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Oz

Bu calismada, gokkusagi alabaligi (Oncorhiynchus mykiss) yavru yemlerinde balik unu yerine farkli
oranlarda aci bakla (Lupinus albus) unu ikamesinin (% 0(ABU,), 15(ABU;s), 30(ABUsy), 45(ABUys) ve
60(ABUy)) gokkusagi alabaligt TNF-a, IL-16 ve IL-8 genlerinin ekspresyon seviyelerindeki degisim ile bazi
immiinolojik parametreler iizerine etkileri belirlenmistir. Besleme denemesinde kullanilan yemler temel protein
kaynag1 balik unu ve aci bakla unu olmak {iizere ortalama %41,5 ham protein ve %18,1 yag igerecek sekilde
hazirlanmigtir. Besleme denemesinde kullanilan yemlerin esansiyel amino asit igeriklerinin tamami alabalik
gereksiniminden yiliksek oldugu gdzlenmistir. 60 giin siiren deneme sonunda her grupta 15 baliktan kan ve
karaciger doku ornekleri alinmistir. Alman kan 6rneklerinden lizozim (LiZ), myeloperoksidaz (MPO) ve
respiratori burst (RBT) aktivitesi analizleri karaciger doku orneklerinden gékkusagi alabaligina 6zgii B-aktin,
TNF-0, IL-18 ve IL-8 genleri lizerinden molekiiler tetkikler yapilmistir. Elde edilen bulgulara gore gokkusagi
alabalig1 yavru yemlerinde aci bakla unu kullanimina bagli olarak TNF-a, IL-18 ve IL-8 genleri ekspresyon
seviyelerinin ve LIZ ve RBT aktivitelerinin artis gosterdigi (p<0,05), MPO aktivitesi iizerine etkisi olmadig1
gozlenmistir. Sonug olarak aci bakla ununun gékkusagi alabaligi yemlerinde %60 oraninda balik unu yerine
ikame edilmesinin gokkusag: alabaliklarinda bagisiklik sistemini olumlu yonde etkiledigi sonucuna varilmigtir.
Anahtar Kelimeler: Oncorhynchus mykiss, Lupinus albus, gen ekspresyonu, bagisiklik sistemi

Effects on Some Immunological Parameters and Gene Expression Levels of Lupin Meal
(Lupinus albus) Replaced with Fish Meal in Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss)

Diets
Abstract

In this study, the effects of different replacement levels of fish meal by lupin (Lupinus albus) meal (0%,
ABUO; 15, ABUL1S;, 30, ABU30;, 45, ABU45 and 60 ABU60) were investigated in diet for rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) in terms of TNF-a, IL-18 and IL-8 genes expression levels and some immunological
parameters. Test diets were formulated and prepared to contain 41.5% crude protein and 18.1% fat with fish
meal and lupin meal as main protein sources. It was observed that the essential amino acid contents of the
experimental feeds was higher than the requirement levels for trout. Blood and liver tissue samples from 15 fish
from each group were taken at the end of the 60 days feeding experiment. Analysis of lysosome (LIZ),
myeloperoxidase (MPO) and respiratory burst (RBT) activities were performed from the blood samples and [-
actin, TNF-a, IL-18 and IL-8 genes, specific for rainbow trout expression levels, were measured from liver tissue
samples. According to the results, expression levels of TNF-a, IL-16 and IL-8 genes and LIZ and RBT activities
were significantly increased (p<0.05), while MPO activities did not present any differences by dietary
incorporation of lupin meal in rainbow trout feeds. As a result, it has been concluded that the use of lupin meal
as a fish meal replacer in rainbow trout feeds might positively affect the immune system in rainbow trout
fingerlins.
Keywords: Oncorhynchus mykiss, Lupinus albus, gene expression, immune system

Giris

Su tirlinleri yetistiriciliginin diinya gida iiretimine katkisi son yillarda artmistir (FAO, 2010).
Uretim sistemleri ve yontemlerindeki yenilikgi gelismeler ve yeni tiirlerin iiretime alinmasiyla birlikte
su {irinleri liretim endiistrisinin biiyiimesi hiz kazanmustir. Yetistiriciligi yapilan baliklarin 6zellikle
karnivor tiirlerin yemlerinde kullanilan temel protein kaynagi balik unudur (Peron vd. 2010; Welch vd.
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2010). Balik unu, yiliksek protein igerigine sahip olmasi, amino asit ve yag asidi profilinin dengeli
olmas1 ve sindirilme oraninin da yiiksek olmasi sayesinde balik beslemede énemli rol oynamaktadir
(Naylor vd. 2009; Hardy, 2010). Balik unu iiretimi, baslica dogal stoklardan avcilik yoluyla temin
edilen baliklara bagli olmasi nedeniyle, av miktarindaki degiskenlik balik unu fiyatlarinda da
dalgalanmalara neden olmaktadir Balik unu iiretimi 2004 yilinda 6084 milyon ton olur iken, 2013
yilinda 4672 milyon tona gerilemistir. Diinyada, 2012 yilinda balik ununun sektorel olarak
kullanimlart incelendiginde %68’lik kisminin su {irlinleri yetistiriciliginde, %?23’{iniin domuz
beslenmesinde, %7’sinin ise tavukculuk sektoriinde kullamildigi goriilmektedir (IFFO, 2015). Su
iriinleri yetistiricilik sektoriiniin bu denli bagimli oldugu balik ununun iiretim rakamlarinin giderek
distiigii ve yetistiricilik sektoriiniin de siirekli biiyiime halinde oldugu diisiiniildiiglinde, balik ununun
balik yemlerinde temel protein kaynagi olarak kullanilmaya devam edilmesi halinde su {irlinleri
yetistiricilik sektoriiniin uzun vadede siirdiiriilebilir olmasi miimkiin goriilmemektedir. Bu nedenle,
balik ununa alternatif olabilecek protein kaynaklarimin kullanilabilirligi ve ikame potansiyeli yogun bir
sekilde calisilmaktadir ve son yillarda yemlerde balik unu kullanim miktarlarinda 6nemli bir azalma
saglanabilmistir. Gokkusagi alabalifi (Oncorhynchus mykiss), cipura (Sparus aurata) ve levrek
(Dicentrarchus labrax) gibi karnivor baliklarda yemdeki balik unu oraninin %50’den %30’lara kadar
indirgenme saglanabilmistir (Tacon ve Metian, 2008).

Act bakla unu, dengeli besleme 6zelligi, lezzet, yliksek oranda sindirilebilir olmas1 ve fiyat
gibi oOzellikleri bakimindan balik yemlerinde kullanilma potansiyeli olan bir yem hammaddesidir.
Glencross ve ark. (2004) gokkusagi alabaligi yemlerinde sar1 ac1 bakla (Lupinus luteus) ununun balik
ununa %25’ oraninda ikame edilebilecegi ve bu durumda gokkusagi alabaliinda herhangi bir
biiylime kayb1 yaganmayacagi belirtilmistir. Atlantik salmon (Sa/mo salar) baliklarinda 74 giin siireyle
yapilan deneme sonunda iki farkli aci bakla tiiriiniin (L albus ve L. Angustifolius) yemlerde 250 g/kg
oraninda kullanilmasi halinde baliklarda herhangi bir olumsuzlugun goriilmeyecegi kaydedilmistir
(Salini ve Adams, 2014).

Yem igeriklerindeki herhangi bir dengesizlik veya ihtiyag duyulan besin maddelerde bir
azalma sézkonusu oldugunda balik sagliginda bazi olumsuzluklara bagl hastaliklar goriilebilmektedir.
Yemdeki besin degerlerinin optimum diizeyde tutulmasi, yemleme yonetiminin uygun olmasi, ve
yetistiricilik ortaminin da hijyen kurallarina uygun olmasi sayesinde hastalik risklerinin azaltilmasi
miimkiindiir. Son 30 yilda balik besleme iizerine yapilan ¢aligmalarda, yem igeriginin baliklarin
bagisiklik sistemini 6nemli derecede etkiledigi belirlenmistir. Ancak, yemlerde kullanilan bitkisel
kaynakli hammaddelerin balik sagligina olan etkileri konusunda yapilmis ¢aligmalar olduk¢a smirlt
sayidadir (Sicuro ve ark., 2010). Son yillarda immiinolojik genlerin 6zellikle sitokin genler ve
immiinolojik parametrelerin balik sagligi ve refahi {izerine yogun calismalar yapilmaktadir (Secombes
ve ark., 2001; Mohanty ve Saho, 2010; Hernandez ve ark., 2013).

Bu calismada, yemdeki balik unu yerine ikame edilen act bakla ununun, gokkusagi
alabaliginda bazi immiinolojik parametrelere ve immiin genlerin ekspresyon seviyelerine etkilerinin
belirlenmesi amac¢lanmistir.

Materyal ve Yontem

Calisma, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Deniz Bilimleri ve Teknolojisi Fakiiltesi, Canli
Kaynaklar Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir. Deneme 100 L kapasiteli kapali devre plastik
tanklarda yiiriitiilmiistir. Denemede giinliik olarak %10-15 oranlarinda su degisimi
gergeklestirilmistir. Ayrica otomatik zamanlayicilar yardimiyla 12 saat aydmlik; 12 saat karanlik
fotoperiyodu uygulanmigtir. Canakkale ilinde faaliyet gosteren ticari bir isletmeden getirilen
alabaliklar, fiberglas tanklarda stoklanmig ve denemeye baslamadan Once 20 giin siireyle deneme
ortamina adaptasyonlar1 saglanmistir. Adaptasyon doneminde baliklar giinde iki kez olacak sekilde
ticari alabalik yemiyle (Agromey) beslenmislerdir. Her deneme tankinda 30 adet balik olacak sekilde
450 adet (5 grup x 3 tekerriir X 30 balik/tekerriir) ortalama 13,92+0,32 g’lik gbkkusag: alabaliklar
bireysel tartimlar1 yapilarak stoklanmigtir. Baliklar giinde 2 defa olacak sekilde beslenmislerdir. 60
giinliik besleme denemesi sonunda baliklarin bazi immiinolojik parametreleri ve bazi immiin genlerin
ekspresyon seviyeleri belirlenmistir.

Balik yemi iireten ticari bir yem firmasindan temin edilen balik unu, soya unu, bugday unu,
misir nisastasi, balik yagi ve vitamin-mineral karisimi; nem, protein, yag ve kiil gibi besin madde
analizleri (AOAC, 1998) yapildiktan sonra %41 ham protein ve %18 ham yag igerigine sahip olarak
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bu hammaddelerden formiile edilmistir (Cizelge 1). Deneme yemleri % 0 (kontrol), %15, %30, %45
ve %60 ac1 bakla unu ilave edilerek hazirlanmistir. Yem yapiminda kullanilan hammaddeler
elendikten sonra Ogitiiliip, yem rasyonunda belirlenen sekilde tartilip 6nce kuru hammaddeler ve
sonrasinda sivi olan hammaddeler laboratuvar tipi karistirici ile homojen olana kadar karistirilmus,
agirliklarinin yarist kadar distile su ile hamur haline getirildikten sonra peletleme makinastyla 1 mm
boyunda peletlenmistir. Peletleme islemi sonrasinda nem oranlar1 yiiksek olan peletler yaklasik
40°C’de nem oranlar1 %10olana dek kurutulmus, deneme baslangicina kadar -20 “C’de saklanmustir.

Cizelge 1. Yem hammaddelerinin deneme yemlerinde kullanim oranlar1 ve gruplarin besin madde oranlar1 (%,
kuru madde)

Icerik (%) ABU, ABU;s ABU;  ABUg;s ABUg
Balik unu! 62 52,7 43,4 34,1 24,8
Aci bakla unu 0 15 30 45 60
Misir nigastasi 12 9 6 3 0.2
Bugday unu 12 9.3 6.6 3.9 1
Balik yag1’ 12 12 12 12 12
Vitamin Mineral’ 2 2 2 2 2
Toplam 100 100 100 100 100
Kimyasal kompozisyon (%)

Ham Protein 41,6 41,8 41,5 41,6 41,4
Ham yag 18,4 18,2 18,0 18,1 18,1
Ham kiil 9,56 9,20 8,90 8,56 8,25

"Hamsi balik unu. Koptur Balikgilik. Trabzon. Turkey

*Hamsi balik yag1. Agromarin Yem San. ve Tic. A.S.. izmir. Turkey

3Vitamin karigimi: Vitamin A. 18000 IU kg™'yem; Vitamin D5. 2500 IU kg 'yem; Vitamin E. 250 mg kg'yem Vitamin K. 12
mg kg™ yem; Vitamin B,. 25 mg kg''yem; Vitamin B,. 50mg kg 'yem; Vitamin B;. 270 mg kg'yem; Vitamin B. 20 mg kg™
'yem; Vitamin By,. 0,06 mg kg'yem; Vitamin C. 200 mg kg'yem; Folik asit. 10 mg kg'yem; Kalsiyum d—pantothenate. 50
mg kg 'yem; Biyotin. 1 mg kg™'yem; inositol. 120 mg kg'yem; Kolin Klorid. 2000 mg kg 'yem.

Mineral karigimi(mg kg™"): Fe. 75,3 mg; Cu. 12,2 mg; Mn. 206 mg; Zn. 85 mg; 1. 3 mg; Se. 0,350 mg; Co. 1 mg.

Cizelge 2. Deneme yemlerinin amino asit kompozisyonu ve gokkusagi alabaliginin amino asit ihtiyaci (g/kg)

EAA (g/kg) ABU, ABU;s ABU;, ABU,; ABU, Gokkusag alabahgr*
Arjinin 21,3 22,4 24,7 25,2 24,1 14
Lizin 38,2 35,8 33,1 24,5 22,6 21
Histidin 15,1 12,9 13,2 10,3 8,4 6
Fenilalenin 28,9 26,4 23,8 20,1 18,8 13
Leusin 32,9 29,7 242 21,6 19,9 18
izoleusin 21,1 18,7 15,9 12,3 11,1 10
Mitiyonin 14,1 13,6 11,9 11,1 9,8 8
Sistin 5,1 4,7 43 4,5 4.1 4
Valin 24,8 22,1 20,8 18,9 19,1 13
Treonin 21,7 19,8 19,1 17,9 16,1 14

*Ogino ve Hanri, (1980); EAA, Esansiyel amino asit

Baliklardan Serum Orneklerinin Alinmast

60 gilinlik besleme denemesi sonunda her bir tanktan 5 adet olmak {izere toplamda 15
balik/grup olacak sekilde baliklardan kan alimmustir. Baliklar deneme tanklarindan rastgele ve hizlica
yakalandiktan sonra, en kisa silirede dogal bir bayiltici olan ve yaygin olarak kullanilan karanfil yagi
(20 mg/L) bulunan kova igerisinde bayiltilmistir (Iversen ve ark., 2003). Bayiltma isleminden sonra
baliklarin aniis yiizgecinin hemen arkasi alkolle temizlenmis (kana mukoza karigmasimi onlemek
amaciyla) ve sonra 2,5 ml lik plastik enjektor yardimiyla kaudal venadan kan alinnustir. immiinolojik
analizler igin jelli tiiplere alinan kan 5000 dv/dk oraninda 10 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen
serum —80 °C’de immiinolojik analizler yapilana kadar saklanmigtir.
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Lizozim Aktivitesi

Lizozim aktivitesinin tespit edilmesi i¢in Nudo ve Catap (2011) tarafindan bildirilen yontem
kullamilmigtir. Ozetle, 25 pl serum 6rnegi 175 ul Micrococcus luteus siispansiyonuna (pH 5,8)
eklenmistir ve 96 plakada ornekler 30 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Okumalar
450 nm’de multiskan mikroplaka okuyucuda yapilmis ve standart kullanilarak (L6876 Sigma,
Lysozyme — yumurta akindan elde edilmis) pg/mL olarak standart egriden hesaplanmistir.

Myeloperoksidaz Aktivitesi

Myeloperoksidaz aktivitesi literatiirde bildirilen metotlarda bazi modifikasyonla analiz
edilmistir (Quade ve Roth 1997; Kumari ve Sahoo 2006). Analiz i¢in 10 pl serum 6rnegi 90 ul HBSS
soliisyonu ile seyreltilmistir. Devaminda bu karigima 3,3',5,5'- tetramethylbenzidine dihydrochloride
ve hidrojen peroksit i¢eren soliisyon ilave edilmis ve reaksiyon 2 dakika sonra 35 ul siilfirik asitle
durdurulmustur. Okumalar 450 nm’ de multiskan mikroplaka okuyucuda yapilmustir.

Respiratori Burst Aktivitesi

Fagositlerin respiratori burst aktivitesi Stasiak ve Baumann (1996) bildirdigi yontemde bazi
modifikasyon ile tespit edilmistir. Analizde her bir balik i¢in 50 uL kan 6rnegi poli-1-lizin kapli 96
plaka icerisine yerlestirilmistir. Devaminda 6rnekler 1 saat inkiibasyona birakilmis ve {ist faz atilip
ornekler HBSS ile 3 kez yikanmigtir. Yikama isleminden sonra herbir kuyucuga 100 pL % 0,2 NBT
soliisyonu ilave edilmis ve plaka 1 saat daha inkiibasyona birakilmigtir. Devaminda hiicreler %100
metanol ile 5 dakika fikse edilmis ve 3 kez % 70 lik metanol ile yikanmiglardir. Plakalar kuruduktan
sonra her bir kuyucuga 60 uL. 2 M potasyum hidroksit ve 70 pL DMSO ilave edilmis ve okumalar
multiskan spektrofotometrede (Thermo Multiskan Go) 620 nm de yapilmustir.

Molekiiler Analizler

RNA Izolasyonu ve RNA larin Kalite Kontrolii

60 giinliik besleme denemesi sonunda deney gruplarindan otopsi yapilarak alinan karaciger
doku ornekleri RNAlater Solusyonuna (ThermoFisher Scientific) alinmis ve -80°C’de uygulama
yapilana kadar saklanmistir.  -80°C’den c¢ikarilan Ornekler GeneJet RNA Purifikasyon Kit
(ThermoFisher Scientific) kullanilarak RNA izolasyonu yapilmis ve izole edilen RNA’larin kalitesi ve
miktar1 Multiskan™ FC Mikroplate Fotometre (Thermo) cihazi ile Sl¢iilmiistiir. Ayni zamanda agaroz
jelde RNA’larin kalitesi kontrol edilmistir.

DNaz Uygulamasi ve cDNA Eldesi

RNA’lardan DNA’y1 uzaklastirmak i¢in 1 pg kalip RNA, 1 pl 10X Reaksiyon Soliisyonu, 1 pl
RNaz icermeyen DNaz-I (Thermo Scientific) eklenerek ve niikleaz igermeyen su ile toplam hacim 10
ul’ye tamamlanmistir. Daha sonar 30 dk 37°C ve 10 dk 65°C’de inkiibasyona birakilmistir. DNaz-1
uygulanan RNA’dan RevertAid H Minus Single Strand ¢cDNA Sentez Kit (Thermo Scientific)
yardimiyla cDNA sentezi yapilmustir.

Primer Tasarimi

Oncorhynchus mykiss’a 6zgii f-aktin, TNF-a, IL-1f3 ve IL-8 genlerine ait mRNA dizilerinden
ve FastPCR 6.0 (Kalendar ve ark., 2009) bilgisayar paket programindan yararlanilarak primer tasarimi
gerceklesmistir. Primer dizileri, toplam baz uzunluklari ve gen bankasi numaralar1 Cizelge 3’de
verilmistir,

Cizelge 3. Calismada kullanilacak primer dizileri.

Gen Oligoniikleotid dizisi Uriin boyutu (b¢) Gen Bankas1 No
p-Aktin _F__GCCGCGACCTCACAGACTACC 126 NP _001117707.1
R CAAAGTCCAGCGCCACGTAGCA
TNF-a F GGGGACAAACTGTGGACTGA 1056 NM_001124357.1
R  GAAGTTCTTGCCCTGCTCTG B
IL-18 F  GGAGAGGTTAAAGGGTGGCGA 106 AJ223954
R TGCCGACTCCAACTCCAACA
1L-8 F  GAATGTCAGCCAGCCTTGTC 226 AJ279069.1
R TCCAGACAAATCTCCTGACCG
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Real-time PCR

Secilen genlerin ve housekeeping gen (f-Aktin) ekspresyonu, baliklarin karaciger
dokularmdan aliman 6mekler real-time PCR cihazinda incelenmistir. S-aktin, TNF-a, IL-1f5 ve IL-8
genlerine 6zgii tasarlanan primerler 6zgil olmayan baglanmayi1 engelleyecek sekilde tasarlanmustir.
cDNA’lar real-time PCR teknigi ve Maxima SYBR Green qPCR Master karisimi kullanilarak
cogaltilmistir. Bu amplifikasyon sirasinda cift zincirli DNA'ya baglanan SYBR Green miktari
florimetrik deteksiyon filtresiyle 6lciilmekte ve bu dlgiimlerde floresan 1s1ma, DNA {iriinii ile orantili
olarak degismektedir. Real-time PCR cihazi, erime egrisi analizi yapabilme 6zelligi ile primer dimer
olusumu ve 0zgilil olmayan amplifikasyon {iriinleri gibi hatalar1 gdzlemlemeye de olanak
saglamaktadir.

Real-time PCR reaksiyonlar1 hazirlanirken, standart egrilerin ¢izilebilmesi amaciyla kontrol
grubundan clde edilen ¢cDNA o&rneginden elde edilen Olglimlerle f-aktin arasindaki Ol¢limlerin
degerlendirilmesi asamasinda analiz programi ile standart egriler c¢izilmistir. Secilen zaman
noktalarinda eksprese olan f-aktin, TNF-a, IL-1f3 ve IL-8 gen ekspresyon miktarlar ile karaciger
dokularindan elde edilen ¢cDNA ile gen ekspresyon seviyeleri kontrol grubu arasindaki iliski
incelenmistir.

PCR karigimi, 1pl forward primer (10 pmol), 1 pl revers primer (10 pmol), 10 ul SybrGreen
karigimi (Maxima SYBR Green qPCR Master Karisimi ve ROX Soliisyonu, (Thermo Scientific), 1 ul
c¢DNA ve 7 ul su eklenmis, toplam hacim 20 ul’ye olacak sekilde ayarlanmistir. PCR’da her gene
0zgii dongii sayilar ve sicaklik degerleri Cizelge 4’de verilmistir.

Cizelge 4. Calisilan genlere ait PCR kosullari

Baslangic Ayrilma Ayrilma Yapisma Uzama Do
Gen  Sicakhk Siire Déngii  Sicakhk Sire Sicaklk Siire Sicakhk Sire "8

(°cO) (dk) Sayis1 (°cO) (sn) (°O) (sn) (°O) (sn) _Sj_'y
p-Aktin 95 10 1 95 30 55 30 72 30 35
TNF-a 95 10 1 95 30 59 30 72 30 40
IL-1 95 10 1 95 30 58 30 72 30 40
IL-8 95 10 1 95 30 58 30 72 30 40

Agaroz Jel Elektroforezi

Izole edilen RNA 6rneklerinin kalitesi agaroz jel elektroforezi ile goriintiilenmistir. Agaroz jel
miktar1 1g agaroz (Merck) ve 50 ml 1xTAE (Tris asetat EDTA) Soliisyonu (Merck) ile hazirlanmistir.
2 ul RedSafe renklendirme soliisyonu (Intron Biotechnology), yiikleme tamponu (6XTriTrack™ DNA
Loading Dye, Thermo Scientific), marker (Gene Ruler 50bp Marker Plus (Thermo Scientific)
kullanilmistir. Thermo Electron Corporatin 4000P Power Supply ile 70 V/cm 'da 1 saat kosturularak,
Jel Goriintiileme ve Analiz Sistemi ile (Vilber Lourmat) UV lamba altinda gériintiilenmistir.

Istatistiksel Analiz

Calismada, deney gruplarn arasindaki farklilik ve ortalamalar her bir gen bakimindan tek yonlii
varyans analizi (One-Way ANOVA) ve ikili Tukey testi ile yapilmustir. Tiim veriler SPSS 15,0
Windows paket programi kullanilarak analiz edilmistir.

Bulgular

Bu calismada, gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) yemlerinde aci bakla ununun
(Lupinus albus) gen ekspresyon seviyelerindeki etkisi karaciger dokusundan alinan oOrneklerle
incelenmistir. Baliklarin karaciger dokularmdan elde edilen RNA'larin safligit Multiskan™ FC
Mikroplate Fotometre (Thermo) cihazinda A260/A280 UV dalga boylarinda olgiilerek, emilim orani
2,0-2,3 arasinda olan ornekler tercih edilmis ve izole edilen RNA o6rneklerinden bazilar1 Sekil 1°de
gosterilmistir. Sekil 2’de gosterildigi gibi TNF-a, IL-1 ve IL-8 gen ekspresyon seviyelerindeki
degisime bakildiginda, % 0 (kontrol), %15, %30, %45 ve %60 aci bakla unu uygulanan gruplarda tim
genlerde doz artisina bagli olarak ekspresyon seviyesinin arttigi gézlenmistir. ABUgy grubu yemle
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beslenen grubun gen ekspresyon seviyeleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda belirgin sekilde farkl
bulunmustur (p>0.05). Besleme denemesi sonunda yemlerinde cesitli oranlarda aci bakla unu
kullanilarak beslenen gokkusagi alabaliklarinin serum immiinolojik bulgular1 Cizelge 5’te verilmistir.
Sonuglar incelendiginde, Respiratori burst aktivitesi (RBA) bulgular1 bakimindan ABU,s ve ABUg
grubu yemlerle beslenen gokkusagi alabaliklarinin ABU, (kontrol) yemi ile beslenen baliklardan
yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0.05). Benzer sekilde serum lizozim aktivitesi de (LiZ) ABUy,s ve
ABUg, gruplarinda kontrol grubuna gore yiiksek bulunurken (p<0.05) serum myeloperoksidaz
aktivitesi (MPO) deneme gruplar1 arasinda farklilik gostermemistir (p>0.05).
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Sekil 2. Baliklarin karaciger dokularindaki TNF-a, IL-1f8 ve IL-§ mRNA diizeylerinin S-aktin mRNA
diizeylerine gore nisbi degisimi. Farkli harfler p<0,001 seviyesinde deneysel gruplardaki etkinin istatiksel olarak
anlamli oldugunu gostermektedir (n=06).

Cizelge 5. Deneme siiresince immiinolojik parametrelerdeki degisimler

ABU, ABUjs ABU;, ABUjs ABUg,
RBA 0,14+0,05°  0,13+0,03° 0,11£0,04°  0,24+0,06 0,21+0,03%
LiZ (ug mL™) 7,46+3,17°  8,4442.36°  11,43+5,19% 11,8442,66™ 15,85+1,25"
MPO (UL™) 0,47+0,11*°  0,48+0,12°  0,52+0,06°  0,53+0,10° 0,56+0,07°

Ayni satirdaki iist yazilarla ayni harflere sahip degerler 6nemli 6l¢iide farkli degildir (P> 0.05).
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Tartisma

Gokkusagi alabaligi yemlerinde balik unu yerine kullanilabilecek birgok alternatif bitkisel
protein kaynagi test edilmistir. Bu ¢alismalar sonunda kullanilan alternatif protein kaynaklari, temel
protein kaynagi balik unu olan kontrol yemlerine nazaran biiylimeyi diistirmistiir (Gatlin ve ark.,
2007; Lim ve ark., 2008). Benzer sekilde, yetistiriciligi yapilan balik tiirlerinin yemlerine eklenen
bitkisel protein kaynaklari diisikk protein oranlari, dengesiz amino asit igerikleri ve yapilarinda
bulundurduklari toksinle ile anti besinler faktorleri sebebiyle baliklarin immiin sistemlerinide olumsuz
etkilemistir (Montero ve ark., 2003, 2010; Dong ve ark., 2000). Yemlerdeki balik unu ikame seviyeleri
yiikseldikge, alternatif kaynaklardan amino asitlerin icerigi ve biyoyararlanma giicii diisebilir. Bitkisel
proteinlerin, 6zellikle de besin zincirinde goriinmeyen bir kaynaktan elde edilen bitki proteinlerinin
dahil edilmesi, amino asit profilinde dengesizlige yol acabilir. Ancak, bu calismada gokkusagi
alabaliginin amino asit ihtiyacini karsilayacak sekilde yeme %15, %30, %45 ve %60 oranlarinda aci
bakla unu balik unu yerine kullamilmis ve serum lizozim aktivitesi, myeloperoksidaz aktivitesi,
respiratori borst aktivitesi ve bazi immiin genlerin ekspresyon seviyeleri incelenmistir.

Onceki balik besleme galismalarinda, yem bilesenlerinin baliklarda saglik durumunu ve gen
ekspresyon seviyelerini etkiledigi bildirilmektedir (Spielbawer ve Stahl, 2005). Mevcut c¢alismada,
TNF- a geninin ekspresyon seviyesi ABUg, grubu yemle beslenen grupta diger gruplar ile
karsilastinldiginda belirgin derecede yiliksek bulunmustur. Diger calisilan IL-18 ve IL-8 genlerin
ekspresyon seviyeleri gruplar arasinda farklilik gostermemistir. TNF- a dogustan gelen bagisiklik
sisteminin ve doku hasarimin belirlenmesi i¢in giivenli bir gostergedir (Secombes ve ark., 2001; Cho
ve ark., 2001). Karacigerde TNF- o geninin ekspresyon seviyesinin artisina benzer bir sonug, Sealey
ve ark., (2009) tarafindan yapilan bir ¢alismada, gokkusagi alabalig1 yemlerine %43 oraninda soya unu
kullanildiginda da tespit edilmistir. IL-168 ve IL-8 genleri balik bagisiklik sisteminde goérevli diger
onemli sitokinlerdir. Baligin bulasici hastaliklara yanit vermesinde aracilik eder. Bir¢ok ¢alisma TNF-
a, IL-1B8 ve IL-8 sitokinlerinin baliklarda beslenmeye bagli olarak degistigini gdstermistir (Kiron,
2012). Bu caligmanin sonuglarina dayanarak gokkusagi alabaligi yemlerinde balik unu yerine
kullanilan ac1 bakla ununun baliklarin immiin yanitlarini kuvvetlendirdigi ve olumsuz etki yaratmadigi
kanisina varilabilir. Benzer sekilde Nil tilapyasi (Oreochromis niloticus) yemlerine eklenen Spiriluna
ununun TNF- a ve IL-18 genlerinin ekspresyon seviyelerini arttirdigi bildirilmistir (Mahmoud ve ark.,
2018). Ayrica benzer sonuglar Gu ve ark., (2016) tarafindan balik unu yerine soya unu kullanilarak 60
giin boyunca beslenen kalkan (Scophthalmus maximus) baliklariin bagirsaklarinda da tespit
edilmisgtir.

Act bakla ununun baliklarda immiinolojik yanita olan etkilerini belirlemek igin yapilan
calisma sayist olduk¢a smurlidir. Lizozim, baliklarda spesifik olmayan bagisiklik sisteminin
tepkilerinde 6nemli rol oynar ve baliklarin serumlarinda, yumurtalarinda ve mukuslarinda bulunur. Bu
calismada serum lizozim aktiviteleri yem rasyonundaki aci bakla ununun artisina bagli olarak
yiikselmis ve en yiiksek ABUg, grubu yem ile beslenen baliklarda tespit edilmistir. Benzer sekilde
sicaklik uygulanmis soya unu kullanilan yemle beslenen kanal yayin baliginda (Ictalurus punctatus)
serum lizozim seviyesini artirmigtir (Peres ve ark., 2003). Rumsey ve ark. (1994) ve Krogdahl ve ark.
(2000) Atlantik salmon baliklarinda yiiriittiikleri ¢alismalarda yeme eklenen soya ununun baligin
biliylime performansini diisliriirken, serum lizozim miktarini artirdigini belirtmislerdir ve bunun
sebebinin yemde kullanilan soya ununun bagirsakta asir1 duyarlilifa neden olmasinin bir sonucu
olabilecegini kaydetmislerdir. Buna karsilik, Bransden ve ark. (2001) tarafindan yapilan c¢alismada
gokkusagi alabaligi yemlerine balik ununun %40’mma ikame edilen aci bakla ununun lizozim
aktivitesinde herhangi bir etki gostermedigi bildirilmistir. Baliklarda immiin sistemin diger bir
gostergesi olarak kabul edilen myeloperoksidaz aktivitesinin mevcut ¢alismada gruplar arasinda
farklilik gostermedigi tespit edilmistir. Bitkisel kaynakli hammaddelerde bulunan endojen anti-besin
faktorleri, isleme ve biyoteknolojik yontemlerle bertaraf edilmez ise, baliklara toksik etkiye yol
acabilir (Tacon, 1995). Bu sonuglara dayanarak aci bakla ununun gokkusagi alabaligi yemlerinde balik
ununun %60°’1 yerine ikame edilebilecegi, bu orana kadar yapilan katkinin balik sagligina herhangi bir
olumsuz etki gostermeyecegi sonucuna varilabilir. Ancak, Rumsey ve ark. (1994) mevcut ¢alismadan
farkli olarak gokkusagi alabaligi yemlerinde balik unu yerine soya unu kullanildiginda serum
myeloperoksidaz seviyesinin arttigini bildirmislerdir. Bu farklilik kullanilan hammaddeler {izerinde
uygulanan on islemlerden kaynaklanabilecegi gibi, i¢erdikleri tripsin inhibitorii, oligosakkaritler ve
lektin gibi anti-besin faktorlerden de kaynaklanabilecegi disiiniilmektedir. Ayrica, amino asitler,
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savunma mekanizmalarinda antikorlar gibi bir dizi proteinin sentezinde ve bagisiklik diizenleyici
olarak onemli fonksiyonlara sahiptir ve Ozellikle arginin, glutamin ve sistein bagisiklik ve hastalik
direncini artirict yoniiyle insan gidasinda ve hayvan besinlerinde yapilan c¢alismalarda One
¢ikmaktadir. Li ve ark. (2007) tarafindan da vurgulandigi gibi, yemlerin amino asit profilinde herhangi
bir dengesizlik besinlerin degerlendirme giiciine veya sindirilme oranlarma olumsuz etki
gosterebilecegi anlasilmaktadir. Yapilan bu c¢alismada da amino asit profilinin baliklarda ihtiyag
duyulan minimum diizeyin iizerinde olmasina 6zen gosterilmis ve sonuglarin amino asit profilinden
etkilenmemesi saglanmigtir.

Bu galigmada elde edilen sonuglara gore, gokkusagi alabaliklarinda yemdeki balik ununun aci
bakla unu ile %60 oraninda ikame edilebilecegi ve bu durumun baliklarin bazi serum immiin
parametrelerinde ve genlerin ekspresyon seviyelerinde herhangi bir olumsuzluga yol agmayacagi
sonucuna varilmistir,
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