA igerdikleri ve bu ihtiyaglarini M1 asamasina kadar
karsiladiklarini belirtmiglerdir. Benzer bir baska calismada,
Mourente ve di§. (1995), M. kerathurus tirinde yaptiklari
calismada larval gelisim sirasinda ya§ igeriklerini incelemisler
DHA degerinin Mysis ve PL1 asamasinda degismeden sabit
degerlerde kaldigini bildirmislerdir. Bu bildirigleri destekler
nitelikte Glencross ve dig. (2002), Penaeus monodon lizerinde
yaptigi calismada agirlik artis oraninda en etkili n-3/n-6
oraninin 2.5 oldugunun kaydetmiglerdir. BUtlin bu bilgiler
Isiginda  eicosapentaenoic asid [EPA, 20:5(n-3)] ve
arachidonic asid [ARA, 20:4(n-6)] yoniinden zengin bulunan
Nannochloropsis oculatanin karides larvalarinda &zellikle
karisik mikro-alg besinlerinde potansiyel zenginlestirici olarak
kullanilabilecegi gortlmektedir. Ancak bu 6ngériniin uygun
mikro-alg tir kompozisyonlari elde edilerek ve bu
kompozisyonlarin farkli tlirdeki karides larvalari (izerinde
yapilacak larval beslenme, gelisim indeksi, blyime ve
yasama oranlarini igeren bilimsel ¢alismalar ile desteklenmesi
gerekmektedir.
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