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Doktora Tezi

OZET

Hermetia illucens (Diptera: Stratiomyidac) LARVALARININ GOKKUSAGI
ALABALIGININ SINDIRIM SISTEMINDEKI BAKTERI KOMPOZISYONU VE
BAGISIKLIK SISTEMI UZERINE ETKIiSI

Hidayet SAYRAMOGLU

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Balikeilik Teknolojisi Mithendisligi Anabilim Dal
Danigman: Prof. Dr. Ilhan ALTINOK
2023, 64 Sayfa, 5 Sayfa Ek

Uygun maliyetli balik yemi {iretimi uygun fiyatl balik liretmenin temelidir. Kara asker
sinegi (KAS), Hermetia illucens, larva unu balik yeminin hayvansal protein kaynaklarina
umut verici bir alternatiftir. Calismamizda, balik diyetlerindeki balik unu yerine 0%, %25,
%50, %75, %100 oranlarinda KAS larva unu ikame edilmistir ve B0, B25, B50, B75, B100
olarak adlandirilmistir. Bu diyetlerle 90 giin beslenen gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus
mykiss)’nin, bagirsak mikrobiyotasi, Lactococcus petauri ’ye karst direnci ve bagisiklik ile
ilgili genlerin ekspresyonu incelenmistir. KAS igeren diyetlerle beslenen gokkusagi
alabaliginin sindirim sistemlerinin daha yiiksek bir bakteri ¢esitliligine sahip oldugu tespit
edilmistir. Firmicutes, Actinobacteria ve Proteobacteria bollugu, balik ununun KAS unu ile
degistirilme oranina paralel olarak artmigtir. B75 ile beslenen baliklarin L. petauri 'ye karsi
en direngli grup oldugu, bunu B100, B50 ve B25 ile beslenen gruplarin takip ettigi
goriilmiistiir. Kontrol grubuyla karsilagtirildiginda, KAS igeren diyetlerle beslenen tiim balik
gruplarinda sitokinlerin (7gf, 1/-10, 1I-1p, Tnf-a ve 1I-8) ve bagisiklik ile ilgili genlerin (IgM,
IgT, Mhc-1I ve TIr-5) ekspresyonu oOnemli Olgiide artmistir (p < 0.05). Bagisikligi
giiclendirmesi amaciyla, gokkusagi alabaligi, KAS larvalarin kitini ¢ikarilmadan veya KAS

ununa on iglem uygulanmadan, %50 KAS unu ikameli bir diyetle beslenebilir.

Anahtar Kelimeler: Gokkusagi alabalig1, Kara asker sinegi, Lactococcus petauri,
Bagirsak mikrobiyotasi, Gen ekspresyonu
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PhD. Thesis

SUMMARY

EFFECT OF LARVAS OF Hermetia illucens (Diptera: Stratiomyidac) ON RAINBOW
TROUT’S BACTERIA COMPOSITION IN THE DIGESTIVE SYSTEM AND IMMUNE
SYSTEM

Hidayet SAYRAMOGLU

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Fisheries Technology Engineering Graduate Program
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. [lhan ALTINOK
2023, 64 Pages, 5 Pages Appendix

Cost-effective fish feed production is the basis for producing affordable fish. Black
soldier fly (BSF), Hermetia illucens, larval meal is a promising alternative to animal protein
sources of fish feed. In our study, fish meal in fish diets was substituted with BSF larval
meal at 0%, 25%, 50%, 50%, 75%, 100% and named as B0, B25, B50, B75, B100. Gut
microbiota, resistance to Lactococcus petauri and expression of immune-related genes were
investigated in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) fed with these diets for 90 days. It was
found that the gastrointestinal tract of rainbow trout fed with BSF containing diets had a
higher bacterial diversity. The abundance of Firmicutes, Actinobacteria and Proteobacteria
increased in parallel with the rate of replacement of fish meal with BSF meal. Fish fed with
B75 were the most resistant to L. petauri, followed by the groups fed with B100, B50 and
B25. Compared to the control group, the expression of cytokines (7gf, 1I-10, I/-1B, Tnf-a and
11-8) and immune-related genes (IgM, IgT, Mhc-11 and TIr-5) were significantly increased (p
< 0.05) in all fish groups fed BSF-containing diets. Due to the immune boost, rainbow trout
can be fed with a diet containing 50% fish meal substitution with BSF meal without

removing the larvae chitin or pretreating the BSF meal.

Key Words: Rainbow trout, Black soldier fly, Lactococcus petauri, Gut microbiota, Gene
Expression
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Birlesmis Milletler Niifus Fonu (UNFPA)’nin yayimladigi rapora gore, 15 Kasim 2022
itibari ile sekiz milyar kisiye ulagmis olan kiiresel niifusun, 2030°da 8,5 milyar, 2050°de 9,7
milyar, 2100°de 10,4 milyar olacagi uzmanlar tarafindan tahmin edilmektedir (UNFPA,
2023). Toplumlar bir yandan iklim degisikligi ve ¢evre kirliligi gibi meseleleri ele alirken,
diger yandan 10 milyar1 agmas1 6ngoriilen kiiresel niifusa gida ve gecim kaynagi saglamak
gibi muazzam bir zorlukla kars1 karsiya kalmaktadir (FAO, 2018).

Insanlarin yasamu i¢in zorunlu olan kalori, besin ve protein ihtiyaglar1 ¢ogunlukla
karasal alanlarda yapilan bitkisel ve hayvansal iiretimden karsilanmaktadir (FAO, 2017).
Ulkeler kiiresel niifusun artis1 beraberinde meydana gelecek olan gida arzini karsilayabilmek
ve olasi aglik tehlikesini dnleyebilmek i¢in, karasal alanlardaki besin iiretimini arttirmanin
yollarin1 aramaktadir. Entansif isletmelerin kurulmasi, gelistirilmesi ve bu sayede birim
alandan daha fazla iirliniin elde edilmesi bir ¢6ziim Onerisi olarak goriilmektedir (Akbulut
ve Keten, 2001). Ancak diinya niifusunun hizl artisi, plansiz kentlesme, ¢evre kirliligi, iklim
degisikligi ve doga olaylar1 gibi ¢esitli faktorler karasal tiretim alanlarinin sinirlt kalmasina
hatta daralmasina sebebiyet vermektedir (Gamsiz ve Korkut, 2021). Karasal ve sucul
kaynaklarin etkin ve verimli kullanilmas gittik¢e zorunlu hal almaktadir. Diinyanin yaklasik
%75’ni olusturan sucul ekosistemlerden yapilan balik ve diger su canlilar1 iiretimi insanlarin
en 6nemli gida kaynaklarindan biri olarak goriilmektedir (Giin ve Kizak, 2019).

Gecgmisten beri insanlar ¢ogu zaman su kiitlelerine yakin alanlar1 yerlesim yeri olarak
tercih etmekte (Revenga vd., 2005) ve suda yasayan balik ve diger birgok canli
topluluklarindan besin kaynagi olarak yararlanmaktadir (Tekelioglu vd., 2007). Giiniimiize
bakildiginda ¢esitli su {riinleri temel gida ihtiyact olmanin yan1 sira saglik, kozmetik gibi
diger alanlarda da 6nemli hammadde olarak degerlendirilmekte ve farkli endiistrilerde
yaygin olarak kullanilmaktadir (Tarim ve Orman Surasi, 2019). Balik¢ilik ve su iiriinleri
yetistiriciligi diinyanin en eski kiiltiirel, sosyal ve ekonomik faaliyetlerden biridir ve ayni
zamanda dogal su kaynaklarmin asir1 kullaniminin azaltilmasi ve gida giivenliginin
arttirtlmasi agisindan énemli imkanlar saglamakla beraber getirdigi isttihdam ve ekonomik

katkilariyla toplumun gelismesine yardimer olmaktadir (FAO, 2018).



Sucul alanlardan yapilan iiretim genel olarak dogal kaynaklardan denizlerde ve i¢
sulardan yapilan avcilik ile insan kontrolii altinda yapilan yetistiricilik olmak iizere iki
sekilde yapilmaktadir (Sahin, 2002). Gegmisteki liretimin biiyiik ¢ogunlugu avcilik yoluyla
elde edilirken, glinlimiizde ise yariya yakin kismu yetistiricilikten elde edilmektedir. Bunun
en 6nemli nedenleri olarak su ve cevre kirliliginden kaynaklanan dogal yasam alanlarinin
bozulmasi, kiyisal bolgelerdeki kentlesmenin artmasi, iklim degisikligi, asir1 av baskisi
dolayisiyla okyanus ve denizlerdeki ekolojik dengenin bozulmasi, dogal balik stoklarinin
azalmasi, bazi tiirlerin neslinin tiikenmis olmasi ve tiim bunlara karsin yiikselen hayat
standartlarinda insanlarin su {iriinlerine olan siirekli talep artis1 seklinde yorumlamamiz
miimkiindiir (Akmermer ve Ayyildiz, 2021; Giin ve Kizak, 2019).

Yillar itibariyle avcilik yoluyla elde edilen iiretimin toplam tiretimindeki pay1 giderek
azalirken, yetistiricilikten elde edilen miktarda stirekli artis meydana gelmektedir. 1980’li
yillardan beri avcilik liretiminde yatay seyir devam ederken , su iiriinleri yetistiriciligi, insan
tilketimine yonelik su irlinleri tedariki acisindan, siirekli ve istikrarli bir biiylime
gostermektedir (FAO, 2018). Avcilik yoluyla yapilan iiretimde bir artis olmayacag,
maksimum avlanabilir stok miktarina ulasildig bilim insanlar1 tarafindan dile getirilmekte
ve su {Uriinlerine yonelik artacak tliketim ihtiyaglarimin ancak yetistiricilik yoluyla
karsilanabilecegi degerlendirilmektedir (TUBA, 2019).

Balik yetistiriciliginin biiyiiyebilmesi biiyiik dl¢lide yem ham maddesi olan balik unu
ve balik yaginin durumuna baglidir. Dogal stoklardaki baliklara bagli olan balik unu ve
yagmin senelik iiretim miktar1 olduk¢a smirhidir (Petterson, 2010). Bu durumda, balik
yetistiriciliginin  gelismeye devam edebilmesi ic¢in alternatif kaynaklara ihtiyag
duyulmaktadir (Bell vd., 2001). Siirdiiriilebilirligin saglanmasi i¢in balik unu ve yagina
uygun alternatifler bulmak i¢in arastirmalar devam etmektedir.

Su iriinleri yetistiricilifinde bir¢ok nedenden dolayr biiylik {iretim kayiplart
yasanmaktadir. Bu nedenlerin arasinda balik hastaliklari, ¢iftcilerin gecim kaynaklarina
zarar veren, is kaybina, gelirlerin azalmasina ve gida giivensizligine neden olan en ciddi
kisitlamadir. Yapilan ¢alismalar, gelismekte olan iilkelerde balik iiretimlerinde yasanan
kayiplarin neredeyse %50’e yakin kisminin hastaliklardan kaynaklandigini ve getirdigi yillik
ekonomik zararin 6 milyar dolarlara ulagsmis oldugunu gdstermektedir (Assefa ve Abunna,
2018). Son yillarda, su friinleri yetistiriciliginde bulasicit hastaliklardan kaynaklanan
kayiplarin iistesinden gelmek icin, erken ve dogru teshis, zamaninda miidahale gibi yerel

uygulanabilir yontemlerin yani sira ¢esitli as1 ¢aligmalart son hizla devam edilmektedir



(Peeler ve Taylor, 2011). Bagisiklik uyaricilar da balik sagligin1 korumada bir alternatif
yontem olarak sunulabilmektedir (Bilen vd., 2016). Bunlarla beraber hastalik direnci yiiksek,
genetigi iyilestirilmis bireylerin gelistirilmesi ve dogal yontemlerle baliklara bagisiklik

kazandirilmasi da ¢ok biiyiik 6nem arz etmektedir.

1.2. Gokkusag1 Alabahg (Oncorhynchus mykiss) Hakkinda Genel
Bilgiler

Diinyanin birgok iilkesinde genis ¢evresel kosullarda yetistiriciligi yapilmakta olan
alabaliklar Salmonidae familyasinda yer almaktadir. Kuzey yarikiireye 6zgii bir balik tiirii
olan alabaliklar habitat agisindan temiz, serin, berrak ve oksijen yoniinden zengin sularda
yasamayi tercih ederler. Sular1 soguk olan nehirler, goller, denizler ve yiiksekligi 3000
metreye kadar uzanan daglarin akarsulari alabaligin dogal yasam alanlaridir. Yag ylizgeci
alabaligin en belirgin morfolojik 6zelliklerinden biridir. Dogal sularin baliklandirilmasi ve
ekonomik yetistiricilik i¢in biliylikk onem arz eden alabaliklar Salmo, Salvelinus ve
Oncorhynchus olmak tizere 3 cine ait tiirleridir.

Diinyadaki en ¢ok taninan alabalik tiirleri ise Atlantik somunu (Salmo salar),
kahverengi alabalik (Salmo trutta), gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss), kaynak
alabalig1r (Salvelinus fontinalis), Alp alabalig1 (Salvelinus alpinus) ve gol alabalig
(Salvelinus namaycush) tiirleridir.

Yetistiricilikte en yogun ilgi géren ve yaygin olarak tiretimi yapilan alabalik tiirii ise
Kuzey Amerika kokenli gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) tiridiir. Giinlimiizde
bir endiistri haline gelen gokkusagi alabalig1 yetistiriciliginin hizli bir artis gostermesinin

ana nedeni kiiltiir kogullarina uyum saglayabilmeleridir.

1.2.1. Bilimsel Siniflandirmasi

Gokkusagi alabaligi, Johann Julius Walbaum tarafindan 1792 yilinda Kamchatka
(Rusya)’da toplanan 6rneklere gore literatiire gecirilmistir (Awad vd., 2012). Yillar boyunca
bilimsel ad1 Salmo gairdneri olarak adlandirilan gokkusagi alabaligi, 1988 yilinda Amerika
Balikgilik Dernegi Balik Isimlendirme Komitesince Oncorhynchus mykiss olarak
degistirilmistir. Yapilan diizeltmelerde, Pasifik Okyanusundaki biitiin alabalik ve salmon
tirleri i¢in Oncorhynchus’un cins ismi olarak kullanilmasia karar verilmistir. Boylece

Pasifik Okyanusu’ndaki alabalik ve somon tiirleri, Atlantik Okyanusu’ndaki alabalik ve



somon tiirlerinden ayirt edilmistir. Yapilan isim degisikligi uluslararas1 diizeyde kamuoyu
tarafindan kabul goriilmiistiir (Bruno ve Poppe, 1996; Celikkale, 1994; Smith ve Stearly,
1989). Gokkusagi alabaliginin giincel sistematik siniflandirmasi Tablo 1°de (URL-1, 2023)

verilmistir.
Tablo 1. Gokkusagi alabaliginin sistematigi
Tiirkge Latince
Alem . Animalia (Hayvanlar)
Sube . Chordata (Kordalilar)
Siif . Actinopterygii (Isinsal yiizgecliler)
Takim . Salmoniformes (Somongiller)
Aile . Salmonidae (Alabalikgiller)
Cins . Onchorhynchus (Pasifik sombalig1)
Tiir . Onchorhynchus mykiss (Walbaum 1792) (Gokkusagi alabalig)

1.2.2. Yayilim

Gokkusagr alabaliginin esas anavatant Kuzey Amerika’nin Kaliforniya Eyaletinin
daglik nehirlerinden biri olan Mc-Coud-River’dir. Gokkusagi alabaligi ilk defa Mr. S. Green
tarafindan 1874 yilinda yasadigi nehirden alinarak Kaledonya (New York)’daki 6zel
kulugkahanesine tasinmistir. Kuzey Amerika disina ilk defa 1877 yilinda Mr. J. B. Cempbell
tarafindan Tokyo’ya getirilmistir. 1885 senesinde Ingiltere Buckinghanshire’deki Iver
yakinlarindaki Delaford kuluckahanesine ve Iskogya Stirling yakinlarindaki Howietown
Kulugkahanesine getirilmistir (Gall ve Crandel, 1992). 1912 yilinda Norveg’te ilk olarak
deniz kiiltiiriine alinmustir. Ulkemize 1969 yilinda getirilen gokkusag: alabaligi dnce i¢ su
havuzlarinda, 1980°1i yillarin basinda kafeslerde, 1990’11 yillarda denizlerdeki kafeslerde
yetistiriciligine baglanmistir (Celikkale, 1991). G6zIlii yumurta naklinin kolaylig1 nedeniyle
ve yiiksek adaptasyon kabiliyetiyle giiniimiizde gokkusagi alabaligi 80°den fazla iilkeye
yayilmis durumdadir ve yetistiricilikte en ¢ok tercih edilen tiirlerden biri haline gelmistir.

Gokkusagi alabaliginin diinyadaki yayilimi Sekil 1°de verilmistir.



Sekil 1.  Gokkusagi alabaliginin diinyadaki yayilimi (FAO, 2011)

1.2.3.  Biyolojik Ozellikleri

Parlayan renkleri ile soguk sularin vaz gecilmezlerinden biri olan gokkusagi alabaligi,
girdikleri sularin renklerini alir ve kolayca korunurlar. Nehirlerde iken tatli suyun renginde,
denize gegctiklerinde celik mavisi rengini alirlar. Cok dinamik baliklar olup, fazla hareket
ettiklerinden yagl degillerdir (Alpbaz, 2005; Ozdemir, 1996). Gokkusag: alabaliginin

temsili fotografi Sekil 2°de verilmistir.

Sekil 2. Gokkusagi alabaligt (Oncorhynchus mykiss) (URL-2, 2023)



Morfolojik olarak gokkusagi alabalig1 diger alabaliklar gibi uzay mekigi seklindeki,
iki yandan basik, tiknaz viicut yapisina sahiptir. Sirt kisminda bir yag ylizgeci bulunmaktadir
ve sirt ylizgecinde 10- 12 adet, anal ylizgecinde 8- 12 adet yumusak 1s1n vardir. Cok sayida
beneklere ve gokkusagi rengindeki yanal ¢izgiye sahiptir. Bu da onun familyanin diger
tiirlerinden kolaylikla ayirt edilebilmesini saglamaktadir. Gelismis viicutlar: sikloid pullarla
kaplidir. Karmlarmin alt tarafi glimiisi beyaz rengindedir ve parlaktir. Koyu yesilden kahve
rengine kadar degisen sirt rengi vardir. Catalli yapidaki kuyruk yiizgeci ve yag ylizgeci
iizerinde ¢ok sayida siyah noktalar bulunmaktadir (Celikkale vd., 1999). Gozlerinin arka
kismina kadar uzanan bir agiz yariina sahiptir. Erkek bireylerin alt ¢eneleri yumurtlama
doneminde uzamaktadir ve ¢engelimsi bir sekle donlismektedir (Behnke, 2002; Celikkale,
2002).

Erkek ve disi baliklar 2 ile 3 yas arasinda cinsi olgunluguna ulagsmaktadir. Ureme
donemi genelde Mayis- Aralik aylari arasinda olur fakat bulunduklar1 ortamin su sicakligi
ve iklim sartlarina gore Eyliil- Mart arasinda da gergeklesebilir. Yumurtlama doneminde disi
bireyler viicut agirliginin kilogram basma 1500-2000 adet yumurta verebilirler (Alpbaz,
2005; Ozdemir, 1996). Bulundugu ortamin besin zenginligi ve su sicakligi gokkusag
alabaligin biiyiime oranlarini etkilemektedir. Beslenme oOzellikleri ve sekli yasina ve
biiytikliigiine gore degiskenlik gostermektedir. Gokkusagi alabaligi saldirgan ve aggozliidiir.
Besin maddelerinin biiyiikliigline ve yasam alanindaki dagilimina gore beslenirler.
Karnivordur ve dogadaki yumusakea, sucul boceklerin larvalari, zooplanktonlar ve kiiciik

baliklarla beslenirler (FAO, 2011; Yaseen vd., 2016)

1.2.4. Yetistiricilik Kosullar:

Diinyada ve lilkemizde yetistiriciligi en yaygin olarak yapilan alabalik tiiri gokkusagi
alabaligidir. Ticari degeri yiiksektir ve lezzetli olmasindan dolay1 ¢ok sevilen bir balik
tiiriidiir (Sarieyytipoglu vd., 2017). Yiiksek oranda ¢oziilmiis oksijene sahip olan soguk ve
berrak sularda yagamaktadir. Cevre kosullarinin degisimine karsi adaptasyon saglayabilme
ozelligine sahip bir tiirdiir. Yiiksek adaptasyon kabiliyeti, nispeten yiiksek su sicakliklarina
tolerans gosterebilmesi, hastaliklara kars1 direngli olmasi, suni yemlerle beslenebilmesi ve
yemden yararlanma yeteneginin yliksekligi, yumurta elde edilmesinin kolaylig1 ve yapay

yontemlerle gergeklestirilebilmesi, kulucka siiresinin kisa olmasi gibi nedenlerden dolay1



yetistiricilikte en ¢ok tercih edilen tiirlerden birisidir (Akbulut ve Keten, 2001; Edwards,
1978).

Gokkusagr  alabaligi, 6-20°C  arasindaki su  sicakliklarinda  biiylimeyi
stirdiirebilmektedir. 18°C civarindaki su sicakliklar1 optimum biiylimeyi gerceklestirmesi
icin en ideal sicakliklardir. Raporlara gore 1°C’den diisiik olan ve 25°C’nin iizerindeki
sicakliklarda balik Olimleri meydana gelebilmektedir. Gokkusagi alabaligmnin {ireme
donemindeki ve normal biiylime donemindeki sicaklik ihtiyacglar1 farklilik gostermektedir.
Literatiirlere gore, suyun pH’nin 6-8,5 degerleri arasinda ve sudaki ¢6ziinmiis oksijen

miktarinin 6 mg/L’den daha yliksek olmasi gerekmektedir (Pennell ve Barton, 1996).

1.3. Kara Asker Sinegi (KAS) (Hermetia illucens) Hakkinda Genel
Bilgiler

Hayvanlar aleminin Eklem bacaklilar (Arthropoda) subesine ait ve tiir gesitliligi
bakimindan en zengin sinif olan bocekler (/nsecta), o kadar yaygin ve ¢oktur ki giiniimiize
kadar literatiire gecen hayvanlarin dortte {icii boceklerden olusmaktadir. Boceklerin yayilig
alan1 ¢ok genistir. Yeryliziinde okyanus derinlikleri hari¢, kutuplardan ekvatora, yiliksek
daglardan denizlere kadar uzanan her yerde bulunabilmektedir. Yiiksek adaptasyon
kabiliyetleri sayesinde ¢esitli iklim kosuluna uyum saglamislardir. Neredeyse diinyanin her
yerine yayilmig olan bocekler hatta bir bugday ya da misir tanesi i¢inde bile hayat evrelerini
tamamlayabilmektedirler (Demirsoy, 2014).

Bocekler, kanathilar ve baliklarin ve severek tiikettigi dogal bir yemdir. Dogada
yasayan kuslar ve baliklarin besin zincirinde énemli bir yere sahiptir (Ozek, 2016). Bécekler,
yiiksek oranda protein, amino asit, yag ve mineraller icermektedir. Son yillarda boceklerin
hem insan besini hem de hayvan yemi olarak degerlendirilmesi hakkinda ¢ok sayida
arastirma yapilmaktadir (Canhilal vd., 2020).

Hayvan beslemede kullanilabilecek alternatif protein kaynaklar1 arayislari igerisinde
ozellikle besin igeriginin zenginligi, yetistirme tekniginin pratik olmasi, farkli bir¢ok besin
maddesi ile beslenebiliyor olmalari, beslenme artiginin organik giibre olarak kullanilabilme
potansiyeli tagimas1 gibi ana nedenlerden dolay: kara asker sinegi (Hermetia illucens) en
dikkat cekici tiirlerden birisidir (Veldkamp vd., 2012). Organik atiklarin faydali bir protein-
yag icerigine sahip bir gidaya doniistiirdiigli i¢in kara asker sinekleri hem cevre kirliliginin
azaltilmas1 hem de siirdiiriilebilir gida iiretimi acisindan ¢ok onemli bir kaynak olarak

gosterilmektedir (Caruso vd., 2013).



Kara asker sinegi (Hermetia illucens) (L. 1758), Diptera takimi, Stratiomyidae ailesine
mensup, 1sirmayan ve hastalik bulagtirma riski tagimayan zararsiz bir sinek tiiriidiir (Diener
vd., 2009; Oliveira vd., 2015).

KAS’in esas ana vatan1 Amerika kitasindaki tropikal ve subtropikal bdlgelerdir.
1950’lerden sonrasi tiim diinyaya yayilan bir sinek tiiriidiir. Giliniimiizde cografik olarak
giiney (40°) ve kuzey (45°) enlemleri arasindaki alanlarda ve ayn1 zamanda Tiirkiye’de de
dogal sekilde bulundugu ifade edilmektedir (Ustiiner vd., 2003). KAS’m temsili bir

fotografina Sekil 3’de yer verilmistir.

Sekil 3. Kara asker sinegi (Hermetia illucens)(Skrobonja, 2020)

1.3.1. Bilimsel Siniflandirmasi

Kara asker sineginin sistematik siniflandirmasi Tablo 2’de verilmistir (URL-5, 2023).

Tablo 2. Kara asker sineginin sistematigi

Tiirkce Latince

Alem . Animalia
Sube . Arthropoda
Sinif : Insecta
Takim . Diptera

Aile . Stratiomyidae
Cins . Hermetia

Tiir . Hermetia illucens (Linnaeus, 1758)




1.3.2. Kara Asker Sineginin Biyolojik Ozellikleri

Kara asker sineginin biyolojik yasam dongiisiiniin karakteristigi, popiilasyon tiirliniin
yabani veya evcil olmasina, sicaklik, nem, 151k yogunlugu, mevcut besin kalitesi ve miktari
gibi ortam kosullarina baglh olarak farklilik gosterebilir. KAS’in yasam dongiisii genel
olarak dort evreden olugmaktadir. Bunlar sirasiyla yumurta donemi, larva dénemi, pupa
donemi ve erginlik donemidir. Kara asker sinegi yaygin olarak larva ve pupa donemlerinde
yem olarak degerlendirilmektedir. Ergin birey donemi 2-9 giin arasi siirer ve bireyler bu
donemde 15-20 mm boy uzunluguna ulasir. Erkekler disilerden daha kiiciiktiir. Disi ve erkek
bireylerin ¢iftlesmesinden 2 giin sonra disiler yumurta birakirlar. Disiler, yumurtalarin su
kaybin1 6nlemek i¢in nemli bir ortamdaki kuru bir ylizey {lizerine, 320-1000 adet arasinda
yumurta birakirlar. Disi bireyler yumurtlamadan sonra oliirler. Yaklagik 1 mm uzunlugunda
olan yumurtalar genelde oval bir sekle sahiptir. Yumurtalarin agilma siiresi ortam sicakligina
baglhdir ve genelde 27-30°C arasinda yaklasik 3,5- 4 giin stirmektedir. Yumurta evresini
larval donem (sicakliga gore 4 haftadan 20 haftaya kadar uzayabilir), pupa dénemi (1 hafta)
ve erginlesme donemi (2 giin) takip etmektedir. Larvalarin viicut uzunluklari larval dénemin
basladig1 giinlerde 0,6 mm iken, larval donemin 4. haftasina gelindiginde viicut ortalama
uzunluklart 20 milimetreye, viicut ¢api ise 6 milimetreye ve bireysel agirliklart 220
miligrama ulasabilmektedir. Uygun beslenme kosullar1 altinda 5-6 hafta da tamamlanabilen
yasam dongiileri ortam kosullarina bagli olarak degiskenlik gostermektedir (Caruso vd.,
2013; Kar vd., 2018; Singh ve Kumari, 2019). Kara asker sineginin (Hermetia illucens) hayat

dongiisti Sekil 4’te verilmistir.

Yumurta

Larva \-Aé?& W
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Sekil 4. Kara asker sineginin hayat dongiisii (URL-3, 2023)
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1.3.3. Kara Asker Sineginin Beslenmesi

Kara asker sinegi larvalari segici degillerdir ve hayvansal ya da bitkisel birgok organik
materyal ilizerinde beslenebilme yetenegine sahiptir. KAS larvalari meyvelerden ve
sebzelere hatta hayvan gilibresi kalintilarina kadar ¢esitli organik maddeleri
tilketebilmektedir (May, 1961). KAS larvalar1 kaprofajik (digki yiyen) ve saprotrof
(ciiriikgiil)’tur. Az oranda mikrobiyal iireme ger¢eklesmis organik materyaller besin olarak
daha uygun olsa da, taze veya g¢ilirimeye yiliz tutmus her cesit atigi da gayet iyi
degerlendirebilmektedirler (Myers vd., 2008; Nguyen vd., 2015; Zakova ve Borkovcova,
2013).

Yumurtadan ¢ikan KAS larvalari ¢evresinde bulabildikleri her ¢esit organik substrat
iizerinde biiyiiyebilmektedir. Larval donem tahminen 20 ile 25 giin siirmektedir. KAS
larvalar1 kanibalistik olmadiklarindan birbirlerini yemezler ve birbirlerine zarar vermezler.
KAS larvalari polifajik yani asir1 istahlhidirlar. Larval donem igerisinde larvalar doymak
nedir bilmezler ve siirekli beslenirler. KAS Larvalarinin bu donemde 25-500 mg/birey yas
besin tiikettikleri ve bu besinleri kuru agirlik olarak %50 oraninda biyokiitleye
cevirebildikleri bilinmektedir. KAS larvalarinin polifajik yetenegi giiglii agiz organelleri,
cok etkili tiikiiriik ve sindirim sistemlerindeki enzimleri sayesindedir (Caruso vd., 2013; Kar
vd., 2018).

Kara asker sinekleri larval doneminde sindirim sistemini bosalttiginda bazi
antibakteriyel maddeler salgilamaktadir. Prepupal doneminden sonra bireyler beslenmeyi
birakmakta ve bulundugu nemli besin ortamindan uzaklagma egilimi gostermektedir.
Bdylece inaktif pupa donemi baslamis olur (Cammack ve Tomberlin, 2017; Nyakeri vd.,
2019).

KAS ergin donemde, disaridan besin almamaktadir. Sadece viicutlarindaki rezervleri
kullanarak hayatlarini devam ettirmektedir. Yetigskin KAS bireylerinin fonksiyonel bir agiz
yapisi bulunmadigindan sindirim sistemleri de yoktur. i§ne benzeri saldir1 mekanizmasi da
yoktur. Dolayisiyla diger canlilar1 1sirmazlar ve hastalik bulastirmazlar. Bu yiizden KAS
zararsiz bocek olarak nitelendirilmektedir (Diener vd., 2009; Oliveira vd., 2015; Park, 2016).
KAS bu o6zelligi sayesinde, organik atiklari protein orani yiiksek olan kaliteli besine

doniistiirebilen diger bocek tiirlerine nazaran en dikkat ¢ekici tiirlerden birisidir.
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1.3.4. Kara Asker Sineginin Antimikrobiyal Ozellikleri

Kara asker sineginin olumsuz ortamlarda yasayabilmesi, viriislere, mantarlara ve
bakterilere kars1 koruma saglayan peptitler (Choi vd., 2018) gibi farkli bilesikler {iretebilen
dogustan gelen bir bagisiklik sistemine sahip oldugunu goéstermektedir (Elhag vd., 2017;
Feng vd., 2020; Lalander vd., 2015). KAS larvalar1 dogal bir antibakteriyel ajan olarak islev
goren laurik asit (yag asidi) bakimindan (Kim ve Rhee, 2016) ve hayvanlarin bagisiklik
tepkisini artirmada rol oynayan kitin (polisakkarit) bakimindan da olduk¢a zengindir
(Bovera vd., 2016). Yakin ge¢miste yiiriitiilen arastirmalarda, KAS larvalarinin bagisiklik
sisteminin ¢esitli organlarinda defensin (kiigiik, sistein yoniinden zengin katiyonik
proteinler) benzeri bir peptit 4 (DLP4) tanimlanmistir. DLP4’{in etkisini ve Onemini
arastirmak icin yapilan bir deneyde, metisiline direncli Staphylococcus aureus (MRSA) ile
enfekte edilen fareler DLP4 ile tedavi edildikten sonra hayatta kalmay1 basarmislardir (Li
vd., 2017).

KAS bakterisidal antimikrobiyal peptitler (AMP) icerir (Park vd., 2014) KAS
AMP'leri onlarca yildir kapsamli arastirmalara konu olmustur ve bakterilerin antibiyotiklere
direngli genlerinin gelisimini ve yayilmasim1 Onleyerek kiimes hayvanlar1 yemlerinde
antibiyotiklerin yerini alabilmeleri beklenmektedir (Chung ve Khanum, 2017).

KAS larvalarinin ekstraktlar1 mikroorganizmalarin gelisimini engellemektedir
(Harlystiarini  vd., 2019). KAS’nin antimikrobiyal 0zelligi hayvanlarin sindirim

sistemlerinin saglig1 ve besin emilimi i¢in biiyiik 6nem tasimaktadir.

1.3.5. Kara Asker Sineginin Uretim Avantajlari

1990’lardan itibaren diinyanin bir¢ok bolgesinde KAS larvalar yetistiriciligi
yapilmaktadir. Giiniimiizde de KAS larvalarina yonelik artan talebi karsilayabilmek i¢in
cesitli liretim istasyonlar1 ve yem fabrikalar1 kurulmaya devam etmektedir (Diener vd., 2011;
Nguyen vd., 2015; Van Huis vd., 2013). KAS larvalarinin iiretimindeki kolayliklar ve
avantajlar su sekilde siralanabilir:
i) Uretim esnasinda biiyiik alana gerek yoktur. Girdi maliyetleri (enerji, elektrik,
su) diistiktiir. Yiiksek maliyetli 6zel ekipmanlara ve is giiciine ihtiya¢ yoktur.
ii) Insanlar ve diger canllar tarafindan degerlendirilemeyen ve atik ve ¢og
niteligindeki, hatta ve hatta ¢evre kirliligine sebebiyet veren organik maddeleri

gayet iyi bicimde tiiketebilirler.
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ii1)  Etkili beslenme ve hizli lireme potansiyeline sahiptirler.

iv) Beslenme esnasinda oldukea diisiik diizeylerde karbondioksit salinimlar, metan

ve sera gazi gibi zehirli gazlari salgilamamalar1 6nemli bir avantajdir.

KAS larvalarmin amino asit profilleri balik yeminin amino asit profiline olduk¢a
benzer bir yapidadir (Elwert vd., 2010; Tschirner ve Simon, 2015). Bu 6zelligi sayesinde,
KAS larvalari, omnivor baliklarin yemlerindeki pahali bilesim olan balik ununun ideal bir
alternatifi olarak degerlendirilmektedir. Son birkag¢ yilda, KAS larvalarinin alternatif protein
kaynag1 olarak incelenmesine ve endiistriyel captaki {iretimine yonelik c¢alismalar

yogunlagmaktadir (Wang ve Shelomi, 2017).

1.4. Lactococcosis

Bakteriyel balik hastaliklarindan Lactococcosis’in  etkenleri olan Lactococcus
garvieae ve Lactococcus petauri Ozellikle yaz aylarinda su sicakliklarinin 16°C’a
ulagsmasiyla ortaya ¢ikan, gokkusagi alabaligi basta olmak iizere, kiiltiirii yapilmakta olan
bir¢ok deniz ve tath su balik tiiriiniin yetistiriciliginde ciddi ekonomik kayiplarin meydana
gelmesine neden olan bir mikroorganizmadir (Altinok vd., 2022; Bark ve McGregor, 2001;
Carson vd., 1993; Cagirgan, 2004; Diler vd., 2002; Ghittino ve Prearo, 1992).

Lactococcosis, streptokoklar simifinda yer almaktadir. Hastalik ilk olarak 1950’lerin
sonlarinda Japonya’da rapor edilmistir (Hoshina vd., 1958). Taksonomi ve genotipik
siniflandirmalarinda yapilan degisiklikler ile cins adi Lactococcus olarak belirlenmistir
(Cagirgan, 2004). Etken, 1974 yilinda Japonya’da sarikuyruk (Seriola dumerili) baliginda
salginlara yol acarak yiiksek oliim oranlarina neden olmustur. L. garvieae‘nin ayrica
Avustralya, Ispanya, Ingiltere, Italya, Fransa, Portekiz, Giiney Afrika ve Asya iilkelerinde
gokkusagi alabaliginda goriildiigii rapor edilmistir (Kubilay vd., 2005). Tiirkiye’de rastlanan
ilk vaka 2001 yilinda Ege Bolgesi’nde kurulan bir gokkusag: alabalig: ciftliginden rapor
edilerek kayitlara gegmistir (Diler vd., 2002).

L. garvieae gram pozitif fakiiltatif anaerobik, hareketsiz, sporsuz, oksidaz ve katalaz
negatif olup, pH 4,5-9,6 ve 4-45°C’de %0-6,5 sodyum kloriir igeren uygun besi ortaminda
iireyebilen, 2-10 adetlik kokoid formda goriilen bakteridir (Cheng ve Chen, 1999; Tiire vd.,
2012). Baz1 suslar 45°C’de zayif ve yavas bir sekilde iireyebilmektedir. Ureme giftler
halinde veya kisa zincir halinde gerceklesir (Boomker vd., 1979). Hastaligin gelisimi ¢evre

ortamindaki su sicaklig1 ve suyun mikrobiyal kalitesi ile yakindan iliskilidir. Lactococcosis
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uygun su sicakliginda her biiyiikliikteki alabalikta ortaya c¢ikabilmektedir. Hastalik
hemorajik septisemiyle karakterize edilmektedir. Hasta baliklarda letarji, melanozis,
istahsizlik gortilmektedir. Hasta baliklar genellikle yavas hareket ederler, renkleri koyulasir,
gozlerde ¢ift tarafli olarak belirgin ekzoftalmus ve goz ¢cevre dokularinda kanama (hemoraji)
goriilmektedir. Otopside asit hepato- dalak- megali ve bagirsak kanamasi gortilmektedir
(Afonso vd., 2003; Aizpurua ve Esnault, 1999; Austin ve Austin, 1999; Pereira vd., 2004).
Ayrica enfeksiyon gegiren baliklarda hemorajik enteritis ve peritonda hemorajiler
goriilmektedir. Bobrek, dalak, karaciger ve beyinde tikaniklik meydana gelmektedir. Bunlar
hari¢ karn bdlgesinde sislik ve aniiste sarkma meydana gelmesi de hastaligin 6nemli
belirtilerindendir (Eldar vd., 1999; Muzquiz vd., 1999; Vendrell vd., 2006).

Lactococcosis inaktif bir asilama ile dnlenebilir veya antibiyotiklerle tedavi edilebilir.
Ancak baliklar1 Lactococcosis’e kars1 asilamak, 6zellikle yaz aylarinda su sicakligi 15 °C'yi
astiginda, uzun siireli koruma saglamayabilir. Bakteriler, Lactococcosis hastaligini tedavi
etmek icin kullanilan antimikrobiyallere karsi diren¢ kazanabilmektedir (Ture vd., 2018).
Asilamanin zahmeti, is yiikii, insan giicli gereksinimi, as1 ve antibiyotiklerin maliyeti tiretim
giderlerinin artmasina neden olmaktadir. Bu olumsuz etkileri ortadan kaldirmak ve baliklar
Lactococcosis’e karst korumak i¢in, KAS unu gibi potansiyel antimikrobiyal ve bagisiklik

sistemini uyarict yem katki maddeleri kullanilabilir.

1.5. Lactococcus petauri

Lactococcus garvieae nin neden oldugu ve hemorajik septisemi olarak karakterize
edilen Lactococcosis, ¢ok c¢esitli balik tilirlerini etkilemekte ve ciddi ekonomik zararlara
neden olmaktadir (Oztiirk ve Altmok, 2014; Toranzo vd., 2005). Lactococcosis’in etiyolojik
ajanlarinin taksonomisi son birkag yilda bir¢ok kez degismis ve etiyolojik ajanlar ilk olarak
Streptococcus cinsine atanmistir (Vendrell vd., 2006). Yeni teshis araclarinin gelistirilmesi
yeniden smiflandirmay1 miimkiin kilmistir. L. garvieae geleneksel olarak Lactococcosis'in
tek sorumlusu olarak goriilmiistiir, ancak son zamanlarda Lactococcus petauri Avrupa ve
Kuzey Amerika'daki Lactococcosis salginlariyla iligkilendirilmistir.

L. petauri, genom dizisi, morfolojik 6zellikleri ve biyokimyasal profili bakimindan L.
garvieae ile yiiksek benzerlik gostermekte ve bu da tanty1 son derece zorlastirmaktadir. Uzun

stiredir 16STRNA gen dizisinin incelenmesi ve biyokimyasal karakterizasyona dayanarak
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yanlislikla L. garvieae olarak tanimlanip gelmektedir. Goodman vd., (2017) Lactococcus
petauri ’yi Lactococcus cinsinin yeni bir tilirli olarak tanimlanmastir.

Lactococcus’un yeni iiyesi olan, Lactococcus petauri sp. nov. 159469 susu, ilk olarak
ucan kuskusun (Petaurus breviceps) ¢enesindeki yaradan izole edilmis ve yeni bir tiir olarak
literatiire gecirilmistir. Filogenetik ve genotipleme analiz sonuglarina bakildiginda L.
petaruri ‘nin genomu L. garvieae ile ¢ok biiyiik benzerlik gostermektedir (URL-4, 2023).

Altinok vd., (2022) yaptig1 calismada, laboratuvarimizda bulunan, tez ¢alismamizin
hastalik denemelerinde kullandigimiz ve L. garvieae olarak bildigimiz Lg-Per susunun tiim

genom analizini yaparak aslen L. petauri oldugunu tespit etmistir.

1.6. Onceki Cahsmalar

Gliniimiize kadar birgok arastirmact dogal yontemlerle baliklara bagisiklik
kazandirmanin yollarin1 aramistir. Arastirmacilar sifali bitkilerden sineklere kadar cesitli
madde ve canlilarin balik yemine ikame edilmesinin, baligin biiylime performansina,
sindirim sistemine ve bagisikligina olan etkilerini arastirmak igin cesitli denemeler

yapmustir. Yapilan ¢alismalardan bazilar1 asagida verilmektedir.

1.6.1.  Sifah Bitki ve Maddelerin Baliklar Uzerine Etkileri Hakkinda Yapilan
Cahismalardan Bazilar:

Corekotu (Nigella sativa) yag1 gokkusagi alabaliginin yemine ilave ederek, enjekte
ederek ve yanal ¢izgisine siiriilerek tatbik edildiginde siirme yontemi uygulanan baliklarda
hematokrit, eritrosit, 10kosit, NBT seviyelerinin en yiiksek seviyelere ulastigi, ¢orekotu
yaginin ¢ok az miktarda yeme karigtirilirsa bile bu gruptaki baliklarin protein seviyelerini
bariz bir sekilde etkiledigi belirlenmistir (Altinterim, 2010).

Ekinezya (Echinacea angustifolia), yaban mersini (Vaccinium myrtillus), meyan koki
(Glycyrrhize glabra) ve adagayinin (Salvia officinalis)’lerin gokkusagi alabaliginin biiyiime
performansina ve hastaliklara karst direnci iizerine olan etkisini aragtirmak i¢in yapilan
caligmada ortalama agirliklar1 15-20g olan gokkusagi alabalig1 9%0,1 ve %1 oraninda bitki
ilave edilmis yemle 45 giin boyunca beslenmistir. Deneme sonunda tibbi bitkilerin bakteriyel
hastaliklara kars1 koruyucu etkilerinin olup olmadigimi belirlemek icin baliklar Vibrio
anguillarum ile enfekte edilmistir. Bitki ihtiva edilen yemle beslenen gruplar kontrol

grubuyla karsilastirildiginda hematolojik ve biiylime parametrelerinde Onemli artig
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gbzlemlenmisg ayrica bu bitkilerin immunostimulant olarak kullanilabilecegi ve baliklarin
vibriosis hastaligina kars1 direng sagladigi belirlenmistir (Terzioglu, 2012).

Artemisia vulgaris bitki oziiti gokkusagi alabaliginda biiylime parametreleri ve
antioksidan aktiviteyi arttirmaktadir (Atabay, 2015). Ayrica yar1 yartya karistirilan soya yagi
ve keten tohumu yagmin balik yagi yerine ikamesinin baliklara olumsuz bir etki
gostermedigi belirlenmistir (Ozel, 2015)

Ar siitiiniin zebra balig1 (Danio rerio) diyetlerine farkli oranlarda ilave edilmesinin
bazi1 bagisiklik sistemi (7GF-B) ve biiyime (GH-1 ve IGF-I) hormonlar1 iizerine
transkriptomik seviyede etkilerini arastirmak icin yliriitiillen 8 haftalik besleme calismasi
sonucunda art siitlinlin bilylime hormonlarina ait genleri 6nemli 6l¢iide artirdig1 ve bilylimeyi
engelleyen 7GF- ’nin miktarini azaltarak transkriptomik seviyede olumlu bir etkiye sahip
oldugu belirlenmistir (Vural, 2015).

Farkli dozlarda (%1 %2 ve %3) damarlica bitkisi (Plantago lanceolata) 06ziitii
gokkusagi alabaliginin diyetlerine ilave etmis ve 90 giin boyunca baliklar1 besleyerek,
baliklarin bagisiklik sisteminde, antioksidan enzim aktivitesinde, kan parametreleri ve
biliylime performansinda meydana gelen degisimler incelenmistir. Gokkusagi alabaliginin
yemine damarlica ilavesinin antioksidan 6zelligi destekledigi ve bagisikligi uyarmada destek
verdigi belirlenmistir (Elbeshti, 2018).

Akcakesme (Phillyrea latifolia) bitkisinin sulu metanolik 6ziitii gokkusag: alabalig
diyetlerinde yem katki maddesi olarak kullanilabilir oldugu belirlenmistir (Barka, 2019).
Diger taraftan ceviz yapragi etanolik ekstrakti gokkusagi alabalig1 yemlerindeki furunkuloz
hastaliginin etkeni Aeromonas salmonicida’y1 kontrol etmek icin kullanilabilir oldugu ifade
edilmistir (Bayizit, 2021).

Anason (Pimpinella anisum) bitkisi %0,1 ve %]1,5 oraninda gokkusag: alabaliginin
diyetlerine ilave edildiginde biiylimeyi destekledigi, %1,5 oraninda 28 giin siire ile
kullanildiginda bagisiklig1 destekledigi, daha yliksek dozlarin ise negatif etki ettigi
belirlenmistir (Celik, 2021). Ayrica ¢emen otu (7rigonella foenum-graecum) tohumunun
metanolik 6ziitii 1g/kg ve Sg/kg oranlarinda balik yemlerine ilave edilmesinin bagigikligi
artirdig1 belirlenmistir (Karga, 2022).

Keten tohumu (Linum usitatissimum) ve Akhardal (Sinapis alba) bitkilerinin yaglar
gokkusagi alabaliginin diyetlerinde biiyiimeyi tesvik edici, bagisiklik sistemini uyarict ve

stres giderici olarak kullanilabilir oldugunu belirlemistir (Salem, 2022).
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1.6.2. Kara Asker Sinegi Larva Ununun Baliklar Uzerine Etkileri Hakkinda
Yapilan Calismalardan Bazilan

Bilimsel arastirmalar, balik yemlerindeki balik ununun alternatif protein kaynaklariyla
degistirilmesinin olasiliklarin1 arama yoniinde ilerlemektedir. Literatiir, boceklerin ¢evre
dostu, besin agisindan zengin olma 6zelligiyle balik ununun iyi bir alternatifi oldugunu
gostermektedir. Kara asker sinegi, cesitli organik atiklart verimli bir sekilde
parcalayabilmesi ve degerli hayvansal proteine ve organik giibreye doniistiirebilmesi gibi
cifte rolii sayesinde, siirdiiriilebilir atik yonetimi ve alternatif protein tiretimi i¢in oldukc¢a
umut verici bir ara¢ olarak nitelendirilmektedir ve ilgileri lizerine toplamaktadir (Nyakeri
vd., 2019).

Kara asker sinegi larvalarinin ticari tarimsal iiriin atiklar ile yetistirilmesi ve protein
kaynagi olarak balik yemlerine dahil edilmesi miimkiindiir, ancak besleyici degerleri diislik
ve smirli kalmaktadir. Eger KAS larvalarimin yerel sera atiklari ile iiretildigi
diistintildiglinde, balik ununun kismi ikamesi olarak KAS larva unu uygun bir alternatif
protein kaynagi olabilir. Besin maddesi kullanimini artirmak i¢in KAS larva ununun
islenmesi konusunda daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir (Kroeckel vd., 2012).

Yapilan bir ¢alismada, balik unu (%15, %30, %45) yerine (%6,5 %13 ve %19,5)
oranlarinda KAS pre-pupa dénemi larva unu ikame edilen diyetlerle, Avrupa levrekleri 62
giin boyunca beslenmistir. Caligmanin sonucunda, toplam diyet proteininin %?22,5'ine
karsilik gelen %19,5'e kadar KAS larva ununun, baliklarin biiyiime performansi, yem
kullanim1 veya sindirilebilirlik tizerinde olumsuz etkiler olmaksizin yavru Avrupa levregi
diyetlerinde balik ununun yerini basariyla alabilecegi ortaya konulmustur (Magalhaes vd.,
2017). Yapilan diger bir besleme c¢alismasi sonucunda, Jian sazani (Cyprinus carpio var.
Jian) diyetlerindeki balik unu (%0, %25, %50, %75, %100) yerine yag1 alinmis kara asker
sinegi larva unu kademeli olarak (%0, %2,6, %5,3, %7,9 ve %10,6) ikame edildiginde, Jian
sazaninin biiyiimesinin diyetle alinan yag1 alinmig KAS larva unundan etkilenmedigi, daha
yiiksek CAT aktivitesi ile Jian sazaninin antioksidan durumunu artirdig1, ikame seviyeleri
%75'1 astiginda diyet stresi ve bagirsak histopatolojik hasar1 gozlendigi belirlenmis ve
diyetteki balik unu proteininin %50'sine kadarinin yag: alinmis kara asker sinegi larva unu
ile degistirilmesi tavsiye edilmistir (Li vd., 2017).

Bruni vd. (2018) yapmis oldugu bir ¢caligsmada, (%0, %25, %50) {i¢ farkli oranda KAS
larva ununu balik diyetine dahil etmistir. Baliklarin organosomatik parametreleri, fileto

verimini ve bagirsak bakteri topluluklarini analiz ederek balik diyetine KAS larva ununu
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dahil etmenin etkilerini arastirmay1 hedeflemistir. Calismanin sonunda, KAS’in kismen
yagsiz larva ununun gegerli bir alternatif protein kaynagi oldugunu sdylemistir. KAS larva
ununun balik diyetindeki balik unu miktarinin %50'sine kadar ikamesinin, baliklarin
organosomatik indeksleri ve fileto verimini bozmadigini ortaya koymustur. Mikrobiyolojik
analizlerinde ise, bagirsak bakteri topluluklarinin diyet degisikliklerine duyarli oldugunu,
mikrobiyal topluluk yapismin degistigini ve KAS ile beslenen gruplardaki balik
bagirsaklarinda biyogesitliligin arttigini ortaya koymustur.

Devic vd. (2018) yapmis oldugu bir ¢alismada, ortalama agirliklar: 5,7 + 0,5g olan Nil
tilapyalarin1 (Oreochromis niloticus), ticari ¢iftlik uygulamalarina benzer kosullar altindaki
bir gol ici kafes sisteminde 4 farkli oranda (0, 30, 50 ve 80 g/kg) KAS larva unu igeren diyet
ile 32 giin boyunca beslemistir. Baligin biiylime performansinda (nihai agirlik; kilo alimi ve
SGR), yem kullanim verimliligi endekslerinde (FCR ve PER) ve yem aliminda anlamli
olarak bir farkliligin olmadigini, viicut kompozisyonunun bu diyetten herhangi bir sekilde
etkilenmedigini ortaya koymustur.

Elia vd. (2018) yapmis oldugu bir ¢aligmada, balik ununun kismi ikamesi olarak kara
asker sinegi larva unu iceren ii¢c izoproteik, izolipidik ve izoenerjetik diyet formiilii
diizenlemistir: %0 (KASO, kontrol diyeti), %25 (KAS25) ve %50 (KAS50) oranlarinda
KAS'!m %0, %20 ve %40 diyete dahil edilme seviyelerine karsilik geldigini sdylemistir.
Baliklar 78 giin boyunca deneysel diyet yemleriyle beslenmistir. Besleme ¢aligmalarinin
sonunda histolojik ve histokimyasal degerlendirmeler yapilmistir. Karaciger, dalak ve
bagirsagin histopatolojik incelemesi, artan bocek unu seviyelerini takiben herhangi bir
olumsuz etki ortaya ¢ikmamistir. KAS tiiketimi, asidik miisinlerden daha yiiksek notral
iretimi uyarmistir. Cesitli antioksidan biyobelirteglerin degisen degerleri, beslenme
kosullartyla baglantili olarak karaciger ve 0Ozellikle bobrekte oksidatif homeostaz
dengesizligine igaret etmistir. Sonug olarak her iki gruptaki bocek unu ekleme seviyesinin
hayvanlart olumsuz etkilememis olsa da Baliklarda histolojik 6zellikler, oksidatif stres
biyobelirteglerindeki degisiklikler, KAS unun diyetlere %20’den daha diisiik bir oranda
eklenmesi tavsiyesinde bulunmustur.

Belghit vd. (2019) %0, %33, %66 ve %100 oraninda KAS larva unu eklenen diyetlerle
beslenen Atlantik somonunun biiyiime performansini, besin kullanimini, karaciger sagligin
ve fileto duyusal parametrelerini test etmek icin 16 haftalik bir beslenme denemesi yapmustir.
Atlantik somonunun diyetlerinde balik ununun KAS larva unu ile tamamen

degistirilmesinin, baligin biiylime performansi, yem kullanimi, besin sindirilebilirlik,
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karaciger ozellikleri veya filetonun duyusal nitelikleri {izerinde olumsuz etkileri olmadan
miimkiin oldugunu ortaya koymustur. Ayrica KAS larvalarindan elde edilen protein unu ve
bocek yagi, Atlantik somonu icin bir besin kaynagi olarak biiylik bir potansiyele sahip
oldugu belirlenmistir (Belghit vd., 2018). Balik diyetindeki balik ununun KAS larvasi unu
ile tamamen degistirilmesi, ciftlikte yetistirilen Atlantik somonunun fiziksel veya kimyasal
bilesimini tamamen degistirmemektedir (Bruni vd., 2019). Atlantik somonu diyetlerine
200g/kg KAS larva ununun dahil edilmesi, diisiik oranli balik unu ve yiiksek oranli bitkisel
protein diyetlerinde tamamlayict bir protein kaynagi olarak kullanilabilecegi hususunda
umut vaat etmektedir (Fisher vd., 2020).

Huyben vd. (2019) yapmis oldugu bir ¢alismada, bes haftalik bir deney tasarlamistir.
Yavru gokkusagi alabaligi balik unu bazli yemle ya da %30 oraninda KAS 6n pupa unu,
larva unu veya yagi alinmis larva unu eklenmis ti¢ farkli diyetle beslenmistir. Bocek bazli
diyetlerle beslemenin, balik bagirsagindaki bakterilerin alfa cesitliligini ve laktik asit
bakterilerinin bollugunu artirdigint bunun muhtemelen diyete kitin eklenmesinden
kaynaklanabilecegini belirtmistir. Balik unu bazli besleme ile karsilastirildiginda, bocek
bazli beslemede Firmicutes ve Actinobacteria filumlarinda daha yiiksek bolluk,
Proteobacteria filumunda ise daha diisiik bolluk tespit edilmistir. Sonug¢ olarak KAS bazli
beslenmenin gokkusagi alabaliginin bagirsaktaki bakteri ¢esitliligini artirdigini ve gékkusagi
alabaliginin bagirsak bakterilerinin bilesimini degistirdigini, bunlarin da kara asker sinegi
yasam dongiisii evresi ve bocek yeminin lipit iceriginden etkilendigini tespit ettigini
sOylemistir.

Wang vd. (2019) yapmis oldugu bir ¢alismada, balik ununun kismi olarak yagi alinmis
KAS larva unu ile degistirilmesinin Japon levregi yavrularinin biiyiime performansi, tiim
viicut kompozisyonu, kan metabolitleri, sindirim enzim aktiviteleri, hepatik ve intestinal
histomorfoloji ve lipid metabolizmas: ile ilgili gen ekspresyonu {iizerindeki etkilerini
degerlendirmek icin 56 giinlik bir besleme caligsmast gerceklestirmistir. Calismanin
sonunda, diyetlerdeki balik unu yerine %64'e kadar yagi alinmig KAS larva unu ikame
edilmesinin  Japon levreklerinin biiyiime performansini, hepatik ve bagirsak
histomorfolojisini degistirmedigini kaydetmistir. Yem aliminin artmasi, kan lipidinin
azalmas1 ve hepatik lipid birikiminin engellenmesi gibi 6zelliklerinden dolayi, yag: alinmis
kara asker sinegi ununun Japon levregi diyetlerinde balik unu yerine arzu edilen alternatif

bir protein kaynagi olabilecegini ortaya koymustur.
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Abdel-Tawwab vd. (2020) yapmis oldugu bir ¢aligmasinda, balik unu proteini yerine
%25, %35 ve %50 oranlarinda kurutulmus KAS larva unu ikame edilen bir bazal diyet
hazirlamistir. Baliklar (12.1 £ 0.21 g), hazirlanan diyetlerden biri ile glinde ii¢ kez
doygunluga ulasana kadar toplamda 8 hafta boyunca beslenmistir. Bu siirecte baliklarin
bliylimesi, yem kullanimi1 ve hayatta kalma oran1 agisindan 6nemli bir farklilik gézlenmemis
ve viicut bilesenleri diyetten etkilenmemistir. Ayn1 zamanda besleme maliyeti ise kontrol
diyetiyle karsilastirildiginda %15,6 oraninda azalmistir.

Caimi vd. (2020) yapmis oldugu bir calismada, Sibirya mersin balig1 (Acipenser
baerii) diyetinde balik ununun %25'ine kadar KAS larva unu ile degistirilmesinin baliklarin
biliylime performansini, kondisyon faktoriinli, biyometrik ve morfometrik indeksleri ve
baligin tiim viicut proksimat bilesimini etkilemeden miimkiin oldugunu gostermistir. Mersin
baliklarinin tiim viicudunun yag asidi bilesimi, diyete %18,5 KAS larva unu ekleme
seviyesinde bile 6nemli dl¢iide degistigini de kaydetmistir.

Fawole vd. (2020) yapmis oldugu bir calismada, Afrika yayin balig1 (Clarias
gariepinus) yavrusu iizerinde 60 giinliik bir deneysel besleme yiirlitmiistiir. Kontrol diyeti,
temel protein kaynagi olarak balik unu kullanilarak formiile edilmis ve sirasiyla 57g/kg,
115g/kg ve 172 g/kg olarak diyetlere dahil etme seviyesine karsilik gelen esdeger protein
bazinda %25, %50 ve %75 oranlarinda KAS larva unu ile agsamali olarak ikame edilmistir.
Afrika yaym baligimmin diyetlerine KAS larva ununun 172g/kg'a kadar (%75 Balik unu)
ikamesinin baliklarin biiylime, besin kullanimi, antioksidan ve saglik durumunu bozmadan
etkili bir sekilde kullanilabilecegini ifade etmistir.

Guerreiro vd. (2020) Granydz (Argyrosomus regius) balig1 lizerinde uyguladigr bir
besleme ¢alismasi sonucunda, diyetlerdeki balik ununun %17’sine karsilik gelen %10 KAS
larvast ununun diyetlere dahil edilmesinin, baliklarin yem kullanimi, tiim viicut
kompozisyonu ve yag asidi profili iizerinde énemli olumsuz etkiler olmaksizin miimkiin
oldugunu kaydetmistir.

Melenchon vd. (2020) yapmis oldugu gokkusagi alabaligi diyetlerinde KAS ve un
kurdu (7Tenebrio molitor) larva unlarinin potansiyel kullanimi1 adli ¢aligmasinda, diyetlere
bocek unu ilave edilmesinin biiyiime, protein kullanimi ve baliklarin fizyolojik durumu
izerinde olumsuz bir etkisinin olmadigini ancak bocek unu ilavesi arttikca filetodaki omega-
3 yag asitlerinde 6nemli bir azalma gozlendigini sdylemistir. Bocek ununun gokkusagi

alabaliginda balik ununun kismi ikamesi i¢in uygun bir alternatif olabilecegini, ancak en
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uygun bocek tiirtinii belirlemek ve filetodaki omega-3 yag asitlerinin azalmasiyla basa
cikmak i¢in daha fazla calismaya ihtiya¢ duyuldugunu ifade etmistir.

Li vd. (2020) yapmis oldugu bir ¢alismada, protein kaynagi olarak balik unu, soya
proteini konsantresi, bezelye proteini konsantresi, musir gluteni ve bugday gluteni
kombinasyonundan olusan bir referans diyet ve balik ununun tamaminin ve bezelye proteini
konsantresinin ¢ogunun siyah asker sinegi larvasi unu ile degistirildigi bir test diyeti
hazirlamistir. Atlantik somonu (Salmo salar) (baslangic viicut agirligi, 1,4 kg) iizerine 16
haftalik bir besleme ¢aligmasi diizenlenmistir. Baliklarin bagirsak sagligi, organ ve doku
endeksleri, histopatoloji degiskenleri ve lipid metabolizmasi, bagisiklik tepkileri, bariyer
fonksiyonlar1 ve detoksifikasyon/stres tepkilerini gosteren gen ekspresyonu gibi son noktalar
kullanilarak degerlendirmistir. Bocek unu diyetiyle beslenen baliklarda distal bagirsagin
nispi agirhigi daha yiiksek bulundugunu ifade etmistir. Sonug olarak balik ununun tamamen
KAS larvast unu ile degistirilmesi Atlantik somonunun bagirsak sagligini tehlikeye
atmadigin1 sOylemistir. Diger taraftan Weththasinghe vd. (2021) yapmis oldugu bir
caligmada, ortalama baslangi¢ agirliklar1 34g olan Atlantik somonunu yedi hafta boyunca
yedi gesit izonitrojenik, izolipidik ve izoenerjik diyetten biriyle beslemistir. Sonug¢ olarak
KAS larva unu ve ezmesinin Atlantik somonunda biiylime performansini bozmadan sirasiyla
diyet proteinin %12,5 ve %6,7’siin yerini alabilecegini sdylemistir.

Xu vd. (2020) yaptig1 bir calismada, farkli bocek yaglarinin yavru aynali sazanda
biiytime performansi, lipid metabolizmasi, enflamasyon ve ilgili gen ekspresyonu iizerindeki
etkilerini incelemek i¢in bir besleme denemesi yapmistir. Yavru aynali sazanlar KAS yagi
(BSFO, 25g/kg), ipekbdcegi pupa yagi (SWPO, 25g/kg), sart un kurdu yagi (YMO, 25g/kg)
ve li¢ bocek yaginin karisimindan (MIXO, 25g/kg) hazirlanan dort izonitrojenik ve izolipidik
diyetlerle 59 giin boyunca beslenmistir. BSFO ve MIXO diyetleri ile beslenen baliklarin
agirlik artis1 ve spesifik biiyiime hizi, diger iki bocek yagi diyetiyle beslenen baliklara gore
onemli Ol¢lide daha yiliksek bulunmustur. Genel olarak, diyetlere KAS yag1 ve ii¢ yagin
kombinasyonunun dahil edilmesinin diger iki yaga (YMO ve SMPO) kiyasla, yavru ayna
sazanin bilylime performansini, intraperitoneal yagin lipid metabolizmasini, karaciger
antioksidan kapasitesini ve inflamatuar yanitin1 olumlu yonde etkiledigini ifade etmistir.

Dogan (2021) Sazan diyetlerinde alternatif protein kaynagi olarak KAS larvasi ununun
kullanimi i¢in %50, %65, %75 oranda balik unu yerine KAS larva unu ikame edilen diyet
hazirlamigtir. %65 diyet grubunda agirlik kazanci, spesifik biiylime orani, protein etkinlik

orani, net protein kullanim orani ve yem degerlendirme oranlarinin pozitif yonde etkilenmis,
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%75’lik diyet grubunun protein icerinin (%20,22) diger diyet gruplarindan 6nemli 6l¢iide
yiiksek oldugu belirlenmis ve KAS larva ununun sazan diyetlerinde alternatif hayvansal
protein kaynagi olarak diisiiniilebileceginin kanaatine varmigstir.

Xu vd. (2021) yapmis oldugu bir ¢alismasinda, yliksek oranda n-3 doymamis yag asidi
(HUFA) ile zenginlestirilmis KAS yaginin (BSFO) yavru aynali sazanlarin (Cyprinus carpio
var. Specularis) biiylime performansi, lipid metabolizmasi, enflamasyon ve ilgili genler
ekspresyonu tiizerindeki etkilerini degerlendirmek i¢in 8 haftalik bir besleme c¢aligmasi
yapmistir. 25g/kg soya fasulyesi yagi igeren (SO) kontrol diyeti ve %25, %50, %75 veya
%100 oraninda n-3 (HUFA) ile zenginlestirilmis BSFO ile degistirilmis diyetler olmak iizere
toplam bes diyet grubu diizenlemistir. Soya fasulyesi yag1 yerine %50 veya daha yiiksek
oranda n-3 (HUFA) ile zenginlestirilmis BSFO ikame edilmesiyle baliklarin biiyiime ve
besin kullaniminin yan sira bir¢ok saglik parametresi de 6énemli dl¢lide iyilestigini, %50
veya daha yiiksek bir replasman seviyesi, gen ekspresyonundaki ilgili degisikliklerle birlikte
periton i¢i yag indeksinde ve adiposit boyutunda azalmaya yol a¢tigini, ayni ikame seviyeleri
baliklarin serum biyokimyasal profilinde de iyilesmeler oldugunu ve bagisiklik durumunun
arttigina dair belirtiler gosterdigini ifade etmistir. Karaciger ve 6n bobregin gen ekspresyonu
sonuclarinda ise, soya fasulyesi yaginin %50'den daha fazlasinin BSFO ile degistirilmesiyle
beslenen baliklarda daha az enflamatuar bir duruma isaret ettigini kaydetmistir. Sonug olarak
soya fasulyesi yagi yerine %50-100 oraninda n-3 HUFA ile zenginlestirilmis BSFO
degistirilmesinin yavru aynali sazanlarin performansini ve saglik durumunu olumlu yonde
etkiledigini sdylemistir.

Shati vd. (2022) yaptig1 bir ¢alismada, soya unu yerine (%0, %50 ve %100)
oranlarinda KAS unu igeren diyetlerle, Nil tilapyalarmi %5 viicut agirligi oranindaki yemle
28 giin, %3 viicut agirligi oranindaki yemle 54 giin, %2,5 viicut agirlig1 oranindaki yemle
84 giin beslemistir. Calisma sonucun, KAS larva ununun Nil tilapyas1 diyetlerinde soya
ununa kars1 uygun maliyetli bir alternatif oldugunu ve dolayisiyla biiylime ve karkas viicut
kompozisyonu iizerinde olumsuz bir etkisi olmadan soya ununun yerini %100'e kadar
alabilecegini belirlemistir.

Shah ve Cetingiil (2022) kara asker sinegi larvalarinin, iglerinde bulunan bazi
antimikrobiyal peptitler ve kitin sayesinde bagisiklik sistemini diizenleyici 6zelliklere sahip
oldugunu ifade etmistir. Erickson vd. (2004) da yaptig1 bir caligmada, KAS larvalarinin
tavuk giibresindeki Escherichia coli O157:H7 ve Salmonella enterica Serovar Enteritidis

bakterisini azalttigini kaydetmistir.
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1.7. Cahsmanin Amaci

Su {riinleri yetistiriciliginin amaci saglikli, siirdiriilebilir ve karli bir faaliyet
yapmaktir. Bunun da en basarili yolu kaliteli ve ekonomik yemle kaliteli ve tekrarlanabilir
su tirlinleri elde etmektir (Demir, 2014). Su {iriinleri yetistiriciliginde en biiylik masrafi balik
yeminin olusturdugu ifade edilmektedir (Keskin ve Atar, 2011). Yetistiriciligi yapilan
tirlerin biliylik ¢ogunlugunun et¢il (karnivor) baliklar oldugu ve onlarin karma yem
bilesimlerinin %60-80’nin balik unu ve yagindan olustugu bilinmektedir (Demir, 2008).
Dolayistyla, karnivor balik yetistiriciligi isletme maliyetinin %40-70’ni yem giderleri
olusturmaktadir (Bilgiiven, 2002). Gatlin vd. (2007)’ne gore su iirlinleri yetistiriciliginde
stirdiiriilebilir bir bliylimenin saglanmasi, uygun fiyatli, sindirilebilir, kaliteli ve hammadde
tedarikinde sikint1 olmayan yemlerin iiretilebilmesine baghdir.

Balik unu ve yagi, karnivor baliklarin ihtiya¢ duydugu en 6nemli besin igerikleridir.
Su iriinleri yetistiriciliginde stirdiiriilebilirliginin saglanmasinda 6nemli rol oynayan
faktorlerde de balik unu ve yagidir. Yillardir balik unu ve yaginin yerini alabilecek
hammaddeler iizerinde calismalar devam etmektedir. Bu arayislar icerisinde, aragtirmacilar
ozellikle kan unu, kemik unu gibi et yan iirlinlerine, soya fasulyesi gibi yag bitkilerine, ve
mikrobiyal proteinlere odaklanmaktadir (Boyd vd., 2020). Bitkisel proteinlerin en azindan
baz1 hayvan tiirlerin ihtiyaglarin1 giderecek oranda triptofan, metiyonin, treonin, lizin gibi
amino asitleri, icermemesi bitkisel proteinlerin hayvan yemlerinde kullanimini
siirlamaktadir (Jozefiak vd., 2016). Yillardir hayvan beslemelerinde kullanilan et yan
iiriinleri neticesinde meydana gelen deli dana hastaligi (BSE) gibi dliimciil hastaliklar,
onlarin yaratacagi ekonomik kayip ve insan sagligina olan tehditler diisiiniilerek omurgali
hayvanlardan yapilan hammaddelerin balik yetistiriciliginde kullanimi sinirlandirilmigtir
(Elwert vd., 2010). Boylece su tirlinleri yetistiricisinde yem hammaddesi olarak ilk tercihler
halen balik unu ve yag1 olmaktadir.

Dogal balik stoklarni korumak, azalmasini 6nlemek ve ayni zamanda siirdiiriilebilir
hammadde tedarikini saglamak ig¢in, balik unu ve yaginin yerine insanlarin giinliik
yasaminda ortaya cikan organik atik ve ¢Opleri kullanarak yetistirilebilen mantarlar,
bocekler, kiifler, algler ya da onlarin yan {irlinlerinin hammadde olarak kullanilmasi
arastirmacilar tarafindan diisiiniilmektedir (Boyd vd., 2020). ilgili arastirmalar kapsaminda
cesitli bocek tiirleri incelenmistir ve bunlarin igerisinde 6zellikle KAS’nin ¢esitli yonlerden

en ideal tiir oldugu kanaatine varilmistir. Larvalarin ¢esitli organik atiklarla beslenebilmesi,
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cevre zarar vermemesi, organik atik maddelerini organik giibreye doniistiirmesi, liretiminin
kolay ve pratik olmasi, enerji sarfiyatinin oldukg¢a diisiik olmast ve en onemlisi KAS
larvalarinin besin igeriginin oldukca zengin olmasindan dolay1 son yillarda en ilgi géren
bocek tlirli olmus ve diinyanin birgok yerinde yaygin olarak iretilmeye baglamistir.
Hazirlanan raporlar ve elde edilen veriler 1s181nda, KAS diinya ¢apindaki gida a¢ig1 sorununu
¢ozmede, olduk¢a umut verici bir secenek olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Kar vd., 2018).

Balik saghigi ve refahi, bagirsak mikrobiyotasinin gidalari sindirme, besinleri
metabolize etme, biliyime oranin1 artirma ve konakg¢iyr hastaliga neden olan
enfeksiyonlardan koruma yetenegine baghdir (Bruni vd., 2018; Ghanbari vd., 2015;
Llewellyn vd., 2014; Lyons vd., 2017). Dolayistyla, saglikli bir bagirsak mikrobiyotasi,
baliklarin besinleri kullanma, biiyiime ve sagliklarini koruma becerilerini gelistirmede ¢ok
onemli bir rol oynamaktadir. Bir baligin bagirsagindaki mikrobiyota, patojenleri uzak
tutmanin yani sira baligin beslenmesini, yasam siiresi ve genel sagligini da diizenlemektedir.
Bagirsak mikrobiyotasindaki sindirim mikroplart biyolojik aktiviteye sahip yeni ve umut
verici biyoaktif bilesikler iirettikleri i¢in ¢ok biiyiilk dnem arz etmektedir. Baliklardaki
bagirsak mikrobiyotasinin bilesimi baligin yasina, habitatina, beslenmesine, yilin zamanina,
trofik konumuna ve diger degiskenlere bagli olarak degismektedir. Bagirsak mikrobiyotasini
anlamak, aragtirmacilara hedeflenen balik tiirlerinin bagirsak mikrobiyotasini degistirerek su
iriinleri yetistiriciligini gelistirmek i¢in yollar gelistirmede yardimci olabilir.

Balik yetistiriciliginde biiyiik kayiplara yol agan bir diger unsur ise hastaliklardir (Arda
vd., 2002). Baliklarda ortaya c¢ikan hastaliklar genellikle konak¢i, mikroorganizma
(patojenler) ve stres faktorleri (fiziksel kosullarin ani degisimi, balik refahinin
iyilestirilmemesi, stok yogunlugu, hijyen) arasindaki etkilesimlere bagli olarak ortaya
cikmaktadir (Austin ve Austin, 1999). Patojen etkenlerin erken ve dogru teshisi hastaliklarin
biiylik kayiplara yol agmasini belli dlgiide engellemektedir. Giinlimiizde yetistiricilikte
hastaliklarla miicadele kapsaminda antibiyotikler ve diger kimyasal maddeler siklikla
kullanilmaktadir ve belli dl¢lide basarilara ulasilmaktadir (Benbrook, 2002). Ancak yogun
antibiyotik kullaniminin bazi olumsuz etkileri de s6z konusu olabilmektedir. Antibiyotik
kalintilar1 kullanildiklar1 ortamlarda birikerek ve 6lii bir tabaka olusturarak ¢evre kirliligine
neden olmaktadir. Siirekli antibiyotik kullanimi patojenlerde antibiyotige karsi direng
kazanmasina da yol agmaktadir. Ayrica tiiketim yoluyla bu tip direngli bakterilerin insan
viicuduna taginmasi da s6z konusu olabilmektedir. Yogun antibiyotik kullanim1 ¢ok sayidaki

hedef dis1 faydali bakterilerin de yok olmasina sebebiyet vererek, baligin bagirsak
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mikrobiyal flora yapisinin bozulmasma ve bakteri dagilimindaki dengesizlige yol
acabilmektedir (Cabello, 2006; Gomez-Gil vd., 2000).

Kara asker sinekleri potansiyel olarak farkli organik atiklar1 protein agisindan zengin
biyokiitleye doniigtirme yetenegine sahiptir. Ancak farkli atitk malzemeleri {izerinde
yetistirilen KAS larvalariin besin degerleri degisiklik gdstermektedir. Siirdiiriilebilir KAS
larvalar iiretimi i¢in tavuk atig1 unu, sebze-meyve atiklari ve tavuk atigi ile sebze- meyve
at1ig1 karisimi1 KAS larvalarini beslemek icin kullanilabilir, fakat amino asit ve diger besin
icerigi agisindan balik ununa benzerligi ve ayni1 zamanda 6nemli dl¢lide daha yiiksek bir
besin degerine sahip olmasi nedeniyle, et¢il baliklarin yemlerinde balik ununun kismi
ikamesi olarak tavuk atig1 unu ile sebze-meyve atig1 karisimi tizerinde beslenen (yetistirilen)
KAS larvalar1 kullanilabilir (Yandi, vd., 2023a). Ayrica KAS larvalar1 sebze-meyve karigimi
ve tavuk atik unu ile beslendiginden, KAS prepupalarinin yag asidi igerikleri yiiksektir.
Laurik asit, bu calismada kullanilan KAS larvalarinda bulunan en bol yag asitlerinden
biridir. S6z konusu laurik asit antimikrobiyal oldugu gdsterilen doymus bir yag asididir ve
antibakteriyel ve en ¢ok gram-pozitif bakterilere karsi etkilidir (Harlystiarini vd., 2019).
KAS larvalar yiiksek konsantrasyonda laurik asit icermektedir. Tez ¢aligmamizla paralel
yiiriitiilen diger bir caligmada, balik diyetlerine dahil edilen KAS larva unu oraninin artmasi
genellikle biitiin baligin yag asidi bilesiminin artmasiyla sonug¢lanmistir.

Tez calisgmamizin amact tavuk NuGet’i atigi unu ve sebze-meyve karigimi (1:9)
tizerinde yetistirilen KAS larvalarmin antibakteriyel 6zelliklerinin baliklart Lactococcus
petauri "nin neden oldugu Lactococcosis hastaligina kars1 koruyup koruyamayacagini, KAS
larva unu igeren diyetlerin sindirim sistemindeki bakteri kompozisyonunu etkileyip
etkilemedigini ve sitokinlerden interlokin 10 (Z/-10), timor nekroz faktori-o (7nf-a),
interlokin 8 (//-8), transforme edici biiylime faktorii beta (7gf- f), interlokin 1 Beta (//-15)
genlerinin ve bagisiklik ile ilgili genlerden immiinoglobulin M (IgM), toll benzeri reseptor
5 (Tlr-5), major histokompatibilite kompleksi II (Mhc-II) ve immiinoglobulin tau agir zinciri

(IgT) gibi genlerin lizerindeki etkilerini belirlemektir.



2. YAPILAN CALISMALAR

Tez galigmasinda, “120R008” kodlu ve “Hermetia illucens (Diptera: Stratiomyidae)
Larvalarinin Gokkusagi Alabaliginda (Oncorhynchus mykiss) Siirdiiriilebilir Protein ve
Lipid Kaynag Olarak Kullanimi” baslikli TUBITAK projesi esnasinda iiretilen ortalama
agirliklar: 5,01 + 0,08g ve ortalama boylar1 7,50 + 0,06 cm olan toplam 600 adet gokkusagi
alabalig1 (Oncorhynchus mykiss) kullanilmistir.

Tez calismasi, Karadeniz Teknik Universitesi, Siirmene Deniz Bilimleri Fakiiltesi,
Prof. Dr. Ibrahim OKUMUS Arastirma ve Uygulama Unitesinde, Karadeniz Teknik
Universitesi, Balik¢ilik Teknolojisi Boliimii, Molekiiler Biyoloji Laboratuvarinda, Trabzon
Su Uriinleri Merkez Arastirma Enstitiisiinde ve Recep Tayyip Erdogan Universitesi, lyidere
Su Uriinleri Arastirma ve Uygulama Merkezinde koordineli sekilde yiiriitiilmiistiir.

Balik deneyleri, Recep Tayyip Erdogan Universitesi (Rize, Tiirkiye), Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu (Karar no: 2019/41, Tarih: 20.12.2019) onay1 alinarak
gerceklestirilmistir.

Tez galigmasi ii¢ ana bdliimden olusmaktadir.

Birinci boliimde, besleme caligmalari i¢in, KAS larvalart elde edilmis (Yandi, vd.,
2023a) ve belirlenen rasyon igerigine gore diyet yemleri hazirlanmistir. Gokkusag alabaligi
yavrulart 90 gilin boyunca deneysel olarak hazirlanan yemler ile beslenmistir. Besleme
caligmasi1 boyunca her 15 giinde bir balik 6l¢timleri yapilmistir (Yandi, vd., 2023b).

Ikinci béliimde, 90 giinliik besleme deneyi sonunda bagirsak mikrobiyota calismalari
icin her tanktan 3’er baliktan bagirsak drnekleri alinmigtir.

Ugiincii boliimde, 90 giinliik besleme deneyi sonunda farkli KAS larva unu ihtiva
edilen yemler ile beslenen baliklarin Lactococcus petauri patojenine karsi direncliligi

degerlendirilmistir.
2.1. Besleme Calismalari

2.1.1. KAS Larvalarinin Elde Edilmesi

KAS larvalari iiretimi i¢in, Karadeniz Teknik Universitesi, Siirmene Deniz Bilimleri
Fakiiltesi, Prof. Dr. Ibrahim OKUMUS Uygulama ve Arastirma Unitesinde bir larva {iretim

odast kurulmustur. Tavuk nugget artigi unu ve meyve-sebze karisimi (1:9) iizerinde
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yetistirilen KAS larvalari, prepupal asamada hasat edilmis, kurutulmus ve larva unu tiretmek

icin 0giitiilmiistiir. KAS larvalarimin iiretim gorsellerine Sekil 5°de yer verilmistir.

Sekil 5. Kara asker sinegi larva unu iiretimi (A: sinekhane, B: larvalarin olusmasi, C:
hasat, D: kurutma iglemi, E: larva unu)(orijinal)
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2.1.2. Balik Diyetlerinin Hazirlanmasi

Tez caligmasinda, Balik unu, Kara Asker Sinegi (KAS) larva unu, balik yagi, soya,
misir gluteni, bugday unu ve vitamin-mineral karisimindan olusan yem rasyonu
olusturulmustur. Kontrol yem grubu olarak %40 oraninda balik unu ihtiva edecek bir bazal
diyet (BO) hazirlanmistir. Akabinde bazal diyetteki balik unu sirasiyla %25, %50, %75,
%100 oranlarinda KAS larva unu ihtiva edecek sekilde diyetler hazirlanmis ve bu diyetler
B25, B50, B75, B100 olarak adlandirilmistir. Diyet gruplarinin yem formiilii ve igerikleri

Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. Deneysel diyet gruplarinin yem formiilleri

Yem Icerigi (%) Diyet Gruplar:

B0 B25 B50 B75 B100
Balik unu 40 30 20 10 0
KAS larva unu 0 10 20 30 40
Balik yag1 9 9 9 9 9
Soya 20 20 20 20 20
Misir gluteni 19,3 19,3 19,3 19,3 19,3
Bugday unu 10,7 10,7 10,7 10,7 10,7
Vitamin-Mineral Karigimi1 1 1 1 1 1

Balik yemleri Recep Tayyip Erdogan Universitesi, Iyidere Su Uriinleri Uygulama ve
Arastirma Merkezi’nde hazirlanmistir. Belirlenen oranlardaki yem hammaddeleri
hazirlanmis, genis bir kap igerisine aktarilip yavas yavas su ilave edilerek karistirilip
yogurularak hamur kivamina getirilmis ve kiyma makinesi ile ¢ekilerek pelet formu
verilmistir. Akabinde pelet halindeki yemler firinda kurutulmus ve kesilerek ufaltilmistir.
Hazirladigimiz deneysel yemler nem alip bozulmamasi i¢in +4°C buz dolabinda muhafaza

edilmistir. Yem hazirlama asamalari ile ilgili gorsellere Sekil 6°da yer verilmistir.
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Sekil 6. Balik yemlerinin hazirlanmasi (A: hammadde, B: yogurma iglemi, C: kiyma
makinesi ile cekme islemi, D: pelet halindeki yem, E: ufaltilmig yem)(orijinal)
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2.1.3. Deney Diizeneginin Hazirlanmasi

Balik besleme denemeleri icin Recep Tayyip Erdogan Universitesi, lyidere Su
Uriinleri Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde 10 adet (75L/adet su hacmine sahip toplam
hacmi 100L/adet) fiber glass tank kullanilarak deney deneme diizenegi olusturulmustur.
Tiim tanklar dogal kaynak suyu akis sistemine baglanmistir. Deney gruplari (toplam 5 farkli
diyet grubu) i¢in ortalama boy ve agirliklart birbirine benzer olan (5,01 + 0,08g ve 7,50 +
0,06cm) 600 adet gokkusagi alabaligindan (Oncorhynchus mykiss) her bir tanka 60 adet
yerlestirilmis ve her bir diyet grubuna rasgele iki tank atanmistir. Tanklar hava taglar ile
stirekli olarak oksijenlendirilmistir. Deneme boyunca tanklarin su sicaklig giinliik olarak

Olciiliip kayit altina alinmistir. Deney gruplari haricinde sadece ticari yem ile beslenen pozitif

kontrol grubu da mevcuttur. Kurulan deney diizeneginin fotograflar1 Sekil 7°de verilmistir.

Sekil 7. Calismalar i¢in kurulan deney diizenegi (orijinal)
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2.1.4. Baliklarin Beslenmesi ve Bakimi

Deneysel diyet gruplarindaki baliklar 90 giin boyunca el ile giinde 3 6giin (sabah 09:00
oglen 13:00 ve aksam 17:00 saatlerinde), viicut agirliklarinin %1°1 oraninda yemlenmistir.
Bu siiregte 15 giinliik periyotlarla toplamda 6 kez baliklarin boy ve agirlik dlglimleri
yapilmistir. Olgiimden 6nceki iki giin boyunca baliklar a¢ birakilarak sindirim sistemindeki
diskilarm atilmasi saglanmistir. Olgiimden hemen &nce baliklar seyreltik benzokain ¢ozeltisi

(50-100mg/L) ile bayiltilmistir.

2.2. Bagirsak Mikrobiyotas1 Metagenom Calismalar
2.2.1. Bagirsak, On Bébrek ve Su Orneklerinin Alinmasi

Biiyiime deneyinin sonunda her gruptan iiger balik rastgele Orneklenerek farkli
oranlarda KAS unu ikame edilen yemler ile beslenen baliklarin sindirim sistemindeki bakteri
kompozisyonu degisimi degerlendirilmistir. Baliklar, yemlerin sindirim sisteminden
geemesine izin vermek ve allokton (kolonize olmayan) mikrobiyotanin sindirim
sistemindeki miktarinin azaltilabilmesi i¢in 48 saat boyunca ag¢ birakilmaistir.

Orneklen baliklara, yiiksek dozda (250mg/L) benzokain ile Stenazi yapilmistir.
Baliklarin sindirim sistemi (orta bagirsak) aseptik olarak cikartilmig ve DNA izolasyonu
yapilana kadar 1,5 ml’lik plastik tiipler i¢erisinde -80°C’de muhafaza edilmistir.

Bagirsak o6rneklerinin yan sira, yine ayni baliklardan 6n bobrek ornekleri de aseptik
olarak alinmis ve 1,5ml’lik plastik tiiplere alinarak RNA izolasyonu yapilana kadar -80°C’de
muhafaza edilmistir. Alinan 6n bobrek ornekleri hastalik denemesinin 0.giin 6rnekleri olarak
kullanilmistir.

Ayrica, her tanktan birer litrelik su 0rnegi alinmis ve 0,22 pm gozenek boyutlu
polietersiilfon membran filtreden gegirilerek siiziilmiistiir. Herhangi bir kontaminasyon ve
taginmay1 ortadan kaldirmak amaciyla negatif kontrol i¢cin 100 mL DNA/RNA i¢ermeyen su
filtrelenmistir.

Baliklardan sindirim sistemlerinin ve 6n bobreklerinin 6rneklenmesini gdsteren

gorseller Sekil 8’de sunulmustur.
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Sekil 8. Bobrek ve sindirim sistemi 6rneklemeleri (A: karin boslugunun kesilmesi, B:
balik bagirsaginin alinmasi)(orijinal)

2.2.2. DNA’nmn Saflastirilmasi

Bagirsak orneklerinden DNA saflastirmast DNeasy PowerSoil Kiti (Qiagen, Hilden,
Almanya) ile iiretici firmanin belirttigi protokol uygulanarak yapilmistir. Kisaca, -80°C’de
muhafaza edilmekte olan bagirsak 6rnekleri ¢ikarilmis, tek kullanimli bistiiri ile yariya kadar
kesilerek acilmis ve bagirsak igerigi mukozal tabaka ile birlikte kazinarak alinmistir.
Orneklerden 0,2 mg bagirsak mukozast PowerBead tiipiine almmustir. Kisa siire
vortekslendikten sonra 80 pl C1 soliisyonu eklenmis ve homojenizator (Bioprep-24) ile 1000
m/s hizda 3 x 30 sn homojenize edilmistir. Sonraki adimlar iireticinin belirlemis oldugu

protokole gore gerceklestirilmistir.
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Tanklardan alinan ve filtrelenmis su 6rneklerinden ¢evresel DNA (eDNA) saflastirma
islemleri DNeasy PowerWater Kiti (Qiagen, Hilden, Almanya) kullanilarak yapilmistir.
Saflastirma tiretici firmanin belirledigi protokole gore gerceklestirilmistir.

Elde edilen tim DNA Orneklerinin kalite ve konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in,
ornekler %1,5’lik agaroz jel lizerinde 5 pl DNA +1 pl yiikleme boyast ve 100 b¢ DNA
markir ile 1X TAE tampon sisteminde kosturulup jel goriintiilleme sisteminde
goriintiilenmigtir. Ayrica Orneklerin  konsantrasyonlar1  spektrofotometrik  yontem
(Nanodrop) (Nano-200, Allsheng Inc.) ile de 6l¢iilmiistiir. Saflastirilmis DNA 6rnekleri bir

sonraki isleme kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.

2.2.3. 16S rRNA Geni V3-V4 Bolgesinin Cogaltilmasi

Saflastirilan DNA orneklerinden 16S rRNA geninin V3-V4 degisken bolgesini
cogaltmak i¢in 341F ve 805R primerleri, 5X HiFi Tampon (Kappa Biosystem, Cape Town,
Gliney Afrika), dNTP Karisimi, kalp DNA, HiFi HotStart DNA Polimeraz (Kappa
Biosystem) ve ultra saf su kullanilmigtir. PZR islemi i¢in kullanilan malzemelerin miktarlari

Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4. Amplikasyon i¢in kullanilan malzemeler ve miktarlari

Formiil Miktar (1) (ul)
5X HiFi Tampon 10

341F (0,6 uM) 1,5

805R (0,6 uM) 1,5

dNTP Karisimi (her biri 0,6 mM) 1,5

Kalip DNA 3

HiFi HotStart DNA Polimeraz 1

Ultra saf su 31,5

Toplam 50

PZR amplifikasyon islemi Tablo 4’deki bilesenlerle termal dongili cihazi (Applied
Biosystems, ABD) kullanilarak Tablo 5’de belirtilen reaksiyon sicakliklari uygulanarak
gerceklestirilmistir.
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Tablo 5. PCR amplifikasyon kosullar1

Adimlar Sicaklik (°C) Siire Dongii
On denatiirasyon 95 3 dk 1
Denatiirasyon 98 20 sn

Tutunma 55 18 sn 24
Uzama 72 15 sn

Son uzama 72 10 dk 1

PZR amplifikasyon islemleri tamamlandiktan sonra, elde edilen amplikonlar kalite ve
konsantrasyon kontrolii i¢in, %?2’lik agaroz jel elektroforezi iizerinde yliriitiilerek

goriintiilenmistir.

2.2.4. Cogaltilan Orneklerin Dizilenmesi

Orneklerin DNA kiitiiphanesinin hazirlanmasinda Nextera XT DNA Library Prep kiti
(Illumina, San Diego, California, ABD) kullanilmistir. Ornekler esit bir sekilde tek bir tiip
icerisinde birlestirilmis ve standart Illumina sekanslama protokolleri izlenerek Illumina
NovaSeq 6000 dizileme platformunda paired-end sekanslama yontemi (2 x 50) ile
dizilenmistir. DNA kiitiiphanesinin hazirlanmasi ve dizileme islemleri hizmet satin alma

yontemiyle yapilmstir.

2.2.5. Biyoinformatik Analiz

Elde edilen ham okumalarin kalite kontrolleri yapilmistir. Boyutu 150 bg¢’den kii¢iik
olan diziler ve Q- skoru 20’den kiiciik olan diziler veri setinden ayiklanmistir. Cift yonlii
dizi okumalar1 FLASH v. 1.2.11 kullanilarak birlestirilmistir. Dizilerin veri analizinde,
QIME is akist kullanilmistir (Gajardo vd., 2017). QIIME ile kimerik dizilerin ¢ikarilmasi
ve etkili etiketlerin olusturulmasinin ardindan, OTU belirleme agsamasinda diziler %97
benzerlik temelinde SILVA 138 SSUrRNA veri tabanina gore iglevsel taksonomik birimlere
(OTU) atanmistir. OTU atamalari cins seviyesinde veya miimkiin olan en diisiik taksonomik
seviyelerde yapilmistir. Cyanobacteria filumuna ait taksonlar, bagirsak mikrobiyotasinin bir

parcasi olmadiklari diisiiniildiigii icin veri setinden ayiklanmistir.
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2.3. Hastahk Direnci Testi ve Bagisiklik Genlerinin Ekspresyonu
2.3.1. Bakterinin Hazirlanmasi ve Baliklara Enjekte Edilmesi

Lactococcus petauri (Lg-Per susu) Tryptic Soy Agar (TSA)’da 30°C’de, 24 saat
boyunca inkiibe edilerek cogaltilmistir. Tek ve saf bir bakteri kolonisi TSA agar
besiyerinden Brain Heart (Infusion) Agar (BHI) sivi besiyerine aktarilmistir. Bakteriler
inkiibasyon sonras1 10 dk boyunca 4000 x g’de santrifiij edilerek BHI siv1 besiyerinde
peletlendirilmistir. Elde edilen pelet Phosphate Buffered Saline (PBS) icinde yeniden
stispanse edilmistir. Bakteri konsantrasyonunu 1 x 10 CFU degerine ayarlamak igin
seyreltme islemi ve spektrofotometrik dl¢iim yapilmistir (McFarland, 1907). Enjeksiyon
konsantrasyonu olarak belirlenen deger olan 1 x 10® CFU gokkusagi alabaliklari i¢in daha
onceki yapilan ¢alismalarda L. petauri susu igin belirlenen LDso degeridir.

Her bir diyet gurubundan rastgele secilen 60 adet balik kullanilarak, iki tekrarli olacak
sekilde (her bir diyet grubu i¢in iki tank ve her tankta 30 adet balik) tanklara yerlestirilmistir.
Toplamda 300 adet gokkusagi alabaligi kullanilmistir. Enjeksiyon dncesi baliklar benzokain
sollisyonu (50-150mg/L) ile sakinlestirilmistir. Karin bosluguna enjeksiyon yontemi
kullanilarak baliklara 0,1ml L. petauri enjekte edilmistir. Kontrol grubuna ise 0,1 ml fosfat

tamponlu salin (PBS) enjekte edilmistir.

2.3.2. Enfeksiyon Sonrasi Hastalik Takibi

L. petauri ile enfekte edilmis baliklar ayni deneysel diyet yemleri ile beslenmeye
devam edilmistir. Kontrol grubu bazal diyetle (B0), diger gruplar farkli oranlarda KAS
iceren (B25, B50, B75, B100) yemler ile giinde iki kez yemlenmistir. Enfeksiyon sonrasi
hastalik ve oliimler 21 giin boyunca takip edilmistir. Tanklarda meydana gelen 6liimler her
giin kaydedilmistir. Olii baliklarin fotograflar1 ¢ekilmis ve tanklardan cikarilmistir. Su
sicakliklart giinliik 6l¢iilmiistiir. Deneme siiresince su sicakligi 11,9 °C ila 16,6 °C arasinda
degisim gostermistir. Hastalik deneyinin sonunda her grubun goreceli hayatta kalma oranlari

kaplan-Meier testi ile hesaplanmuistir.

2.3.3. On Bobrek Orneklerinin Alinmasi

Gen ekspresyonu analizi i¢in hastalik denemesinin 0., 3., 7., 14. ve 21. giiniinde her

diyet grubundan 3’er balik olmak iizere toplam 15 adet baligin 6n bobrek ornekleri
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alinmistir. Once yiiksek doz benzokain (250mg/L) ile anestezi uygulanan baliklarn 6n
bobrek ornekleri aseptik sekilde ¢gikarilip, Sml’lik tiipler igerisinde RNA izolasyonuna kadar
-80 °C'de muhafaza edilmistir.

2.3.4. RNA lizolasyonu

Hastalik denemesinin farkli giinlerinde baliklardan alinan 6n boébreklerden RNA
saflagtirmast ve cDNA sentezi yapilmistir. RNA saflastirma islemleri ticari bir kit
(NucleoGene, Istanbul, Tiirkiye) kullanilarak iiretici firmanin énerdigi protokol izlenerek
yapilmistir. Dondurulmus 6n bdbrek dokularindan 20mg doku buz iizerinde tartilarak
alinmis ve 1 ml RNA ekstraksiyon kiti soliisyonu i¢inde Bioprep-24 homojenizator
kullanilarak 900 m/s hizda 3 x 25 sn siireyle homojenize edilmistir. Saflastirma sirasinda
ortamdaki DNA'y1 uzaklastirmak i¢in 6rnekler DNAse I enzimi ile muamele edilmistir.

Saflastirilan RNA’larin kalitesi ve miktar1 bir Nanodrop spektrofotometre (Nano-200,
Hangzhou AllSheng) kullanilarak belirlenmistir. RNA saflastirma isleminin hemen ardindan

cDNA sentezi yapilmustir.

2.3.5. c¢DNA Sentezi

Baliklarin 6n bobrek 6rneklerinden izole edilmis RNA’lar1 cDNA’ya (komplementer
DNA) ¢evirmek i¢in RevertAid First Strand cDNA Sentez Kiti (Thermo Scientific, ABD)
kullanilmistir. Bu amagcla, PZR tiiplerinin i¢ine aktarilan soliisyonlar ve miktarlart Tablo

6’da verilmistir.

Tablo 6. cDNA sentezi i¢in kullanilan soliisyonlar ve miktarlar

Formiil Miktar (1) (ul)
Template (Kalip) RNA

5X reaksiyon buffer tamponu

10 nM dNTP

RNaz inhibitorii

Revert Aid

50 M primer (Random Hexamer)
Saf su

Toplam 20

0 = = o= N R W
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Ters transkripsiyon T100 termal dongii cihazinda (Bio-Rad Laboratories, California,

ABD) gerceklestirilmistir. Inkiibasyon Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7. Ters transkripsiyon i¢in uygulanan termal sicaklik dongiisii

Sicaklik (°C) Siire(dk)
25 5
42 60
70 5

Elden edilen cDNA 6rnekleri bir sonra islemlere kadar -80 °C'de muhafaza edilmistir.

2.3.6. Gerc¢ek Zamanh qPZR Testi

Bagisiklikla ilgili oldugu varsayilan genlerin ekspresyonu RT-qPCR ydntemi
kullanilarak Q2000A Ger¢ek Zamanli qPCR (LongGene, Cin) cihazinda yapilmistir.
Primerleri tasarlamak icin GenBank Primer Tasarim Aract
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) kullanilmigtir. Tasarlanan primerler

Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8. Gen ekspresyonu i¢in kullanilan primer ¢iftler

Primer ileri primer5” -3’ Geri primer5” -3’ Boyut Erime Verimlilik R? Genbank

(bg) sicakhigi erigim numarasi

O

IGM  AATGGAATGACGAAGGCGGG  TGCTGCAGATATTCCGGTTGT 199 60 100,50 98,52 S63348

IGT GTGATTACCAGGAGGGGGTC AGGCTCAGTCAGTAGGGTGTT 209 59 100,9 98,24 KX185936.1

MHC-I1 AGGTGGTTCAAATGCGAGGA GACATGGGGCTCAACTGTCT 95 59 99,66 99,61 NM_001195534

TNF-0. CCGTCAACGATGCAGGATGAA GCCGGCAATCTGCTTCAATG 90 60 99,25 99,72 AJ277604

TLR-5 AGAGTACGCGGGGGAAGTAA  GGGGTGCATTTCACCACTTG 244 59 97,63 99,68 AB062504

IL-8 GCAAGAGCGGTCAGGAGATT CTGTGTTGTTTTACCGGGTCG 119 59 101,8 99,72 AY160987

TGF-p ACAGTTGCTGGGTTTGAATACG TCAAAAAGGATCAGCCCCCA 199 59 100,1 99,69 AJ007836.1

IL-1B GACTTGATGGCTAGGCACTG AAAGGAAACGCACCATGTCG 248 59 101,8 99,14 AJ004821

IL-10  GTGTCACGCTATGGACAGCA CGAGCCAGTCTACTTACGCA 171 59 100,5 98,91 AB118099

p-Actin TACCACCGGTATCGTCATGG CAGAGCGTAGCCCTCGTAGA 73 59 98,03 99,63 KC888023
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RT-qPCR ig¢in seyreltilmis cDNA, EvaGreen (Biotium, Inc., Parkway Fremont, CA,
ABD), primer karigimi ve hot-start Taq 2X Master Mix (Qiagen)’ler kullanilmistir.

Kullanilan malzemeler ve miktarlar1 Tablo 9’da verilmistir.

Tablo 9. RT-qPCR isleminde kullanilan soliisyonr ve miktarlari

Formiil Miktar (1) (ul)
Seyreltilmis cDNA 1

EvaGreen 0,7

Primer karigimi 1

Hot-start Taq 2X Master Mix 12,5

Saf su 4.8

Toplam 20

RT- qPCR termal i¢in uygulanan dongii ayarlar1 Tablo 10°da verilmistir.

Tablo 10. qPCR termal dongii ayarlari

Adimlar Sicaklik (°C) Siire Dongii
On denatiirasyon 95 15 dk 1
Denatiirasyon 95 20 sn

Tutunma 59 20 sn 40
Uzama 72 30 sn

Erime egrisi (Melting curve)

Farkli diyet grubu ile beslenip L. petuari ile enfekte edilen baliklarda bagisiklik ile
ilgili genlerin ekspresyonunu degerlendirmek i¢in immiinoglobulin M (/gM), timdr nekroz
faktorii (7nf-a), transforme edici biiytime faktorii beta (7gf), immiinoglobulin tau agir zinciri
(IgT), interlokin 8 (1/-8), toll benzeri reseptor 5 (71r-5), interlokin 10 (Z/-10), interldkin 1
Beta (/I-1B) ve major histokompatibilite kompleksi II (Mhcll) genlerinin ekspresyon
seviyeleri Olgiilmiistiir. Kontrol geni olarak beta-aktin kullanilmistir. Amplifikasyonu
kontrol etmek i¢in RT-qPCR iiriinleri %2,5 agaroz jel lizerinde goriintiilenmistir. RT-qPCR
verimliligi ve gen ekspresyon sonuclar1 Oztiirk vd. (2019) gére analiz edilmistir. Tlgili gen
ekspresyonunun kantifikasyonu igin karsilastirmali CT (AACt) ydntemi kullanilmistir. Tlgili
gen ekspresyonu (kat degisiklikleri cinsinden) 2-AACT ile hesaplanmustir.
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2.3.7. lstatistiksel Analizler

Istatistiksel analiz ve gorsellestirme igin R programlama (ver. 4.2.1) (R Core Team,
2021) kullanilmis ve tiim istatistiksel analizler %95 giliven araliinda gergeklestirilmistir.

Deney gruplar1 arasinda yaygin veya 0Ozgiin operasyonel taksonomik birimler
(OTU)'larm sayilarimi gorsellestirmek i¢in Venn Diagram (v 1.7.3) paketi kullanilarak Venn
diyagramlari olusturulmustur. Filum, familya ve cins seviyelerinde relatif (goreceli) bolluk
bar (cubuk) grafikleri ggplot2 (v. 3.4.0) paketi kullanilarak olusturulmustur. Bakteri
kompozisyonlarint daha iyi yansitmak i¢in Metacoder paketi kullanilarak Heat trees (1s1
agaclar1) grafigi olusturulmustur. Bagirsak mikrobiyom (microbiome) kompozisyonunun
gorsel ayrimini belirlemek i¢cin FactoMineR ve factoextra paketleri kullanilarak temel
bilesen analizi (PCA) yapilmistir. Bray-Curtis farklilik matrisi ve 999 permiitasyon degeri
ile, vegan paketi kullanilarak, gruplar arasinda bagirsak mikrobiyomundaki istatistiksel
olarak anlaml1 farkliliklar belirlenmistir. Benzerliklerin analizi (ANOSIM)’ndeki anlamli bir
farkliligin ardindan, gruplar arasi ikili farkliliklar1 belirlemek igin benzerlik yiizdeleri
(SIMPER) kullanilmis ve taksonun katkis1 degerlendirilmistir.

Gen ekspresyonu deneyini takiben, sagkalim egrileri (survival curves) Kaplan-Meier
prosediirii kullanilarak olusturulmus ve Cox-Mantel (log-rank) testi kullanilarak yapilmistir.
Deneme gruplarindaki farkliliklarin istatistiksel 6nemi iki yonlii (two-way) ANOVA
kullanilarak belirlenmistir. Deney gruplari arasinda gen ekspresyonundaki ¢ok degiskenli
varyasyonu degerlendirmek i¢in temel bilesen analizi (PCA) ve PERMANOVA
gerceklestirilmistir.



3. BULGULAR

3.1. Bagirsak Mikrobiyotas:

Metabarkodlama sonucunda tiim diyet gruplart ve su Ornekleri dahil olmak tizere
toplam 654626 ham okuma elde edilmistir. Kalite filtrelemesi ve kimera (chimera)’larin
ortadan kaldirilmast (giderilmesi) islemlerinden sonra, en diisiik okuma 49174 (su) ile en
yiiksek okuma 97761 (B100) arasinda degisen toplam 486850 filtrelenmis okuma elde
edilmistir. Genel olarak, OTU atanmasi1 yapilamamis okuma yiizdesi %0,8 (B0) ile %28,1

(su) arasinda degismektedir. Elde edilen dizi okuma verileri Tablo 11°da verilmistir.

Tablo 11. Dizileme sonrasi elde edilen ham okuma verileri

BO B25 B50 B75 B100 Sudaki  Toplam
Toplam ham okuma 112082 101886 113657 100759 120274 105968 654626
Toplam filtrelenen okuma 84073 79921 91574 84347 97761 49174 486850

Toplam OTU atanmis okuma 83407 78807 90735 83352 96518 31984 464803

Atanmamis okuma 666 1114 839 995 1243 13818 18675

Good's Coverage Index’e gore alfa cesitlilik metrigi (Alpha diversity matrix) tahmini
bagirsak ornekleri i¢in 0,9787+0,0004 (ortalama + SE) ve su ornekleri i¢in 0,4287 olarak
hesaplanmistir; bu da bagirsak drnekleri i¢in yeterli dizileme derinligini ve su drnekleri i¢in
yetersiz dizileme derinligi yapildigin1 gostermektedir.

Balik mikrobiyotasindan elde edilen diziler 359 OTU’ya atanmistir. 59 OTU BO ile,
119 0TU B25 ile, 112 OTU B50 ile, 83 OTU B75 ile ve 146 OTU B100 ile beslenen gruptaki
balik bagirsak mikrobiyotasinda bulunmustur. Suda ise toplam 483 OTU bulunmustur. OTU
kompozisyon analizleri igin filtrelenmis (goreceli bollugu %0,005'ten az olan OTU'lar harig
tutulmustur) okumalar 10 filum, 64 familya ve 171 cins diizeyinde tanimlanmigtir.
Bunlardan 9 filum, 28 familya ve 42 cins tiim kiitiiphanelerde ortak bulunmustur. Good’s

coverage, alfa cesitlilik indeksi ve atanmig OTU’lar Tablo 12’de gosterilmistir.
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Tablo 12. Good’s coverage, alfa cesitlilik indeksi ve OTU sayilari

BO B25 B50 B75 B100 Sudaki Toplam
Good’s coverage 0.9775 0.9641 0.9696 0.9775 0.9651 0.4287
Shannon 0.58 1.28 0.48 0.31 0.42 3.98
Simpson 0.27 0.54 0.17 0.09 0.13 0.95
Filum 9 8 9 9 9 10 10
Familya 28 42 42 35 44 62 64
Cins 42 69 67 55 76 159 171
OTU 59 119 112 83 146 483 359

Tim baliklarin (Bazal diyet ve KAS iceren diyetle beslenen baliklarin)
bagirsaklarindaki mikrobiyota su mikrobiyotasindan farkli bulunmustur. En bol bulunan
bakteri filumlarin 6rneklerde filum, familya ve cins diizeyinde dagilimlar: sirastyla Sekil 9,

Sekil 10, ve Sekil 11°de gdsterilmistir.

100+ [l Acicobacteria
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Sekil 9.  Bagirsak mikrobiyotasinda en yaygin goézlenen taksonlarin filum seviyesinde
dagilimi
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Sekil 10. Bagirsak mikrobiyotasinda en yaygin gozlenen taksonlarin familya seviyesinde
dagilim1
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Sekil 11. Bagirsak mikrobiyotasinda en yaygin gozlenen taksonlarin cins seviyesinde
dagilim1
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Fusobacteria, Proteobacteria, Firmicutes ve Bacteroidetes en fazla tespit edilen
filumlar arasindadir. Fusobacteriaceae, Carnobacteriaceae ve Alcaligenaceae en fazla
tespit edilen familyalar arasindadir. Son olarak, Cetobacterium, Carnobacterium ve
Achromobacter ise en fazla tespit edilen cinsler arasindadir. Filum, familya ve cins

diizeyinde her bir gruba 6zgiin ve ortak gozlenen OTU'lar Sekil 12'de gosterilmistir.

Familya

Sekil 12. Gruplar arasi farklilik ve ortak otu’larin venn semast

Ana taksonlar kontrol diyeti ve KAS igeren diyetle beslenen gruplarda benzer kalirken,
ticari bir diyetten KAS igeren bir diyete gegis bagirsaktaki bakteri ¢esitliligini artirmigtir.
Genel olarak, bagirsaktaki bakteriyel ¢esitliligin artmasi dncelikle Firmicutes (Bacillaceae),
Actinobacteria (Propionibacteriaceae, Coriobacteriaceae ve Corynebacteriaceae) ve
Proteobacteria taksonlarinin bolluklarindaki degisimden kaynakli oldugu gozlemlenmistir.

Gruplar arasindaki mikrobiyota énemli 6lglide farkli bulunmustur (ANOSIM, R? =
0.84, p<0.05). Sekil 11'deki y1gilmis ¢ubuk grafikler alabalik gruplar1 arasinda benzer
mikroorganizma bollugunu gosterirken, asagidaki Sekil 13°da gosterilen 1s1 agaci grafigi

gruplar arasinda paylasilan ve paylasilmayan OTU'lar1 ortaya koymaktadir.
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Sekil 13. Gruplara gore bakterilerin head tree (1s1 agaci) grafigi

ANOSIM sonuglarina gore, su mikrobiyotasi tiim bagirsak mikrobiyotalarindan
onemli Olgiide farklt bulunmustur (p<0.05). Bununla birlikte, sindirim sistemlerindeki
mikrobiyal topluluk kompozisyonlarinda 6nemli bir fark tespit edilmemistir. SIMPER
analizi, Cetobascterium (Fusobacteria filumu), Achromobacter (Proteobacteria Filumu) ve
Carnobacterium (Firmicutes Filumu) cinslerinin artan bolluklarinin goézlemlenen grup
farkliliklarina en 6nemli katkida bulunan taksonlar oldugunu ortaya koymustur. SIMPER

tablosuna ek tablo 1’de yer verilmistir.
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3.2. Hastalik Direnci Testi

Hastalik direnci testi siiresince kontrol grubunda (L. petauri ile enfekte edilmeyen
grup) deneme siiresi boyunca herhangi bir 6liim meydana gelmemistir. L. petauri ile enfekte
edilen baliklarda ilk 6liimler denemenin 5. giiniinde BO ve B50 gruplarinda baslamigtir.
Gruplara gore 6liim siralamasi1 B0O>B25>B50>B100>B75 olarak ifade edilebilmektedir. Bu
siralama L. petauri 'ye karsi en direngli grubun B75 oldugunu gostermektedir. En ¢ok 6liim
B0 grubunda yasanirken, en az oliim ise B75 grubunda gdzlenmistir. Giinliik 6liimlere
bakildiginda meydana gelen en ¢ok giinliik 6liim hastaligin 8. giinlinde meydana gelmistir.
Bu da hastaligin 8. giiniinde en siddetli gegtigini, sonrasinda yavas yavas etkisinin azaldigin

gostermektedir. Gruplara gore balik 6limleri Sekil 14’de gorsellestirilmistir.
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Sekil 14. Farkli diyetler ile beslenen gruplarin L. petauri ile enfeksiyonu sonrasi deneme
siiresi boyunca gdzlenen kiimiilatif hayatta kalma oranlari

B0 grubuyla karsilastirildiginda, baliklarin KAS igceren yemlerle %25, %50, %75 ve

%100 seviyelerinde beslenmesi, baliklarin hayatta kalma oranini sirasiyla 20, 40, 70 ve 50
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oraninda artirdig1 tespit edilmistir. Farkli oranlarda KAS unu ihtiva eden yemler ile beslenen
baliklarin karsilagtirmali hayatta kalma orani Sekil 15’de gosterilmistir.
90 —+
80 -
70 +
60 +

T

BSF25 BSF50 BSF75 BSF100
Gruplar

Sekil 15. Kontrol grubuna gore farkli oranlarda KAS unu igeren diyetler ile beslenen
baliklarin karsilagtirmali hayatta kalma oranlari

Olii baliklarm karacigerleri, bobrekleri ve dalaklarindan yapilan ekimlerde saf L.
petauri kolonileri elde edilmistir. Olmiis baliklarin gézlerinde disa dogru sisme
(egzoftalmus), kanama ve karinlarinda siskinlik gozlemlenmistir. Bunlar semptomlar
Lactococcosis hastaligl sonucu yaygin gozlenen semptomlardir. Hastaligin etkisi altinda
kalan baliklarin 6nce gézlerinin kor olmaya basladigi, akabinde yem almayi kestigi, suyun
ylizey kisminda hareket ettigi gézlemlenmistir. Hastalik etkisi altinda kalan ya da hastaliktan
dolay1 dlen baliklara ait baz1 fotograflar Sekil 16, Sekil 17 ve Sekil 18’de verilmistir.



46

o

Sekil 16. Lactococcosis hastaligi sonucu gozlenen karinda siskinlik (orijinal)

Sekil 17. Lactococcosis hastaligi sonucu gozlerde olusan hemoraj ve eksoptalmia
(orijinal)

Sekil 18. Lactococcosis hastaligini takip eden siirecte gézlerde mantarlagsma (orijinal)
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3.3. Gen Ekspresyonu

RT-qPCR ile kontrol grubu (B0) ve farkli oranlarda KAS iceren diyet gruplarinin
(B25, B50, B75 ve B100) bobregindeki sitokinlerin (//-10, Tnf-a, 1I-8, Tgf- B ve 1I-15) ve
bagisiklik ile ilgili genlerin (IgM, Tlr-5, Mhc-1I ve IgT) ekspresyonu degerlendirilmistir.

Hastaligin 0.giinii (baliklar L. petauri ile enfekte edilmeden once) tiim sitokinlerin ve
bagisiklikla ilgili genlerin gen ekspresyonlar1 en diisiik diizeyde bulunmustur. Farkli
seviyelerdeki gen ekspresyonlar1 hastaligin 3. giinii ve sonrasindan itibaren tespit edilmeye
baglanmigstir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, farkli oranlarda (%25, %50, %75 ve %100)
KAS larva unu igeren diyetlerle beslenen gruplardaki baliklarin 3. gilinden baslayarak
sitokinlerinin (//-10, Tnf-a, 1I-8, Tgf- B ve 1I-1§) ve bagisiklik ile ilgili genlerinin (IgM, Tlr-
5, Mhc-II ve IgT) ekspresyon seviyeleri istatistiksel olarak dnemli 6l¢iide artmistir (p < 0.05)
(Sekil 19).

Kontrol grubu (B0) ile kiyaslandiginda, KAS larva unu i¢eren diyetlerle beslenen tiim
gruplardaki tiim sitokin yanitlarinda (B100 grubu i¢in //-10 harig) artis olmustur. Bu siireg
boyunca sadece B100 grubu i¢in (//-10) gen regiilasyonu azalmistir. BO grubu i¢in Tnf-a, IL-
8 ve II-14, B25 grubu icin Tnf-a hari¢ diger sitokinler hastaligin 21. gilinlinde en yiiksek
degere ulasmistir (p < 0.05) (Sekil 19).

Interlokin 10 (/I-10) ekspresyon seviyelerine bakildiginda, sadece B100 grubunun
verdigi yanit siirekli azalig gostermistir. Diger tiim gruplar hastaligin 14. giiniine geldiginde
genin ekspresyonu sert bir yiikselise gegmis ve zirve yapmistir (Sekil 19).

Tiimdr nekroz faktorii-a (7nf-a) ekspresyon seviyelerine bakildiginda, tiim gruplarda
genin ekspresyonu hastaligin 3. giiniine kadar yiikselmistir. Bu yiikselis sadece B25
grubunda 14. giine kadar devam etmis ve sonrasinda inise ge¢mistir. Bu genin ekspresyonu
B100 grubunda 7. giinden itibaren B50 ve B75 gruplarinda 14. gilinden itibaren yiikselise
geemis ve 21. giinde yiiksek degerine ulasmistir (Sekil 19).

Interlokin 8 (II-8) ekspresyon seviyelerine bakildiginda, BO grubunda genin
ekspresyonu ilk giinden itibaren sert yiikselise gecmis ve 7. giinden itibaren sert diisiise
gecmistir. B25 hari¢ diger gruplar 7. gilinden itibaren genin ekspresyonu sert yiikselise
geemis ve yliksek degerine ulagsmistir (Sekil 19).

Transforme edici biiylime faktorii beta (7gf- ) ekspresyon seviyelerine bakildiginda,
B0, B50 ve B100 gruplarinda genin ekspresyonu ilk gilinden itibaren yiikselis meyili

gostermistir. Sadece BO grubunda genin ekspresyonu 7. giinlinden sonra diisiise gegerken,
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B50 ve B100 gruplarinda devamli yiikselmis ve 21. giiniinde ise en yiiksek degerine
ulagmistir. B25 ve B75 gruplarinda ise genin ekspresyonu 3. giinden itibaren ylikselmis ve
21. giiniinde yiiksek degerine ulasmistir (Sekil 19).

Interlokin 1 Beta (1/-15) ekspresyon seviyelerine bakildiginda, tiim gruplar ilk giinden
14. giine kadar inisli ¢ikish grafik sergilemistir. BO grubunda genin ekspresyonu 7. giinden
sonra azalmaya baslamistir. Diger gruplarda ise genin ekspresyonu 14. giinden itibaren sert
ylikselise gecmis ve yiiksek degerine ulasmistir (Sekil 19).

Genel olarak bakildiginda, BO (kontrol) grubunun sitokinleri L. petauri enfeksiyonuna
kars1 yanit vermemistir. Sadece (//-10) geni 21. giine kadar yiikselmistir. (7nf-a) geni 3. giine
kadar, (1/-8), (Tgf- p) ve ({l-15) genleri 7. giine kadar yukar1 dogru yiikselis gdstermis
ardindan diistise gecmistir (Sekil 19).
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Zaman (glin)

Sekil 19. Sitokinlerin (//-10, Tnf-a, 1I-8, Tgf- f ve 1I-1p) rdlatif gen ekspresyon seviyeleri
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Enfeksiyondan sonra gokkusagi alabaliginin  bagisiklikla ilgili  genlerinin
ekspresyonlarinda farkli degisimler meydana gelmistir. Hastaligin 0. giiniinde (enfeksiyon
oncesi), diisiik seviyede de olsa IgM geninin ekspresyonu tiim gruplarda, 7/r-5 geninin
ekspresyonu B25 grubunda, /g7 geninin ekspresyonu B25, B50 ve B100 gruplarinda tespit
edilmistir. Immiinoglobulin M (IgM) ekspresyon seviyelerine bakildiginda, hastaligin ilk
giinii tim gruplarda ekspresyonun diisiik oldugu goriilmektedir. Tiim gruplarda ilk giinden
yiikselise gegen gen ekspresyonu 3. giline geldiginde B25 ve B75 grubunda azalmaya
baglamistir. BO, B50 ve B100 gruplar1 ise yatay seyrini devam ettirmistir. BO grubunda 7.
giinden itibaren genin ekspresyonu artmaya baslamis ve 21. giinde en yiiksek seviyesine
ulagmistir. B25 grubu 3. giinden 14. giline kadar diisiis sergilemis ve sonrasinda yiikselise
gegse de 3. glindeki seviyesine anca ulagmistir. B50 grubu 7. giin itibariyle sert yiikselige
geemis ve 21. giinii zirve yapmistir. B75 grubu 3. giinden 21. giine kadar siirekli inig
gerceklestirmistir. B100 grubu 3. giinden 14. giine kadar ¢ok az yiikselis gosterdikten sonra
diisiise gegmistir (Sekil 20).

Toll benzeri reseptor 5 (71r-5) ekspresyon seviyelerine bakildiginda, B25 grubunda ilk
giinde ekspresyon oldugu tespit edilmistir. Tiim gruplar ilk glinden yiikselise gecmistir. BO
grubunda genin ekspresyonu 3.gilinden itibaren yatay seyretmistir. Diger gruplarda ise genin
ekspresyonu siirekli yiikselerek 21. giinde en yiiksek degerine ulasmistir (Sekil 20).

Major histokompatibilite kompleksi II (Mhc-1I) ekspresyonuna bakildiginda, B75
grubu ilk giinden itibaren ylikselmis ve 14. giine geldiginde diisiise gecmistir. BO grubu 3.
giinden itibaren yiikselmis 7. giinii zirve yapmis ve sonrasinda sert diisiise gecmistir. B25 ve
B50 grubunda genin ekspresyonu 3. giinden itibaren yiikselmis ve 14. gilinden itibaren
diisiise gecmistir. B100 grubunda ise genin ekspresyonu 7. giinden itibaren sert bir sekilde
yiikselis gostermis ve 14. giin itibariyle sert diisiis gerceklesmistir (Sekil 20).

Immiinoglobulin tau agir zinciri (IgT) ekspresyonuna bakildiginda, B0, B50, B75
gruplarinda bu genin ekspresyonu ilk giinden 21. giine kadar yiikselmis. B25 grubunda genin
ekspresyonu yatay seyretmistir. B100 grubunda ise genin ekspresyonu ilk giinden 3. giine
kadar sert yiikselmis ve sonrasinda sert diisiis gerceklesmistir (Sekil 20).

Genel olarak bakildiginda, hastaligin ilk gilinii sadece B25 grubunda 77r-5 geninin
ekspresyonu artmig, bagisiklikla ilgili diger genlerin ekspresyonunda 6nemli bir degisiklik
belirlenmemistir. Hastaligin 3. giinii itibariyle bagisiklikla ilgili genleri regiile ettiren gruplar

B50 ve B75 olmustur. 21. giine kadar gen ekspresyon seviyeleri en ¢ok yiikselis gosteren
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gruplar yine B50 ve B75 olmustur. Bunlardan gorebildigimiz gibi yine en iyi bagisikligi B50
ve B75 gruplar gostermistir (Sekil 20).

Tlr-5 geninin ekspresyonu hastaligin 0. giiniinde de tespit edilmistir. Bagisiklikla ilgili
genler icerisinde 7/r-5 en aktif gen olmus ve KAS igeren diyetlerle beslenen tiim gruplarda
ekspresyon belirlenmistir. En yiiksek kat degisikligi (fold change) B75 grubunda (14,620 kat
degisiklik) ve ardindan B50 grubunda (10,231 kat degisiklik) gézlenmistir (Sekil 20).

B75 grubundaki /g7 geninin ekspresyonu, 77r-5 gen ekspresyonuna benzer sekilde giin
gectikce artmistir. /gM geninin ekspresyonu hastaligin 3. ve 7. giinlerinde B50 ve B75
gruplari hari¢ tiim gruplarda diislik seviyede gerceklesmistir. Enfeksiyondan sonraki ilk ti¢
giinde Mhc-11 geninde kayda deger bir ekspresyon belirlenmemistir. Mhc-I11 geninin
ekspresyonu BO (kontrol) grubunda 7,57 kat artmis, hastaligin 14. giinlinde ise 3,54 kata
kadar diigsmiistiir. Hastaligin 14. giinlinde Mhc-11 geninin ekspresyonu kontrol grubuna

kiyasla ii¢ kattan fazla artmistir (Sekil 20).

—B0 —B25 ——B50 B75 —B100
3.0 16

IgM T Tir-5
ik S 14

12
2.0

10

Pd

4.0
10.0
8.0 3.0
6.0 2.0
4.0
1.0
2.0
0.0 0.0
0d 3d 7d 14d 21d 0d 3d 7d 14d 21d
Zaman (glin)

Sekil 20. Bagisiklikla ilgili genlerin (IgM, Tlr-5, Mhc-11I ve IgT) rolatif gen
ekspresyonunun grafigi
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PCA-Biplot (Temel bilesenler) Analizlerine bakildiginda 0 giinde 7gf 'nin en diisiik
degiskenlige sahip oldugu, diger degiskenlerin ise benzer degiskenlik gosterdigi
belirlenmistir. ilk iki bilesen varyasyonun %78'ini agiklamaktadir. PC1'de, B50 ve B100 ile
beslenen gruplarin gen ifadeleri deneyin basinda diger gruplardan 6nemli Slgiide farkli
bulunmus ve varyasyonun %61,8'ini olusturmustur. B100 ile beslenen grupta //-10, Mhc-I1,
1I-14 ve Tnf-o. min yani sira B50 ile beslenen grupta IgM ve IgT 'nin ve B25 ile beslenen
grupta 7/r-5 'in yliksek ekspresyonu bu ayrimin temel etkenleri olarak belirlenmistir. PC2
varyansin %16,2'sini olugturmustur. B25 ve B100 ile beslenen gruplar arasinda IgM ve IgT
gen ekspresyonundaki farkliliklarla agiklanan 6nemli bir ayrim olugmustur. 77r-5, 1/-8 ve
Tgf ile negatif bir korelasyona sahipken //-10, //-15, Tnf-a. ve Mhc-11 ile yiiksek bir pozitif
korelasyon oldugu belirlenmistir (Sekil 21).
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Sekil 21. 0.glin PCA analiz grafigi

Ucgiincii giinde, ilk iki bilesen gruplar arasindaki varyansin %68'ini agiklamistir. BO ve
B100 ile beslenen baliklarin gen ekspresyonu, B50 ve B75 ile beslenen gruplardan 6nemli
Olciide farkli bulunmus ve varyansin %41,9'unu temsil etmistir. Bu ayrimin ana etmenleri
B0 ve B100 ile beslenen gruplardaki yiliksek 7gf ve /-8 gen ekspresyon seviyelerinin yani
sira B50 ve B75 ile beslenen gruplardaki /gM ve Tlr-5 gen ekspresyon seviyeleridir. PC2

varyasyonun %26,1'ini olusturmaktadir. BO ve B100 ile beslenen gruplar arasinda /g7 ve
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Tnf-a. genlerin ekspresyonlarindaki farkliliklar nemli bir ayrigsmaya neden olusmustur. Gen
korelasyonu enfeksiyondan 3 giin sonra degismistir. Mhc-11 ve IgM yiiksek bir korelasyona
sahipken, /I8 ve Tnf-a negatif bir korelasyona sahip bulunmustur. Ig7, 7/-10 ve Tgfbirbiriyle
iligkili ve B100 grubuna ait bulunmustur. 7nf-a ve /-8 de yakindan iligkilidir ve BO grubu
ile pozitif bir iliskiye sahiptir. Genler arasinda //-10 geni en diisiik deger varyansina sahiptir

(Sekil 22).
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Sekil 22. 3. giin PCA analiz grafigi

PCA1, enfeksiyondan 7 giin sonra BO ve B25 ile beslenen gruplarin gen ekspresyonlari
%354,7 varyansla diger gruplardan net bir sekilde ayirmigtir. B50, B75 ve B100 ile beslenen
gruplarda TIr-5, IgM ve IgT genlerinin ekspresyonu bu ayrimin birincil nedenidir. PC2
varyasyonun %?22,5'ini olusturmakta olup, BO ile beslenen ve B25 ile beslenen gruplar
arasinda Mhcll, 1I-8 ve Tnf-a genlerinin ekspresyonundaki degisikliklerle agiklanan énemli
bir ayrim vardir. Enfeksiyon sonrasi siire 7 giine geldiginde, B75 ve B100 ile beslenen
gruplarda IgM, IgT ve Trl-5 yakin korelasyon gdsterirken, B25 ile beslenen grupta //-10 ve
Tnf-a negatif korelasyon gostermistir. BO grubunda Mhc-11, 1/I-8 ve I/-1f da yiiksek
korelasyon gostermistir (Sekil 23).
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Sekil 23. 7. giin PCA analiz grafigi

On dordiincii glinde, ilk iki bilesen varyansin %76'sin1 olusturmustur. B50 ve B100 ile
beslenen gruplarin gen ekspresyonlari, varyansin %38,9'unu olusturarak BO ve B25 ile
beslenen gruplardan 6nemli dlgiide farklilik gostermistir. Bu farkliligin ana etmenleri BO ve
B100 ile beslenen gruplardaki yiiksek 7gf've //-8 genlerinin ekspresyonunun yani sira BO ile
beslenen gruptaki 7/1p gen ekspresyonudur. PC2 varyasyonun %37,1'ini agiklamistir ve B25
ile beslenen ve B75 ile beslenen gruplar arasinda //-1p ve Tnf-a genlerinin ekspresyon
farkliliklar ile agiklanan 6nemli bir ayrim vardir. Ote yandan, TIr-5, IgM, 1I-8, Mhc-11 ve
Tgf pozitif korelasyon gosterirken, //1B ve Tnf-a negatif korelasyon gostermistir. BS0 ve
B100 gruplarinda 77r-5 ile IgM arasinda bir baglant1 vardir. 7gf harig, /I-10, IgT ve Tlr-5
genleri B75 ile beslenen grupta biiytlik 6l¢iide temsil edilirken, geri kalan genler B50 ile
beslenen grupta giiclii bir sekilde temsil edilmistir (Sekil 24).
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Sekil 24. 14. giin PCA analiz grafigi

B50 ve B75 ile beslenen gruplarin gen ekspresyonlari, deneyin son giiniinde (21.
giiniinde) BO ve B25 ile beslenen gruplardan onemli Olglide farklilik gostermis ve
varyasyonun %51,1'ini olusturmustur. Bu farkliligin ana nedenleri B50 ve B75 ile beslenen
gruplardaki yiiksek Mhc-11, 1I-8 ve Tlr-5 ekspresyon seviyeleridir. PC2 varyansin %27'sini
olusturmaktadir ve B75 ile beslenen ve B100 ile beslenen gruplar arasinda 7/-10 ve Tnf-a

gen ekspresyonundaki varyasyonlarla aciklanan 6nemli bir ayrim vardir (Sekil 25).
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4. TARTISMA

KAS larva ununun diyete dahil edilmesinin baliklarin biiyiimesi tizerindeki etkisine
iliskin ¢ok sayida ¢alisma olmasina ragmen, bagirsak mikrobiyotas: ve bagisiklik tepkisi
tizerindeki etkisi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Biiyliime performansi su firiinleri
yetistiriciliginin 6nemli bir yonii olsa da balik yemi maliyetindeki harcama kalemlerinin en
aza indirgenmesi ve ayni zamanda balik sagliginin korunmasi, baliklarin bagisikliginin
artirilmasi, olasi ekonomik kayiplarin 6nlenmesi de su tiriinleri yetistiriciligi i¢in ¢ok biiyiik
onem arz etmektedir. Yem igerikleri ve yem formiilasyonu, bliylime oranlarnin yani sira
balik sagligint da etkileyebilmektedir. Bu nedenle, yogun yetistiricilik faaliyetlerinde en
uygun stratejilerin benimsenmesi gerekmektedir.

Bu tez calismasi, kara asker sinegi (KAS) larva ununun balik diyetindeki balik unu
yerine farkli oranlarda (%25, %50, %75 ve %100) ikame edilmesinin gokkusagi alabaliginin
sindirim sistemindeki bakteri kompozisyonu ve bagisiklik sistemi iizerindeki etkilerini
incelemek i¢in yiiriitiilmiistiir. Bulgularimiz, KAS larva ununun yeme dahil edilmesinin
sindirim sistemi ve bagisiklik sistemi acisindan Onemli sonuglar dogurdugunu

gostermektedir.

4.1. Bagirsak Mikrobiyotas:

Rimoldi vd. (2019)’ne gore, baliklarin sindirim sistemindeki mikrobiyal topluluk
kompozisyonu diyet ile iligkilidir. Bruni vd. (2018) yapmis oldugu calima sonucunda,
kismen yagi alinmig KAS larva unu ile beslenen gokkusagi alabaliginin bagirsak bakteri
kompozisyonunun diyet degisikliklerine duyarli oldugunu, yiliksek diizeyde beslenen
gruplarda mikrobiyal kompozisyonun degistigini ve mikrobiyal biyogesitliligin arttigini
ortaya koymustur. Terova vd. (2019)’ne gore KAS larva ununun yemlere dahil edilmesi
baligin bagirsak mikrobiyotasini olumlu yonde degistirmekte ve mikrobiyal cesitliligi
arttirmaktadir. Huyben vd. (2019) KAS larva ununun gokkusag alabaliginin bagirsagindaki
bakteri ¢esitliligini arttirdigini ve bakterilerinin kompozisyonunu degistirdigini ifade
etmigtir. Arastirmamiz da KAS larva ununun balik diyetine dahil edilmesinin gokkusagi
alabaliginin  sindirim sistemindeki bakteri kompozisyonunu degistirdigini ortaya

koymaktadir.
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Ndotono vd. (2022)’ne gore, yumurta tavugu rasyonlarina KAS larva unu ekleme orani
artttkca tavuk bagirsagindaki potansiyel olarak faydali bakterilerin (Lactobacillus,
Bacteroides ve Enterococcus) bollugunda artis meydana gelmektedir. Xu vd. (2021) yaptig1
arastirmalar sonucu, kontrol grubunun bagirsak mikrobiyal bilesimini KAS igeren diyetle
beslenen grupla karsilastirildiginda, aslen baskin olan Tenericutes filumunun, Fusobacteria
ile yer degistirdigini ve Tenericutes'in en bol bulunan cinsi Mycoplasma’nin,
Fusobacteria'nin Cetobacterium cinsi ile yer degistirdigini tespit etmistir. Mevcut
calismamizin bulgularina gore, Fusobacteria, Proteobacteria, Firmicutes ve Bacteroidetes
en en yaygin gozlenen filumlar arasindadir. Fusobacteriaceae, Carnobacteriaceae ve
Alcaligenaceae en yaygin gozlenen familyalar arasindadir. Cetobacterium, Carnobacterium
ve Achromobacter en yaygin gozlenen cinsler arasindadir.

Onceki calismalar, bakteri topluluklarmin bollugunun érneklenen sindirim sistemi
boliimiine gore farklilik gosterdigini bildirmektedir. Ayrica, allokton mikroplar (gegici)
olarak bilinen diyet igerigiyle iliskili mikrobiyota, balik bagirsaginda otokton mikrobiyota
(yerlesik) olarak bilinen mukoza ile iligkili mikrobiyotadan da farkli oldugunu ortaya
koymaktadir (Bruni vd., 2018; Gajardo vd., 2017; Merrifield vd., 2009; Rimoldi vd., 2019).
Calismamizda, yemin sindirim sisteminden ge¢mesine izin vermek icin baliklar
orneklemeden 6nceki 48 saat boyunca a¢ birakilmis ve bagirsak mukozasi kazinarak otokton
mikrobiyota oOrneklenmistir. Bulgularimiza gore, diyetten bagimsiz olarak gokkusagi
alabaliginin bagirsak mikrobiyotasinda en bol bulunan filumlar Fusobacteria, Firmicutes ve
Proteobacteria'dir. Calismamizin bulgular1 allokton mikrobiyotasinin daha diisiik oranda
temsil edilmesiyle sonuglanmigtir. Sonuglarimiz Onceki c¢alismalarin  sonuglarini
dogrulamaktadir.

Terova vd. (2019) allokton bagirsak mikrobiyotasinda Proteobacteria, Firmicutes ve
Actinobacteria baskinligini bildirmis ve bunlarin arasinda, Actinobacteria ve Proteobacteria
bollugu diyete KAS larva unu eklenmesinden 6nemli Slgiide etkilendigini ifade etmistir.
Aksine, Rimoldi vd. (2019) KAS unu ile farkli balik unu ikame oranlar1 igeren diyetlerle
beslenen gokkusagi alabaliginin otokton mikrobiyotasinda (bagirsak mukozasi) en bol
takson olarak Tenericutes filumunu rapor etmis ve bagirsak mikrobiyotasi degerlendirme
caligmalarinda bildirilen OTU sayisindan nispeten daha diisiik sayida OTU'nun tespit
edildigini bildirmistir. Terova vd. (2019) calisma sonucunda, gokkusagi alabaligi diski
orneklerinde %97 6zdeslikte 450 OTU tespit edildigini, bunun i¢indeki 62 OTU’ nun temel
bagirsak mikrobiyotasini olusturdugunu bildirmistir. Remoldi vd. (2019) KAS igeren bir
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diyetle beslenen gokkusagi alabaliginin bagirsak mukozasinda 74 OTU tespit etmistir.
Benzer sekilde mevcut ¢alismamizda, farkli oranlarda KAS larva unu igeren diyetle beslenen
baliklarin bagirsak mukozasinda tespit edilen OTU sayis1 59 ile 146 arasinda degismektedir.
Bu da yemle iliskili bakterilerin bagirsak mukozasindaki kolonizasyonunun sinirli oldugunu
gostermektedir.

Onceki ¢aligmalarda, KAS larva unu iceren yemlerle beslenen baliklarin sindirim
sistemindeki mikrobiyal ¢esitliligin, normal diyetle beslenen baliklara kiyasla nispeten daha
yiiksek oldugu bildirilmistir (Bruni vd., 2018; Huyben vd., 2019; Li vd., 2021; Terova vd.,
2019). Mevcut ¢aligmada da benzer sekilde, KAS igeren diyetle beslenen baliklarda kontrol
diyetiyle beslenen baliklara kiyasla daha yiiksek mikrobiyal ¢esitlilik gozlenmistir.
Ozellikle, Actinobacteria, Firmicutes ve Proteobacteria gruplarina ait taksonlarin bolluklart
artmistir. Bizim sonuglarimiza benzer sekilde, KAS iceren bir diyetle beslenen gokkusagi
alabaliginin bagirsak mikrobiyotasinda Firmicutes, Proteobacteria ve Actinobacteria'ya ait
taksonlarin daha yiiksek bir bolluk gosterdigi, bagirsak mikrobiyota ¢esitliliginde bir artig
meydana geldigi ve mikrobiyota kompozisyonunun degistigi diger ¢alismalarda da rapor
edilmistir (Huyben vd., 2019; Terova vd., 2019).

Sindirim sistemindeki mikrobiyotanin vitamin ve kisa zincirli yag asitlerinin yapimina
yardimci olan kitini fermente ettigi de bilinmektedir (Ghanbari vd., 2015; Rimoldi vd.,
2019). Firmicutes lyeleri, kitini fermente edebilen laktik asit bakterileri olarak da bilinir
(Xie vd., 2021) ve hastaliklara kars1 direng ve gidalarin besin degerinin artirilmasi dahil
olmak iizere potansiyel saglik ve beslenme yararlar1 vardir (Gilliland, 1990). Onceki
caligmalarda, gokkusagi alabaliginin bagirsak mikrobiyotasindaki Firmicutes iiyelerinin
bollugunda, diyete dahil edilen KAS unu oraninin artmasiyla birlikte bir artis meydana
geldigi bildirilmistir (Bruni vd., 2018). Buna ek olarak, Bacillaceae familyasi iiyeleri KAS
ile beslenen alabalik gruplarinda bol miktarda bulunmustur. Bu sonug, KAS unu igeren
diyetler ile Atlantik somonu iizerinde yapilan besleme denemeleri sonuglari ile uyumludur
(Li vd., 2021, 2022). KAS ilave edilen yemin mikrobiyotasi, artan bagirsak mikrobiyota
cesitliligini agiklayabilir. Mevcut ¢aligmada yem mikrobiyotast degerlendirilmemis olsa da,
onceki ¢aligmalar bu iddiay1 desteklemektedir (Li vd., 2022).

Baliklarin bagirsak mikrobiyotasi, bagisiklik sistemlerinde kritik bir rol oynadig: igin
0zel bir oneme sahiptir. Bagirsak mikrobiyotasindaki degisiklikler, baligin bagisiklik sistemi
izerinde de etkilere neden olabilir. Bazi mikroorganizmalarin artisi, bagisiklik hiicrelerinin

aktivitesini artirabilir ve patojenlere karsi daha etkili bir savunma saglayabilir. Balik
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bagirsagindaki faydali bakteriler, bagisiklik sistemini egitmeye ve modiile etmeye yardimci
olarak saglikli bir bagisiklik tepkisini tesvik edebilir ve hastalik direncini artirabilir (Ringe
vd., 2016). Bu bakteriler besin elementleri i¢in zararli patojenlerle rekabet edebilir,
antimikrobiyal bilesikler iiretebilir ve enfeksiyonlar1 savusturmak i¢in baliklarin bagisiklik
sistemini uyarabilir. Ornegin, ¢aligmalar balik bagirsagindaki bazi laktik asit bakteri
tiirlerinin antimikrobiyal bilesiklerin iiretimi yoluyla Vibrio ve Aeromonas tiirleri gibi balik
patojenlerinin biiylimesini engelleyebildigini gostermistir (Nayak, 2010). Bununla birlikte,
yararli bakterilerin bollugu veya cesitliligindeki degisiklikler gibi bagirsak mikrobiyota
bilesimindeki bozukluklar bu dengeyi bozabilir ve baliklarin bagisiklik sistemini
zayiflatarak onlar1 hastaliklara karsi daha duyarli hale getirebilir (Gatesoupe, 1999).
Sindirim sistemi bakteri toplulugunda gozlenen bu degisiklikler, sindirim sistemi sagliginin
ve besin emiliminin optimize edilmesine katkida bulunabilir. Bu sonuglar, KAS larvalarinin
balikk yemlerine potansiyel bir probiyotik olarak eklenmesinin olumlu etkilerini

vurgulamaktadir.

4.2. Hastalk Direnci ve Gen Ekspresyonu

Tez ¢calismamizda kara asker sineginin herhangi bir diizeyde diyete dahil edilmesinin
baliklarin yem alimi veya hayatta kalmasi ilizerinde olumsuz bir etkisi olmamigstir. KAS
larvalarmin balik diyetine eklenmesi, baliklarin bagisiklik sistemini uyararak belirli
bagisiklik genlerinin ekspresyonunu arttirdigi tespit edilmistir. Bu, baliklarin patojenlere
kars1 daha direngli hale geldigini ve bu besleme stratejisinin balik saglig1 tizerinde pozitif bir
etkisi olabilecegini diisiindiirmektedir. Baliklarin hayatta kalmasi ve bagisiklik tepkisi KAS
takviyeli yem ile iyilestirilmistir. Tez calismamizda, baliklarin nispi hayatta kalma oranlari
B50, B75 ve B100 gruplarinda kontrol grubuna kiyasla onemli Olgiide daha yiiksek
bulunmustur.

Kara asker sinegi larvalari protein, lipid ve dis iskelet olmak {izere {i¢ ana fraksiyondan
olusur. Bu fraksiyonlar, antimikrobiyal peptitler, laurik asit ve kitin gibi baliklarda bagirsak
mikrobiyotasint modiile edebilen biyoaktif bilesikler icerir (Weththasinghe vd., 2022).
Sindirim sistemi mikrobiyotasinin KAS larva unun diyete dahil edilmesiyle modiile edilmesi
beklenmektedir ¢ilinkii KAS, prebiyotik o6zelliklere sahip oldugu bilinen ancak

sindirilebilirligi diisiik olan kitin igerigi bakimindan zengindir (Goycoolea vd., 2000). Buna
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ek olarak, oOnceki caligmalar Kkitinin bakteriyel enfeksiyonlara karst antimikrobiyal
ozelliklerini vurgulamistir (Nawaz vd., 2018; Qin vd., 2014; Zhou vd., 2013).

Baliklarin Lactococcosis hastaligina kars1 korunmasi, KAS unundaki antimikrobiyal
peptitlerin, yag asitlerinin ve kitinin varligmma bagh olabilir. Piliclere KAS larvasi
yedirilmesi, civcivlerde tifo hastaligina neden olan bir patojen olan Salmonella gallinarum'a
kars1 bagisiklik tepkisini tetiklemistir (Provost vd., 2011). Ayrica, KAS larvalarindan
ekstrakte edilen kitinin %0.2 oranda yeme dahil edilmesi broyler tavugu’unda (etli pilig) S.
typhimurium sayisin1 azaltmistir (Menconi vd., 2014). KAS larvalarinin bir ekstresi
Salmonella spp. ve Escherichia coli'ye kars1 6nemli antimikrobiyal aktivite gostermektedir.
Baska bir caligmada, liyofilize KAS larvalarinin metanol ekstresi test edilmis ve
Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus aureus'a karst etkili oldugu gosterilmistir.
(Park ve ark., 2014). KAS larvalarinin metanol ekstresi Klebsiella pneumoniae, Neisseria
gonorrhoeae ve Shigella spp. gelisimini ve ¢ogalmasini engellemistir (Choi vd., 2012).
Ayrica, KAS unu Clostridium perfringens'in bityiimesini dnemli 6l¢iide baskilamistir (Dong,
vd., 2021a) ve KAS unu ve kitin bakimindan zengin KAS unu sindirimleri, toksin A'nin C.
difficile tarafindan olusturulan hiicre mukozal tabakalar1 tizerindeki zararl etkilerini biiyiik
Ol¢iide azaltmistir. (Dong, vd., 2021b).

KAS larva ekstresi ayrica antimikrobiyal oldugu gdsterilen doymus bir yag asidi olan
yiiksek konsantrasyonda laurik asit igermektedir. Calismamizda diyetlere dahil edilen KAS
larvalar1 sebze-meyve karisimi ve tavuk atik unu ile beslendiginden, KAS prepupalarinin
yag asidi igerikleri yiiksektir. Laurik asit, bu ¢aligmada kullanilan KAS larvalarinda bulunan
en bol yag asitlerinden biridir (Yandi, vd., 2023a). Antibakteriyel ve antiviral bir bilesik olan
laurik asit en ¢ok gram-pozitif bakterilere karsi etkilidir (Harlystiarini vd., 2019). Laurik asit,
viriilans faktorlerini, membran biyosentezini ve biyofilm olusumunu inhibe ederek vejetatif
hiicreleri ve sporlar1 6ldiiriir (Schlievert vd., 2018).

Bocek bagisiklik sisteminin bir parcasi olarak, antimikrobiyal peptitler (AMP'ler)
patojen mikroorganizmalarin istilasin1 Onler. AMP'ler bocek yag goévdesi tarafindan
sentezlenir ve daha sonra hemolenf i¢ine salinirlar (Kang vd., 1998; Park vd., 2014). KAS
yetiskinleri ve larvalari, taninan AMP'leri kodlayan toplam 57 gen igerir (Moretta vd., 2020).
Defensin benzeri peptit 4 (DLP4) ve ¢ekropin benzeri peptit 1 (CLP1) gibi AMP'ler KAS
larvalarinin hemolenfinden izole edilip saflastirilmis ve yiiksek antibakteriyel aktiviteye
sahip olduklar1 gosterilmistir (Park vd., 2015; Park ve Yoe, 2017). Ayrica, KAS

larvalarindan elde edilen iki antimikrobiyal peptit, Hidefensin-1 ve Hidiptericin-11,
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bakteriyel membran lizizi yoluyla E. coli ve Streptococcus pneumoniae'nin gelisimini
engellemistir (Xu vd., 2020). Cesitli dozlarda KAS ile beslenen civcivlerde AMP aktivitesi,
kontrole kiyasla Salmonella gallinarum enfeksiyonundan sonra lizozim aktivitesinde artis,
CD4 lenfosit sayisinda artis ve civcivlerin hayatta kalma oranlarinda iyilesme ile
sonuclanmistir (Lee vd., 2018).

Bizim ¢alisma sonuglarimiz da bu yukarida bahsi gegen deney bulgulariyla benzerlik
gostermektedir. Balik yemlerine KAS unu eklenmesi, muhtemelen BSF'deki antimikrobiyal
yag asitleri, kitin ve antimikrobiyal peptitlerin varlig1 nedeniyle L. petauri'ye kars1 baliklarin
hayatta kalmasini 6nemli dl¢lide artirmaktadir.

KAS'in kitin bilesimi yagam evresine gore degismektedir. Kitin seviyeleri larvalarda
en yiiksektir (%3,6), bunu pupalar (%3,1) ve yetiskinler (%2,9) takip eder (Wang vd., 2020).
Bu calismada, bazal diyet (B0) %40 oranda balik unu igermektedir; balik unu KAS unu ile
ikame edilmis ve prepupalar kullanilmistir; boylece yemdeki kitin igerigi %3,1 olmustur.
Balik unu %0, %25, %50, %75 ve %100 KAS unu ile ikame edildiginden dolay1 diyetlerin
kitin igerigi %0, %0,31, %0,62, %0,93 ve %]1,24 olarak hesaplanabilir. Boceklerdeki kitin
probiyotik olarak islev gorebilir (Islam ve Yang, 2017). Olumlu bir bagirsak mikrobiyal
popiilasyonu kitini hedef alarak konak organizmanin sagligmi ve performansini
iyilestirebilir (Karlsen vd., 2017).

Diyetteki kitin iceriginin %0,93'e kadar artirilmast RPS (Goreceli Hayatta Kalma
Yiizdesi)'i artirir; ancak kitin iceriginin %1,24'e ¢ikarilmas1 RPS'i marjinal olarak azaltir. Bu
nedenle, diyetteki kitin iceriginin %0,62 ile %0,93 arasinda olmasi baliklar i¢in faydali
olabilir. Bulgularimiz Lanes vd. (2021) tarafindan da desteklenmistir. Balik diyetlerindeki
%?2'ye kadar kitinin dogustan gelen bagisiklig1 tetikledigini dne siirmiiglerdir. Ote yandan,
baliklar giinde iki veya ii¢ kez kurutulmus KAS ile beslendiginde, bagirsaklarinda kitin
birikerek kabiz olmalarina ve daha az yem almalarina veya yem almayi reddetmelerine
neden olmustur (Ozturk vd., 2022). Bu nedenle, yavru baliklarin giinde iki kezden fazla
biitiin KAS prepupalar ile beslenmesi onerilmemektedir. Fenolik bir bilesik olan melanin,
hayvan yemlerinde stres ve tlimorleri en aza indirmek i¢in kullanilan biyoaktif bir bilesendir
(Cordero ve Casadevall, 2020). Eumelanin, siyah asker sineginin renginden sorumlu
melanindir ve antibakteriyel ve antifungal 6zelliklere sahiptir (Ushakova vd., 2017).

Cho vd. (2022) yapmis oldugu c¢alisma sonucunda, KAS iceren gruplarinin tiim
viicuttaki laurik asit icerigi diyetlerle yakindan iligkili oldugunu ve kontrol grubundan

onemli Ol¢lide daha yiiksek oldugunu tespit etmistir. KAS igeren gruplardaki baliklar,
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kontrol gruplarina kiyasla 6nemli 6l¢iide daha yiiksek interlokin 1B (/L-1p), interlokin 8 (/L-
8) ve immiinoglobulin M (IgM) genleri ekspresyonu gosterdigini, Aeromonas salmonicida
ile 10 giin boyunca yapilan hastalik direnci testinde, KAS diyetiyle beslenen baliklar, kontrol
diyetiyle beslenenlere gore onemli Slgiide daha yiiksek kiimiilatif hayatta kalma oram
gosterdigini bildirmistir. Mevcut calismamizda, benzer sekilde sonuglara erigmistir.

Bu ¢alismada, KAS'nin laktokokal enflamasyon iizerindeki etkisini aragtirmak i¢in
timor nekroz faktdrii (7nf~a) geninin ekspresyonu kullanilmigtir. Kontrol grubuyla
karsilastirildiginda, KAS enfeksiyonun 21. glinlinde Tnf-a genini 6nemli 6l¢iide aktive etmis
ve yukari regiile etmistir. Bu nedenle, balik yemindeki KAS'nin Tnf-a genini a¢tig1 ve bunun
da baliklar1 Lactococcosis hastaligina kars1 korudugu aciktir. Gokkusagr alabaliginin KAS
prepupa unu igeren diyetle beslenmesi, enfeksiyon sonrasi bagisiklik ve sitokinle iligkili
genleri aktive etmistir. Gen ifadeleri, diyetteki KAS yiizdesinden ve enfeksiyon sonrasi giin
sayisindan etkilenmistir. Baliklar L. petauri ile enfekte edilmeden once (0 giin), farklh
seviyelerde KAS iceren diyetlerle beslenen baliklarda bagisiklik ve sitokin ile ilgili gen
ekspresyonu benzer seviyelerdedir. Bununla birlikte, enfeksiyondan 3 giin sonra, PCA'ya
gore, KAS ile beslenen gruplarda bagisiklik ve sitokin ile ilgili gen ekspresyonu 6nemli
ol¢tide artmistir. Benzer bir durum 7 ve 14 giinde de gozlenmistir. 21. giinde durum degigmis
ve ifade edilen tiim genler PCA 1'de goriilebilmistir. /g7, 1/-10 ve TIr-5 B75 ile beslenen
grupta sunulurken, geri kalan genler B50 ile beslenen grup tarafindan temsil edilmis, /gM
ise bu iki grup tarafindan temsil edilmistir. Hayatta kalma ve gen ekspresyon sonuglarina
gore, gokkusagi alabaligi KAS larvalarinin kitini ¢ikarilmadan veya KAS ununa islem

uygulamadan, %50’ye kadar KAS unu igeren yemle beslenebilir.



5. SONUCLAR

Bu aragtirma, kara asker sinegi larvalarimin balik yemine eklenmesinin gokkusagi
alabaligin sindirim sistemindeki bakteri kompozisyonu ve bagisiklik sistemi iizerinde
olumlu etkilere sahip oldugunu gostermektedir.

Su mikrobiyotasi tiim bagirsak mikrobiyotalarindan 6nemli 6l¢iide farkli bulunmustur
(p<0.05). SIMPER analizi, Cetobascterium (Fusobacteria filumu), Achromobacter
(Proteobacteria Filumu) ve Carnobacterium (Firmicutes Filumu) cinslerinin artan
bolluklarinin gdzlemlenen grup farkliliklarina en oOnemli katkida bulunan taksonlar
oldugunu ortaya koymustur.

Gruplara gore Olim siralamast  B0>B25>B50>B100>B75 olarak ifade
edilebilmektedir. Bu siralama L. petauri 'ye karst en direngli grubun B75 oldugunu
gostermektedir.

Genel olarak bakildiginda, BO (kontrol) grubunun sitokinleri L. petauri enfeksiyonuna
kars1 yanit vermemistir. Bagisiklikla ilgili genlerin ekspresyonlarina bakildiginda hastaligin
3. giinii itibariyle bagisiklikla ilgili genleri regiile ettiren gruplar B50 ve B75 olmustur. 21.
giine kadar gen ekspresyon seviyeleri en ¢ok yiikselis gosteren gruplar yine B50 ve B75
olmustur. Bunlardan gorebildigimiz gibi yine en iyi bagisikligit B5S0 ve B75 gruplar
gostermistir

Bu bulgular, siirdiiriilebilir balik yetistirme uygulamalarin1 gelistirmek ve balik
saghigim iyilestirmek icin yeni bir yaklasim sunmaktadir. Gelecekteki caligmalar, bu
besleme stratejisinin daha fazla detayini ortaya ¢ikararak ve farkli balik tiirlerini i¢ceren daha

genis Orneklem gruplar lizerinde ¢aligsarak bu 6nemli konuyu daha da aydinlatmalidir.



6. ONERILER

Su {riinleri yetistiriciligi diinya ve ililkemizde gerek gida iiretimi acgisindan gerek

sagladigi istthdam ve iilke ekonomisine olan katkilarindan dolay1 ¢ok biiyiik 6neme sahiptir.

Bu baglamda siirdiiriilebilirligin  saglanmast i¢in mevcut kaynaklarin korunmasi,

teknolojilerin gelistirilmesi, yeni yem kaynaklarinin bulunmasi, baliklarin bagisiklik

sistemlerinin dogal yontemlerle gelistirilerek ekonomik kayiplarin 6niine gegilmesi ve daha

da 6nemlisi saglikli gida iiretiminin elde edilmesi i¢in, yapmis oldugumuz bu tez ¢alismamiz

onemli sonuglari ortaya koymaktadir. Bu sonuclar 1s1ginda kar amach kurulan isletmelere,

konuyla ilgili ¢aligmalar yiiriiten arastirmacilara katkida bulunabilecek Onerilerimiz su

sekilde siralanabilir.

1.

Yiiksek besin degerine sahip kara asker sinegi larvalarinin yetistirilmesi i¢in
liretim siirecinin standardize edilmesi gerekmektedir.

Kara asker sinegi larva ununun besin degerini daha iyi aragtirmak i¢in farkli balik
tirleri lizerinde denenmesi ve onlarin {izerindeki etkilerinin arastiriimasi
gerekmektedir.

Kara asker sineginin yeme dahil edilmesinin baliklarin bagisiklik sistemi {izerine
olan etkilerinin daha iyi incelenmesi igin ¢esitli patojenler iizerinde ayrintili
hastalik denemelerinin yapilmasi gerekmektedir.

Gokkusagr alabaligt kara asker sine8i larvalarinda bulunan  kitini
sindirememektedir. Kitinin antimikrobiyal o6zelliginden verimli sekilde
yararlanabilmek i¢in gelecekteki aragtirmalarda kitini sindirmenin ve Kkitinin
olumsuz etkilerini gidermenin yollar1 hakkinda aragtirmalara ihtiyag
duyulmaktadir.

Ilag tedavileri sonucu olusan antibiyotik direng, gelecekte bakteriyel hastaliklarla
olan miicadelelerde zorluklarin yasanacagini gostermektedir. Bundan dolay1 gerek
antibiyotik kirliliginin 6niine gegilebilmek gerek daha ekonomik iiretim yapmak
kara asker sinegi gibi dogal yontemlerin ve yeni teknolojilerin kesfedilmesi
gerekmektedir.

Sucul ekosistemlerde yasayan dogal balik stoklarinin azalmasi hatta bazi tiirlerinin
yok olmasindaki ana nedenlerden biri ¢evre kirliligidir. Dolayistyla baliklarin

dogal yasam alanlarinin korunmasi ve iyilestirilmesi i¢in halkin bu konudaki
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duyarliliginin ve hassasiyetinin arttiritlmasi ve sifir atik projesi gibi projelerin 6n

planda tutulmasi gerekmektedir.
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8.

EKLER

Ek Tablo 1. SIMPER analizi sonuglar1

BO vs B25  Farklilik = 31,89% Katki % Kiimtilatif % Ortalama bolluk B0 Ortalama bolluk B25
Cetobacterium 59,32 59,32 70600 51100
Achromobacter 15,8 75,12 764 8760
Carnobacterium 8,468 83,59 9740 10000
Phyllobacterium 5,989 89,58 712 3730
unclassifiedMycoplasmataceae 1,307 90,89 706 16
Mesorhizobium 1,268 92,16 78 719
Aeromonas 1,004 93,16 79 586
Prevotella 0,6345 93,79 86 405
Faecalibacterium 0,5696 94,36 33 321
Acinetobacter 0,567 94,93 52 338
Bacteroides 0,5378 95,47 138 406
Streptophyta FAMILY A 0,5062 95,98 83 337

B0 vs B50 Farklilik = 27,65% Katki % Kimiilatif % Ortalama bolluk B0 Ortalama bolluk B50
Cetobacterium 75,14 75,14 70600 82500
Carnobacterium 14,4 89,55 9740 2620
Achromobacter 2,817 92,36 764 2090
Phyllobacterium 1,64 94 712 1430
unclassifiedMycoplasmataceae 1,35 95,35 706 44
Bacillales ORDER 0,5396 95,89 0 257
Vampirovibrio CINS 0,2268 96,12 0 108
Enterobacteriaceac FAMILYA 0,1848 96,3 0 88
Aeromonas 0,1754 96,48 79 155
Bacteroides 0,1502 96,63 138 69
Pseudorhodobacter CINS 0,1449 96,77 0 69

BO vs B75 Farklilik = 28,16 Katki % Kiimtilatif % Ortalama bolluk B0 Ortalama bolluk B75
Cetobacterium 73,55 73,55 70600 79100
Carnobacterium 19,69 93,25 9740 316
Achromobacter 1,707 94,96 764 1470
unclassifiedMycoplasmataceae 1,41 96,37 706 31
Phyllobacterium 0,9921 97,36 712 1010
Bacillales ORDER 0,3268 97,69 0 151
Streptophyta FAMILY A 0,1892 97,87 83 162
Mesorhizobium 0,1603 98,03 78 143
Faecalibacterium 0,1474 98,18 33 100
Bacteroides 0,1356 98,32 138 90
Saccharibacteriageneraincertaesedis ~ 0,1322 98,45 2 63
Aeromonas 0,1027 98,55 79 106

BO vs B100 Farklilik =31,13 Katki % Kiimtilatif % Ortalama bolluk B0 Ortalama bolluk B100
Cetobacterium 70,79 70,79 70600 89400
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Ek Tablo 1’in devam

Carnobacterium 17,11 87,9 9740 0
Phyllobacterium 2,379 90,28 712 2020
Achromobacter 1,998 92,28 764 1850
unclassifiedMycoplasmataceae 1,231 93,51 706 5
Bacillales ORDER 0,6127 94,12 0 341
Pseudorhodobacter CINS 0,5606 94,68 0 312
unclassifiedParachlamydiaceae 0,5177 95,2 5 293
Rhodobacter 0,3198 95,52 0 178
Rhodobacteraceae 0,2947 95,82 0 164
Streptophyta FAMILY A 0,22 96,04 83 203
Mesorhizobium 0,2102 96,25 78 193
BO vs Sur  Farklilik = 90,53 Katki % Kiimtilatif % Ortalama bolluk B0 Ortalama bolluk Su
Cetobacterium 55,05 55,05 70600 4710
Carnobacterium 8,143 63,19 9740 45
Rhodoferax 2,766 65,96 0 3040
Prevotella 2,309 68,27 86 2620
Flavobacterium 1,478 69,74 0 1630
Acinetobacter 1,047 70,79 52 1200
Saccharibacteriageneraincertaesedis ~ 0,9487 71,74 2 1050
Bacteroides 0,7471 72,49 138 949
Comamonadaceae FAMILYA 0,7103 73,2 0 781
Diplorickettsia 0,663 73,86 0 729
Perlucidibaca 0,6567 74,52 0 722
unclassifiedMycoplasmataceae 0,5896 75,11 706 4
B25 vs B50 Farklilik = 34,59 Katki % Kiimiilatif % Ortalama bolluk B25  Ortalama bolluk B50
Cetobacterium 61,83 61,83 51100 82500
Carnobacterium 12,7 74,53 10000 2620
Achromobacter 11,43 85,96 8760 2090
Phyllobacterium 3,945 89,91 3730 1430
Mesorhizobium 1,077 90,99 719 89
Aeromonas 0,7383 91,72 586 155
Bacteroides 0,5766 92,3 406 69
Prevotella 0,5579 92,86 405 79
Acinetobacter 0,535 93,39 338 25
Faecalibacterium 0,489 93,88 321 35
Bacillales ORDER 0,4355 94,32 0 257
Streptophyta FAMILY A 0,3825 94,7 337 114
B25 vs B75 Farklilik = 36,18% Katki % Kiimtilatif % Ortalama bolluk B25  Ortalama bolluk B75
Cetobacterium 58,23 58,23 51100 79100
Carnobacterium 16,56 74,8 10000 316
Achromobacter 12,43 87,23 8760 1470
Phyllobacterium 4,633 91,86 3730 1010
Mesorhizobium 0,9829 92,85 719 143
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Ek Tablo 1’in devami

Aeromonas 0,819 93,67 586 106
Prevotella 0,5512 94,22 405 82
Bacteroides 0,5393 94,76 406 90
Acinetobacter 0,493 95,25 338 49
Faecalibacterium 0,3773 95,63 321 100
Streptophyta FAMILY A 0,3084 95,94 337 162
Bacillales ORDER 0,2567 96,19 0 151
B25 vs B100 Farklilik = 38,43% Katki % Kiimtilatif % Ortalama bolluk B25  Ortalama bolluk B100
Cetobacterium 61,58 61,58 51100 89400
Carnobacterium 14,92 76,49 10000 0
Achromobacter 10,31 86,8 8760 1850
Phyllobacterium 2,76 89,56 3730 2020
Mesorhizobium 0,7855 90,35 719 193
Aeromonas 0,6847 91,03 586 127
Bacillales ORDER 0,5013 91,53 0 341
Bacteroides 0,4641 92 406 95
Pseudorhodobacter CINS 0,4586 92,46 0 312
Prevotella 0,445 92,9 405 107
Acinetobacter 0,4321 93,33 338 48
unclassifiedParachlamydiaceae 0,4203 93,75 7 293
B25 vs Su  Farklilik = 86,45% Katki % Kimtilatif % Ortalama bolluk B25  Ortalama bolluk Su
Cetobacterium 42,89 42,89 51100 4710
Carnobacterium 9,261 52,15 10000 45
Achromobacter 7,92 60,07 8760 216
Phyllobacterium 3,383 63,45 3730 78
Rhodoferax 2,911 66,36 0 3040
Prevotella 2,13 68,49 405 2620
Flavobacterium 1,555 70,05 0 1630
Saccharibacteriageneraincertaesedis 0,99 71,04 11 1050
Acinetobacter 0,8341 71,87 338 1200
Comamonadaceae FAMILYA 0,7475 72,62 0 781
Diplorickettsia 0,6977 73,32 0 729
Perlucidibaca 0,691 74,01 0 722
B50 vs B75 Farklilik = 20,72% Katki % Kiimtilatif % Ortalama bolluk B50  Ortalama bolluk B75
Cetobacterium 84,17 84,17 82500 79100
Carnobacterium 6,346 90,52 2620 316
Achromobacter 2,349 92,86 2090 1470
Phyllobacterium 1,606 94,47 1430 1010
Bacillales ORDER 0,3263 94,8 257 151
Enterobacteriaceac FAMILYA 0,2428 95,04 88 0
Vampirovibrio CINS 0,2065 95,25 108 33
Streptophyta FAMILY A 0,1851 95,43 114 162
Faecalibacterium 0,1807 95,61 35 100
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Ek Tablo 1’in devam

Aeromonas 0,1786 95,79 155 106
Mesorhizobium 0,1768 95,97 89 143
Pseudorhodobacter CINS 0,1544 96,12 69 13
B50 vs B100 Farklilik = 21,69% Katki % Kiimtilatif % Ortalama bolluk B50  Ortalama bolluk B100
Cetobacterium 81,97 81,97 82500 89400
Carnobacterium 6,422 88,39 2620 0
Phyllobacterium 2,016 90,41 1430 2020
Achromobacter 1,944 92,35 2090 1850
unclassifiedParachlamydiaceae 0,6526 93,01 26 293
Pseudorhodobacter CINS 0,5935 93,6 69 312
Bacillales ORDER 0,3332 93,93 257 341
Rhodobacter 0,3027 94,24 54 178
Rhodobacteraceae 0,2905 94,53 45 164
Mesorhizobium 0,2583 94,78 89 193
Streptophyta FAMILY A 0,2374 95,02 114 203
Vampirovibrio CINS 0,2186 95,24 108 19
B50 vs Su  Farklilik = 89,91% Katki % Kiimiilatif % Ortalama bolluk B50  Ortalama bolluk Water
Cetobacterium 62,89 62,89 82500 4710
Rhodoferax 2,562 65,45 0 3040
Prevotella 2,142 67,59 79 2620
Carnobacterium 2,084 69,67 2620 45
Achromobacter 1,508 71,18 2090 216
Flavobacterium 1,369 72,55 0 1630
Phyllobacterium 1,093 73,64 1430 78
Acinetobacter 0,99 74,63 25 1200
Saccharibacteriageneraincertaesedis ~ 0,8683 75,5 15 1050
Bacteroides 0,7437 76,25 69 949
Comamonadaceae FAMILYA 0,658 76,91 0 781
Perlucidibaca 0,6083 77,51 0 722
B75 vs B100 Farklilik = 21,68% Katki % Kiimtilatif % Ortalama bolluk B75  Ortalama bolluk B100
Cetobacterium 86,56 86,56 79100 89400
Phyllobacterium 2,66 89,22 1010 2020
Achromobacter 1,85 91,07 1470 1850
Carnobacterium 0,8106 91,88 316 0
Pseudorhodobacter CINS 0,7602 92,64 13 312
unclassifiedParachlamydiaceae 0,7196 93,36 162 293
Bacillales ORDER 0,484 93,84 151 341
Rhodobacteraceae 0,4171 94,26 0 164
Rhodobacter 0,3758 94,64 30 178
Rhizobiales ORDER 0,2645 94,9 0 104
Rhizobiales ORDER 0,2467 95,15 0 97
Streptophyta FAMILY A 0,2027 95,35 162 203
B75 vs Su  Farklilik = 90,32% Katki % Kiimtilatif % Ortalama bolluk B75  Ortalama bolluk Water
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Ek Tablo 1’in devam

Cetobacterium 63,5 63,5 79100 4710
Rhodoferax 2,693 66,19 0 3040
Prevotella 2,248 68,44 82 2620
Flavobacterium 1,439 69,88 0 1630
Achromobacter 1,069 70,95 1470 216
Acinetobacter 1,02 71,97 49 1200
Saccharibacteriageneraincertaesedis ~ 0,8716 72,84 63 1050
Phyllobacterium 0,7979 73,64 1010 78
Bacteroides 0,7635 74,4 90 949
Comamonadaceae FAMILYA 0,6917 75,1 0 781
Diplorickettsia 0,6422 75,74 4 729
Perlucidibaca 0,6394 76,38 0 722
B100 vs Su Farklilik = 89,02% Katki % Kiimtilatif % Ortalama bolluk B100 Ortalama bolluk Water

Cetobacterium 66,16 66,16 89400 4710
Rhodoferax 2,475 68,63 10 3040
Prevotella 2,054 70,69 107 2620
Phyllobacterium 1,518 72.2 2020 78
Flavobacterium 1,321 73,52 7 1630
Achromobacter 1,273 74,8 1850 216
Acinetobacter 0,9413 75,74 48 1200
Saccharibacteriageneraincertaesedis 0,785 76,52 87 1050
Bacteroides 0,7004 77,22 95 949
Comamonadaceae FAMILYA 0,6376 77,86 0 781
Perlucidibaca 0,5894 78,45 0 722
Diplorickettsia 0,5701 79,02 32 729
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