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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Biyoyumak Sistemlerinde Mikrobiyotanin Zamana Bagli Degisiminin Metagenomik

Analizi
Atakan Pipilos
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Prof. Dr. Emre Keskin

Biyoyumak teknolojisi su iriinleri yetistiriciliginde yetistiriciligi yapilan canlinin besin
ihtiyaglarini karsilama, patojenite etmenlerine karsi direncini arttirma, canlinin ekonomik
degerini (boy, agirlik vb.) arttirma ve atik sularin geri kazanilmasi gibi degerli katkilari ile
son yillarda kullanim1 giderek artan bir teknoloji olarak yetistiricilikte yerini almaktadir.
Belirli bir ¢evrede toplanan mikroorganizma (bakteri, arke, viriis ve mantar) toplulugunun
sahip oldugu genetik materyal olarak tanimlanan mikrobiyom terimi biyoyumak
teknolojilerinin temelini olusturmaktadir. Yiksek verimli dizileme tekniklerini igeren
cevresel DNA metabarkodlama gibi modern molekiiler teknikler kiiltiire edilemeyen tiirlerin
de dahil edildigi, mikrobiyal ¢esitlilige daha kapsamli bir bakis agis1 firsat1 saglayarak
biyoyumak sistemlerine farkli (karbon ve azot kaynaklarinin kullanimi, karbon:azot oranini,
sicaklik ve hava alimi parametrelerinin degisimi, probiyotik ve prebiyotik katkisi vb.)
faktorlerin eklenmesi veya degistirilmesi sonucu elde edilecek mikrobiyal taksonomik
profillerin incelenmesini olanakli kilmaktadir. Bu ¢alismada dort periyottan olusan 21
glinliik 6rnekleme siirecinde konaktan bagimsiz kapali devre bir biyoyumak sisteminin farkl
katkilar sonucu icerdigi mikrobiyom profilinin degisimi taksonomik olarak eDNA

metabarkodlama ve yeni nesil dizileme metotlar1 kullanilarak takip edilmistir.

2024, 142 sayfa

Anahtar kelimeler: Mikrobiyom, Cevresel DNA (eDNA), Metagenomiks, Biyoyumak
teknolojisi



ABSTRACT
Msc Thesis
Metagenomic Analysis of Time-Dependent Change of Microbiota in Biofloc Systems
Atakan Pipilos
Ankara University, Biotechnology Institute
Prof. Emre Keskin

Biofloc technology has taken its place in aquaculture as a technology whose use has been
increasing in recent years, with its valuable contributions such as meeting the nutritional
needs of the organisms raised in aquaculture, increasing its resistance to pathogenic factors,
increasing the economic value of the organism (height, weight, etc.) and recycling
wastewater. The term microbiome, defined as the genetic material of a community of
microorganisms (bacteria, archaea, viruses and fungi) collected in a certain environment,
forms the basis of biofloc technologies. Modern molecular techniques such as environmental
DNA metabarcoding, which include high-throughput sequencing techniques, provide the
opportunity for a more comprehensive perspective on microbial diversity, including non-
culturable species, and provide the opportunity for a more comprehensive perspective on
biofloc systems (use of carbon and nitrogen sources, carbon:nitrogen ratio, change of
temperature and air intake parameters, etc.). It makes it possible to examine the microbial
taxonomic profiles that will be obtained as a result of adding or changing factors (probiotic
and prebiotic contribution, etc.). In this study, during a 21-day sampling period consisting
of four periods, the change in the microbiome profile of a closed-circuit biofloc system
independent of living things as a result of different contributions was followed

taxonomically using eDNA metabarcoding and next-generation sequencing methods.
2024, 142 pages

Keywords: Microbiome, Environmental DNA (eDNA), Metagenomics, Biofloc
Technology



TESEKKUR

Yiiksek lisans yolculugum boyunca bir rehber ve akil hocasi olarak yanimda olan, beni
manevi, maddi ve akademik anlamda destekleyen kiymetli danismanim Prof. Dr. Emre

Keskin'e,

Her animda desteklerini hissettigim, gii¢lii bir ekibin pargasi olmaktan gurur duydugum

Evrimsel Genetik Laboratuvari (eGL) ekibine,

Tez calismamin her asamasinda bana ilham ve cesaret veren degerli hocam Prof. Dr.

Erctiment Geng'e,
TUBITAK 2210-A Yurt I¢i Lisansiistii Burs Programi ile beni destekleyen TUBITAK ’a,

Tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

ETIK BEYAN ..ot I
OZET ..o iii
ABSTRACT .o iv
TESEKKUR ......ooooiiiiiieeeeeee e \Y4
ICINDEKILER .......ocooiiiiiiiiiiiee e Vi
SEKILLER DIZANI......ooooooiviiiiiiiiiiee s X
CIZELGELER DIZINI.......c.ooooooioiiiiiiieeeees e, Xiv
SIMGELER DIZINT ..o XVi
L GERIS oo 1
2. KURAMSAL TEMELLER. ..ottt 3
2.1. BIYOYUMAK TEKNOLOJIST .....coiiiiiiiiiiiiiiii it sneeennnea e 3
2.2. DNABARKODLAMA ......oovioeieteeeeeeeeeseve s ses s s sen s 5
2.3. CEVRESEL DNA (EDNA) .....couviieieeeeeeeeeeeeeesee e ses s tes e sesses s sen s 6
2.4. CEVRESEL DNA (EDNA) METABARKODLAMA ........c.coooiveieeieeeree e 7
2.5, IMIKROBIYOM .....ooiiiiiiiiiiiiiiiiesiie e siee e siiee st e s ste et e e s e et e e s b e e s sn e e ssbeeeanaeeeasneeanseeeas 8
3. GEREKCE VE AMAC ... 10
4. MATERYAL VE YONTEM ........ooooiiiiiiiie e 12
8.1, MATERYAL w.oooeeeeeee ettt 12
L Y AN N 10 Y N0 4 21 3 R 12
4.1.2. BAKTERI KULTURUNDE KULLANILAN BESIYERLERI......cccveiiiiieiiieeiieeciiveeesiie e 14
O A R G 15 2 <) | <) o L TP OPPRO 14

Vi



4.1.2.2. S1VI BESIYETI...cueiiiiiiiiieiiee e 14

4.1.3. BivoYUMAK OLUSUMUNDA KULLANILAN KARBON VE AZOT KAYNAKLARI .......... 15
4.1.4. BivOYUMAK OLUSUMUNDA KULLANILAN PROBIYOTIKLER .......ccoevvviiiiiiiiiieieeeeeeene 16
4.1.5. CEVRESEL DNA ORNEKLEMESINDE KULLANILAN MATERYALLER .....ccvevvvrveerennnan, 16
8.2, YONTEM.......oooiiiiiiiiiniinsisie sttt ss skttt 17
4.2.1. BAKTERI SUSLARININ KULTURU .....ceiitiiiiiiiitieeeeciiee e e e eteee e s settee e e s etree e e e envae e e s enreeeeens 17
4.2.2. BiYOYUMAK OLUSUMU VE SURDURULMEST ....ccutiiiiiiiieiiiiniie e 18
4.2.3. CEVRESEL DNA (EDNA) IZOLASYONU ....ocvviviveieieicieeieeee e 22
4.2.3.1. Steriveksten eDNA 1Z0laSYOnU...........ccvveeeviicveiieereiieie e 22
4.2.3.2. Kati Biyoyumaktan eDNA 1Z0laSyonu..........cccevvevevereireererseeesieseee e 23
4.2.4., POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU .....cciuiiiitianieisiiesiiesreesteeaneesieesneesiessnseesneessneessnens 24
4.2.5. KUTUPHANE HAZIRLIGT ..ccuviiiiiiaiiiiiiesiee sttt nnee s 25
4.2.5.1. Indeksli Polimeraz Zincir ReaKSiyONU.............cccevevriirerirersiesesesiseseescsesesennsenn, 25
4.2.5.2. Kiitliphane Olusturma ASAMAST ........cciveeririiuierieiiee e seee e sieesiee e e seeeenaeesseeas 27
4.2.5.2.1. PZR Clean-Up ASAMAST.......ccuruiruirieiiriinieieiisieseeisie et 28
4.2.5.2.2. INAEKS PZR ....oovviiieieeieieeeecee ettt 29
4.2.5.2.3. Tkinci PZR Clean-Up ASAMASI ..........ccecevrverirerereiiisiseresessssessesesesesssesssesesesenns 30
4.2.5.3. Kiitliphane ValidaSyOnU...........cccueriiiiiieiiiiiiieii et 32
4.2.5.4. Kiitliphanenin Pool EdilMesi ........cccccoiiiiiiiiiiiiiiicee e 32
4.2.6. BiYOINFORMATIK ANALIZLER .....coiiuiiiuiiiitienieeaiiesiee st esieesseesieesneesseesnseesineanneeseneas 33
4.2.6.1.  Verilerin FIreleNMESI ......cc.viiiiiie e 33
4.2.6.2. Taksonomik Tanimlama ...........ccccccireiiiiieiiie e 34

vii



A.2.6.2.1. SILVANQS ..ottt ettt b et nae e nnne s 34

4.2.6.2.2. GENEIOUS BLAST ...ttt 35
5. ARASTIRMA BULGULARI..........ooooioiiiiiiiiii it 36
5.1. BIYOYUMAK OLUSUMU........cccoviiiiieiieeieieee et sn s 36
5.2. MOLEKULER ANALIZ SONUCLARI ...........c.cocooviitiiiieireeressiessesens s 36
5.2.1. SPEKTROFOTOMETRE SONUCLARI ........ccocoviiiiiieieiesiese e 36
5.2.2. DNAIZOLASYON SONUCLARI ....ccceiteiiiiteteeeeee e, 38
5.2.3. POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU SONUCLARI.......cccocesvrreereeeeieereienan, 38
5.2.4. INDEKSLIPOLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU SONUCLARI...................... 40
5.2.5. KUTUPHANE ASAMASI SONUCLARL........cccccecsveveieteeeeeeeeeeieseneseseeeien s, 41
5.2.5.1. Qubit OIGHMIE SONUGIATT ...cv.vvvvveeeeeieietee ettt 41
5.2.5.2. Bioanalyzer SoNnUGIart.........ccccoviiiiiiiiiiiiiie 43
5.2.6. YENINESIL DIZILEME SONUCLARI .......ccccciiitiieeiiitreeesaireeeesaiseeeessassesesssssesesssnseseesns 44
5.2.7. TUR DUZEYINDE TAKSONOMIK PROFILLEME SONUGCLARI.......c.cccceiiiuieeeeiiiieeeeeiinreeeenns 48
6. TARTISMA VE SONUC ... ..ottt ittt iiiseiiiesiniie s i 80
B.1. TARTISIMA ..o eeeeeeee ettt et s et e s e et e s et s et et et es et e s e eeeeene. 80
6.1.1. BIYOINFORMATIK ANALIZ SONUCLARI .......coovviveeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeees 80
6.1.1.1. Filum Diizeyinde Taksonomik Profil ...........c.ccocoiiiiiiiiiiiniicc e 80
6.1.1.2. Tir Diizeyinde Taksonomik Profil ...........ccccooviiiiiiiiiiiiiiee, 84
6.1.1.2.1. Calisma Baslangici (t0) ve Calisma Sonu (t3) Baskin Tiirlerin Profili ............ 95
6.1.1.2.2. Vibrio Cinslerinin Dagilimi ..........ccccoiiiiiiiiiiiiieicseee e 103
B.2. SONUC ... et ee e s e ee et ee et e e ee e 105

viii



KAYNAKLAR ...cooooooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeseseneenanssnssnsnssnssneanenssnsanensenssnennenssnssnenssnesesseeneses 107
OZGECMIS ..o HATA! YER ISARETI TANIMLANMAMIS.
TEZDEN CIKAN YAYINLAR ......o.ooooovoooooeeeeereeeeeerereerensessnesnensensenensenesneseenesnes 124




SEKILLER DiZiNi

Sekil 4.1. Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii, Mikrobiyoloji laboratuvari (Akgelik

Sekil 4.3. Sterivex filtreleme a$amast .........coveeieriiieiie i 13

Sekil 4.4. Agrigenomics Hub (AgriGx) Hayvan ve Bitki Genomik Aragtirmalar1 Inovasyon

Merkezi GENOMIK SEIVIS BITTMi.....ccoo oottt 14

Sekil 4.5. Bacillus cereus ve Bacillus Thurgiensis Israilersis suslarinin inkiibasyon sonrasi

katt agardaki GOTUNTUST ........veiveeiiiieiieie s 17

Sekil 4.6. B.cereus inkiibasyon 6ncesi (A), B. Thurgiensis Israilersis inkiibasyon oncesi (B),
B.cereus inkiibasyon sonrasi (C), B. Thurgiensis Israilersis inkiibasyon sonrasi (D) sivi

DESTYETT GOTUNTIIETT . ..ottt ettt b et e et e te e i e nes 18

Sekil 4.7. Biyoyumak deneme gruplari kapali biyoyumak sistemi, sekil tizerinde belirtilen

kisaltmalarin anlamlar1 Cizelge 4.7.’de ifade edilmiStir..........coooveeiiiiiiiiiiiiie e 19

Sekil 4.8. Gorsel materyal " Preparing 16S Ribosomal RNA Gene Amplicons for the

[Nlumina MiSeq System’’ protokol kitapgigindan Tiirk¢e’ye cevrilmistir. ...........cccecvveennne 27
Sekil 4.9. Kiitiiphane pool asamas1 formiillasyonu ............cccevieiiiiienin e 33
Sekil 4.10. SILVAngs amplikon veri girdi parametreleri ........ccooovvvverieiiiiiniciiiicieeee 35

Sekil 5.1. 21. Giiniin sonunda biyoyumak orneklerinin imhoff hunisi ile yogunluk 6l¢iimii

Sekil 5.2. DNA izolatlariin %]1'lik agaroz jel goriintiisii. KB: Kilo Baz, L:Ladder,

NO,N1,N2 ve N3 4 zaman periyoduna ait arazi negatifleri ...........ccccooevevie i, 38
Sekil 5.3. 16sV3 primeri gradiyent PZR agaroz jel gorintlisti............cccovrivviiiiinieninennnnn 39



Sekil 5.4. Orneklerin 16sV3 primeri ile gerceklestirilen PZR agaroz jel goriintiisii........... 40

Sekil 5.5. Orneklerin indeksli 16sV3 primeri ile gerceklestirilen PZR agaroz jel goriintiisii

............................................................................................................................................. 41
Sekil 5.6. Amplikon kiitiiphanelerinin Bioanalyzer elektroferez goriintileri ..................... 43
Sekil 5.7. Amplikon kiitiiphanelerinin Bioanalyzer FU c¢izelgeleri..........c.ccccoovriieninnnne 44
Sekil 5.8 Amplikon Dizilerinin Dizi Sayisini Ifade Eden FastQC Grafigi ...........cc..co........ 46

Sekil 5.9 Amplikon Dizilerinin Okuma Bas1 Kalite Skorunun Ortalamasini1 Ifade Eden
FastQOC GIafiSl ...ooveiviiiiiiiiiii e 47

Sekil 6.1. Probiyotik katkis1 yapilmamig (K) biyoyumak zamana baglh filum diizeyinde
OTU EGISIM 1.ttt b et b btk e bt et s et e et an e s b e e b e ennenneas 80

Sekil 6.2. Bacillus cereus katkisi yapilmis (BC) biyoyumak grubunun zamana baglh filum
dizeyInde OTU deGISIMI......ciouiiiiiiiiiiiie i 81

Sekil 6.3. Bacillus thuringiensis katkisi yapilmis (BT) biyoyumak grubunun zamana bagli
filum diizeyinde OTU deZISIMI ......coivieiiiiiieiieiieeree e 82

Sekil 6.4. Probiomax katkist yapilmis (P) biyoyumak grubunun zamana bagli filum
dizeyInde OTU deGISIMI...c..eiuiiiiiiiiiiiie i 82

Sekil 6.5. OLVIT Probiotics katkist yapilmis (O) biyoyumak grubunun zamana bagli filum

dUZeyINde OTU deGISIMI.....eciuiiiiiiiieiiie ettt be e be e neeas 83
Sekil 6.6. Probiyotik Katkis1 Yapilmayan Kontrol (K) Biyoyumak Grubu (t0) ................. 85
Sekil 6.7. Probiyotik Katkis1 Yapilmayan Kontrol (K) Biyoyumak Grubu (t1) ................. 85
Sekil 6.8. Probiyotik Katkis1 Yapilmayan Kontrol (K) Biyoyumak Grubu (t2) ................. 86
Sekil 6.9. Probiyotik Katkis1 Yapilmayan Kontrol (K) Biyoyumak Grubu (t3) ................. 86
Sekil 6.10. Bacillus cereus Katkisi Yapilmis (BC) Biyoyumak Grubu (t0) .........c..cceeneee. 87

Xi



Sekil 6.11. Bacillus cereus Katkisi Yapilmis (BC) Biyoyumak Grubu (t1) .....cccovvvvennenne. 87
Sekil 6.12. Bacillus cereus Katkis1 Yapilmis (BC) Biyoyumak Grubu (t2) ........ccoveunneee. 88
Sekil 6.13. Bacillus cereus Katkis1 Yapilmis (BC) Biyoyumak Grubu (t3) .........ccccvvennenne. 88
Sekil 6.14. Bacillus thuringiensis Katkis1 Yapilmis (BT) Biyoyumak Grubu (t0) ............. 89
Sekil 6.15. Bacillus thuringiensis Katkis1 Yapilmig (BT) Biyoyumak Grubu (t1) ............. 89
Sekil 6.16. Bacillus thuringiensis Katkis1 Yapilmig (BT) Biyoyumak Grubu (t2) ............. 90
Sekil 6.17. Bacillus thuringiensis Katkist Yapilmis (BT) Biyoyumak Grubu (t3) ............. 90
Sekil 6.18. Probiomax Katkis1 Yapilmis (P) Biyoyumak Grubu (t0).........cccooveiiieiirnnnnne 91
Sekil 6.19. Probiomax Katkis1 Yapilmis (P) Biyoyumak Grubu (t1)........ccoovvviinicrnennnne 91
Sekil 6.20. Probiomax Katkis1 Yapilmis (P) Biyoyumak Grubu (£2)........ccoevvviiiiervenenne 92
Sekil 6.21. Probiomax Katkis1 Yapilmis (P) Biyoyumak Grubu (t3).......cccceviiiiiiiinnnnne 92
Sekil 6.22. OLVIT Probiotics Katkist Yapilmis (O) Biyoyumak Grubu (t0) ..................... 93
Sekil 6.23. OLVIT Probiotics Katkist Yapilmis (O) Biyoyumak Grubu (t1) ........ccceeneee. 94
Sekil 6.24. OLVIT Probiotics Katkist Yapilmis (O) Biyoyumak Grubu (t2) ..................... 94
Sekil 6.25. OLVIT Probiotics Katkist Yapilmis (O) Biyoyumak Grubu (t3) ..........c.c...... 95
Sekil 6.26. Biyoyumak deneme gruplarinda t0 zamaninda en ¢ok temsil edilen iig tiir...... 96
Sekil 6.27. Probiyotik katkis1 yapilmayan kontrol (K) biyoyumak grubunda en ¢ok temsil
a1 (o I Lo 13 AU PR OPPOT 97
Sekil 6.28. Bacillus cereus katkis1 yapilmis (BC) biyoyumak grubunda en ¢ok temsil edilen
L8 (o 11 SRR PR 98
Sekil 6.29. Bacillus thuringiensis katkist yapilmis (BT) biyoyumak grubunda en ¢ok temsil

edilen tig tlir

xii



Sekil 6.30. Probiomax katkisi yapilmis (P) biyoyumak grubunda en ¢ok temsil edilen ii¢ tiir

Sekil 6.32. Vibrio tiirlerinin biyoyumak deneme gruplarinda t0 ve t3 zamanlarindaki

YUZACIK TEIMSTLT .ot 103

Sekil 6.33. V. proteolyticus (t0-P,t3-P) ve V. alginolyticus (t0-A,t3-A) tiirlerinin biyoyumak

deneme gruplarinda t0 ve t3 zamanlarindaki temsili.........cccocveiieiiiniicnii e 104

Xiii



CIZELGELER DIiZiNi
Cizelge 4.1. Katl DESIYETT ICETIST ..ovveuriiieiiiiiiiiiisieeie et 14
Cizelge 4.2. S1VI DESIYEIT ICRTIZT.cuvviiiuviiiiiiieiiiiie it e st sie e et e et e e e e sbn e ie e s abeeenneeas 15

Cizelge 4.3. Biyoyumagin siirdiiriilmesi icin gerekli K/A ve 1 kg yem igin ger¢eklesecek

karbon eklemesine iliskin hesaplama ............cccccooiiiiiiiiiiic 15
Cizelge 4.4. Caligmada kullanilan ticari probiyotikler ve mikroorganizma igerikleri ........ 16
Cizelge 4.5. Cevresel DNA 6rnekleme asamasinda kullanilan materyaller........................ 16
Cizelge 4.6. Biyoyumak deneme gruplar1 kisaltmalar1 ve gerceklestirilen denemeler ....... 19

Cizelge 4.7. Biyoyumak deneme gruplarindan alinan 6rneklerden miktarlar1 ve drnekleme

TAMTNIEIT L. 20
Cizelge 4.8. 16SV3 PrIMET DIl@IST...ceiuvieiiiiiiieiiiiiiesiie e 24
Cizelge 4.9. 5x Firepol Master Mix Reaktif protokolii ..........cccooveviiiiiiiiiiiiiicn, 24
Cizelge 4.10. 5x Firepol Master Mix dongii protokolii...........ccccvviieiiiiiieniiic e 25
Cizelge 4.11. 5x Firepol Master Mix dongii protokolii..........cccccvviieiiiiiieniiic e 25
Cizelge 4.12. 16sV3 indeksli primer bilgisi .........cceeiiiiiiiiiiiiii e 26
Cizelge 4.13. 5x Firepol Master Mix reaktif protokolii............cccoevviviiiiiiiiiiiiicn, 26
Cizelge 4.14. 5x Firepol Master Mix dongii protokolili..........cccccvviiiiiiiieniice s 27
Cizelge 4.15. Nextera ikili XT indekslerinin 6rnekler ile eslestirilmesi ............ccceevivveenneee. 29
Cizelge 4.16. Nextera ikili XT indeks PZR profili.........cccooviiiiiiiiiiiiiceen 29
Cizelge 4.17. Nextera ikili XT indeksleri PZR dongti profili ........cccovvvviiiiiiiiiiiciiicn, 30
Cizelge 5.1. DNA izolatlarinin nanospektrofotometre 6lglim sonuglart .........cccccveevivveennnen. 37

Xiv



Cizelge 5.2. Amplikon kiitiiphanelerinin Qubit 6l¢iim sonuglart...........occeevieiiiiiiiiiennnns 42

Cizelge 5.3. Dizilerin ham ve ¢esitli filtreler sonrasi okuma sayilari........cc.ccooeveiiiiieeninnns 45
Cizelge 5.4. K biyoyumak denemesi sistemi tiir diizeyinde taksonomik profili ................. 48
Cizelge 5.5. BC biyoyumak denemesi sistemi tiir diizeyinde taksonomik profili............... 53
Cizelge 5.6. BT biyoyumak denemesi sistemi tiir diizeyinde taksonomik profili............... 61
Cizelge 5.7. . P biyoyumak denemesi sistemi tiir diizeyinde taksonomik profili................ 67
Cizelge 5.8. O biyoyumak denemesi sistemi tiir diizeyinde taksonomik profili.................. 73

XV



SIMGELER DiZiNi

ng

ul
uM
Bp
dk
dNTP
PZR
DNA
uv
BFT

°C

Mikrogram

Mikrolitre

Mikromolar

Baz cifti

Dakika

Diniikleotittrifosfat

Polimeraz zincir reaksiyonu
Deoksiribontikleik asit

Ultraviyole

Biofloc Technology (Biyoyumak Teknolojisi)

Santigrat derece

XVi



1. GIRIS

Su iirlinleri yetistiriciligi Diinya’da biiyiime hizi en yiiksek olan gida endiistrilerinden biri
olmaktadir. Son yillarda su triinleri yetistiriciligi aktiviteleri iiretimi arttirmak i¢in kiiltiir
sirasinda c¢esitli katki maddeleri ve destekleyicilerin kullanimi artmigtir. Hormonlar,
vitaminler, antibiyotikler ve probiyotikler kullanimi artan bu maddeler arasinda
bulunmaktadir. Kolloid bir ¢ozeltide cesitli bakteri, mikroalg, mantar ve organik materyaller
igeren topaklanmis pargaciklarin formasyonu olarak ifade edilen biyoyumak teknolojisi su
triinleri yetistiriciliginde yetistiriciligi yapilan canlinin besin ihtiyaglarin1 karsilama,
patojenite etmenlerine karsi direncini arttirma, canlinin ekonomik degerini (boy, agirlik vb.)
arttirma ve atik sularin geri kazanilmasi gibi degerli katkilari ile son yillarda kullanimi

giderek artan bir teknoloji olarak yetistiricilikte yerini almaktadir.

Belirli bir ¢evrede toplanan mikroorganizma (bakteri, arke, viriis ve mantar) toplulugunun
sahip oldugu genetik materyal olarak tanimlanan mikrobiyom terimi (1) biyoyumak
teknolojilerinin temelini olusturmaktadir. Bir biyoyumak sisteminin i¢erdigi mikrobiyom
profili uzun yollar boyunca bakteriyel ¢esitlilik ¢aligmalar1 bakteri ¢esitliliginin yalnizca %1
— 15’ini tespit edebilen kiiltiire bagimli caligmalar ile simirlandirilmistir. Yiiksek verimli
dizileme tekniklerini igeren ¢evresel DN A metabarkodlama gibi modern molekiiler teknikler
kiiltiire edilemeyen tiirlerin de dahil edildigi, mikrobiyal ¢esitlilige daha kapsamli bir bakis
acist firsati saglayarak biyoyumak sistemlerine farkli (karbon ve azot kaynaklarinin
kullanimi, karbon:azot oranini, sicaklik ve hava alim1 parametrelerinin degisimi, probiyotik
ve prebiyotik katkis1 vb.) faktorlerin eklenmesi veya degistirilmesi sonucu elde edilecek

mikrobiyal taksonomik profillerin incelenmesini olanakli kilmaktadir.

Bir mikrobiyomu olusturan canlilar arasinda bakteriler i¢in 16S rRNA (2), mantarlar i¢in
ribozomun dabhili transkribe edilen bosluk (ITS) bolgesi (3) ve okaryotlar i¢in 18 rRNA (4),
bolgesi evrensel barkod bolgesi elde edilen total DNA’da polimeraz zincir reaksiyonu ile
hedef alinarak g¢ogaltilir ve cogaltilan bu bolge yeni nesil dizileme platformlar1 kullanilarak
yiiksek verimde dizilenir. Yeni nesil dizileme platformundan ¢ikt1 olarak alinan dizi bilgileri
biyoinformatik i akislar1 ve igerdikleri filtreler ile islenerek incelenen sistemde (biyoyumak

teknolojisi) bulunan mikroorganizmalarin taksonomik profilini ¢ikarir.



Konaktan bagimsiz bir biyoyumak sisteminde farkli probiyotik katkilar1 ve farkli
zamanlarda belirtilen is akis1 ile ¢ikarilacak mikrobiyom profilinin sisteme yapilan

miidahaleler sonucu ve zamanin farkli periyotlarindaki goriintiisiiniin olas1 biyoyumak

formiilasyonlarina yon verecegi 6n goriilmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. BIYOYUMAK TEKNOLOJISi

Giin gectikge artan insan niifusunun gereksinimlerini karsilamak {izere besin iiretimi igin
gerekli olan su ve karada bulunan dogal kaynaklarin kitlig1 ve tahribi gibi sorunlarla karsi
karsiya kalinmaktadir. 2030 ve 2050 FAO ve Diinya Bankas1 projeksiyonlarina gére 2050
sonras1 diinya niifusu tath su kaynaklart bakimindan tasima kapasitesine ulasacagindan
karada tarim yapmanin giiclesecegi ifade edilmektedir (FAO 2020). Su kaynaklarim
korumak ve en az diizeyde kirletmek oniimiizdeki yillarda temel hedef olarak belirlenmistir.
Bu kapsamda su Tirtinleri yetistiriciligi birgok iilkede ideal besin iiretim secenegi olarak
kabul gormektedir. Kara ve su kaynaklarinin giderek azalmasi nedeniyle su iiriinlerini
yetistiriciliginin stirdiiriilebilirligi iretim ¢evrelerinin gelistirilmesi, iiretimin artmasi ve su
tiriinleri teknolojilerinin gelistirilmesine baglidir. Biyoyumak teknolojisi son yillarda
stirdiiriilebilir bir su trinleri yetistiriciligi sistemi olarak 6ne ¢ikmaktadir. Biyoyumak
teknolojisi konsepti 1970’lerde tanimlanmasina ragmen bu alanda detayli arastirma ve
gelisimler ancak 1990’larin basinda olumlu sonuglarin elde edilmeye baslamasi ile kabul

gormeye de baglamistir (5) (6).

Uluslararas1 tarim sozliigline gore biyoyumak teknolojisi (Amerika Birlesik Devletleri
Tarim Bakanligi, North Bend, ABD) ¢’Bakteri, alg veya protozoalarin partikiil haldeki
organik maddeler ile bir matriks halinde kiimelenmesi ve bu yapinin su iirlinlerinde su
kalitesini gelistirmekte, atik yOonetiminde ve hastalik Onlemede kullanilmasi’’ olarak
tanimlanmaktadir. Biyoyumak teknolojisi azot bakimindan zengin atiklarin cesitli
mikroorganizmalar (heterotrofik bakteriler) kullanilarak hem sistemdeki atik suyun geri
kazandirilmast hem de iiretilen mikroorganizmalarin su iriinlerinde yem olarak

kullanilmasini hedeflemektedir (7).

Karides yetistiriciliginin kiiresel su iirlinleri yetistiriciligine olan katkis1 son on yilda kayda
deger bicimde artmustir. Yetistiriciligi yapilan karidesler 2018 yilinda %76,6 artarken sucul
bitkiler dahil kiiresel anlamda su tiriinlerinin %7,3’lin{i olusturmaktadirlar (FAO 2020). Bu
artista su kalitesini ve besin alimini iyilestiren biyoyumak teknolojilerinin katkist oldugu

diistiniilmektedir. Yetistiricilik tipine gore (i¢ veya dis) farkli biyoyumak sistemleri



gelistirilmistir. Askida gelistirme sistemleri, bagh gelistirme sistemleri ve hareketli biyofilm

reaktorli farkli biyoyumak teknolojisi tiplerine 6rnek olarak verilebilir.

Biyoyumak teknolojisi ile yapilan su iirlinleri yetistiriciliginde verimi etkileyen cesitli
faktorler bulunmaktadir. Bu faktérlerden en onemlisi heterotrofik bakterilere besin kaynagi
gorevini listelenen karbon kaynaklari ve karbon/azot oranidir. Klasik bir biyoyumak sistemi
mikrobiyal iiretimin saglanmasinda uygun karbon/azot dengesini saglamak icin dis bir
karbon kaynagina ihtiya¢ duymaktadir. Biyoyumak sistemindeki heterotrofik bakteriler
karbonu enerji kaynagi, azotu ise hiicresel protein sentezi igin kullanmaktadirlar.
Amonyagim immobilizasyonu bakteriler tarafindan alinan karbon miktaria ve bu karbonun
hiicresel kullanim verimine baglidir. Asir1 organik karbon takviyesi yiiksek karbon/azot
oranina yol agacagindan ¢okelti katilara, askida kati madde ve su bulanikliginda artisa sebep
olacaktir (8). Ayrica yiiksek karbon/azot orani bir biyoyumak sistemindeki ototrofik
mikrobiyal toplulugunun heterotrofik mikrobiyal biyokiitleye kaymasina ve su kalitesi ile
biyoyumak igeriginin degismesine yol acabilmektedir (9).

Bir¢cok c¢alisma biyoyumak temelli karides yetistiriciliginde farkli karbon kaynaklarinin
kullantminin performans, saglik durumu ve su kalitesi lizerindeki etkilerini incelemistir.
Biyoyumak teknolojilerinde kullanilan karbonhidrat kaynaklarindaki etki temel olarak
karbon igerigini ve degredasyon hizina bagli olmaktadir. Genel itibari ile basit sekerler
(melas ve dekstroz) kompleks sekerlerden daha hizli par¢alanmaktadir béylece daha diisiik
azot konsantrasyonuna sebep olup biiylime oraninda ve su kalitesinde artis saglamaktadir
(10). Onceki calismalarda azot konsantrasyonunu azaltip su kalitesini ve mikrobiyal
tiretimini arttiran bir¢ok karbon kaynagi test edilmistir. Test edilen karbon kaynaklarin farkl
etkileri de arastirmacilar tarafindan ortaya konulmustur. Ornegin Panigrahi et al. (2018)
caligmalarinda; dari, melas ve un kullanimimin bugday, piring ve misir unu kullanimina
kiyasla yetistiriciligi yapilan tiirde daha iyi biliylime, hayatta kalma ve hastalik direnci

oranlarmna ulastiklarini ifade etmislerdir (11).

Biyoyumak sistemlerinde maksimum azot alimi, atik ayristirmasi ve biyoyumak olusumu
uygun karbon/azot oraninda ger¢eklesmektedir. Sudaki inorganik toksik azotun kontrolii ve
mikrobiyal yumaklarin olusumu i¢in karbon/azot orani biyoyumaga verilen yemler ile

ayarlanabilmektedir (8). Bu noktada Xu ve Pan (2013), biyoyumak sistemlerinde en iyi



sonucu verecek karbon/azot oranina dair tartigmali sonuglar bulunsa da genel itibari ile
yetistiriciligi yapilan tiirdeki en iyi biiyiime, hayatta kalma ve vibriosis patojenlerine karsi
direncin 15/1 ve 20/1 karbon/azot oranlarinda elde edildigi kaydetmislerdir (12).

2.2. DNA BARKODLAMA

Hizl1 ve kesin tiir tanimlamasi i¢in standardize edilmis DNA bolgelerinin bir etiket (barkod)
olarak kullanilmasina DNA barkodlama ismi verilmektedir (13). Son 20 yilda kullanimi
artmasmna ragmen DNA  barkodlama yeni bir uygulama yontemi olarak
degerlendirilmemektedir. Ciinkii ’DNA barkodlar1’’ terimi ilk defa 1993 yilinda Arnot ve
arkadaglar1 tarafindan circumporozoite geni ile Plasmodium falciparum izolatlarinin
ayrimini agiklayan bir ¢alismada kullanilmistir (14). DNA barkodlamanin giiniimiizdeki
kullanimini karsilayan asil anlami1 ve taninirligi ise 2003 yilinda Consortium for the Barcode
of Life (CBOL, Canliligi Barkodlama Toplulugu) ile baslatilmistir (13). Evrensel
standartlarin olusmasini tesvik etme ve DNA barkodlama ¢alismalarini koordine etme amaci
ile kurulan CBOL uluslararas1 bir girisim olarak taninmaktadir. Geleneksel uygulamalarda
taksonomik tanimlamanin morfolojik karakteristik oOzellikler {izerinden ilerledigi
bilinmektedir. DNA barkodlama ise tiirlerin ayrimi igin molekiiler bir yontem olarak ortaya
cikmistir. DNA barkodlamanin temelini olusturan mantik tek bir DNA segmentinin yasayan
taksonlardaki ayrimina dayanmaktadir. Orneklerin barkodlar araciligi ile tanimlanmasi
hedef tiirlerin morfolojik benzerlikler olmasina ragmen tiir ayrimina izin verecek genetik

farkliliklar igermesine dayanmaktadir.

DNA barkodlar1 i¢in beklenen 6zellikler Pecnikar (2013) tarafindan asagida sunuldugu

sekilde tanimlanmustir.

- DNA fragmani ayni tiiriin farkli bireyleri arasinda neredeyse ayni dizi 6zelliklerine

sahip olmal1 ama farkl tiirler arasindaki farkliliklar1 da igermelidir.

- Hedef bolge standart olmali, ayn1 bolge farkli taksonomik gruplarda

kullanilabilmelidir.

- Hedef bolge korunmus olmali, bolge i¢in standardize edilmis primerler ile ¢ogaltilip

dizilenebilmelidir.



Hayvanlarda en yaygin kullanilan DNA barkodu hayvan tiirleri arasinda %98’den fazla
ayrimi yapabilen bir mitokondriyal gen olan sitokrom oksidaz I (COI) iken (15) (16)
bitkilerde RuBisCo biiyiik alt birim (rbcL) ve maturaz K (matK) olmak iizere iki farkl
kloroplast genini icermektedir. Mantarlarda niikleer ribozomal RNA genleri olan ITS
(internal transcribed spacer) bolgesi kullanilmaktadir (17). Bakterilerde ise yaklasik 1500
baz ¢ifti uzunlugundaki 16S rRNA gen bolgesi kullanimi tercih edilmektedir (18). DNA
barkodlama yonteminden en ¢ok faydalanan alan taksonomi olsa da yeni, hizl1 ve daha basit
molekiiler genetik metotlarin DNA dizilemeyi daha ulagilabilir kilmasi ile birlikte yontemin
biyoloji ve diger ¢evre bilimlerinin ¢esitli dallarindaki kullanimi her gegen giin artig
gostermektedir. Halk saglig1 acisindan tehlike arz eden patojenlerin tespiti ve tanimlanmasi
(19), biyogesitliligin tespiti ve korunmasi (20), tarim zararlilarinin tanimlanmasi (21), nesli
tehlikede tiirlerin tespiti ve korunmasi (22), su kalitesinin canli temelli analizi (23) ve tibbi
kullanim agisindan 6nemli bitkilerin tespiti (24) DNA barkodlama yonteminin kullanildig:
farkli dallardan bir kismini olusturmaktadir. DNA barkodlamanin son yillarda
yayginlagmasinin temelinde, dizileme giderlerinin azalmas1 ve DNA bazli tiir tanimlamanin
daha genis kitlelerce kullanilabilir olmasi yatmaktadir. Bu yontem bilimsel, sosyal,
ekonomik ve politik c¢evrelerde farkli alanlara entegre edilebilme yetenegi ile kabul

gormektedir.
2.3. CEVRESEL DNA (EDNA)

Cevresel DNA (eDNA) toprak, su, hava, sediment, digki gibi ¢evresel 6rneklerden izole
edilen DNA’y1 temsil etmektedir. Bu yontem ile canli bir organizmaya ihtiya¢ olmadan o
canlinin ¢evrede biraktig1 kalintilardan (mukus, tily, kiirk, diski, salya, kan, deri vb.) canliya
veya popiilasyonlara ait DNA’lar elde edilebilmektedir. Cevresel bir O6rnekten genetik
materyalin analizi ilk defa (cevresel DNA terminin de ilk ortaya c¢ikisi) mikrobiyoloji
alaninda gerceklestirilmistir. Arastirmacilar igerdigi mikrobiyal komiiniteleri karakterize
etmek amaci ile dogrudan deniz sedimentinden DNA izole ettiklerini bildirmislerdir (25).
Cevresel DNA ilk ortaya cikisindan giinlimiize dek giderek artan popiilaritesi ile bir¢cok
farkli alanda kullanigh bir yontem oldugunu ispatlamistir. Giiniimiizde eDNA adli tip (26),
cevresel kirletici takibi, paleogenetik, (27) gevresel biyogiivenlik (28) gibi biyoloji ve ¢evre

alanlarinda kullanim1 giderek artmaktadir.



Cevresel DNA c¢alismalarinda kullanilan molekiiler is akislari; genel hatlariyla ilk 6nce
DNA’y1 ¢evresel bir drnekten elde etmeyi ve devaminda bu eDNA’nin ekstraksiyonunu ve
saflagtirilmasin1 kapsamaktadir. Bu is akisinda saflastirilan eDNA’nin daha sonra hedefe
0zgiin gen bolgeleri cogaltilarak (barkodlama) o ¢cevredeki biyogesitlilik ortaya ¢ikartilabilir.
Genetik materyalin elde edilmesi ¢evresel 6rnegin tipine gore degisiklik gosterebilmektedir.
Sucul sistemlerde serbest halde dolasan DNA’y1 elde etmek igin ¢oktiirme (29),
santrifiijleme (30) ve filtrasyon (31) gibi farkli yontemler kullanilmaktadir. Giiniimiizde
agirlikli olarak, sucul sistemlerde DNA eldesinde, filtrasyon yontemi tercih edilmektedir.
Filtrasyon yonteminin kullanildig1 ¢aligmalarda bircok filtre tipi ve ¢esitli por boyutu (g6z
acikligl) uygulanmaktadir. Kiicliik por ¢apina sahip filtreler daha fazla miktarda eDNA
yakalarken (32) biiyiik por ¢apimna sahip filtreler biyokiitle miktarinin belirlenmesinde
(kantifikasyonunda) daha kesin sonuglar verdigi ileri siiriillmektedir (33). Cevresel DNA’nin
filtrasyon ile elde edilmesinde seliiloz nitrat, polietilen siilfon, cam mikrofiber, poliviniliden
flortir ve polikarbonat temelli filtreler kullanilmaktadir. Seliiloz nitrat ve cam mikrofiber
filtrelerin diger filtre cesitlerine kiyasla daha yliksek DNA verimi eldesi sagladigi onceki
caligmalarda gosterilmistir (34) (35) (36). Filtrelerin igerdigi membran tipi disinda filtrelerin
fiziksel yapilar1 da DNA yakalama verimliligini etkiledigi ileri siiriilmektedir. Steril ve
kapal1 sistemli filtre sistemlerinden biri olan Steriveks-GP (Millipore, Almanya) kapsiil
filtrelerin diger filtre yapilarindan ¢ok daha verimli DNA elde etme oranina sahip olduklar1
bilinmektedir (37). Steriveks filtreler kapali sistemler olmasi sebebiyle ¢evresel drneklerde
kontaminasyonu minimum seviyeye indirmekte ve ayrica filtrasyon sonrasi steriveks filtresi
igerisine enjekte edilecek DNA koruyucu etanol veya longmire tamponu (2M Tris-HCI pH
8.0, 0.5 M EDTA pH 8.0, 5 M NaCl, %20’lik SDS) ile yakalanan DNA’nin daha uzun siire
degrede (bozulma) olmadan saklanabilecegi gosterilmistir (37). eDNA eldesi is akisinda
DNA filtrasyon ile elde edildikten sonra DNA koruyucu soliisyon igerisinde muhafaza
edilerek sonraki izolasyon asamalarina (DNA barkodlama ve metabarkodlama) gegmek igin

hazir hale getirilebilir.
2.4.  CEVRESEL DNA (EDNA) METABARKODLAMA

DNA metabarkodlama bir ihtiyacin yeni bilimsel bir teknoloji tarafindan karsilanmasi
sonucu ortaya ¢ikmistir. Geleneksel DNA barkodlama yontemi ekolojistin tiim ihtiya¢ ve

beklentilerini karsilayamamaktayd: bir baska ifade ile DNA izolasyonu i¢in uygun 6rnegin



varlig1 her zaman s6z konusu olamadigindan ve bazi taksonomik gruplar i¢in uygulama
zaman alici, zor ve hatta imkansiz olarak tanimlanmaktaydi. Ayrica geleneksel DNA
barkodlama belirli siirede ve belirli sayidaki 6rnegin analizine izin vermekteydi. Yukarida
aciklanan sebeplerden dolay1 geleneksel DNA barkodlama igin yiiksek verimli dizileme
temelli tiir tanimlamasi ideal ve etkili bir yontem olarak kullanim alani bulamamistir (38).
Ancak cevresel DNA metabarkodlama yontemi bahsedilen sorunlari gidermede etkin bir
analiz haline gelmistir. Ciinkii eDNA metabarkodlama farkli tiirleri hedefleyerek, daha
cesitli orneklemeyi olanakli kilar ve taksonomik tanimlamalarin ¢ozliniirliiglinii arttirmasi
yoniinden geleneksel metotlar1 tamamlamakta ve belli basli sinirlamalar agabilmektedir. Bu
yontem gevresel bir 6rnekten (toprak, su, digski vb.) izole edilecek ve genellikle degrede
(bozulmus) olan DNA’nin yiiksek verimli dizileme yontemleri ile tanimlanmasini olanakli

kilmaktadir.

eDNA metabarkodlamanin taksonomik tiir tanimlamada daha iyi bir ¢oziiniirliikk ve daha
yikksek c¢esitlilik sagladigi cesitli caligmalarda gosterilmistir. Sucul sistemlerde
gerceklestirilen bir ¢aligmada (39) farkli ortamlardan ¢eDNA metabarkodlama ile tespit
edilen amfibi tiirlerinin sayisinin standart yontemler ile elde edilen tiir sayisina esit veya
daha fazla oldugu goriilmistiir. Bitkilerde ise hava o6rneklemesi yolu ile elde edilen
polenlerin eDNA metabarkodlama yontemi ile analizi sonucu standart gorsel metotlara

kiyasla daha yiiksek taksonomik ¢esitliligin gézlemlendigi rapor edilmistir (40).
2.5. MIKROBIYOM

Belirli bir ¢evrede toplanan mikroorganizma (bakteri, arke, virlis ve mantar) toplulugu
mikrobiyota, bu toplulugun sahip oldugu genetik materyal ise mikrobiyom olarak
tanimlanmaktadir (1). Mikrobiyom ¢aligsmalari, yeni nesil DNA dizileme teknolojilerinin tek
seferde trilyonlarca DNA bazinin elde edilmesine ve okunmasina olanak saglamasi
sebebiyle son yillarda giderek 6nem kazanmistir. Bu sayede yiiksek verimli dizileme
teknolojilerinin kullanimi ile farkli kaynaklardan elde edilen mikrobiyal topluluklarin dizi

ve fonksiyon profilleri ¢ikarilabilmektedir.

Mikrobiyom toplulugunun ¢esitliliginin ve profilinin metabarkodlama ydntemi ile analiz
edilmesinde mikroorganizmalara 6zgii korunmus evrensel barkod bolgelerinin hedeflendigi

bilinmektedir. Genel olarak kullanilan barkod bdolgelere bakildiginda bakteriler igin 16S



rRNA (2), mantarlar i¢in ribozomun dahili transkribe edilen bosluk (ITS) bolgesi (3) ve
Okaryotlar i¢in 18 rRNA (4) bolgesi evrensel barkod bolgesi olarak kullanildigi
goriilmektedir. Bu barkod bdlgelerinin en 6nemli avantaji; popiilasyonlardaki genis dagilimi
ve korunmus bolgelerinde ¢ok degisimli kisimlara sahip olmalar1 olarak tanimlanmaktadir.
Bu ozellikleri barkod boélgeleri cogaltmada evrensel primerlerin tasarlanabilmesine olanak
saglamaktadir. Genomun ayr1 ayri kiigiik DNA parcalart halinde dizilenip daha sonra olusan
bu dizileri (kontig) biyoinformatik analizler ile birlestirerek tliim genomun dizilenmesini

olanakl1 kilan shotgun dizilemeye diisiik maliyetli bir alternatif yaklagim olmaktadir.

Ornegin mikrobiyal topluluklar; sucul sistemlerde sistem verimi, besin dongiisii, su kalitesi
ve hayvan saglig1 gibi 6nemli rollerde gorev almaktadir (41) (42) (43). Sucul sistemlerde
yapilan bu ve benzeri mikrobiyom caligmalarinda bakteri ve Arke (Arkeobakter) tiirlerinin
taksonomik  profilini  ¢ikarmak amaciyla 16S rRNA  dizileme analizleri
gerceklestirilmektedir. 16S rRNA bakteri ve arkelerin 70S ribozomunun kiigiikk 30S alt
tinitesinde kodlanmaktadir. Bu gen yaklasik 1600 baz ¢ifti olup olduk¢a korunmus primer
baglanma bolgelerine sahip olup dokuz adet degisken bolge (V1-V9) igermektedir (44).
Bir¢cok calisma mikrobiyom profillemesinde V3-V4, V5-V6, veya V4 cok degiskenli
bolgeleri kullanmistir (45). Greengenes (46), RDP (47), ve SILVA (48) gibi genis kapsamli
rRNA veri bankalarina ulasim ile tiirlerin yiiksek ¢ozinirlikli tanimlanmasi

kolaylagmaktadir.

Su iirlinleri yetistiriciliginde bu araglar vasitasiyla mikrobiyom profilleri incelenip kontrol
gruplar ile karsilagtirilarak antropojenik etki, stres, hastalik veya beslenme faktdrlerinin
mikrobiyal cesitlilige etkisi calisilmaktadir (49) (50) (51) (52). Elde edilen veriler
dogrultusunda su iiriinleri yetistiriciliginde daha fonksiyonel verimli yemlerin formiilasyonu

ya da probiyotik ve prebiyotik uygulamalarin gelistirilmesi miimkiin olmaktadir.



3. GEREKCE VE AMAC

Su iirlinleri yetistiriciligi Diinya’da biiyiime hiz1 en yiiksek olan gida endiistrilerinden biri
olmaktadir. Son yillarda su triinleri yetistiriciligi aktiviteleri iiretimi arttirmak i¢in kiiltiir
sirasinda c¢esitli katki maddeleri ve destekleyicilerin kullanimi artmistir. Hormonlar,
vitaminler, antibiyotikler ve probiyotikler kullanimi artan bu maddeler arasinda
bulunmaktadir. Ozellikle karideslerde hastaliklar1 azaltmak amaciyla cesitli karides
tiirlerinin kiiltiirii biyoyumak teknolojisi sistemlerinde (BFT) yapilmaktadir. Biyoyumak
terimi, kolloid bir ¢o6zeltideki topaklanmis pargaciklarin formasyonu olarak ifade
edilmektedir. Bu topaklanmis pargaciklar ¢esitli bakteri, mikroalg, mantar ve organik
materyaller icermektedir (53). Biyoyumak teknolojisi azot bakimindan zengin atiklarin
cesitli mikroorganizmalar (biyoyumak) kullanilarak hem sistemdeki atik suyun geri
kazandirilmasi hem de iiretilen mikroorganizmalarin su {iriinlerinde yem olarak
kullanilmasimi hedeflemektedir (54). Sistem igerisindeki heterotrofik bakteriler amonyagi
azot kaynag1 olarak almakta ve biyokiitlelerine katmaktadir. Boylece elde edilen suda
yetistiricilik yapmak i¢in amonyak seviyesi bakimindan toksik seviyenin altina diismektedir.
Bu islem heterotrofik bakteriler ile ototrofik nitrifikasyon bakterilerinin yaptigindan daha

hizli gerceklesmektedir.

Probiyotikler ‘belirli dozda verildiginde konagin sagliginda olumlu etkiler gosteren canli
mikroorganizmalar® olarak tanimlanmaktadir (FAO, 2001). Karides kiiltiiriiniin yapildig1
sistemlere ticari probiyotiklerin eklenmesi (55) ve antibiyotiklere alternatif olarak
kullanilmaya baglamasi giiniimiizde yayginlasmistir. Cesitli caligmalar karides ve balik
yetistiriciliginde probiyotik kullaniminin biiylime ve hayatta kalmay1 arttirdigini, sindirim

ve immiin sistemi gelistirdigini rapor etmistir (56) (57) (58).

Uzun yillar boyunca bakteriyel gesitlilik ¢alismalar1 bakteri gesitliliginin yalnizca %1 —
15’ini tespit edebilen kiiltiire bagimli ¢alismalar ile sinirlandirilmistir (59). Yiiksek verimli
dizileme tekniklerini igeren ¢cevresel DN A metabarkodlama gibi modern molekiiler teknikler
kiiltiire edilemeyen tiirlerin de dahil edildigi, mikrobiyal ¢esitlilige daha kapsamli bir bakis

acisi firsat1 saglamistir (60).

10



Bu ¢aligmanin amaci canlidan bagimsiz bir biyoyumak sistemine farkli ticari probiyotik ve
probiyotik etki gosterdigi bilinen Bacillus tiirlerinin eklenmesi sonucu biyoyumak
igerisindeki bakteri ¢esitliliginin zamana baghi olarak nasil degistigini eDNA
metabarkodlama yontemi ile tespit etmektir. Deney tasarimi ii¢ tekrarli 5 muameleden (iki
adet ticari probiyotik: P ve O, iki adet Bacillus susu: BC ve BT, ve kontrol: K) olugsmaktadir.
K ile kodlanan kontrol sisteminde probiyotik icermeyen standart biyoyumak heterotrofik
bakteriler bulunmaktadir. Biyoyumak sistemlerinin bakteri ¢esitliligi baslangictan (t0)
itibaren 21. giine (t3) dek birer haftalik periyotlar ile 6rnek alimi gergeklestirilerek toplam 4

farkli zaman araligindaki (t0, t1, t2 ve t3) degisim gozlemlenmistir.

Biyoyumak sistemlerinde bakteriyel ¢esitliligin probiyotik katkisi dahilinde zamana bagl
degisimini takip etmek dogal yetistiricilik giftliklerinde ve biyoyumak sistemlerinde
yetistiricilik kapsaminda farkli uygulamalarin farkli zamanlardaki olas1 fonksiyonel
kullanim alanlarin1 tahmin etmede ve bu sistemleri gelistirmede fayda saglayacagi one

surilmektedir.
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4, MATERYAL VE YONTEM
41. MATERYAL
4.1.1. ARASTIRMA YERI

Calismada kullanilan probiyotik bakteri suslarinin saglanmasi, kiiltiire edilmesi ve
inkiibasyonu Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii, Mikrobiyoloji laboratuvarinda

(Akgelik Lab) gerceklestirilmistir.

Sekil 4.1. Ankara Universitesi Byoteknoloj 1 Enstitiisti, Mikrobiyoloji laboratuvari (Akgelik
Lab)

Biyoyumak sistemlerinin  kurulumu, olusturulmasi, zamana bagli degisiminin
gdzlemlenmesi, drneklemenin yapilmasi ve filtrasyonu Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi

Su Uriinleri Miihendisligi Boliimii laboratuvarinda gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.2. Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Su Uriinleri Miihendisligi  Boliimii
Yetistiricilik Laboratuvari

Sekil 4.3. Steriveks filtreleme asamaslt

Elde edilen 6rneklerin DNA izolasyonu, PZR asamalari, yeni nesil kiitiiphane hazirligi, yeni
nesil dizilemesi ve biyoinformatik analizleri Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Su
Uriinleri Miihendisligi Boliimii Evrimsel Genetik Laboratuvar1 (eGL) ve Agrigenomics Hub
(AgriGx) Hayvan ve Bitki Genomik Arastirmalari Inovasyon Merkezinde
gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.4. Agrigenomics Hub (AgriGx) Hayvan ve Bitki Genomik Arastirmalar1 Inovasyon

Merkezi Genomik Servis Birimi

4.1.2. BAKTERIi KULTURUNDE KULLANILAN BESIYERLERI

4.1.2.1. Kati Besiyeri

Bakterilere ait stoklarin aktivasyonunda Nutrient Agar (NA) besiyeri kullanilmis olup, stok

kiiltiirler NA'a yayma yontemi ile ekilerek 32 santigrat derece sicaklikta 16 saat siiresince

inkiibe edilerek aktive edilmislerdir. Steril besiyeri icerigi Cizelge 4.1.’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Kat1 besiyeri icerigi

Kimyasal Ad1 Miktar
Nutrient Agar (Merck) 59
Distile Su 100 ml

4.1.2.2. Siv1 Besiyeri

Nutrient Agar kullanilarak aktive edilen bakteri kiiltiirleri inkiibasyonu takiben Nutrient

Broth'a aktarilmigstir.S1vi1 besiyeri icerigi Cizelge 4.2.”de verilmistir.
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Cizelge 4.2. S1v1 besiyeri igerigi

Kimyasal Ad1 Miktar
Nutrient Broth (Merck) 30
Distile Su 100 ml

4.1.3. BIYOYUMAK OLUSUMUNDA KULLANILAN KARBON VE AZOT
KAYNAKLARI

Calismada kullanilacak biyoyumak sistemleri daha once Tiirkiye deniz sularinda 15:1
karbon:azot oranina sahip stok biyoyumak sisteminden agilanarak olusturulmustur.
Denemelerin  gergeklestirilecegi  biyoyumak sistemlerindeki heterotrof bakterilerin
gelisimini desteklemek amaci ile seker pancari melasi (Beta vulgaris) eklemesi yapilmistir.

Eklenen yemin karbon:azot orani1 Cizelge 4.3.’te belirtildigi gibi hesaplanmustir.

Cizelge 4.3. Biyoyumagin siirdiiriilmesi i¢in gerekli K/A ve 1 kg yem icin gerceklesecek
karbon eklemesine iliskin hesaplama

KARBON (K) AZOT (A)

K =1 kg yem x 0,905 (yemdeki kuru madde) x 0,8 | A =1 kg yem x 0,905 (yemdeki kuru madde) x 0,8
(karides tarafindan emilim %20, atilan %80) / 2 | (karides tarafindan emilim %20, atilan %80) x
(yemdeki karbon %50 oranindadir) = 0,362 kg =362 | 0,3814 (ham protein oran1 %38,14) / 6,25 (yemdeki
g azot yaklasik %16 oranindadir) = 0,04418 kg =
44,18 g

YEM iCERISINDEKiIi KARBON/AZOT (K/A) ORANI

K/A (1 kg yem i¢in) = 362/44,18 = 8,19

Biyoyumak olusumunu temin etmek ve siirdiirmek i¢in K/A oram 15 olarak ayarlanmistir.
1kg yem i¢in gerekli karbon miktart (GKM): GKM = Azot x 15 = 44,18 x 15 = 662,7 g

1 kg yem i¢in gerceklesecek karbon eklemesi miktar1 (GKEM) ise: GKEM = GKM - Karbon = 662,7 —
362 =300,79

Karbon kaynagi olarak kullanilan melasin karbon igerigi yaklasik %50 oldugu i¢in GKEM ile elde edilen
deger 2 ile carpilmustir.

GKEM x2=300,7x2=601,49g

SONUC: 1 kg yem i¢in 601,4 g Melas (Karbon kaynagi) ilavesi yapilmigtir.
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Sonug itibari ile biyoyumagm siirdiiriilebilmesi igin gerekli Kkarbon:azot oraninin

karsilayacak 1 kg yeme 601,4 gram melas eklemesi gergeklestirilmistir.
4.1.4. BIlYOYUMAK OLUSUMUNDA KULLANILAN PROBIYOTIKLER

Biyoyumak olusumunda Probiomax ve OLVIT Probiotics marka ticari probiyotikler

kullanilmistir. Probiyotiklerin icerikleri Cizelge 4.4.’te verilmistir.

Cizelge 4.4. Caligmada kullanilan ticari probiyotikler ve mikroorganizma igerikleri

Probiyotik Icerik

Probiomax (1x108 CFU/ml) Saccharomyces boulardii

Lactobacillus acidophilus

OLVIT Probiotics (1x108 CFU/ml) Lactobacillus plantarum

Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus salivarius

Bacillus subtilis

4.1.5. CEVRESEL DNA ORNEKLEMESINDE KULLANILAN MATERYALLER

Cizelge 4.5. Cevresel DNA ornekleme agamasinda kullanilan materyaller

Materyal
Sterivex filtre (0.22 pm por | Luer lock siringa (60 ml) Kilitli Poset
¢apl)
Sterivex giris-¢ikis kapaklar1 | Beher Strafor kutu
Pipet kontrolorii %70 Etanol Serolojik pipet
Distile Su Asetat Kalem Aliiminyum folyo
Parafilm Nitril Eldiven Kuru buz
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42. YONTEM
4.2.1. BAKTERI SUSLARININ KULTURU

Bacillus cereus ve Bacillus thuringiensis subsp. israilersis suslar1 Akgelik Lab’in (-80)°C
stok kiiltiirinden %5°1ik nutrient agar (NA) besiyerine yayma yontemi ile ekilmistir. Kati

agara ekimi yapilan suslar 30°C’de 16 saat inkiibe edilerek biiylimeleri saglanmistir.

Sekil 4.5. Bacillus cereus ve Bacillus Thurgiensis Israilersis suslarinin inkiibasyon sonrasi
kat1 agardaki goriintiisii

Kati besiyerinde kiiltiire edilen suslar biyoyumak sistemlerine eklenebilmesi icin kati
besiyerinden nutrient broth (NB) aktarilmistir. Bakterilerin sivi besiyerindeki gelisimi i¢in

30 °C’de 24 saat ¢alkalamali inkiibatérde 150 rpm’de inkiibasyonu ger¢eklestirilmistir.
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Sekil 4.6. B.cereus inkiibasyon 6ncesi (A), B. Thurgiensis Israilersis inkiibasyon 6ncesi (B),
B.cereus inkiibasyon sonrasi (C), B. Thurgiensis Israilersis inkiibasyon sonrasi (D) sivi
besiyeri gortintiileri

4.2.2. BIYOYUMAK OLUSUMU VE SURDURULMESI
4 farkl grup ve 1 kontrol grubundan olusan 3 tekerriirlii deneme diizeneginde; toplam 15
adet reaktor (1,5 litre) kapali devre biyoyumak sistemindeki (karides yetistiriciligi

ortaminda) iiretilmis biyoyumaktan %10 oraninda asilanarak (900 ml yapay deniz suyu +

100 ml stok biyoyumak) yapay steril deniz suyu kullanilarak olusturulmustur.
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Sekil 4.7. Biyoyumak deneme gruplari kapali biyoyumak sistemi, sekil {izerinde belirtilen
kisaltmalarin anlamlar Cizelge 4.7.’de ifade edilmistir

Olusturulan biyoyumak sistemlerinden BC ve BT isimli gruplara s1v1 kiiltiirde kiiltiire edilen
bakteri suslarindan ve P ve O isimli gruplara ticari probiyotiklerden 1x108 CFU/ml
konsantrasyonda ekleme yapilmistir. Kontrol seti olan K isimli biyoyumak grubuna ise

herhangi bir bakteri veya probiyotik eklemesi yapilmamustir.

Cizelge 4.6. Biyoyumak deneme gruplari kisaltmalar1 ve gergeklestirilen denemeler

Deneme Gruplari Mikroorganizma f¢erigi
BC B.cereus

BT B. Thurgiensis Israilersis
P Probiomax

O OLVIT Probiotics

K Biyoyumak Kontrol
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Kapali devre biyoyumak sistemlerindeki ¢6ziinmiis oksijen degerini yiikseltmek icin hava

motoru (Resun marka LP-60 model) ile havalandirma gergeklestirilmistir.

Bakteri ve ticari probiyotik eklenmesinden yaklasik 1 saat sonra ilk drnekleme olan tO
orneklemesi gerceklestirilmistir. Her grubun 3 tekerriiriinden 30 ml s1vi Eppendorf Easypet
cihazi ve 10ml’lik serolojik pipet kullanilarak 6rnek alinmistir. Bu 6rnekler steril bir beherde
90 ml olacak sekilde homojenize halde karistirilmistir. Ornekler 0.22 um por ¢apli Steriveks
filtrelerden luer lock siringa vasitasiyla gegirilmistir. Steriveks filtrelerin giris ve ¢ikislar
kapakla kapatilip parafilm ile sarilmistir ve kuru buz igerisinde ayni giin igerisinde (-20) °C

’ye kaldirtlmistir.

Yedi giin ara ile t0 (0.glin), t1 (7.giin) ve t2 (l4.giin) Orneklemeleri ayni sekilde
gerceklestirilmistir. 21. giin 6rneklemesi olan t3’te biyoyumak olusumu tamamlandig1 ve
kat1 partikiil formunda artis olmasi sebebiyle Steriveks filtreden gegirilememis ve steril

kaplarda kat1 6rnek olarak 6rnekleme yapilmaistir.

Biyoyumak sistemi orneklemeleri Cizelge 4.7.’de belirtilen tarihlerde ve miktarlarda
gerceklestirilmistir.

Cizelge 4.7. Biyoyumak deneme gruplarindan alinan 6rneklerden miktarlar1 ve 6rnekleme
tarihleri

Zaman | Gruplar Filtre Edilen | Ornek Kodu | Ornekleme
Hacim Tarihi
- Stok 90 ml 0 12.10.2022
Biyoyumak
t0 BC;-BC,-BC; | 90 ml 1 12.10.2022
t0 BT:1-BT,-BTs | 90 ml 2 12.10.2022
t0 P1—P;—P3 90 ml 3 12.10.2022
t0 0:1-0;-03 90 ml 4 12.10.2022
t0 Ki-K;-Kj 90 ml 5 12.10.2022

20



Cizelge 4.7.(devam)

t0 Arazi Negatifi 90 ml t0-N | 12.10.2022
tl BC:-BC;,-BC; 90 ml 6 19.10.2022
tl BT:-BT,-BTs 90 ml 7 19.10.2022
t1 P1—P2—Ps 90 ml 8 19.10.2022
tl 0:1-0,-03 90 ml 9 19.10.2022
tl Ki—Kz-Ks 90 ml 10 19.10.2022
tl Arazi Negatifi 90 ml t1-N | 19.10.2022
t2 BC: - BC; - BCs 90 ml 11 26.10.2022
t2 BT:-BT,-BTs 90 ml 12 26.10.2022
t2 P1—P2—P3 90 ml 13 26.10.2022
t2 0:-02-03 90 ml 14 26.10.2022
t2 Ki - Kz;—-K3 90 ml 15 26.10.2022
t2 Arazi Negatifi 90 ml t2-N | 26.10.2022
t3 BC:-BC;,-BC; Kat1 6rnek | 16 2.11.2022
t3 BT.-BT,-BTs Kat1 6rnek | 17 2.11.2022
t3 P, —P,—P3 Kati 6rnek | 18 2.11.2022
t3 0:-0:-03 Kat1 6rnek | 19 2.11.2022
t3 Ki— Kz —K3 Kati 6rnek | 20 2.11.2022
t3 Arazi Negatifi 90 ml t3-N | 2.11.2022
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Biyoyumak olusum miktar1 21.giiniin (t3) sonunda imhoff hunisi kullanilarak hacimsel

olarak dl¢lilmiistiir.

4.2.3.

CEVRESEL DNA (EDNA) iZOLASYONU

4.2.3.1. Steriveksten eDNA izolasyonu

Steriveks orneklerinden eDNA izolasyonu Spens ve arkadagslar1 (37) tarafindan optimize

edilen filtre kesme yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir.

Filtre kesme yontemi ile elde edilen filtreler GeneMATRIX Bio-Trace DNA Purification Kit
(EURXx Ltd. 80-297 Gdansk Poland) kullanilarak iireticinin Fragment Tissue (Pargalanmis

Doku) protokolii takip edilerek izole edilmistir.

Steriveks Filtreden izolasyon;

7.
8.
9.

(-20) °C’den oda sicakligina getirilen Sterivex ornekleri giris kismindan agilarak
filtre disar1 ¢ikarilmistir. Filtre kagidi steril bistiiri ile kiiclik parcalar halinde
kesilerek 2ml’lik dayanikl tiiplere aktarilir.

Dayanikli tiip icerisindeki filtrelerin lizerine 6 adet seramik boncuk ve 350 pl ultra
saf su eklenir.

Bertin-Precellys Evolotion cihazinda 4500 rpm’de 1 dakika boyunca
homojenizasyon gerceklestirilir.

Dayanikli tiip icerisindeki filtrelerin tizerine 350 pl BT Liziz Tamponu ve 20 ul
Proteinaz K eklenir.

Ornekler 3 saat boyunca 56°C’de inkiibe edilir ve her 15 dakikada bir alt-iist
yapilarak karistirilir.

Inkiibasyon sonunda 6rneklerin iizerine 350 pl Sol BT Tamponu eklenir ve tiipler
alt-iist yapilarak karistirilir.

Ornekler 70 °C’de 10 dakika inkiibe edilir.

Orneklerin {izerine 350 ul soguk %100 etanol eklenir.

Ornekler alt-iist yapilarak karistirilir.

10. 12.000 g’de 2 dakika boyunca santrifiij yapilir.

11. 600 pl siipernatant izolasyon Oncesi 40 pl T tamponu ile aktiflestirilmis DNA

baglanma kolonuna aktarilir.
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12. 11.000 g’de 1 dakika boyunca santrifiij yapulir.

13. Kolon ¢ikarilir ve kolondan gegen sivi atilir, kolon tekrar toplama tiipiine yerlestirilir.

14. Ornekten geriye kalan siipernatant DNA baglanma kolonuna aktarilir.

15. 11.000 g’de 1 dakika boyunca santrifiij yapilir.

16. Kolon ¢ikarilir ve kolondan gegen sivi atilir, kolon tekrar toplama tiipiine yerlestirilir.

17. 500 pl yikama tamponu BTX1 aktiflestirilmis DNA baglanma kolonuna aktarilir.

18. 11.000 g’de 1 dakika boyunca santrifiij yapilir.

19. Kolon ¢ikarilir ve kolondan gecen s1vi1 atilir, kolon tekrar toplama tiipiine yerlestirilir.

20. 500 pl yikama tamponu BTX2 aktiflestirilmis DNA baglanma kolonuna aktarilir.

21. 11.000 g’de 2 dakika boyunca santrifiij yapilir.

22. Kolon ¢ikarilir ve kolondan gegen sivi atilir, kolon tekrar toplama tiipiine yerlestirilir.

23. DNA baglanma kolonunu yeni bir toplama tiipiine (2 ml) aktarilir.

24. Onceden 1s1tilmis 50 pl Eliisyon tamponu DNA baglanma kolonunun tam ortasina
gelecek sekilde eklenir.

25. DNA baglanma kolonu oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilir.

26. 11.000 G’de 1 dakika boyunca santrifiij yapulir.

27. DNA baglanma kolonundan gegen ve genomik DNA’y1 igeren eliisyon tamponu 200
ul’lik PZR tiiplerine aktarilir.

28. DNA ornekleri (-20)°C’de muhafaza edilir

Izole edilen DNA &rneklerinin DNA konsantrasyonlar1 ve saflik kaliteleri BMG Lab

Spectrostar Nanospektrofotometre cihazi ile 6l¢tilmiistiir.
4.2.3.2. Kati Biyoyumaktan eDNA Izolasyonu

(-20)°C’de muhafaza edilen kati biyoyumak oOrneklerinden eDNA izolasyonu
GeneMATRIX Bio-Trace DNA Purification Kit (EURx Ltd. 80-297 Gdansk Poland)
kullanilarak iireticinin Fragment Tissue (Pargalanmis Doku) protokolii takip edilerek izole

edilmistir.

Biyoyumak ornekleri igerisindeki suyun uzaklastirilmasi i¢in biyoyumak ornekleri i¢in 2
dakika 8.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Stvi1 {ist faz kismi atildiktan sonra kati olan pelet

kismindan 10 mg 6rnek alinarak izolasyona devam edilmistir.
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4.2.3.1. baghkta belirtilen protokol 2.adimindan itibaren ayni sekilde kati orneklere de

uygulanmigtir.

Izole edilen DNA o6rneklerinin DNA konsantrasyonlar1 ve saflik kaliteleri BMG Lab

Spectrostar Nanospektrofotometre spektrofotometre cihazi ile 6l¢lilmiistiir.

4.2.4, POLIMERAZ ZiNCIiR REAKSiYONU

Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilacak uygun enzim, primer baglanma (annealing)
sicaklig1 ve dongii sayisi icin optimizasyon reaksiyonlari gergeklestirilip ardindan 6rneklerin
polimeraz zincir reaksiyonu optimize edilmis reaksiyon profiline gore gergeklestirilmistir.
PZR asamasinda bakteri ve arkeler icin evrensel 16S rRNA (Cizelge 4.8) primeri
kullanilmistir. PZR ile ¢cogaltilan barkod bolgeleri %2’lik agaroz jele yiiklenerek 120 voltta
40 dakika yiiriitiilmiis ve UV goriintiileme sisteminde bant yogunlugu ve gen bdlgesinin
boyutu pozitif 6rnek baz alinarak tayin edilmistir.

Cizelge 4.8. 16sV3 primer bilgisi

Primer Primer Dizisi Hedef Organizma | Gen Bolgesi | Referans
16sV3F ACTCCTACGGGAGGCAGCAGT | Bakteri 16sV3 (61)
16sV3R ACCGCGGCTGCTGGCAC Bakteri 16sV3 (61)

5x Firepol Master Mix reaktif protokolii ¢izelge 4.9.’da gosterilmistir.
Cizelge 4.9. 5x Firepol Master Mix Reaktif protokolii

Reaktif Miktar
5x Firepol Master Mix 2 ul
ileri Primer 0.2 ul
Geri Primer 0.2 pl
DNA 0.5 ul
Ultra Saf Su 7.3 ul

5x Firepol Master Mix dongii protokolii (Gradiyent) ¢izelge 4.10.’da verilmistir.
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Cizelge 4.10. 5x Firepol Master Mix dongii protokolii

95°C 15 dk

95°C 15 sn

50-65°C | 45sn | X30

dongii
72°C 1dk
72°C 10 dk
8°C ©

5x Firepol Master Mix dongii protokolii Cizelge 4.11.’de verilmistir.
Cizelge 4.11. 5x Firepol Master Mix dongii protokolii

95°C | 15dk

95°C | 15sn

53°C |45sn | X30

dongii
72°C | 1dk
72°C | 10dk
8°C 0

4.2.5. KUTUPHANE HAZIRLIGI
4.2.5.1. Indeksli Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu asamasinda optimize edilen reaksiyon profili ile evrensel 16S
rRNA primerlerinin indeksli formlar1 ile PZR gerceklestirilmistir. Indeksler dizilemenin
gerceklestirilecegi [llumina Iseq 100 yeni nesil dizileme platformuna uygun adaptor dizileri

icermektedir. PZR ile ¢ogaltilan indeksli barkod bolgeleri %2’lik agaroz jele yiiklenerek 120
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voltta 40 dakika yiiriitilmiis ve UV gorlintileme sisteminde bant yogunlugu ve gen

bolgesinin boyutu pozitif 6rnek baz alinarak tayin edilmistir.

Cizelge 4.12. 16sV3 indeksli primer bilgisi

Primer Primer Dizisi Hedef Organizma | Gen Bolgesi
16sV3-F-index | TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGT | Bakteri 16sV3
ATAAGAGACAGACTCCTACGG
GAGGCAGCAGT
165V3-R-index | GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTG | Bakteri 16sV3
TATAAGAGACAGACCGCGGCT
GCTGGCAC
Cizelge 4.13. 5x Firepol Master Mix reaktif protokolii
Reaktif Miktar
5x Firepol Master Mix 2 ul
fleri Index Primer 0.2 ul
Geri Index Primer 0.2 ul
DNA 0.5 ul
Ultra Saf Su 7.3 ul
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Cizelge 4.14. 5x Firepol Master Mix dongii protokolii

95°C | 15dk

95°C | 15sn

53°C | 45sn | X30

dongii
72°C | 1dk
72°C | 10dk
8°C 0

4.2.5.2. Kiitiiphane Olusturma Asamasi

Adaptor takili ileri primer
5'-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-3' . s
Hedef bolgeye 6zgti primer

Hedef bdlgeye 6zgi primer N\ Adaptor takili geri primer
5'-GTCTCGTGGGCTCGGAGAI G 1 IAIAAGAGACAG-3'

K —

indeksler ve lllumina dizileme adaptérleri
Nextera XT Index Kit kullanilarak takilir

Ps \

Index 2 \,

Index 1
P7

Kitlphaneler
normalize edilip
pool edilir

Dizileme

Sekil 4.8. Gorsel materyal " Preparing 16S Ribosomal RNA Gene Amplicons for the
[llumina MiSeq System’’ protokol kitapc¢igindan Tiirkce’ye ¢evrilmistir.
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4.25.2.1. PZR Clean-Up Asamasi

Bu agamada AMPure XP boncuklari ile ¢ogaltilan 16s V3 amplikonlar1 primer ve primer

dimer kirliliklerinden arindirilmak amaci ile saflastirilir.

10.

11.

12.

Amplikonlar1 igeren PZR plate’i 1,000 x g’de 1 dakika boyunca santrifiij edilir.
AMPure XP boncuklar kullanilmadan 6nce 30 saniye boyunca maksimum hizda
vortekslenir.
PZR plate’indeki her 6rnege 20’ser pl AMPure XP boncuklardan eklenir.
PZR plate’indeki ornekler nazikgce 10 kez 45 pl’ye ayarlanmis pipet ile pipetaj
yapilarak karistirilir.
Ornekler oda sicakliginda 5 dakika boyunca inkiibe edilir.
Ornekleri igeren PZR plate manyetik standa yerlestirilir ve iist faz berrak olana dek
en az 2 dakika boyunca beklenir.
Ornekleri igeren PZR plate manyetik stantta iken pipet ile berrak olan iist faz gekilir
ve uzaklastirilir.
Ornekleri igeren PZR plate manyetik stantta iken boncuklar yeni hazirlanmis %80
etanol karigimi ile agagidaki adimlar takip edilerek yikanir:
a. 200ul yeni hazirlanmis %80’lik etanol her 6rnek iizerine eklenir.
b. Plate manyetik stantta 30 saniye inkiibe edilir.
c. Ust faz dikkatlice alinir ve uzaklastirilir.
Ornekleri igeren PZR plate manyetik stantta iken boncuk yeni hazirlanmis %80
etanol karisimi ile asagidaki adimlar takip edilerek yikanir:

a. 200ul yeni hazirlanmis %80’lik etanol her 6rnek iizerine eklenir.

b. Plate manyetik stantta 30 saniye inkiibe edilir.

c. Ust faz dikkatlice alinir ve uzaklastirilir.

d. Arta kalan etanolii uzaklastirmak igin 10 pl’lik bir pipet kullanilir.
Ornekleri igeren PZR plate manyetik stantta iken boncuklarin hava yardimi ile
kurumasi i¢in 10 dakika inkiibe edilir.
Ornekleri igeren PZR plate’i manyetik stanttan alinir. Her 6rnegin iizerine 52.5 ul 10
mM Tris pH 8.5 eklenir.
Ornekler nazikce 10 kez pipetaj ile karigtirilir. Boncuklarin homojen olarak

karistigindan emin olunur.
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13. Ornekler oda sicakliginda 2 dakika boyunca inkiibe edilir.

14. Ornekleri iceren PZR plate manyetik standa yerlestirilir ve iist faz berrak olana dek

en az 2 dakika boyunca beklenir.

15. Cok kanall1 bir pipet seti 50 ul’ye ayarlanip iist faz dikkatlice yeni bir PZR plate’ine

aktarilir.

4.2.5.2.2. indeks PZR

Bu asamada ikili indeksler ve Illumina dizileme adaptorleri Nextera XT Index Kit

kullanilarak 16s amplikonlarina takilir.

1. Cok kanalli bir pipet seti kullanilarak her 6rnekten 5’er ul alinarak yeni bir PZR

plate’ine aktarilir. Arta kalan 45 pl 6rnek diger kullanimlar i¢in saklanabilir.

2. Nextera ikili XT indeksleri Cizelge 4.15.’te gosterildigi gibi her 6rnege benzersiz

primer ¢ifti gelecek sekilde hazirlanir:

Cizelge 4.15. Nextera ikili XT indekslerinin 6rnekler ile eslestirilmesi

N701 | N702 | N703 | N704 | N705 | N706 | N707 | N708 | N709 | N710 | N711 | N712
0 10 | 2t0 |3+t |4+t0 |5t0 |11 |2-t1 |31 |41 |5t1 | 1-t2
S502
2-t2 | 3+t2 |42 |5+t2 |13 | 23 | 33 | 4t3 | 513
S503

3. Her 6rnek i¢in Cizelge 4.16.’daki profili verilen enzim karisim1 hazirlanir..

Cizelge 4.16. Nextera ikili XT indeks PZR profili

REAKTIF HACIM
16s Amplikon 5ul
Nextera XT Index Primer 1 (N7xx) 5ul
Nextera XT Index Primer 2 (S5xx) 5ul
2x KAPA HiFi HotStart ReadyMix 25 ul
Su 10 ul
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4. Hazirlanan karisim nazikce 10 kez pipetaj yapilarak karigtirilir.
5. Karisimi igeren plate Microseal ‘A’ ile kapatilir.
6. Plate 1,000 x g’de 1 dakika boyunca santrifiij yapilir.

7. Cizelge 4.16.’da verilen PZR profili takip edilerek reaksiyon gerceklestirilir:

Cizelge 4.17. Nextera ikili XT indeksleri PZR dongii profili

95°C 3 Dakika

95°C | 30 Saniye

55°C | 30 Saniye | X8

Dongu

72°C | 30 Saniye

72°C 5 Dakika

4.2.5.2.3. ikinci PZR Clean-Up Asamasi

Bu agamada olusturulan kiitiiphane kalite kontrol adimindan 6nce AMPure XP boncuklar ile

temizlenir.

1. Indeksli amplikonlar1 iceren PZR plate’i 280 x g’de 1 dakika boyunca santrifiij

edilir.

2. AMPure XP boncuklar kullanilmadan 6nce 30 saniye boyunca maksimum hizda

vortekslenir.
3. PZR plate’indeki her 6rnege 56 ul AMPure XP boncuklardan eklenir.

4. PZR plate’indeki ornekler nazik¢e 10 kez 100 ul’ye ayarlanmis pipet ile pipetaj
yapilarak karigtirilir.

5. Ornekler oda sicakliginda 5 dakika boyunca inkiibe edilir.
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9.

10.

11.

12.

13.

14.

Ornekleri iceren PZR plate manyetik standa yerlestirilir ve iist faz berrak olana dek

en az 2 dakika boyunca beklenir.

Ornekleri iceren PZR plate manyetik stantta iken pipet ile berrak olan iist faz ¢ekilir

ve uzaklastirilir.

Ornekleri iceren PZR plate manyetik stantta iken boncuklar yeni hazirlanmis %80

etanol karisimi ile asagidaki adimlar takip edilerek yikanir:

d. 200ul yeni hazirlanmis %80°lik etanol her 6rnek iizerine eklenir.
e. Plate manyetik stantta 30 saniye inkiibe edilir.

f.  Ust faz dikkatlice alinir ve uzaklastirilir.

Ornekleri igeren PZR plate manyetik stantta iken boncuklar yeni hazirlanmis %80

etanol karisimi ile asagidaki adimlar takip edilerek yikanir:
€. 200ul yeni hazirlanmis %80°lik etanol her 6rnek iizerine eklenir.
f. Plate manyetik stantta 30 saniye inkiibe edilir.
g. Ust faz dikkatlice aliir ve uzaklastirilir.
h. Arta kalan etanolii uzaklastirmak igin 10ul’lik bir pipet kullanilir.

Ornekleri iceren PZR plate manyetik stantta iken boncuklarin hava yardimi ile

kurumasi i¢in 10 dakika inkiibe edilir.

Ornekleri igeren PZR plate’i manyetik stanttan alinir. Her drnegin iizerine 27.5 ul

10 mM Tris pH 8.5 eklenir.

Ornekler nazikce 10 kez pipetaj ile karistirilir. Boncuklarin homojen olarak

karistigindan emin olunur.
Ornekler oda sicakliginda 2 dakika boyunca inkiibe edilir.

Ornekleri iceren PZR plate manyetik standa yerlestirilir ve iist faz berrak olana dek

en az 2 dakika boyunca beklenir.
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15. Cok kanall1 bir pipet seti 25 pl’ye ayarlanip iist faz dikkatlice yeni bir PZR plate’ine

aktarilir.

4.2.5.3. Kiitiiphane Validasyonu

Elde edilen kiitiiphanelerin kalite kontrolii i¢in kiitiiphanelerden 1 pl alinarak asagidaki

protokol takip edilerek Bioanalyzer DNA 1000 ¢ipi araciligiyla {iriin boyu kontrol edilmistir:

© N o g b

10.

11.

12.

13.

Bioanalyzer sistemleri igin iiretilen DNA 1000 kiti islemden 30 dakika 6nce oda
sicakligina ¢ikarilir.

Hazirlama istasyonuna yeni bir ¢ip yerlestirilir.

Cipin siyah G isaretli kuyusuna 9 pl kit tarafindan saglanan jel-boya karisimi pipet
yardimut ile yiiklenir.

Hazirlama istasyonu kapatilir.

Hazirlama istasyonunun klipsi kapanana dek 1ml’lik pistona basilir.

Klipsi agmadan 6nce 60 saniye beklenir.

5 saniye beklenir ve piston yavasca 1 ml pozisyonuna getirilir.

Cip hazirlama istasyonu agilir ve ¢ipin beyaz G isaretli kuyularina 9 pl kit tarafindan
saglanan jel-boya karisimi pipet yardimi ile yiiklenir.

Kit tarafindan saglanan marker tiim 6rnek ve ladder kuyularma 5 pl olacak sekilde
yiiklenir.

Kit tarafindan saglanan ladder, ladder isareti bulunan kuyuya 1 pl olacak sekilde
yiiklenir.

Cip tlizerindeki 12 adet 6rnek kuyusuna kiitiiphane o6rneklerinden 1 ul olacak sekilde
yiiklenir. Ornek yiiklenmeyen bos kuyulara 1 pl saf su yiiklenir.

Cip yatay olarak aadaptore yerlestirilir ve 2400 rpm’de 1 dakika boyunca
vortekslenir.

Cip zaman kaybetmeden 2100 Bioanalyzer cihazina yerlestirilir ve islem baglatilir.

4.2.5.4. Kiitiiphanenin Pool Edilmesi

Elde edilen amplikon kiitiiphaneleri Qubit 3.0 Fluorometer cihazi kullanilarak mikrolitredeki

nanogram miktarlar1 Slciilmiistiir. Olgiim sirasinda ¢ift zincirli DNA’ya baglanan

florometrik kantifikasyon yontemi kullanilmistir.
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Nanomolardaki (nM) DNA konsantrasyonu 2100 Bioanalyzer cihazi ile belirlenen DNA
amplikon boyutu baz alinarak hesaplanmistir. Hesaplamada Sekil 4.9.’da ifade edilen

formiilasyon kullanilmistir.

ng/ul'deki konsantrasyon

X 106 = nM'daki
(660 g/mol) x ortalama Konsantrasyon
kiitiiphane boyutu
Ornegin:
15 ng/pl X 10A6 = 45nM

(660 g/mol x 370)

Sekil 4.9. Kiitiiphane pool asamas1 formiilasyonu

Stispansiyon tamponu (RSB) kullanilarak kiitiiphanelerin son halleri formiilde elde edilen
nM hesabina gore seyreltilir. Her bir kiitiiphaneden 5 ul alinarak homojen bir sekilde tek

tiipte karistirilir.
42.6. BIYOINFORMATIK ANALiZLER
4.2.6.1. Verilerin Filtrelenmesi

Biyoinformatik analizler Linux/Unix arayiizlii isletim sisteminin terminali araciliiyla
OBITools is akis1 (62) kullanilarak gergeklestirilmistir. Illumina Iseq 100 cihazindan alinan
“.fastq” formatindaki ileri ve geri okumali dizilerin kalite kontrolii FASTQC programu ile
gerceklestirilmistir. 16sV3F ve 16sV3R primer cifti ile ¢ogaltilan ileri ve geri dizilerin

analizi i¢in olusturulan is akis;

1. “illuminapairedend” komutu ile kalitesi 30 ve {izeri olan okumalar ayrilir ve ayrilan
bu okumalarin ileri ve geri okumalar birlestirilir.

“’Obigrep’’ komutu ile ilk asamada birlestirilemeyen okumalar filtrelenir.
“’Tagcleaner’” komutu ile dizilerin uglarindaki ileri ve geri primer dizileri ¢ikarilir.

“’Obiuniq”’ komutu ile tekrar eden ayni okumalar tek bir okuma haline getirilir.

o ~ w0 N

“’Obiannotate’” komutu ile okumalarin baglik kismindaki istatiksel bilgiler silinir ve

okumalarin yalnizca okuma sayilar1 alinir.
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6. “’Obigrep’” komutu ile uzunlugu 100 baz ve {izeri olan ve okuma sayisi en 5 olan
okumalar filtrelenir.

7. “’Obiclean’” komutu ile giiriiltii okumalar temizlenmistir.

Komut bazli ¢esitli filtrelerden gegirilen okumalar en son temizlenmis bir halde ’.fastq’’

formatinda elde edilmistir.
4.2.6.2. Taksonomik Tanimlama
4.2.6.2.1. SILVANgs

SILV Angs, yliksek verimli dizileme (yeni nesil dizileme) yaklasimi ile elde edilen ribozomal
RNA geni (rDNA) amplikon okumalarinin veri analizi i¢in gelistirilmis ¢evrimigi bir veri
analizi hizmeti saglayicisidir. Sahip oldugu dizi veritabanlarini referans olarak kullanarak
eldeki verileri taksonomik olarak tanimlar. rDNA okumalarini tanimlar ve tablolar, grafikler,
dizi dosyalar1 gibi ¢iktilara cevirir. SILVAngs’in verileri isledigi is akisi su sekilde

siralanabilir:

- Hizalama

- Kalite Kontrolii

- Benzer dizilerin tanimlanmasi

- Operasyonel taksonomik birimlerin (OTU) bir esik degeri baz alinarak
tanimlanmasi

- Operasyonel taksonomik birimlerin (OTU) veya okumalarin siniflandirilmasi

4.2.6.1. baslikta belirtilen komutlar vasitasiyla cesitli filtreler ile temizlenen veriler son
halinde °’.fastq’” formatinda elde edilen veriler Sekil 4.10°da gdsterilen parametreler

secilerek SILV Angs sistemine yiiklenmistir.
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Project Name

Sequence Type *

Sequencing Technology

=

Expected Sequence
Quantity *

Expected Read Length *

Project Description

Biyoyumak_Tez

Optimally a short and concise name for easy
identification should be used

165/18S, SSU -
The rRNA subunit type that is used for this project.

lllumina (MiSeq/HiSeq) -

The sequence technology that was used to obtain the
sequences that are used in this project

2000

An estimated value of how many sequences will be used
for this project

450

An estimated read length value for the sequence data
that will be used for this project

Bivoyumak Sistemlerinde Mikrobiyotanin
Zamana Bagll Degisiminin Metagenomik Analizi

Sekil 4.10. SILVANngs amplikon veri girdi parametreleri

4.2.6.2.2. Geneious BLAST

Geneious BLAST, verilen diziyi Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI)’de bulunan
cesitli ¢evrimigi veri bankalarinin icerdigi diziler ile karsilastirarak tiir diizeyinde
taksonomik profillemeyi olanakli kilmaktadir. Tiir diizeyinde taksonomik tanimlama igin
4.2.6.1. baslikta belirtilen komutlar vasitasiyla ¢esitli filtreler ile temizlenen veriler son
halinde “’.fastq’’ formatinda elde edilen veriler Geneious BLAST sisteminde veri tabani ‘16s

ribozomal RNA’, maksimum E-degeri 0.05 ve yanlis eslesme sayis1 1-2 olarak ayarlandiktan

sonra ‘Megablast’ programi uygulanmuistir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

51. BIYOYUMAK OLUSUMU

100 mi/L
90 ml/L
80 mi/L

60 ml/L

40 ml/L

20 mi/L

10 mi/L

[

Sekil 5.1. 21. giiniin sonunda biyoyumak 6rneklerinin imhoff hunisi ile yogunluk dl¢timii

Biyoyumak 6rneklerinin yogunlugu imhoff hunisi kullanarak 21. Giiniin sonunda siiziiliip
Ol¢iilmiis ve 90 ml/L yogunluga sahip oldugu goriilmiistiir. Literatiire gbre su {irlinleri
yetistiriciliginde verimli sonuglarin alinabilmesi i¢in biyoyumak yogunlugunun 10 ile 40
ml/L araliginda olmasi onerilmektedir (63). Denemelerde protein oranit %38 olan yem
kullanilmasinin ve Karbon:azot orami 15 olarak ayarlanmasinin olusan biyoyumak

yogunlugunda basarilt sonug verdigi boylece goriilmiistiir.
5.2. MOLEKULER ANALIiZ SONUCLARI

5.2.1. SPEKTROFOTOMETRE SONUCLARI

DNA izolasyonu gerceklestirilen 6rneklerin nanospektrofotometre 6lgiimii SPECTROstar

Nano Microplate Reader cihazi ile gerceklestirilmistir.
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Cizelge 5.1. DNA izolatlariin nanospektrofotometre 6l¢tim sonuglari

ORNEK | KONSANTRASYON (ng/ul) | A260/A280 | A260/A230
0 140 2,12 1,9
1 105,53 1,94 1,93
2 93,05 2 1,92
3 75,86 1,65 1,92
4 123,83 2,61 1,92
5 50,39 2,38 2,03
6 51,82 1,71 1,89
7 201,81 2,19 1,84
8 38,18 1,44 1,86
9 12,48 0,67 1,69
10 75,02 1,69 1,79
11 151,7 1,88 1,76
12 94,05 1,97 1,75
13 119,47 1,91 1,78
14 186,17 1,94 1,75
15 75,24 2,2 1,83
16 124,59 1,68 1,75
17 216,81 1,86 1,77
18 58,23 1,41 1,75
19 1244 1,67 1,74
20 306,15 2,11 1,79

37



5.2.2. DNA IZOLASYON SONUCLARI

Orneklerden izole edilen total DNA’lar 1:1 oraninda yiikleme boyasi ile boyandiktan sonra

%1’lik agaroz jele ytiklenip 120 voltta 50 dakika yiirtitiilmiistiir.

Sekil 5.2. DNA izolatlarinin %]1'lik agaroz jel goriintiisi. KB: Kilo Baz, L:Ladder,
NO,N1,N2 ve N3 4 zaman periyoduna ait arazi negatifleri

5.2.3. POLIMERAZ ZiNCiR REAKSIYONU SONUCLARI

Rutin laboratuvar ¢alismalarinda ve literatiirde 16sV3F — 16sV3R primer c¢ifti 5x Firepol
Master Mix enzimi ile 53°C’de calistig1 bilinse de ¢evresel drneklerde ¢evreden kaynakli
inhibitor etkisi ve DNA’nin degrede olmasi gibi faktdrlerin primer baglanma sicakliginm
etkiledigi bilinmektedir. Bu sebeple 16sV3F — 16sV3R primer ¢ifti ve 5x Firepol Master
Mix enzimi ile 50 °C — 65 °C aras1 sicaklik olacak sekilde DNA saflig1 en diisiik olan 9
numarali 6rnek ile gradiyent PZR gergeklestirilmistir.
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Elde edilen PZR firiinleri %2’lik agaroz jelde 120 voltta 40 dakika boyunca yiiriitiilmiistiir.

Yiirtitiilen jel Vilber Fusion Solo UV goriintiileme cihaz ile gorlintiilenmistir.

Base Pairs Mass (ng)
- 1,517 45

- 1,200 35
- 1,000 95
.~ 900 27
- 800 24
- 700 21
- 600 18

o — 500517 97
- 400 38

- 300 29
- 200 25
100 48

Sekil 5.3. 16sV3 primeri gradiyent PZR agaroz jel goriintiisii

Gradiyent PZR sonucu rutin ¢alismalar ve literatiiriin de destekledigi tizere 53°C’de iyi
sonug alindigr tespit edilerek tiim o6rneklerin 53°C’de PZR’min gergeklestirilmesine karar

verilmigtir.
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Sekil 5.4. Orneklerin 16sV3 primeri ile gerceklestirilen PZR agaroz jel goriintiisii

5.2.4. INDEKSLI POLIMERAZ ZINCIiR REAKSIYONU SONUCLARI

16sV3F — 16sV3R primer ¢ifti ile elde edilen barkod bolgelerinin yiliksek verimli dizileme
platformunda dizilenebilmesi i¢in primerlerin uglarina Illumina adaptorleri eklenerek
indeksli primerler olusturuldu. indeksli primer ¢ifti ile 5x Firepol Master Mix enzimi
kullanilarak 53°C’de PZR gerceklestirildi. Elde edilen PZR iiriinleri %2’lik agaroz jelde 120
voltta 40 dakika boyunca yiiriitiilmiistiir. Y{riitiilen jel Vilber Fusion Solo UV goriintiileme

cthaz ile goriintiillenmistir.
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Base Pairs  Mass (ng)
-1517 45
- 1,200 35
-1,000 95
- 900 27
- 800 24
- 700 21
- 600 18
- 500517 97
- 400 38
- 300 29
- 200 25
- 100 48

Sekil 5.5. Orneklerin indeksli 16sV3 primeri ile gerceklestirilen PZR agaroz jel goriintiisii

5.2.5. KUTUPHANE ASAMASI SONUCLARI
5.2.5.1. Qubit Ol¢iimii Sonuclar

Elde edilen amplikon kiitiiphaneleri Qubit 3.0 Fluorometer cihazi kullanilarak mikrolitredeki

nanogram miktarlar1 6lgtilmustiir.
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Cizelge 5.2. Amplikon kiitiiphanelerinin Qubit 6l¢iim sonuglari

Ornek ismi | Konsantrasyon (ng/ul)
0 4,29
1 15,2
2 12,9
3 14,6
4 8,56
5 13,3
6 18,4
7 6,14
8 1,62
9 20,6
10 18
11 7,77
12 13,2
13 7,24
14 16,7
15 14,6
16 8,56
17 13,3
18 18,4
19 13,2
20 7,24
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5.2.5.2. Bioanalyzer Sonuclari

Kiitiiphane olusturma asamasinda Illumina Nextera DNA Prep Library Prep Kit
kullanilmistir. Indeksli PZR iriinlerinin saflastirilmast ‘AMPure XP Beads’ ile
gergeklestirilip kitin indeksleri ile dizileme platformuna uygun adaptorler baglanan
kiitliphanelerin kalite kontrolii ve iiriin boyutu Agilent 2100 Bioanalyzer cihazi ve

Bioanalyzer DNA 1000 ¢ipi kullanilarak gergeklestirilmistir.

Electrophoresis File Run Summary

s Instrument Information:

§ Instrument Name: ~ DEDAE02037 Firmware: C.01.069
s Serial#: DEDAE02037 Type: G29398
140 — 6 Assay Information:
:?g : 12345 Assay Origin Path: C:\Program Files (x86)\Agilent\2100 bioanalyzer\2100
10— e ———— expert\assays\dsDNA\DNA 1000 Series ILxsy
': = Assay Class: DNA 1000
I [rppp—— Version: 2.3
;Z i Assay Comments: DNA Analysis 25 -1000 bp
: i TS — © Copyright 2003-2009 Agilent Technologies, Inc.
- Chip Information:

iJid 3§45 @

Chip Lot #:

Reagent Kit Lot #:
Chip Comments:

Instrument Information:

3 Instrument Name:  DEDAE02037 Firmware: C.01.069
:O’ = Serial#: DEDAE02037 Type: G29398
10 — Assay Information:
8 Assay Origin Path: C:\Program Files (x86)\Agilent\2100 bioanalyzer\2100
g | AR LA R expert\assays\dsDNA\DNA 1000 Series ILxsy
o — Assay Class: DNA 1000
Z: T e Version: 23
: : — Assay Comments: DNA Analysis 25 -1000 bp
i = © Copyright 2003-2009 Agilent Technologies, Inc.
Chip Information:
1 3 B B
Chip Lot #:
Reagent Kit Lot #:
Chip Comments:

Sekil 5.6. Amplikon kiitiiphanelerinin Bioanalyzer elektroforez gortintiileri
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Sekil 5.7. Amplikon kiitiiphanelerinin Bioanalyzer FU ¢izelgeleri

Kiitiipanelerin Agilent 2100 Bioanalyzer cihazi ile yapilan kalite kontrolii sonucunda
amplikon kiitliphanelerinin bantlarinin ideal uzunlukta (~370 bp) ve yogunlukta olduklar1

gorilmiistir.
5.2.6. YENI NESIL DiZILEME SONUCLARI

Iseq 100 cihazindan elde edilen ham veri (FastQ dosyasi) ve Obitools is akisi ile filtreleme

sonucu elde edilen verilerin okuma sayilarindaki degisimler tabloda verilmistir.
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Cizelge 5.3. Dizilerin ham ve ¢esitli filtreler sonras1 okuma sayilari

Ornek ismi | Ham veri | unig c2 c2.clean
1 70054 38596 4241 | 1739
2 86329 46446 5200 | 1774
3 88059 47909 5135 | 1179
4 78246 38594 4483 | 3008
5 78696 45013 4699 | 1539
6 99622 56148 5578 | 2291
7 87162 49373 5064 | 1995
8 84098 43895 4810 | 2543
9 90092 51574 4974 | 1827
10 93343 49887 4957 | 1891
11 95170 49841 4533 | 1645
12 98633 47447 4355 | 4866
13 77769 38014 5515 | 1862
14 78423 35848 5427 | 1565
15 84073 35641 4568 | 1416
16 86636 54377 5155 | 2192
17 166744 103436 | 9674 | 1394
18 82638 51651 4732 | 1810
19 96220 62739 5717 | 1152
20 90116 60329 5191 | 2862
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Sekil 5.8 Amplikon Dizilerinin Dizi Sayisini Ifade Eden FastQC Grafigi

Ham amplikon dizi sayilarina bakildiginda tek bir tiirii ifade eden tek okumalarin biitlin
orneklerde yaklasik %10-15 civarinda olup en az iki farkli dizi tarafindan ifade edilen ¢ift

okumalarin ise ham amplikon dizi verisinde daha baskin oldugu goriilmiistiir.
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FastQC: Okuma Bagina Kalite Skoru

T I I ! ! I

Sekil 5.9 Amplikon Dizilerinin Okuma Bas1 Kalite Skorunun Ortalamasini Ifade Eden
FastQC Grafigi

Okuma bas1 kalite skorunu temsil eden FastQC sonuclarma bakildiginda tiim amplikon
orneklerinin FastQC sonuclarinin Q36’da yogunluk gosterdigi goriilmektedir. Yeni nesil
dizilemede kalite kontrolii bir bazin yanls temsil edilme olasiliginin tahmini olarak
aciklanabilir. ¢ = -10 x log10(p) formdilii ile hesaplanan Q skorunda 6rnegin Q10 bir bazin
yanlis temsil edilmesinin 10! ‘de lolasilig1 oldugunu ifade ederken Q50 ise yanls temsil

edilme olasiligmin 10° ‘de 1 oldugunu ifade eder.

Dizileme kalite skorunun genelde Q30 ve {izeri olmasi iyi bir okuma kalitesi olarak kabul
edilmektedir. Calismada dizilenen amplikon 6rneklerinde elde edilen ortalama Kkalite
skorunun Q36 olmasi, yeni nesil dizileme asamasinin basaril1 bir sekilde gergeklestirildigini

gostermektedir.
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5.2.7. TURDUZEYINDE TAKSONOMIK PROFILLEME SONUCLARI

Cizelge 5.4. K biyoyumak denemesi sistemi tiir diizeyinde taksonomik profili

BAKTERI TURU | ORAN | SOLUNUM | EKOLOJi | REFERANS | ZAMAN
Diger 21,99 K -t0
Catenovulum 19,11 | Aerobik Sediment (64)
maritimum
Pseudoalteromonas | 13,37 | Aerobik Sediment (65)
marina
Shimia aquaeponti | 11,40 | Aerobik Deniz suyu | (66)
Marinobacterium 5,09 Aerobik Deniz suyu | (67)
marisflavi
Vibrio proteolyticus | 3,61 Aerobik Deniz suyu | (68)
Polaribacter 3,12 Aerobik Deniz suyu | (69)
lacunae
Pseudoalteromonas | 2,71 Aerobik Deniz suyu | (70)
gelatinilytica
Litorisediminivivens | 2,30 Aerobik Deniz suyu | (71)
gilvus
Sulfitobacter 1,97 Aerobik Deniz suyu | (72)
sabulilitoris
Vibrio xuii 1,72 Aerobik Karides (73)
yetistiriciligi
suyu
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Cizelge 5.4. (devam)

Leisingera 1,72 Aerobik Deniz suyu | (74)
aguaemixtae
Sinisalibacter 1,56 Aerobik Tuzlu  gol, | (75)
lacisalsi sediment
Alteromonas 1,48 Aerobik Deniz suyu | (76)
mediterranea
Aliishimia ponticola | 1,48 Aerobik Deniz suyu | (66)
Vibrio panuliri 1,39 Anaerobik Istakoz (77)
yumurtasi
Litoreibacter ponti | 1,15 Aerobik Deniz suyu | (78)
Alteromonas oceani | 1,07 Aerobik Derin deniz | (79)
sedimenti
Vibrio hyugaensis 1,07 Aerobik Deniz suyu | (80)
Phaeobacter italicus | 1,07 Aerobik Deniz suyu (81)
Pseudoalteromonas | 0,82 Aerobik Deniz suyu | (82)
shioyasakiensis
Vibrio thalassae 0,82 Aerobik Deniz suyu | (83)
Diger 37,00 K-tl
Vibrio hyugaensis 13,06 | Aerobik Deniz suyu | (80)
Catenococcus 11,73 | Anaerobik Deniz suyu (84)
thiocycli
Marivita roseacus 9,67 Aerobik Deniz suyu | (85)
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Cizelge 5.4. (devam)

haloalkalitolerans

Phaeodactylibacter | 7,62 Aerobik Deniz suyu | (86)
xiamenensis

Thalassobius 3,75 Aerobik Deniz suyu | (87)
litoralis

Litorisediminivivens | 2,78 Aerobik Deniz suyu | (71)
gilvus

Vibrio proteolyticus | 2,42 Aerobik Deniz suyu | (68)
Tritonibacter 2,18 Aerobik Deniz suyu | (88)
mobilis

Pararhizobium 1,69 Aerobik Toprak (89)
haloflavum

Salipiger profundus | 1,57 Aerobik Deniz suyu | (90)
Pyruvatibacter 1,45 Aerobik Deniz suyu | (91)
mobilis

Pedomicrobium 1,33 Aerobik Toprak (92)
manganicum

Mesorhizobium 1,33 Fakiiltatif Atik su (93)
denitrificans

Sulfitobacter 1,21 Aerobik Denizsuyu | (72)
sabulilitoris

Cohaesibacter 1,21 Aerobik Soda goli (94)
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Cizelge 5.4. (devam)

Catenococcus 21,30 | Anaerobik Deniz suyu (84) K-t2
thiocycli

Vibrio hyugaensis 19,39 | Aerobik Deniz suyu | (80)
Nioella 17,60 | Aerobik Deniz suyu | (95)
nitratireducens

Martelella lutilitoris | 15,94 | Aerobik Deniz suyu | (72)
Diger 15,56

Pseudoalteromonas | 2,17 Aerobik Deniz suyu | (96)
luteoviolacea

Shimia aquaeponti | 1,91 Aerobik Deniz suyu | (66)
Vibrio proteolyticus | 1,91 Aerobik Deniz suyu | (68)
Maricaulis 1,66 Aerobik Deniz suyu | (97)
virginensis

Litoreibacter ponti | 1,28 Aerobik Deniz suyu | (78)
Aliishimia ponticola | 1,28 Aerobik Deniz suyu | (66)
Diger 44,16 K-t3
Halomonas 10,14 | Aerobik Soda goli (98)
halophila

Vibrio proteolyticus | 7,06 Aerobik Deniz suyu | (68)
Catenococcus 4,11 Anaerobik Deniz suyu (84)
thiocycli
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Cizelge 5.4. (devam)

Litorisediminivivens | 3,98 Aerobik Deniz suyu | (71)
gilvus

Salipiger profundus | 3,85 Aerobik Deniz suyu | (90)
Vibrio hyugaensis 3,59 Aerobik Deniz suyu | (80)
Vibrio alginolyticus | 2,82 Aerobik Deniz suyu | (99)
Thalassospira 2,70 Aerobik Deniz suyu | (100)
alkalitolerans

Limimaricola 2,57 Aerobik Deniz suyu | (75)
aestuariicola

Maricaulis 2,57 Aerobik Deniz suyu | (97)
virginensis

Henriciella pelagia | 2,18 Aerobik Deniz suyu | (101)
Martelella lutilitoris | 2,05 Aerobik Deniz suyu | (72)
Phaeovibrio 1,93 Aerobik Sediment (102)
sulfidiphilus

Aliishimia ponticola | 1,67 Aerobik Deniz suyu | (66)
Pyruvatibacter 1,67 Aerobik Deniz suyu | (91)
mobilis

Henriciella algicola | 1,54 Aerobik Deniz suyu | (101)
Litoreibacter ponti | 1,41 Aerobik Deniz suyu | (78)
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Cizelge 5.5. BC biyoyumak denemesi sistemi tiir diizeyinde taksonomik profili

aquaemixtae

BAKTERIi TURU |ORA |SOLUNU |EKOLOJI | REFERANS | ZAMA
N M N

Catenovulum 27,95 | Aerobik Sediment (64) BC-t0

maritimum

Diger 21,25

Pseudoalteromonas | 15,27 | Aerobik Sediment (65)

marina

Shimia aquaeponti | 9,46 Aerobik Deniz suyu (66)

Litorisediminiviven | 3,04 Aerobik Deniz suyu (71)

s gilvus

Pseudoalteromonas | 2,86 Aerobik Deniz suyu (70)

gelatinilytica

Polaribacter 2,41 Aerobik Deniz suyu (69)

lacunae

Vibrio proteolyticus | 2,23 Aerobik Deniz suyu (68)

Marinobacterium 2,14 Aerobik Deniz suyu (67)

marisflavi

Sulfitobacter 1,70 Aerobik Deniz suyu (72)

sabulilitoris

Leisingera 1,61 Aerobik Deniz suyu (74)
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Cizelge 5.5. (devam)

Vibrio gallicus 1,43 Anaerobik | Haliotis (103)
tuberculata
bagirsagi
Jiulongibacter 1,43 Aerobik Deniz suyu (104)
sediminis
Alteromonas 1,16 Aerobik Deniz suyu (76)
mediterranea
Alteromonas oceani | 1,16 Aerobik Derin  deniz | (79)
sedimenti
Gluconobacter 1,07 Aerobik Deniz suyu (105)
japonicus
Catenococcus 1,07 Anaerobik | Deniz suyu (84)
thiocycli
Vibrio xuii 0,98 Aerobik Karides (73)
yetistiriciligi
suyu
Aliishimia ponticola | 0,89 Aerobik Deniz suyu (66)
Litoreibacter ponti | 0,89 Aerobik Deniz suyu (78)
Phaeodactylibacter | 9,44 Aerobik Deniz suyu (86) BC-tl
xiamenensis
Vibrio proteolyticus | 7,76 Aerobik Deniz suyu (68)
Catenococcus 7,67 Anaerobik | Deniz suyu (79)
thiocycli
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Cizelge 5.5. (devam)

mobilis

Vibrio hyugaensis 6,44 Aerobik Deniz suyu (75)
Marivita 5,03 Aerobik Deniz suyu (106)
geojedonensis

Litoreibacter ponti | 4,23 Aerobik Deniz suyu (78)
Jiulongibacter 3,79 Aerobik Deniz suyu (104)
sediminis

Litorisediminivivens | 3,17 Aerobik Deniz suyu (71)
gilvus

Marivita roseacus | 3,00 Aerobik Deniz suyu (85)
Vibrio thalassae 1,85 Aerobik Deniz suyu (83)
Sulfitobacter 1,76 Aerobik Deniz suyu (72)
sabulilitoris

Mesorhizobium 1,59 Anaerobik | Kompost (107)
composti

Marivivens 1,32 Aerobik Deniz suyu (66)
donghaensis

Thalassobius 1,23 Aerobik Deniz suyu (87)
litoralis

Pyruvatibacter 1,06 Aerobik Deniz suyu (91)
mobilis

Tritonibacter 0,97 Aerobik Deniz suyu (88)
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Cizelge 5.5. (devam)

Pusillimonas 0,97 Aerobik Toprak (108)
ginsengisoli
Pedomicrobium 0,97 Aerobik Toprak (92)
manganicum
Mesorhizobium 0,88 Fakiiltatif Atik su (93)
denitrificans
Vibrio gallicus 0,88 Anaerobik | Haliotis (103)
tuberculata
bagirsagi
Martelella lutilitoris | 14,19 | Aerobik Deniz suyu (67) BC-1t2
Diger 14,19
Oleiagrimonas 13,04 | Aerobik Deniz suyu (109)
citrea
Litoreibacter ponti | 10,73 | Aerobik Deniz suyu (73)
Leuconostoc 9,12 Anaerobik | Meyve/sebze | (110)
mesenteroides tizerinde
Thalassospira 7,00 Aerobik Deniz suyu (111)
australica
Vibrio proteolyticus | 6,62 Aerobik Deniz suyu (68)
Salipiger profundus | 4,17 Aerobik Deniz suyu (90)
Thalassospira 3,15 Aerobik Deniz suyu (112)
marina
Aliishimia ponticola | 2,25 Aerobik Deniz suyu (66)
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Cizelge 5.5. (devam)

Limimaricola 1,86 Aerobik Deniz suyu (113)
aestuariicola
Catenococcus 1,28 Anaerobik | Deniz suyu (79)
thiocycli
Halomonas 1,28 Aerobik Soda goli (98)
halophila
Sulfitobacter 1,09 Aerobik Deniz suyu (67)
sabulilitoris
Litorisediminivivens | 1,09 Aerobik Deniz suyu (66)
gilvus
Tritonibacter 1,09 Aerobik Deniz suyu (83)
mobilis
Vibrio hyugaensis 1,03 Aerobik Deniz suyu (75)
Vibrio gallicus 0,90 Anaerobik | Haliotis (98)
tuberculata
bagirsagi
Yangia pacifica 0,83 Aerobik Sediment (114)
Flavobacterium 0,83 Aerobik Bitki endofitik | (115)
suaedae
Jiulongibacter 0,77 Aerobik Deniz suyu (99)
sediminis
Shimia aquaeponti | 0,77 Aerobik Deniz suyu (66)
Stappia stellulata 0,77 Aerobik Deniz suyu (116)
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Cizelge 5.5. (devam)

Tenacibaculum 0,64 Anaerobik | Deniz suyu 117)
aestuarii
Roseicyclus 0,64 Aerobik Gol (118)
mahoneyensis
Vibrio thalassae 0,64 Aerobik Deniz suyu (78)
Diger 30,95 BC -t3
Vibrio proteolyticus | 11,41 | Aerobik Deniz suyu (63)
Litorisediminiviven | 5,44 Aerobik Deniz suyu (66)
s gilvus
Halomonas 5,05 Aerobik Soda golii (93)
halophila
Terasakiella 4,13 Aerobik Atik su (119)
brassicae
Sunxiuginia 3,61 Aerobik Deniz suyu (120)
elliptica
Terasakiella pusilla | 3,54 Anaerobik | Deniz suyu (121)
Martelella lutilitoris | 2,56 Aerobik Deniz suyu (67)
Vibrio gallicus 2,56 Anaerobik | Haliotis (98)
tuberculata
bagirsagi
Yangia pacifica 2,10 Aerobik Sediment (109)
Vibrio thalassae 1,77 Aerobik Deniz suyu (78)
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Cizelge 5.5. (devam)

marina

Sulfitobacter 1,70 Aerobik Deniz suyu (67)
sabulilitoris

Salipiger profundus | 1,70 Aerobik Deniz suyu (85)
Flavimaricola 1,51 Anaerobik | Deniz suyu (122)
marinus

Litoreibacter ponti | 1,51 Aerobik Deniz suyu (73)
Henriciella pelagia | 1,44 Aerobik Deniz suyu (123)
Maricaulis 1,44 Aerobik Deniz suyu (97)
virginensis

Aliishimia ponticola | 1,31 Aerobik Deniz suyu (61)
Thalassospira 1,31 Aerobik Deniz suyu (106)
australica

Muricauda 1,25 Anaerobik | Deniz suyu (124)
ruestringensis

Limimaricola 1,11 Aerobik Deniz suyu (108)
aestuariicola

Muricauda 1,11 Aerobik Deniz suyu (125)
taeanensis

Cyclobacterium 1,11 Aerobik Deniz suyu (126)
marinum

Vibrio alginolyticus | 1,05 Aerobik Deniz suyu (99)
Thalassospira 0,98 Aerobik Deniz suyu (207)
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Cizelge 5.5. (devam)

insulae

Feifantangia 0,98 Aerobik Deniz suyu (127)
zhejiangensis

Carboxylicivirga 0,98 Anaerobik | Deniz suyu (92)
linearis

Muricauda 0,79 Aerobik Deniz suyu (128)
zhangzhouensis

Carboxylicivirga 0,72 Aerobik Deniz suyu (86)
taeanensis

Arenibacter 0,72 Aerobik Deniz suyu (129)
algicola

Stenotrophomonas | 0,72 Aerobik Genel (130)
maltophilia

Catenococcus 0,72 Anaerobik | Deniz suyu (79)
thiocycli

Muricauda olearia | 0,72 Aerobik Deniz suyu (131)
Paracoccus indicus | 0,66 Aerobik Deniz suyu (132)
Flavobacterium 0,66 Aerobik Bitki endofitik | (110)
suaedae

Aestuariivivens 0,66 Aerobik Deniz suyu (133)
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Cizelge 5.6. BT biyoyumak denemesi sistemi tiir diizeyinde taksonomik profili

BAKTERIi TURU | ORA |SOLUNU |EKOLOJI | REFERANS | ZAMA
N M N

Catenovulum 25,54 | Aerobik Sediment (64) BT -t0

maritimum

Diger 20,54

Pseudoalteromonas | 16,89 | Aerobik Sediment (65)

marina

Shimia aquaeponti | 8,09 Aerobik Deniz suyu (61)

Pseudoalteromonas | 5,15 Aerobik Deniz suyu (70)

gelatinilytica

Marinobacterium 3,97 Aerobik Deniz suyu (67)

marisflavi

Litorisediminiviven | 2,54 Aerobik Deniz suyu (66)

s gilvus

Vibrio proteolyticus | 2,14 Aerobik Deniz suyu (63)

Sulfitobacter 1,90 Aerobik Deniz suyu (67)

sabulilitoris

Pseudoalteromonas | 1,82 Aerobik Deniz suyu (134)

peptidolytica

Polaribacter 1,74 Aerobik Deniz suyu (69)

lacunae
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Cizelge 5.6. (devam)

Leisingera 1,59 Aerobik Deniz suyu (74)
aguaemixtae
Aliishimia ponticola | 1,19 Aerobik Deniz suyu (61)
Alteromonas 1,19 Aerobik Deniz suyu (76)
mediterranea
Sinisalibacter 1,19 Aerobik Tuzlu  gol, | (75)
lacisalsi sediment
Catenococcus 1,03 Anaerobik | Deniz suyu (79)
thiocycli
Jiulongibacter 1,03 Aerobik Deniz suyu (99)
sediminis
Vibrio xuii 0,87 Aerobik Karides (73)
yetistiriciligi
suyu
Alteromonas oceani | 0,79 Aerobik Derin  deniz | (79)
sedimenti
Pseudoalteromonas | 0,79 Aerobik Deniz suyu (135)
ulvae
Diger 31,74 BT -tl1
Phaeodactylibacter | 13,73 | Aerobik Deniz suyu (86)
xiamenensis
Catenococcus 10,20 | Anaerobik | Deniz suyu (79)
thiocycli
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Cizelge 5.6. (devam)

Litorisediminiviven | 9,57 Aerobik Deniz suyu (66)
s gilvus

Vibrio hyugaensis | 8,56 Aerobik Deniz suyu (75)
Marivita roseacus | 3,90 Aerobik Deniz suyu (80)
Marivita 3,53 Aerobik Deniz suyu (106)
geojedonensis

Litoreibacter ponti | 2,90 Aerobik Deniz suyu (73)
Ruegeria sediminis | 2,39 Aerobik Deniz suyu (136)
Vibrio proteolyticus | 2,39 Aerobik Deniz suyu (63)
Aliishimia ponticola | 2,27 Aerobik Deniz suyu (61)
Mesorhizobium 2,14 Fakiiltatif Atik su (88)
denitrificans

Sulfitobacter 2,02 Aerobik Deniz suyu (67)
sabulilitoris

Jiulongibacter 1,76 Aerobik Deniz suyu (99)
sediminis

Thalassobius 1,64 Aerobik Deniz suyu (82)
litoralis

Balneola vulgaris 1,26 Aerobik Deniz suyu (137)
Vibrio proteolyticus | 24,66 | Aerobik Deniz suyu (63) BT -t2
Diger 16,24
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Cizelge 5.6. (devam)

Thalassospira 14,80 | Aerobik Deniz suyu (106)
australica
Martelella lutilitoris | 13,69 | Aerobik Deniz suyu (67)
Thalassospira 6,55 Aerobik Deniz suyu (207)
marina
Vibrio thalassae 5,95 Aerobik Deniz suyu (78)
Catenococcus 4,68 Anaerobik | Deniz suyu (79)
thiocycli
Vibrio hyugaensis | 4,17 Aerobik Deniz suyu (75)
Vibrio gallicus 3,91 Anaerobik | Haliotis (98)
tuberculata
bagirsagi
Litoreibacter ponti | 1,36 Aerobik Deniz suyu (73)
Winogradskyella 1,19 Aerobik Deniz suyu (138)
algicola
lodidimonas muriae | 1,02 Aerobik Dogal  gaz | (139)
tesisi
Flavobacterium 0,94 Aerobik Bitki (110)
suaedae endofitik
Nioella 0,85 Aerobik Deniz suyu (95)
nitratireducens
Diger 42,98 BT - t3
Vibrio proteolyticus | 6,69 Aerobik Deniz suyu (63)
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Cizelge 5.6. (devam)

Feifantangia 5,92 Aerobik Deniz suyu (122)
zhejiangensis

Halomonas 5,70 Aerobik Soda goli (93)
halophila

Thalassospira 3,40 Aerobik Deniz suyu (106)
australica

Litorisediminivivens | 3,29 Aerobik Deniz suyu (66)
gilvus

Vibrio hyugaensis 3,18 Aerobik Deniz suyu (75)
Thalassospira 3,18 Aerobik Deniz suyu (207)
marina

Maricaulis 3,07 Aerobik Deniz suyu (92)
virginensis

Sulfitobacter 2,63 Aerobik Deniz suyu (67)
sabulilitoris

Vibrio alginolyticus | 2,63 Aerobik Deniz suyu (94)
Sinirhodobacter 2,63 Aerobik Camur (140)
hankyongi

Terasakiella 1,54 Aerobik Atik su (114)
brassicae

Yangia pacifica 1,54 Aerobik Sediment (109)
Paracoccus indicus | 1,54 Aerobik Deniz suyu (227)
Salipiger profundus | 1,54 Aerobik Deniz suyu (85)
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Cizelge 5.6. (devam)

marinum

Aestuariivivens 1,43 Aerobik Deniz suyu (128)
insulae

Muricauda 1,32 Anaerobik | Deniz suyu (119)
ruestringensis

Aliishimia ponticola | 1,21 Aerobik Deniz suyu (61)
Henriciella pelagia | 1,21 Aerobik Deniz suyu (118)
Limimaricola 1,21 Aerobik Deniz suyu (108)
aestuariicola

Catenococcus 1,10 Anaerobik | Deniz suyu (79)
thiocycli

Cyclobacterium 1,10 Aerobik Deniz suyu (121)
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Cizelge 5.7. . P biyoyumak denemesi sistemi tiir diizeyinde taksonomik profili

BAKTERIi TURU |ORA |SOLUNU | EKOLOJI REFERAN | ZAMA
N M S N

Diger 33,98 P-t0

Catenovulum 31,33 | Aerobik Sediment (59)

maritimum

Pseudoalteromonas | 14,94 | Aerobik Sediment (129)

marina

Shimia aquaeponti | 7,47 Aerobik Deniz suyu (61)

Marinobacterium 3,37 Aerobik Deniz suyu (62)

marisflavi

Polaribacter 3,37 Aerobik Deniz suyu (64)

lacunae

Litorisediminiviven | 3,13 Aerobik Deniz suyu (66)

s gilvus

Sulfitobacter 2,41 Aerobik Deniz suyu (67)

sabulilitoris

Diger 32,31 P-tl

Vibrio hyugaensis | 17,92 | Aerobik Deniz suyu (75)

Catenococcus 16,08 | Anaerobik Deniz suyu (79)

thiocycli

Terasakiella 10,41 | Aerobik Atik su (114)

brassicae
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Cizelge 5.7. (devam)

Phaeodactylibacter | 6,58 Aerobik Deniz suyu (81)
xiamenensis
Malaciobacter 5,05 Anaerobik | Deniz suyu (141)
pacificus
Litorisediminiviven | 2,76 Aerobik Deniz suyu (66)
s gilvus
Halodesulfovibrio | 2,30 Anaerobik | Deniz suyu (142)
oceani
Vibrio proteolyticus | 1,99 Aerobik Deniz suyu (63)
Delftia 1,53 Aerobik Cistus (143)
rhizosphaerae ladanifer

rizosferi
Ilumatobacter 1,53 Aerobik Deniz  kiyisi | (144)
fluminis kumu
Marivita 1,53 Aerobik Deniz suyu (101)
geojedonensis
Martelella lutilitoris | 22,41 | Aerobik Deniz suyu (67) P-t2
Litoreibacter ponti | 21,17 | Aerobik Deniz suyu (73)
Diger 16,47
Jiulongibacter 5,85 Aerobik Deniz suyu (99)
sediminis
Vibrio proteolyticus | 4,78 Aerobik Deniz suyu (63)

68




Cizelge 5.7. (devam)

tuberculata

bagirsagi

Catenococcus 4,25 Anaerobik | Deniz suyu (79)
thiocycli

Flavobacterium 4,16 Aerobik Bitki endofitik | (110)
suaedae

Vibrio hyugaensis | 2,92 Aerobik Deniz suyu (75)
Litorisediminivivens | 2,83 Aerobik Deniz suyu (66)
gilvus

Amylibacter 1,86 Aerobik Deniz suyu (145)
lutimaris

Stappia stellulata 1,86 Aerobik Deniz suyu (111)
Shimia aquaeponti | 1,77 Aerobik Deniz suyu (61)
Salipiger profundus | 1,68 Aerobik Deniz suyu (85)
Limimaricola 1,51 Aerobik Deniz suyu (108)
aestuariicola

Cohaesibacter 1,06 Aerobik Sediment (115)
marisflavi

Aliishimia ponticola | 0,97 Aerobik Deniz suyu (61)
Oleiagrimonas 0,89 Aerobik Deniz suyu (104)
citrea

Vibrio gallicus 0,89 Anaerobik | Haliotis (98)
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Cizelge 5.7. (devam)

Monaibacterium 0,89 Aerobik Deniz suyu (146)
marinum

Shimia biformata 0,89 Aerobik Deniz suyu (247)
Vibrio thalassae 0,89 Aerobik Deniz suyu (78)
Diger 39,32 P-t3
Litoreibacter ponti | 12,57 | Aerobik Deniz suyu (73)
Vibrio proteolyticus | 7,33 Aerobik Deniz suyu (63)
Terasakiella 5,96 Anaerobik | Deniz suyu (116)
brassicae

Sunxiuginia 3,71 Aerobik Deniz suyu (115)
elliptica

Cohaesibacter 3,22 Aerobik Sediment (115)
marisflavi

Litorisediminiviven | 2,01 Aerobik Deniz suyu (66)
s gilvus

Halodesulfovibrio 1,77 Anaerobik | Deniz suyu (138)
oceani

Carboxylicivirga 1,69 Aerobik Deniz suyu (86)
taeanensis

Muricauda 1,45 Anaerobik | Deniz suyu (119)
ruestringensis

Henriciella pelagia | 1,37 Aerobik Deniz suyu (118)
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Cizelge 5.7. (devam)

pacificus

Sulfitobacter 1,29 Aerobik Deniz suyu (67)
sabulilitoris
Marinifilum 1,21 Anaerobik | Deniz suyu (148)
albidiflavum
Roseicyclus 1,21 Aerobik Gol (113)
mahoneyensis
Martelella lutilitoris | 1,05 Aerobik Deniz suyu (67)
Henriciella algicola | 1,05 Aerobik Deniz suyu (101)
Vibrio alginolyticus | 1,05 Aerobik Deniz suyu (94)
Tritonibacter 1,05 Aerobik Deniz suyu (83)
mobilis
Halodesulfovibrio | 1,05 Anaerobik | Deniz suyu (142)
spirochaetisodalis
Aliishimia ponticola | 0,97 Aerobik Deniz suyu (61)
Arenibacter 0,97 Aerobik Deniz suyu (124)
algicola
Vibrio gallicus 0,97 Anaerobik | Haliotis (103)
tuberculata
bagirsagi
Petrocella 0,97 Anaerobik | Deniz suyu (149)
atlantisensis
Malaciobacter 0,89 Anaerobik | Deniz suyu (99)
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Cizelge 5.7. (devam)

caesariensis

Salipiger profundus | 0,89 Aerobik Deniz suyu (85)
Flavobacterium 0,89 Aerobik Bitki endofitik | (110)
suaedae

Cognatishimia 0,89 Aerobik Sediment (59)
maritima

Defluviimonas 0,81 Aerobik Deniz suyu (150)
aestuarii

Yangia pacifica 0,81 Aerobik Sediment (109)
Halomonas 0,81 Aerobik Soda goli (93)
halophila

Neptuniibacter 0,81 Aerobik Deniz suyu (90)
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Cizelge 5.8. O biyoyumak denemesi sistemi tiir diizeyinde taksonomik profili

xiamenensis

BAKTERI TURU | ORAN | SOLUNUM | EKOLOJI REFERANS | ZAMAN
Catenovulum 33,93 | Aerobik Sediment (59) O -t0
maritimum

Pseudoalteromonas | 22,74 | Aerobik Sediment (129)
marina

Diger 18,14

Shimia aquaeponti | 4,70 Aerobik Deniz suyu (61)
Pseudoalteromonas | 3,20 Aerobik Deniz suyu (65)
gelatinilytica

Polaribacter 2,16 Aerobik Deniz suyu (64)
lacunae

Sulfitobacter 2,16 Aerobik Deniz suyu (67)
sabulilitoris

Litorisediminivivens | 1,88 Aerobik Deniz suyu (66)
gilvus

Marinobacterium 1,79 Aerobik Deniz suyu (62)
marisflavi

Pseudoalteromonas | 1,50 Aerobik Deniz suyu (130)
peptidolytica

Litoreibacter ponti | 1,32 Aerobik Deniz suyu (73)
Phaeodactylibacter | 1,22 Aerobik Deniz suyu (81)
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Cizelge 5.8. (devam)

oceani

Aliishimia ponticola | 1,22 Aerobik Deniz suyu (61)
Vibrio proteolyticus | 1,13 Aerobik Deniz suyu (63)
Pseudoalteromonas | 1,03 Aerobik Deniz suyu (82)
shioyasakiensis

Jiulongibacter 0,94 Aerobik Deniz suyu (99)
sediminis

Leisingera 0,94 Aerobik Deniz suyu (69)
aguaemixtae

Diger 48,33 Oo-t1
Kinneretia 13,35 | Aerobik Gol (151)
asaccharophila

Terasakiella 11,63 | Aerobik Atik su (114)
brassicae

Marivita roseacus 5,06 Aerobik Deniz suyu (80)
Marivita 4,09 Aerobik Deniz suyu (101)
geojedonensis

Catenococcus 3,88 Aerobik Sediment (59)
thiocycli

Vibrio hyugaensis 3,34 Aerobik Deniz suyu (75)
Litorisediminivivens | 2,69 Aerobik Deniz suyu (66)
gilvus

Halodesulfovibrio 2,37 Anaerobik Deniz suyu (138)
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Cizelge 5.8. (devam)

spirochaetisodalis

Thalassobius 1,61 Aerobik Deniz suyu (82)
litoralis

Halodesulfovibrio 1,29 Anaerobik Deniz suyu (138)
spirochaetisodalis

Vibrio proteolyticus | 1,29 Aerobik Deniz suyu (63)
LentilactoBacillus 1,08 Anaerobik | Kefir (152)
kefiri

Diger 29,33 O-t2
Oleiagrimonas 26,72 | Aerobik Deniz suyu (104)
citrea

Vibrio hyugaensis 14,72 | Aerobik Deniz suyu (75)
Catenococcus 13,85 | Anaerobik | Deniz suyu (79)
thiocycli

Leuconostoc 4,36 Anaerobik Meyve/sebze | (105)
mesenteroides tizerinde

Vibrio proteolyticus | 2,07 Aerobik Deniz suyu (63)
Shimia aquaeponti | 1,96 Aerobik Deniz suyu (61)
Litoreibacter ponti | 1,64 Aerobik Deniz suyu (73)
Thalassospira 1,53 Aerobik Deniz suyu (106)
australica

Halodesulfovibrio 1,42 Anaerobik Deniz suyu (138)
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Cizelge 5.8. (devam)

Litorisediminivivens | 1,31 Aerobik Deniz suyu (66)
gilvus

Salipiger profundus | 1,09 Aerobik Deniz suyu (85)
Diger 31,91

Carboxylicivirga 7,11 Aerobik Deniz suyu (86)
taeanensis

Vibrio proteolyticus | 4,81 Aerobik Deniz suyu (63)
Sunxiuginia elliptica | 4,00 Aerobik Deniz suyu (115)
Halomonas 3,66 Aerobik Soda goli (93)
halophila

Salipiger profundus | 3,59 Aerobik Deniz suyu (85)
Vibrio hyugaensis 3,25 Aerobik Deniz suyu (75)
Aestuariivivens 2,44 Aerobik Deniz suyu (128)
insulae

Thalassospira 2,37 Aerobik Deniz suyu (106)
australica

Muricauda 1,96 Anaerobik Deniz suyu (119)
ruestringensis

Sulfitobacter 1,83 Aerobik Deniz suyu (67)
sabulilitoris

Marinifilum 1,69 Anaerobik Deniz suyu (144)
albidiflavum
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Cizelge 5.8. (devam)

Cyclobacterium 1,69 Aerobik Deniz suyu (121)
marinum

Sinirhodobacter 1,63 Aerobik Camur (140)
hankyongi

Catenococcus 1,56 Anaerobik Deniz suyu (86)
thiocycli

Litorisediminivivens | 1,36 Aerobik Deniz suyu (66)
gilvus

Marinobacter 1,36 Aerobik Deniz suyu (153)
nauticus

Paracoccus indicus | 1,15 Aerobik Deniz suyu (127)
Henriciella pelagia | 1,08 Aerobik Deniz suyu (118)
Terasakiella 1,08 Aerobik Atik su (114)
brassicae

Vibrio thalassae 1,08 Aerobik Deniz suyu (78)
Feifantangia 1,02 Aerobik Deniz suyu (122)
zhejiangensis

Carboxylicivirga 1,02 Anaerobik | Deniz suyu (86)
linearis

Litoreibacter ponti | 1,02 Aerobik Deniz suyu (73)
Muricauda olearia | 1,02 Aerobik Deniz suyu (126)
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Cizelge 5.8. (devam)

Petrocella 1,02 Anaerobik | Deniz suyu (145)
atlantisensis
Alkaliphilus 1,02 Anaerobik Soda goli (154)
namsaraevii
Martelella lutilitoris | 0,95 Aerobik Deniz suyu (67)
Aliishimia ponticola | 0,95 Aerobik Deniz suyu (61)
Nioella 0,95 Aerobik Deniz suyu (90)
nitratireducens
Vibrio alginolyticus | 0,95 Aerobik Deniz suyu (94)
Thalassospira 0,95 Aerobik Deniz suyu (107)
marina
Vibrio gallicus 0,88 Anaerobik | Haliotis (98)
tuberculata
bagirsagi
Vibrio 0,88 Aerobik Sediment (155)
hangzhouensis
Devosia marina 0,81 Aerobik Derin  deniz | (156)
suyu
Defluviimonas 0,81 Aerobik Deniz suyu (146)
aestuarii
Muricauda 0,81 Aerobik Deniz suyu (120)
taeanensis
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Cizelge 5.8. (devam)

Limimaricola 0,75 Aerobik Deniz suyu (108)
aestuariicola

Roseivirga 0,75 Aerobik Deniz suyu (157)
spongicola

Yangia pacifica 0,75 Aerobik Sediment (109)
Cohaesibacter 0,75 Aerobik Sediment (115)
marisflavi

Alteromonas 0,68 Aerobik Deniz suyu (71)
mediterranea

Maricaulis 0,68 Aerobik Deniz suyu (92)
virginensis
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6. TARTISMA VE SONUC
6.1. TARTISMA
6.1.1. BIYOINFORMATIK ANALiZ SONUCLARI

6.1.1.1. Filum Diizeyinde Taksonomik Profil
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M Bdellovibrionota  ® Verrucomicrobiota B Myxococcota W Campylobacterota
B Chloroflexi H Planctomycetota M Desulfobacterota B Firmicutes

Sekil 6.1. Probiyotik katkis1 yapilmamig (K) biyoyumak zamana bagh filum diizeyinde
OTU degisimi

Probiyotik katkis1 yapilmamis (K) biyoyumak sisteminde 29 farkli bakteri filumu tespit
edilmigtir. Bu filumlar arasinda Proteobacteria (%73,40-%93,70), Bacteroidota (%2,42-
%14,47) ve Patescibacteria (%0,88— 1,79) en baskin filumlar olarak tespit edilmistir.
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Sekil 6.2. Bacillus cereus katkisi yapilmis (BC) biyoyumak grubunun zamana bagl filum
diizeyinde OTU degisimi

Bacillus cereus katkis1 yapilmig (BC) biyoyumak sisteminde 33 farkli bakteri filumu tespit
edilmistir. Bu filumlar arasinda Proteobacteria (%58,96-%85,70), Bacteroidota (%4,27 -
%17,94) ve Patescibacteria (%0,08 — 2,48) en baskin filumlar olarak tespit edilmistir.
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Sekil 6.3. Bacillus thuringiensis katkis1 yapilmis (BT) biyoyumak grubunun zamana bagh
filum diizeyinde OTU degisimi

Bacillus thuringiensis katkisi yapilmig (BT) biyoyumak sisteminde 30 farkli bakteri filumu
tespit edilmistir. Bu filumlar arasinda Proteobacteria (%67,40-%90,42), Bacteroidota
(9%5,84- %19,28) ve Patescibacteria (%0,08 — 1,38) en baskin filumlar olarak tespit

edilmistir.
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Sekil 6.4. Probiomax katkist yapilmis (P) biyoyumak grubunun zamana bagli filum
diizeyinde OTU degisimi
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Probiomax katkist yapilmis (P) biyoyumak sisteminde 30 farkli bakteri filumu tespit
edilmistir. Bu filumlar arasinda Proteobacteria (%60,27-%85,45), Bacteroidota (%8,07-
%16,67) ve Patescibacteria (%0,92— 1,67) en baskin filumlar olarak tespit edilmistir.
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Sekil 6.5. OLVIT Probiotics katkist yapilmis (O) biyoyumak grubunun zamana bagli filum
diizeyinde OTU degisimi
OLVIT Probiotics katkist yapilmis (O) biyoyumak sisteminde 30 farkli bakteri filumu tespit
edilmistir. Bu filumlar arasinda Proteobacteria (%52,77-%87,30), Bacteroidota (%5,42-
%33,84) ve Patescibacteria (%0,56— 2,45) en baskin filumlar olarak tespit edilmistir.

Genel itibari ile tiim biyoyumak deneme gruplarinda Proteobacteria (%52,77 - %93,70),
Bacteroidota (%2,42 - %33,84) ve Patescibacteria (%0,08 - 2,48) en baskin filumlar olarak
tespit edilmistir. Proteobacteria filumu sucul sistemlerde, karides ve tilapya yetistiriciligi
yapilan biyoyumak sistemlerinde ve yetistirme sularinda, biyofilmlerde ve devridaim
yapilan su sistemlerinde genellikle en baskin filum oldugu ¢esitli calismalarca gosterilmistir
(158), (159), (160). Calismanin basinda (t0) tiim biyoyumak deneme gruplarinda
Proteobacteria’nin en yiiksek oranda varlik gostermesi bu filumun dogal deniz ortamlarinda
en sik goriilen filum olmasi ile tutarl bir sonug olarak yorumlanmaktadir. Okyanuslarda bu
filuma ait tiirler toplam bakteriyel biyokiitlenin %79’unu olustururken tatlisularda bu oran
%40 oranina diismektedir (161), tim biyoyumak deneme gruplarinda deniz suyu
kullanilmast bu veriyi desteklemektedir. Proteobacteria tiirlerinin metabolik enerji elde
edebilecek c¢esitli yolaklar1 bulunmaktadir. Bunlar arasinda fototofik, kemotrofik ve

kemoganotropik yolaklar en yaygin olan enerji metabolizmasi yolaklaridir (162) bu sayede
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atik sularinda tekrar degerlendirilmesi ve su iriinleri yetistiriciligi sistemine
kazandirilmasini hedefleyen biyoyumak sistemlerinde bu filum besin dongiisii ve organik

bilesiklerin geri kazandirilmasi 6zelligi ile onemli rol oynamaktadir.

Tim biyoyumak deneme gruplarinda en baskin bulunan ikinci filum Bacteroidota’nin
probiyotik ilavesi ile siirdiiriilen farkli biyoyumak g¢aligmalarinda da Proteobacteria’dan
sonra en baskin filum olarak tespit edildigi rapor edilmistir (159). Dogal denizel sistemlerde
total bakteriyal cesitliligin yaklasik %8-9’unu temsil eden bu filumun organik materyal
oraninin oldukga yiiksek oldugu nemli toprak gibi cevrelerde cesitliliginin %19’a ulastig
rapor edilmistir (161). Kontrol biyoyumak sistemi disinda diger tiim sistemlerde ¢alismanin
baslangicinda (t0) bu filumun gorece bollugunun dogal sistemler ile benzer olup (%6,22 —
%09,55) ¢alismanin sonunda (t3) en yiiksek orana (%16,67 - %33,84) ulasmasi sistemlerdeki
organik madde miktarinin Sekil 5.1.’de gosterildigi gibi maksimum seviyeye ulagmasi ile

agiklanabilir.
6.1.1.2. Tiir Diizeyinde Taksonomik Profil

Her bir biyoyumak deneme grubunun igerdigi tiir bilgileri tespit edilmis ve bu tiirlerin toplam
bakteriyal cesitlilik icerisindeki oranlari hesaplanarak %0,5’lik esik degerinin iizerindeki
tiirler tablo haline getirilmis ve %0,5’lik oranin altindaki bakteri tiirleri ise ‘diger’ olarak

adlandirilmistir.

Tablolarda gosterilen %0,5 orani iizerindeki bakterilerin neredeyse tamaminin denizel

kokenli, Gram (-) ve aerobik bakterilerden olustugu goriilmiistiir.

84



<

= Diger = Catenovulum maritimum

w Shimia aquaeponti m Marinobacterium marisflavi

= Polaribacter lacunae m Pseudoalteromonas gelatinilytica

m Sulfitobacter sabulilitoris w Vibrio xuif

= Sinisalibacter lacisalsi = Alteromonas mediterranea
Vibrio panuliri u [jtoreibacter ponti

m Vibrio hyugaensis m Phaeobacter italicus

= Vibrio thalassae

= Pseudoalteromonas marina

u Vibrio proteolyticus

u [jtorisediminivivens gilvus

m [eisingera aquaemixtae

= Aliishimia ponticola

= Alteromonas oceani

m Pseudoalteromonas shioyasakiensis

Sekil 6.6. Probiyotik Katkist Yapilmayan Kontrol (K) Biyoyumak Grubu (t0)

1,57_%\ | /‘

1,45 133 L33 121 1,21

= Diger = Vibrio hyugaensis

= Catenococcus thioeycli = Marivita roseacus

= Phaeodactylibacter xiamenensis = Thalassobius litoralis

m [ jtorisediminivivens gilvus m Vibrio proteolyticus

m Tritonibacter mobilis m Pararhizobium haloflavum

u Salipiger profundus m Pyruvatibacter mobilis

= Pedomicrobium manganicum = Mesorhizobium denitrificans

= Sulfitobacter sabulilitoris Cohaesibacter haloalkalitolerans

Sekil 6.7. Probiyotik Katkis1 Yapilmayan Kontrol (K) Biyoyumak Grubu (t1)
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1,01 1,66_ 1,28

1,28
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= Catenococcus thiocycli = Vibrio hyugaensis

u Nioella nitratireducens u Martelella lutilitoris

= Diger = Pseudoalteromonas luteoviolacea
= Shimia aquaeponti u Vibrio proteolyticus

u Maricaulis virginensis u [jtoreibacter ponti

m Aliishimia ponticola

Sekil 6.8. Probiyotik Katkist Yapilmayan Kontrol (K) Biyoyumak Grubu (t2)

1,93
2,18 20

5‘\||/

£ \\

2,70
2,82

i

u Diger = Halomonas halophila
w Catenococcus thiocycli u Litorisediminivivens gilvus
u Vibrio hyugaensis m Vibrio alginolyticus

u [imimaricola aestuariicola  w Maricaulis virginensis
= Martelella lutilitoris = Phaeovibrio sulfidiphilus

Pyruvatibacter mobilis = Henriciella algicola

1,67 1,67 154 1,41

= Vibrio proteolyticus

u Salipiger profundus

m Thalassospira alkalitolerans
= Henriciella pelagia

= Aliishimia ponticola

= | itoreibacter ponti

Sekil 6.9. Probiyotik Katkis1 Yapilmayan Kontrol (K) Biyoyumak Grubu (t3)
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u Catenovulum maritimum u Diger u pseudoalteromonas marina = Shimia aquaeponti

w [jtorisediminivivens gilvus = Pseudoalteromonas gelatinilytica m Polaribacter lacunae = Vibrio proteolyticus

= Marinobacterium marisfiavi u Sulfitobacter sabulilitoris = [eisingera aquaemixtae w Vibrio gallicus

u Jiulongibdcter sediminis u Alfteromonas mediterranea m Alteromonas oceani Gluconobacter japonicus
u Catenococcus thiocycli u Vibrio xuif u Aliishimia ponticola u [itoreibacter ponti

Sekil 6.10. Bacillus cereus Katkis1 Yapilmis (BC) Biyoyumak Grubu (t0)

u Diger ® Phaeodactylibacter xiamenensis
= Vibrio proteolyticus = Catenococcus thiocycli

m Vibrio hyugaensis u Marivita geojedonensis

m Litoreibacter ponti n Jiulongibacter sediminis

m [ jtorisediminivivens gilvus m Marivita roseacus

u Vibrio thalassae m Sulfitobacter sabulilitoris

® Mesorhizobium composti ® Marivivens donghaensis

= Thalassobius litoralis Pyruvatibacter mobilis

= Tritonibacter mobilis = Pusillimonas ginsengisoli

m Pedomicrobium manganicum u Mesorhizobium denitrificans

Sekil 6.11. Bacillus cereus Katkist Yapilmis (BC) Biyoyumak Grubu (t1)
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= Martelella lutilitoris

= [euconostoc mesenteroides
m Thalassospira marina

= Halomonas halophila

= Vibrio hyugaensis

® Jiulongibacter sediminis

= Roseicyclus mahoneyensis

0,7

= Diger

= Thalassospira australica
m Aliishimia ponticola

= Sulfitobacter sabulilitoris
= Vibrio gallicus

= Shimia aquaeponti

= Vibrio thalassae

0.64 0,64

= Oleiagrimonas citrea

m Vibrio proteolyticus

u Limimaricola aestuariicola
= Litorisediminivivens gilvus
= Yangia pacifica

m Stappia stellulata

= Litoreibacter ponti

w Salipiger profundus

m Catenococcus thiocycli
Tritonibacter mobilis

= Flavobacterium suaedae

m Tenacibaculum aestuari

Sekil 6.12. Bacillus cereus Katkis1 Yapilmis (BC) Biyoyumak Grubu (t2)

0,79 0,72_972 0,66

0,98 o,sx*;zn‘ o,ﬂ ‘ /

0,66

_~ 066

= Diger  Vibrio proteolyticus = Litorisedimir gilvus .

halophila

= Terasakiella brassicae » Sunxiuginia elliptica = Terasakiella pusilla = Martelella lutilitoris

u Vibrio gallicus = Yangia pacifica = Vibrio thalassae = Sulfitobacter sabulilitoris

= Salipiger profundus = Flavimaricola marinus = Litoreibacter ponti Henriciella pelagia

® Maricaulis virginensis w Aliishimia ponticola ® Thalassospira australica ® Muricauda ruestringensis

® Limimaricola aestuariicola ® Muricauda taeanensis u Cyclobacterium marinum » Vibrio alginolyticus

= Thalassospira marina = Feifantangia zhejiangensis Carboxylicivirga linearis Muricauda zhangzhouensis

= Carboxylicivirga taeanensis = Arenibacter algicola = Stenotrophomonas maltophilic = Catenococcus thiocycli

s Muricauda olearia = Flavobacterium sugedae = Aestuariivivens insulae

Sekil 6.13. Bacillus cereus Katkis1 Yapilmis (BC) Biyoyumak Grubu (t3)

= Paracoccus indicus
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g 1,19_ 103087 0,79
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1,1
1,74
\;\

0,79

1,82

m Catenovulum maritimum = Diger = Pseudoalteromonas marina

= Shimia aquaeponti m Pseudoalteromonas gelatinilytica = Marinobacterium marisflavi

m [ jtorisediminivivens gilvus m Vibrio proteolyticus u Sulfitobacter sabulilitoris

m Pseudoalteromonas peptidolytica m Polaribacter lacunae m [eisingera aguaemixtae

= Aliishimia ponticola = Alteromonas mediterranea = Sinisalibacter lacisalsi
Catenococcus thiocycli u Jiulongibacter sediminis u Vibrio xuii

u Alteromonas oceani » Pseudoalteromonas ulvae

Sekil 6.14. Bacillus thuringiensis Katkis1 Yapilmis (BT) Biyoyumak Grubu (t0)

1,76

2,02 1,64
2,27 z,lg\-l I /_

>

1,26

2,39

2,39
2,90

u Dider u Phaeodactylibacter xiamenensis m Catenococcus thiocycli

= Litorisediminivivens gilvus m Vibrio hyugaensis u Marivita roseccus

= Marivita geojedonensis m | itoreibacter ponti = Ruegeria sediminis

u Vibrio proteolyticus m Aliishimia ponticola m Mesorhizobium denitrificans
= Sulfitobacter sabulilitoris = Jiulongibacter sediminis = Thalassobius fitoralis

Balneola vulgaris

Sekil 6.15. Bacillus thuringiensis Katkis1 Yapilmis (BT) Biyoyumak Grubu (t1)
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1,02_0,94

11927 085

301 136

&

N 4

u Vibrio proteolyticus u Dider u Thalassospira australica
= Martelella lutilitoris m Thalassospira marina m Vibrio thalassae

m Catenococcus thiocycli m Vibrio hyugaensis m Vibrio gallicus

m [jtoreibacter ponti m Winogradskyella algicola m jodidimonas muriae

= Flavobacterium suaedae u Nioella nitratireducens

Sekil 6.16. Bacillus thuringiensis Katkist Yapilmig (BT) Biyoyumak Grubu (t2)

1,10

u Diger u Vibrio proteolyticus

u Feifantangia zhejiangensis = Halomonas halophila

m Thalassospira australica u Litorisediminivivens gilvus
m Vibrio hyugaensis m Thaolassospira marina

m Maricaulis virginensis u Sulfitobacter sabulilitoris
m Vibrio alginolyticus u Sinirhodobacter hankyongi
u Terasakiella brassicae ® Yangia pacifica

= Paracoccus indicus Salipiger profundus

m Aestuariivivens insulae = Muricauda ruestringensis
m Aliishimia ponticola m Henriciella pelagia

m [ imimaricola aestuariicola u Catenococcus thiocycli

m Cyclobacterium marinum

Sekil 6.17. Bacillus thuringiensis Katkist Yapilmis (BT) Biyoyumak Grubu (t3)
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= Diger = Catenovulum maritimum

= Pseudoalteromonas maring = Shimia aquaeponti
m Marinobacterium marisflavi m Polaribacter lacunae
m [ ftorisediminivivens gilvus m Sulfitobacter sabulilitoris

Sekil 6.18. Probiomax Katkis1 Yapilmis (P) Biyoyumak Grubu (t0)

>

= Diger u Vibrio hyugaensis = Catenococcus thiocycli
= Terasakiella brassicae m Phaeodactylibacter xiamenensis m Malaciobacter pacificus
m | jtorisediminivivens gilvus m Halodesulfovibrio oceani m Vibrio proteolyticus

m Delftia rhizosphaerae m [[umatobacter fluminis m Marivita geojedonensis

Sekil 6.19. Probiomax Katkist Yapilmis (P) Biyoyumak Grubu (t1)



0,97 _ 0,89 _0,89
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0,89
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= Martelella lutilitoris = | jtoreibacter ponti = Diger

= Jiulongibacter sediminis m Vibrio proteolyticus ® Catenococcus thiocycli

n Flavobacterium sugedae n Vibrio hyugaensis n Litorisediminivivens gilvus

n Amylibacter lutimaris n Stappia stellulata m Shimia aquaeponti

® Salipiger profundus ® limimaricola gestuariicola  » Cohaesibacter marisflavi
Aliishimia ponticola » Qleiagrimonas citrea = Vibrio gallicus

8 \Monaibacterium marinum  ® Shimia biformata u Vibrio thalassae

Sekil 6.20. Probiomax Katkist Yapilmis (P) Biyoyumak Grubu (t2)
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= Diger = [jtoreibacter ponti = Vibrio proteolyticus = Terasakiella brassicae

= Sunxiuginia elliptica = Cohaesibacter marisflavi = Litorisediminivivens gilvus = Halodesulfovibrio oceani
= Carboxylicivirga i - i i i = Henriciella pelagio = Sulfitobacter sabulilitoris
= Marinifilum albidiflovum » Roseicyclus mahoneyensis = Martelella lutilitoris Henriciella algicola

= Vibrio alginolyticus ® Tritonibacter mobilis L ibri 1 ® Aliishimia ponticola

= Arenibacter algicola = Vibrio gallicus = Petrocella atlantisensis = Malaciobacter padificus
= Salipiger profundus = Flavobacterium suaedae = Cognatishimia maritima Defluviimonas aestuarii
 Yangia pacifica » Halomonas halophila  Neptuniibacter caesariensis

Sekil 6.21. Probiomax Katkist Yapilmis (P) Biyoyumak Grubu (t3)
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» Catenovulum maritimum ® Pseudoalteromonas marina

= Diger = Shimia aquaeponti

m Pseudoalteromonas gelatinilytica = Polaribacter lacunae

m Sulfitobacter sabulilitoris m [jtorisediminivivens gilvus

u Marinobacterium marisflavi » Pseudoalteromonas peptidolytica
m | jforeibacter ponti m Phaeodactylibacter xiamenensis
u Aliishimia ponticola u Vibrio proteolyticus

Sekil 6.22. OLVIT Probiotics Katkis1 Yapilmis (O) Biyoyumak Grubu (t0)
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= Dijger = Kinneretia asaccharophila

= Terasakiella brassicae = Marivita roseacus

m Marivita geojedonensis m Catenococcus thiocycli

m VVibrio hyugaensis m | jtorisediminivivens gilvus
m Halodesulfovibrio oceani m Thalassobius flitoralis

m Halodesulfovibrio spirochaetisodalis m Vibrio proteolyticus

= Lentilactobacillus kefiri

Sekil 6.23. OLVIT Probiotics Katkis1 Yapilmis (O) Biyoyumak Grubu (t1)

1,53_1,421,31

1,09
1,96 1.5;\ |l
~

u Diger = Oleiagrimonas citrea

u Vibrio hyugaensis ® Catenococcus thiocycli

m [ euconostoc mesenteroides = Vibrio proteolyticus

= Shimia aquaeponti m [ jtoreibacter ponti

m Thalassospira australica m Halodesulfovibrio spirochaetisodalis
m [itorisediminivivens gilvus m Salipiger profundus

Sekil 6.24. OLVIT Probiotics Katkisi Yapilmis (O) Biyoyumak Grubu (t2)
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= Dider = Carboxylicivirga is w Vibrio icus d { elliptica » Halomonas halophila = Salipiger profundus

» Vibrio - ivens insuloe  w Thalassospira australica  » Muricauda ruestringensis  m Sulfitobacter i .

= Cyclobacterium marinum = Sinirhodobacter hankyongi = Catenococcus thiocycli Litorisediminivi gilvus = i ter nauticus = Paracoccus indicus

® Henriciella pelagia ® Terasakiella brassicae » Vibrio thalassae » Feifantangia zhejiangensis W Carboxylicivirga linearis » Litoreibacter ponti

= Muricauda olearia Petrocella A lutilitoris » Aliishimia ponticola ® Nioella nitratireducens

= Vibrio alginolyticus = Thalassospira marina = Vibrio gallicus  Vibrio hangzhouensis ® Devosia marina » Defluviimonas aestuarii

= Muricauda taeanensis = Limimaricola aestuariicola = Roseivirga spongicola Yangia pacifica = C ibacter . mediterranea

= Maricaulis virginensis

Sekil 6.25. OLVIT Probiotics Katkist Yapilmis (O) Biyoyumak Grubu (t3)

6.1.1.2.1. Cahsma Baslangici (t0) ve Calisma Sonu (t3) Baskin Tiirlerin Profili

Biyoyumak sistemlerinin (BC, BT, P, O ve K) biyoyumak olusumunun baslangicindan
itibaren 1 saat sonraki siireyi temsil eden t0 aninda yapilan 6rneklemde sistemlerde tespit

edilen en baskin ii¢ bakteri tiirlinlin beklenildigi gibi ayn1 oldugu goriilmektedir.
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15 33,93

31,33
30 27,95
25,54
25
22,74
16,89
15,27 14,94
15 13,37
11,4
9,46
10 g
8,09 7,47
,70
5
0
BC P (o]

K BT

M Catenovulum maritimum M Pseudoalteromonas marina Shimia aguaeponti

Sekil 6.26. Biyoyumak deneme gruplarinda t0 zamaninda en ¢ok temsil edilen {i¢ tiir

Tespit edilen {i¢ baskin tiirtin de denizel kdkenli, biyoyumak olusumunu destekleyici ve su
tiriinleri yetistiriciliginde probiyotik etkiye sahip olmast bu biyoyumak sistemlerinin deniz
suyu ile olusturulmus halihazirda su iirlinleri yetistiriciliginde besin ve probiyotik etkisi
sebebi ile yem olarak kullanilan stok bir biyoyumak olusumundan kdken aldigi olgusu ile

tutarli olmaktadir.
Tespit edilen tiirlere daha detayli baktigimizda:

Catenovulum cinsi yaygin denizel bir probiyotiktir. Catenovulum cinsleri proteinleri ve
polisakkaritleri parcalayabilmekte ve Vibriolara karsi sucul organizmalarin direncini
arttirabilmektedir (163). Kiy1 sedimentlerinden izole edilen Catenovulum maritimum
tiirlerinin bir polisakkarit olan agar1 degrede etmede oldukga basarili oldugu gosterilmistir
(6). Deneyde kullanilan biyoyumak sistemlerinin tamaminda bu tiiriin baskin olmasi
biyoyumaklarin inokiile edildigi stok biyoyumagin bu tiirii yaygin olarak icerdigi bilinen

deniz suyu ve karides bagirsak igerigi (164), (64) ile olusturulmasi 6ne siiriilebilir.

Pseudoalteromonas tiirlerinin biyoyumak olusumu asamasinda aktive karbon, magnezyum
oksit ve alliminyum oksit gibi ¢esitli katilarin askida kalip yumak formunu olugturmasi ile

destekledigi ¢esitli galismalarda rapor edilmistir (165), (166).Bu cinslerin tiirleri atik sularda
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bulunan biyo-parcalanabilir materyalleri pargalayarak {irettikleri biyoflokiilantler ile
biyoyumak olusumunda faydali etki gostermektedirler. Pseudoalteromonas marina tiirii
sucul sistemlerde olusturduklar1 yogun formda biyofilm tabakalar1 ile ¢esitli sucul

omurgasizlarin larva gelisiminde olumsuz etkilere yol agtig1 gosterilmistir (167).

Shimia aquaeponti (diger taksonomik ismi Thalassobius aquiponti)’nin patojenik Vibrio
anguillarum enfekte baliklar i¢in probiyotik olarak kullanilabilecegi oner siiriilmiis ve V.
anguillarum’a kars1 antibiyotik etkisi kanitlanmis ve bu patojenin su iiriinleri

yetistiriciligindeki kontrolii i¢in kullanilabilecegi 6ne stiriilmistiir (168).

Biyoyumaklarin 21 giinliik olgunlagsma siireleri tamamlandiginda igerdikleri en baskin ii¢

tiiriin denizel kokenli, probiyotik etkiye sahip ve biyoyumak olusumunu destekleyici tiirler

oldugu goriilmektedir.
K
12
10,14

10

8 7,06

6

4

2

0

Halomonas halophila Vibrio proteolyticus Catenococcus thiocycli

Sekil 6.27. Probiyotik katkisi yapilmayan kontrol (K) biyoyumak grubunda en ¢ok temsil
edilen ii¢ tiir

Kontrol grubu biyoyumak sisteminin (K) 21. Giiniindeki mikrobiyom profiline bakildiginda
Catenococcus thiocycli tiiriiniin tiim tiirler icerisinde %4,11°lik bir orana sahip oldugu

gorilmektedir.

Jung ve arkadaslarinin 500 litrelik bir tankta karbon kaynagi olarak bu ¢aligmadakine benzer
olarak melas kullanilan ve karbon:azot oran1 15-20 olarak ayarlanan biyoyumak ile beslenen
kaya solucanlarmin bagirsak mikrobiyomunda Catenococcus thiocycli tiiriiniin  tiir

diizeyinde tiim mikrobiyomun %6.3’{inii olusturdugu rapor edilmistir (110). C. thiocycli
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tiiriinlin ayn1 zamanda siilfiirli okside ederek demir stilfiir gibi bilesikler iireterek 6zellikle

atik su aritiminda potansiyel olarak faydali bir tiir olabilecegi tartisilmaktadir (169).

BC

12 11,41
10

8

6 5,44

4

2

0

Vibrio proteolyticus Litorisediminivivens gilvus Halomonas halophila

Sekil 6.28. Bacillus cereus katkis1 yapilmis (BC) biyoyumak grubunda en ¢ok temsil edilen
ug tir

Bacillus cereus katkis1 yapilmig (BC) biyoyumak sisteminin 21. Giiniindeki mikrobiyom
profiline bakildiginda Litorisediminivivens gilvus tiiriiniin tiim tiirler igerisinde %5,44’liik
bir orana sahip oldugu goriilmektedir. Farkli protein diyetlerinin biiylime performansi,
immiin tepkisi ve bagirsak mikrobiyotasindaki etkileri gozlemlendiginde biyoyumak
sisteminde 90 giin boyunca farkli protein seviyeleri ile beslenen Farfantepenaeus aztecus
tiri karideslerin de deney sonundaki mikrobiyom igeriklerinde Litorisediminivivens gilvus

tiirlinde artis oldugu rapor edilmistir (170).

98



BT

6,8 6,69
6,6
6,4
6,2
6 5,92
5,8
5,6

5,4

5,2
Vibrio proteolyticus Feifantangia zhejiangensis Halomonas halophila

Sekil 6.29. Bacillus thuringiensis katkist yapilmis (BT) biyoyumak grubunda en ¢ok temsil
edilen {ig tiir

Bacillus thuringiensis katkisi yapilmig (BT) biyoyumak sisteminin 21. Giiniindeki
mikrobiyom profiline bakildiginda Feifantangia zhejiangensis tiiriiniin tiim tiirler icerisinde

%135,92°1ik bir orana sahip oldugu goriilmektedir.

P

14
12,57

12

10

7,33

()]

>

N

Litoreibacter ponti Vibrio proteolyticus Terasakiella brassicae

Sekil 6.30. Probiomax katkis1 yapilmis (P) biyoyumak grubunda en ¢ok temsil edilen {ig tiir

Probiomax katkisi yapilmis (P) biyoyumak sisteminin 21. Giiniindeki mikrobiyom profiline
bakildiginda Litoreibacter ponti tiiriiniin tiim tiirler igerisinde %12,57’lik ve Terasakiella

brassicae tiiriiniin tiim tiirler igerisinde %5,96’1lik bir orana sahip oldugu goriilmektedir.
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Benzer olarak Bacillus tiirlerini igeren probiyotik ilavesi ile beslenen karideslerin
(Litopenaeus vannamei) bagirsak mikrobiyomunu domine eden cinsler arasinda

Terasakiella cinsleri de bulundugu rapor edilmistir (171).

()

8,00

7,11
7,00
6,00

4,81
5,00

4,00
4,00
3,00
2,00
1,00

0,00
Carboxylicivirga taeanensis Vibrio proteolyticus Sunxiuginia elliptica

Sekil 6.31. OLVIT Probiotics katkis1 yapilmis (O) biyoyumak grubunda en ¢ok temsil edilen
ug tar

OLVIT Probiotics katkis1 yapilmig (O) biyoyumak sisteminin 21. Giiniindeki mikrobiyom
profiline bakildiginda Carboxylicivirga taeanensis tiiriiniin tiim tiirler igerisinde %7,11’lik
ve Sunxiuginia elliptica tiiriiniin tiim tiirler igerisinde %4’liik bir orana sahip oldugu

goriilmektedir.

15 haftalik bir periyotta Streptococcus agalactiae patojen tiirii ile enfekte edilmis tilapya
(Oreochromis mossambicus) tiirlerinin bagirsak mikrobiyom profili incelendiginde bu
patojen tarafindan etkilenmeyen tilapyalarin bagirsak mikrobiyomunda patojen etmeninden
etkilenenlere kiyasla Carboxylicivirga cinsinin baskin geldigi gézlemlenmis ve bu gozleme
dayal1 olarak Carboxylicivirga cinsinin probiyotik potansiyeli oldugu kanisina varilmistir
(172).

Kontrol (K), Bacillus thuringiensis katkis1 yapilmis (BT) ve Bacillus cereus katkis1 yapilmis
(BC) biyoyumak sistemlerinde Halomonas halophila tiirii tiim tiirler icerisinde sirasiyla
%10,14, %5,05 ve %5,7 oraninda temsil edildigi goriilmektedir.

Halomonas tiirleri 6zellikle endiistriyel atik sularn aritiminda potansiyel topaklastirici

(yumak olusturucu) ajanlardir. Bu bakterilerin kiiltiire edildikleri ortamlarin manipiilasyonu
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ile biyoyumak olusumunun %250 oraninda arttirilabildigi rapor edilmistir (173). Halomonas
cinsine ait bir¢cok deniz bakterisi ekzopolisakkarit (EPS) iireterek biyofilm olusturma
Ozelligine sahiptir. Derin deniz sularindan izole edilen Halomonas tiirlerinin aromatik
hidrokarbonlar1 degrede ettigi de rapor edilmistir. Bu cinse ait tiirler bir¢ok hidrofobik
organik kirleticinin (fenantren, fléren, piren ve bifenil) ¢oziiniirliigiinii ve degredasyonunu
arttirarak atik sularin  geri doniistiirilmesinde gorev almaktadirlar (174). Deniz
sedimentinden izole edilen Halomonas tiirlerinin glikoz ve iireyi karbon ve azot kaynaklari
olarak kullandiklarinda optimal gelisme gosterdikleri ve olusturduklar1 biyoyumaklarin

materyal olarak polisakkarit ve protein igcerdigi rapor edilmistir (175).

Vibrio proteolyticus tiirii tiim biyoyumak sistemlerinin 21. giiniindeki mikrobiyom profiline
bakildiginda sistemlerin her birinde toplam tiir sayisinin %7,06 (K), %11,4 (BC), %6,69
(BT), %7,33 (P) ve %4,81 (O) orani ile temsil edildigi goriilmiistiir.

Su triinleri yetistiriciliginde Vibriosisin kontrolii antibiyotik uygulamalar ile saglanmaya
caligsa da bu uygulamalar direncli bakteri sayisinin ve antibiyotik kalintilarinin yetistiriciligi
yapilan canlilarda periyodik artisina sebep olabilmektedir. Antibiyotik uygulamasina
alternatif olarak Vibrio tiirlerine inhibe etki gosteren probiyotik bakterilerin kullanimi 6ne
stiriilebilir. Probiyotik etki gdsteren probiyotik bakteriler konagin bagirsak sistemini
kolonize ederek dogal bir savunma mekanizmasi saglayabilmektedir. Vibrio cinsine mensup
bir tiir olmasina kargin Vibrio proteolyticus tiiriiniin bu kosullar1 in vitro ve in Vivo
durumlarda da sagladigi uzun siiredir bilinmektedir (176). Bu sebeple belirtilen bakteri
tirlinlin yaygin antijenlere ve bazi spesifik patojenlere karsi potansiyel bir probiyotik ve
canli as1 olarak kullanimimin kapist acilmistir. Bu anlamda su {riinlerinde ©6nemli
patojenlerden olan Photobacterium damselae ve Vibrio harveyi ile enfekte edilmis
yetistiriciligi yapilan Solea senegalensis tiirii su tirtinii 138 probiyotik etki gosterdigi bilinen
bakteri susu ile inokiile edildikten sonra yalnizca Vibrio proteolyticus ve Vibrio alginolyticus
tiirlerinin iki patojen tiire karsida inhibe edici etki gosterdigi, bu iki probiyotik tiir arasinda
da Vibrio proteolyticus tiiriiniin konakta antikor tiretimi ve hayatta kalma oranin1 kayda
deger miktarda arttirdig1 gosterilmistir (177). Tirlin enzimatik aktivesine bakildiginda
lesitinaz, jelatinaz, kazeinaz, amilaz, proteinaz ve lipaz aktiviteleri sayesinde konak

tarafindan besin alimi verimini arttirdigi ve sindirimi kolaylastirdigi rapor edilmistir (177).
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Vibrio proteolyticus tiiriiniin probiyotik kapasitesini kapsamli bir sekilde test etmek
amaciyla Medina ve arkadaglar1 (178) V. proteolyticus susunu yetistiriciligi yapilan dil
baligina (Solea senegalensis) enjekte ederek, yetistigi suya ve diyetine ekleyerek patojenite
etmeni varliginda konaktaki immiin tepki genlerinin anlatimini ve antikor iiretimini test
etmislerdir. Yaklasik 60 siiresince devam eden c¢aligmada sus ile inkiibe edilen baliklarin
kaninda, deri mukusunda ve bagirsaginda kayda deger bigimde antikor artig1 saptanmustir.
Arastirmacilarin 6ne siirdiigii probiyotik etki mekanizmasina gore V. proteolyticus susu
mukoza ile etkilesime girdiginde dogal sivisal (humoral) ve dogal katil hiicrelerini igeren
hiicresel bagisiklig1 aktive ederek patojenlere karsi bagisiklik uyarict bir etmen olup spesifik
antikorlarin iiretimini desteklemektedir. Susun antikorlar1 ile yaygin Vibiro patojenlerinin

antikorlariin benzerligi susun bir canli as1 gibi davranmasini saglamaktadir.

Kefal yetistiriciliginde besin takviyesi olarak C. fusca ve V. proteolyticus karigimi
kullanildiginda kontrol grubuna kiyasla biiyiime performansi ve besin kullaniminda kayda
deger artis ve immiin sistemde olumlu etkiler gézlemlendigi ¢alisma gruplarinca test edilip

rapor edilmistir (179).

V. proteolyticus tiiriiniin biyoyumak igerisinde su iirlinleri yetistiriciligi yapilan canliya yem
ve probiyotik takviyesi seklinde verilmesi ile biiylime oranini, Vibrio ve diger bazi
patojenlere kars1 direnci, hayatta kalma oranini, antikor iiretimini, besin kullanim basarisini
ve sindirimini artirdiginin literatiir ile desteklenip test edilen tiim biyoyumak sistemlerinin
21.giiniinde en ¢ok temsil edilen {i¢ tiirden biri olmasi, canlidan bagimsiz olusturulan
biyoyumak sistemlerinin su {irlinleri yetistiriciligi i¢in maliyeti az, canli sagligin1 ve
gelisimini destekleyici, ¢evre dostu besin ve probiyotik takviyeleri olarak kullanilma

potansiyelini ortaya koymaktadir.

Bacillus tiirleri katkist yapilan biyoyumak deneme gruplarinda bu tiirlerin tespit edilemedigi
goriilmiistiir. Biyoyumak sistemlerini slirdiirmek i¢in gereken tuz, sicaklik, oksijen miktari,
karbon:azot orani gibi faktorlerin kiiltiire edilen bu tiirlerin canliliklarimi siirdiirmesi icin
gerekli kosullardan farkli olduklari bilinmektedir. Biyoyumak sistemleri harici eklenen
karbon kaynaklar1 ve havalandirma sistemi ile genis ¢esitlilige sahip heterotrofik bakterilerin
gelisimini tesvik etmektedir. Bu kosullar biyoyumak igerisinde kiiltiire edilen bakteriler igin

faydali olsa da spesifik kiiltiir kosullarina ihtiya¢ duyan, adapte olamayan bakteri tiirleri i¢in
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gelisimi kisitlayabilmektedir (180) (181). Biyoyumak sistemlerine Bacillus tiirleri igeren
probiyotik katkist yapan diger aragtirmacilarin da bu eklemenin sistemde degisiklik

yaratmadigini rapor ettikleri gériilmiistiir (182) (183).
6.1.1.2.2. Vibrio Cinslerinin Dagilim

Vibrio cinsi sucul sistemlerde dogal olarak bulunan bir cins olmasi sebebiyle biyoyumak
sistemlerinin tiimiinde Vibrio tiirleri ¢alismanin baslangicindan sonuna dek belli bir oranda

bulunmakta ve zamanla bu cinse ait bakterilerde artis gézlemlenmistir.

18,00 16,54
16,00 14,46

14,00 13,26
12,00 10,16
10,00 2,20 8,52
8,00 7,51 6,61
6,00 433 4,20
4,00
2,00 I I I
0,00 BC BT o] P K
mt0 7,51 6,61 4,33 4,20 10,16
mt3 14,46 13,26 9,20 8,52 16,54
Ht0 mt3

Sekil 6.32. Vibrio tiirlerinin biyoyumak deneme gruplarinda t0 ve t3 zamanlarindaki
yiizdelik temsili

Vibrio harveyi, , Vibrio anguillarum, Vibrio vulnificus ve Vibrio parahaemolyticus gibi
Vibrio tiirlerinin su iiriinlerinde oldukga patojenik tiirler oldugu bilinse de (184), (185), (186)
baz1 Vibrio tiirlerinin konagin immiin sistemini uyararak (Immiinostimiilasyon) konagin
savunma mekanizmasini aktive ettigi karides tiirleri iizerinde ¢alisilmistir (moullack). Bu
sebeple patojen tiirlerce zengin olan Vibrio cinsinin bazi iiyelerinin probiyotik olarak
kullanimi tartigmali bir konudur. Ornegin V. alginolyticus tiiriiniin hem hasta hem de saglikli
larva ve yetiskin karideslerde yiiksek oranda saptandigi (187) buna karsin bu tiirtin V.
harveyi alakali enfeksiyon hastaliginin kontroliinde kullanildig1 (188) da rapor edilmistir.
Bir baska ¢alismada arastirmacilar Bacillus ve Vibrio tiirleri ile inokiile edilmis karideslerde
kontrole kiyasla kayda deger bir biiylime oran1 gozlemlenmistir (189). Ek olarak bir diger

Vibrio tiirii olan Vibrio lentus 'un V. harveyi ile inokiile edilmis levrek baliklarinda kontrol
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grubuna kiyasla kayda deger bir koruma etkisine sahip oldugu, ayni ¢alismada ayr1 ayri
Bacillus tiirleri ve Vibrio proteolyticus ile inokiile edilmis levrek gruplarinda daha iistiin bir

koruma sagladigi rapor edilmistir (190).

Su iirlinlerinde probiyotik etkileri oldugu bilinen ve 6.1.1.2.1. numaral baslikta da ac¢iklanan
V. proteolyticus ve V. alginolyticus tiirlerinin ¢alismanin baslangicinda biyoyumak deneme

gruplarinda az bir oranda temsil edilip ¢alismanin sonunda bu oranlarin arttig1 saptanmaistir.

12 11,41
10
8
7,06 7,33
6,69
6
4,81
4 361
2,82 2,63
2,232,14
2
1,13 1,05} 10,951,05
0,5 0,50,50,50,50,5
0 || 1 11 1 | . . .
t0-P t3-P t0-A t3-A

mK mBC mBT mO mP

Sekil 6.33. V. proteolyticus (t0-P,t3-P) ve V. alginolyticus (t0-A,t3-A) tiirlerinin biyoyumak
deneme gruplarinda t0 ve t3 zamanlarindaki temsili

V. proteolyticus ve V. alginolyticus tiirlerinin olusturulan olgun biyoyumak sistemlerindeki
gozlemlenen bu artigi, bu tiirlerin probiyotik etkileri (immiinostimiilasyon, konagin biiyiime
ve hayatta kalma oranlarinda artis, besinlerin sindirim ve par¢alanma oranlarinda olumlu
etkiler vb.) goz Oniine alindiginda kabul edilebilir bir etki oldugu one siiriilebilir. V.
proteolyticus tiiriiniin 6zellikle Bacillus tiirleri ile inokiile edilmis biyoyumak deneme
gruplarinda kayda deger bir artisa sahip oldugu goriilmektedir (BC i¢in 2,23 -> 11,42 ve BT
icin 2,14 -> 6,69) .

104



6.2. SONUC

Bu caligmada gbzlemlenen ticari probiyotikler ve Bacillus tiirlerinin eklenmesi, biyoyumak
sistemlerinde mikrobiyom c¢esitliligini 6nemli 6lgiide etkilemektedir. Bu eklemelerin, su
riinleri  yetistiriciliginde hayvanlarin saglik durumlari {izerinde olumlu etkileri
gdzlenmistir. Ozellikle, probiyotiklerin hastalik etmenlerine karsi koruyucu etkisi ve
prebiyotiklerin canlilarin bagisiklik sistemini giiclendirmesi gibi yonler, bu eklemelerin
beslenme verimliligi ve hastaliklara karsi direnci artirabilecegini gostermektedir.
Dolayisiyla, probiyotik ve prebiyotik eklemelerinin, su iiriinleri yetistiriciligi sektoriinde
ekonomik ve saglik agisindan sundugu avantajlar dikkate alinmalidir. Biyoyumak
sistemlerinin g¢evresel siirdiiriilebilirlik tizerindeki etkileri, bu calismanin 6nemli bir
pargasini olusturmaktadir. Bu sistemlerin atik su aritimi ve geri doniisiimiindeki rolleri,
karbon, azot ve fosfor dongiisiindeki etkileriyle birlikte incelendiginde, ekosistem sagligi ve
biyogesitliligin korunmasina katkida bulunduklari gozlemlenmistir. Bu bulgular, biyoyumak
teknolojilerinin ¢evre koruma stratejilerinde nasil bir rol oynayabilecegine 151k tutmakta ve
bu yontemlerin geleneksel atik su aritim yontemlerine gore sahip oldugu potansiyel
avantajlar1 ortaya koymaktadir. Biyoyumak sistemlerinin su iirilinleri yetistiriciligi
sektoriinde ekonomik etkileri, bu calismanin baska bir 6nemli yoniini teskil etmektedir.
Geleneksel yem maliyetlerine kiyasla, bu sistemlerin sagladigi tasarruflar ve yatirim
getirisinin yani sira, dlgeklenebilirlik potansiyelleri lizerinde durulmustur. Bu baglamda, bu
teknolojinin maliyet-etkinligi ve su driinleri yetistiriciligi alanindaki genis uygulama
alanlari, sektoriin stirdiirtilebilirligine ve karliligina 6nemli katkilar saglayabilir. Yeni nesil
dizileme ve eDNA metabarkodlama yontemlerinin biyoyumak sistemlerinin analizindeki
rolleri, teknolojik ilerlemeler acisindan dikkate degerdir. Bu teknikler, mikrobiyal
cesitliligin ve dinamiklerin daha ayrintili bir sekilde incelenmesine olanak tanimistir.
Bununla birlikte, bu metodolojilerin uygulanmasinda karsilasilan teknik zorluklar ve analiz
stireglerindeki karmagikliklar da bu calismada ele alinmistir. Biyoyumak teknolojisinin
potansiyel uygulama alanlari, su iriinleri yetistiriciligi disinda da genis bir yelpazeye
sahiptir. Bu calisma, ozellikle kentsel ve endiistriyel atik su aritiminda bu sistemlerin
kullanim potansiyelini ortaya koymustur. Ayrica, bu arastirmanin sonuglar1 gelecekteki
caligmalara yon verebilir ve biyoyumak sistemlerinin 6lgeklendirilmesi, uzun vadeli etkileri

ve farkli sucul ortamlardaki uygulamalari gibi yeni arastirma konularini giindeme getirebilir.

105



Bu baglamda, bu teknolojinin daha genis ¢apta uygulanabilirligi ve siirdiiriilebilirlik

potansiyeli lizerinde durulmalidir.
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Abstract

In this study, a biofloc technology (BFT) based 90-day feeding
trial was performed to estimate the effects of four different
dietary protein levels (290, 320, 350 and 380 g protein kg
diet: 29P, 32P, 35P, and 38P, respectively) on growth perfor-
mance, digestive enzyme activity, non-specific immune
response, whole-body prosémate and fatty acid compaosition
and intestinal microbiocta of Farfantepenseus artecus. Fimal
weight, weight gain, and specific growth rate improved with
protein levels up to 35P per kg of diet, below which
decreased significantly. Significant differences were observed
in total hemocyte count. acid phosphatase, respiratory burst,
glutathione, alkaline phosphatase, and total anticxidant capac-
ity indices of shrimp fed different dietary protein levels. Pro-
tease, lipase, and amylase activities of shrimp were also
affected by dietary protein levels. Protecbacteria was the
most abundant bacteria among the groups. Overall, this study
revealed that using 35% dietary protein is optimal in
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F. aeterus culiure under enwironmentally friendly BFT
conditions. Furthermore, these results provide a theoretical
basis for future research on the evaluation of functional ingre-
dients in diet for mare economical production of F. aztecus at
optimal protein levels.

KEYWORDS

dietary protein, digestive enryme acthdity, immune response,
microbiota, shrimp culture

1 | INTRODUCTION

The consumption capacity of diversified and nutritious feods has increased with the significant contributions rmade
to aquaculture production in the last two decades (Ahmed & Ahmad, 2020). The demand for aquatic products for
hurman consumption has dramatically enhanced & a result of the increasing population and public awareness
(FAD, 2020). To meet the increasing demand, nutritionally balanced ingredients for the species must be formulated
at the lowest cest, ensuring optimal growth performance (Jia et al, 2022). Protein is the primary ingredient of the
diet for growth in cultured species. Dietary protein directly affects healthy growth, feed intake, and feed costs in
aquaculture and is the most expensive nutrient in the diet (Sivaramakrishnan et al, 2002). Fishmeal s the primary
source of protein in aguanultere feed and has high percentapes in aguaculture formulations (Wang et al, 200%). This
s & & result of (s high protein content, balanced amine acid composition, and fatty ascid profile (Tacon &
Metian, 2015). However, reducing the amouwnt of fishmeal in the diet may cause chamges in gut microbiota (1. X. Liv
et al, 2022 Yang et al, 2022) and digestive enzyme activity, antioxidant activity, and immune response of cultured
species may also be negatively affected, resulting in reduced growth performance (Chaklader et al, 2020 In this
context, exploring new approaches to support healty growth ks vital to minimize the potential impacts of increasing
fishiveal shortages in aquaculture. Biofloc technology (BFT) is an innovative technigue in sguaculture that maintaing
water guality with minimal or no water changes, increases growth performance, and improves the feed conwversion
ratio (fvnimelech, 2015; Mansour et al., 2027). Biofloc in the rearing water is consumed by oultured species s extra
food amd can replace a considerable part of dietary protein (Sharawy et al, 2022: Yun et al, 2016). Khanjand (2015)
concluded that approximately 30% of the daily nutrient intake in Litopenaeus vannamel could be supplied by biofloc.
Megahed and Mohamed (2014) also stated that dietary protein levels could be redwoed fromm 45% to 25% in the BFT
without affecting growth in Fenneropenaeus inolous cultwre. Throwgh the blochemical compasition of biofloc, essen-
tial nutrients such as protein can be provided for the cultured species (Khanjani & Sharifinia, 2020)

Penaeid shrimps are the most vahsable resource among cnestaceans in the aquaculture industry (FAO, 2020;
Haya et al, 20200 Brown shrimg, Farfantepenasus aztecus (also known as Pengeus artecus) of western Atlantic enigin,
is regarded as one of the mast important commercial species in the Atlantic Coast United States and the Gulf of
Mexico [Al-Badran et al, 201%). The first record of brown shrimp in the Mediterranean was reported in 2009 from
the Antalya coast (Deval et al, 2010) and then from the coastal regions from Finike to Ekenderun (Eastern Mediter-
ranean coast, Turkey) (Gakoglu & Orvarol, 2013; Sterglou et al, 2014). Evaluation of culture conditions and cptimi-
zation of distary protein requirement in BFT of brown sheimp s unknown and this knowledge is necessary o
develop a species-speific nutritionally balanced diet (Chen et al, 2023; Klett & Watson, 2020). For this reason, we
almed to reveal the aquaculture performance of this species, which can be an altermatives/candidate for crustacean
culture. In this study, the effects of feeding brown shrimp juveniles feed with different protein levels in the BFT sys-
tern on growth performance, digestive ereyme activity, non-specific immune response, and gut microbiota profile
were evahsated for the first tme.

125

| e o g e ) gy L

]
r
i
L]
=
i
r
E:
i
a
g
i
3
E
i
H
i
3
:
i
i
F 3
£
K
®
r
:
T
i
2
i
i
2
£
T
:
:
i
T
B
1
-
N
i
:
i
L]



GENC o AL

2 | MATERIALS AND METHODS
21 | Study location and shrimp supply

The experiment was carried out at the Fisheries Research and Application Unit, Faculty of Agriculture, Ankara
University, Ankara, Turkey. In the study, juvenile brown shrimp was used. Production of shrimps was performed at
the Research Unit, Faculty of Marine Sciences, skendensn Technical University, Hatay, Turkey. After the spawning
of brown shrirg broodstock, the incubation period and the hatching of egps were sccomplished. Until the juvenile
stage, feeding of larvae and postlarvae was applied with algae, Artemia, and micro diet. Juvenile shrimgs (<1 g) were
transported to the Fisheries Research and Application Unit in a plastic tank (200 L) under aeration conditions 15 days
before the experiment.

22 | Feedformulation and preparation of experimental diets

Thee rain protein sources were fish meal, soy protein concentrate, soybean meal, wheat gheten, com gluten, and pea pro-
tein. Fish ol and soybesn o were used 2 the primary lipid sources. The protein level of the prepared shrimp diet is
within the range recormmended for shrirmg by the Mational Research Council (2011). Four experirmental diets were formu-
lated to contain different levels (38%, 35%, 37%, and 29%) of dietary protein with a lipid level of 104%. The ingredients
and nutritional composition of the diets are listed in Table 1. Dry miking ingredients with fish ol manufactured diets

TABLE 1 Formulation and proximate composition of experimental diets.

Ingredients P3a P35 P32 PZ9

Fish meal ao 2432 19 14.2

Soy profein concentrate 4 & 4 4

Soybean meal a8 B a E

Wheat gluten 1 1 1 1

Com ghuten 12 12 12 1z

Pea protein concentrate 2 2 2 2

Wheat Flour 27E 334 383 427

Wheat middlings 3 5 = 5

Fish oil:soy oil (1:1) [ 62 4.5 ey

Vitamins premix 05 as 05 os

Minerals premix 0z o2 oz oz

Witamiin C 01 a1 01 o1

Guar gum 3 3 3 3

Chalesteral 04 o4 04 o4

Tatal -] 100 100 100 100
Crude protein 37.94 £ 028 3509 2031 3224028 28.76 £ 0.39
Crude fat 10.33 £ 084 1037 2 048 1042 + 060 10084 = 0udd
Ash FT6x 019 742 + 0B 736044 733=027
Crude cellulose 1E7+024 199 +01% 214033 23+017
Maisture 1118 053 1112 2 048 1117+ 044 11.1E = 04B

*Regults are ghven as mean [£50).
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TABLE 2 The profiles of aming aclds in the experimental diets [mg g ).

Amino acids 3BP asp 3zp 29p
Methicnine [ 07s 075 073
Cystine 0.4% 047 0486 042
Lysine 223 21 220 217
Tryptophan 0.28 0246 0286 021
Threonine 112 110 109 107
Isoleucine 141 140 140 140
Histidine 0g7 095 095 054
Waline 156 154 152 151
Leudine 304 302 am 300
Arginine 173 172 172 170
Pherylalanine 242 241 240 238

before utlizing a labaratory feod miker. The mixing was continued until a homogenows blend was obtained. The resulting

paste was extruded through a cold press extruder (PTM P8 Extruder Systesr] using a 1 mim apertune die. Al diets wese:

subsemently dried in a dehumidifying oven for 24 h at 40°C and then stored in plastic bags at —18°C until required.
The profiles of amino acids and fatty acids in the diets are detailed in Tables 2 and 3.

23 | Experimental setup and culture conditions

A #0-day experiment was conducted in four indoor recirculating aquacultune systems (RAS) with 3 fiberglass tanks each
145 L, 20 o water depth] with a bottom area of 0.24 m* and 4 L min ™ water flow per tank. The RAS was set up before
the experiment (34 + 1 ppt, 38 £ 1°C) using antificial semwater (Caledonia Reef Salt, ReeFlowers, lstanbul, Turkey) with
produced biofloc with an optirmal C:M ratio of 15:1 (Avnimelech, 3012} The C:N ratio of the feed utilized was 819, and
daily additions of 6014 g sugar beet molasses as a commonly avalable carbon source (proowred from Ankara Sugar Com-
pany, Turkey, S0% carbon content) were made per 1 kg feed to achieve a C:N ratlo of 15:1. The experiment commenced
once the biofloc volume reached 10 ml L7 To maintsin the deal CN ratio, molasses was added throughout the trial
after feeding. During the trial perind, the biafloc volume was measured daily using the Imhoff cone.

The shrirmp were acclimated (15 min, 1 ppt) in a fiberglass tank (250 L water volume) filled with serated artificial
seawater (342 1gL " and 28 £ 1°C) for 15 days before the beginning of the experiment. The shrimp were fed
thrice daily with the control diet (38% CP) during the acclimation period.

A total of 240 healthy juveniles of F. antecus (weighing 0.640 + 0.41 g) were randomly stocked in 12 experimen-
tal units, each containing 20 shrimp [83 shrimps m~L The 12 experimental units were divided into four treatments
with three replicates. In the experiment, 12 h of light and 12 h of dark photoperiod were applied using a timer, and
feeding was performed three times daily at 08.00, 1300, and 18.00 h. Feeding was started at 6% of body weight
and gradually reduced by 0.6% every 15 days to 3%, A refractometer was wtilized to menitor the optimal salinity
daily (34 ppt). In addition, high-guality freshwater (obtained via a reverse osmosis system) was wsed in the RAS o
balance out avy salinity increase as a result of evaporation losses.

24 | Water quality

Dusring the experiment, water temperature, salinity, pH, and dissolved sxygen values (YSI® 556, Y51 Inc. Yellow
Springs, OH., USA) were measured daily to maintain optimum levels. Dally follow-up was performed using an
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TABLE 3 The profiles of fatty acids in the experimental diets (mg g ). ;
Fatty acids 38P asp 2P 9P i
120 010+ 001 0.0F £ 001 D.0E = 001 011 2002 _:-
130 018: 001 015 £ 001 010 = 001 016 £ 002 -
14:0 L70x0.03 1.51 £ 004 138 = 0:02 137 z 00z
150 078+ 002 0.57 £ 0.02 QA5 £ 005 058 2001
16:0 13.03 £ 0.45 1170+ 046 1130£ 101 1317 2012
170 115+014 124 012 108 =014 113+013
16:0 B.38 + D.OB B80F +011 B.0B =001 E29 = 00B ':
20:0 0.0 £ 0,02 008 £ 002 .00 £ 0.00 012 £ 003 f
210 007 £ 0.06 0.0F £ 004 006 £ 005 14 = 004 E
220 098 + 006 095 + D0& 083 = 009 102 = 001 3‘
230 &0 + 004 Ddd = 002 045 = 006 057 =003 .:

3
240 082 009 0.B1 £ 007 084 £ 008 079 £ 003 :
ESFA T3 I7THE =72 25.05 ]
14:10-9 000 £ 0.00 000 £ 000 .00 £ 0.00 00l 00 E
15:4n-9 001+ 001 000 + 000 Q.00 = 000 002 = 0 :
16:An-7 611+ 0.0F 5.66 + 0.37 513 =016 603 = 004
17:4n-9 040 £ 003 0.38 £ 003 0,36 £ 004 045 2003 =
1B:1n-9t 033 £ 007 0.33 £ 003 0.29 = 005 040 £ 002 §
1B:An-9e 10,61 =013 1037 + 004 1037 + 004 11.03 = 0.04 E
20:An-9 072+ 002 0.68 + 004 Q.69 = 0.0B 074 =0 i
2Z:An-9 031x001 0.28 £ 001 025 2001 DIsz0M i
24:10-9 200 +0.10 208 £0.17 1972010 2052016 "=
FIMUFA 21.a7 2049 19.77 19.06 ::
1E:2n-&8" 080 + 0.03 0,69 + 004 QA2 = 002 088 = 005 E’
1E:2n-éc" 124+ 005 113 + 004 117 =002 127 =004 ;
1B:3n-6* 066 £ 0.01 0.53 £ 001 051 : 001 0469 £ 002 ;'
20:2n-6" 070+ 003 D68 & 004 D42 2001 0722002 :
20:dn-& 640 + 005 &.36 + 003 &.25 = 003 642 = 002 ,=
b 998 9.61 957 937 ;
1E:3n-3° 031 +001 027 + 002 027 = 002 034 = 002 ;
20:30-3% 153 +007 1530 £ 001 150 20,02 1562003 .
20:50-3% 11.12 £ 0.03 1108 + 001 1101 £ 001 11.23 : 007
22:6n-3* 773x003 764 £ 001 752 =001 781 =004
3 2104 2069 2049 20.30
FPUFA 3102 30,50 3006 2867
n-3fn-6 211 211 214 217

Abbreviations: ZMUFA: monounsaburated fatty acid',EPUFn: palyursaturated Fatty acid; ESFA: sxturated fatty acid.
‘EPUFL' 18:2n-6t. 18:3n-3, 18:3n-6, 20 2n-6¢, 20:2n-6c, 200dn-6, 20:3n-3 20e5n-3, 22:6n-3. Results are given as mean
(500

e ey gy o e e el e g et s
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Imhoff cone to keep the amount of suspended biofloc within the recommended range of 10-20 mL L~ for the
systems. In addition, total ammonia, nitrite-nitragen, nitrate-nitrogen, alkalinity, and phosphate levels were
determined in water samples taken at five-day intervals (Iris Visible Spectrophotometer, HIB01-01 model,
Hanna Instruments, USA)

25 | Sampling procedures and growth performance calculations

At the beginning of the experiment, the posterior digestive contents of five shrimps were sampled following the pro-
tocol for the moleculsr analysis of bacterial diversity. Also, the shrimp samples were taken for bacterial diversity ana-
Iyses on the 45th (n = &) and 90th (n = &) days of the trials. For proximate analysis, at the beginning (20 shrimps)
and end of the experiment (n = 18) shrimps were sampled. For digestive enzyme activity, non-specific immune
PATAMBIETS, ANd ANTICKKEANT SNZYINE ACTVILY analyses, 3l the DEgINning of the il (20 Shimps) and a1 he end of the
trial [n = 24) shrimps were sampled. At the end of the experiment, proximate analysis was also carried out from
the bioflec water (50 m plankton mesh).
Following the experiment, the grewth parameters were calculated using the formulas below.

‘Weight gain (WG g/shrimg) = Final weight (g) — Initial weight (g).

Draily weightt gain (DWG: g/shrimp) = (Final weight (g) — Initial weight (g)),/days,
Weekly weight gain (WWG:g/shrimp) = | Final welght (g) — Initial weight (g) ) /weeks,
‘Weight gain (WG ) = 100 « (final weight (g) — initial wetght |g) ) finitial weight (g).
Feed conversion ratio (FCR) = Total feed given (g) /Weight gain (g).

Specific growth rate (SGR; % (day) = ((In (final welght) — In (initlal weight)) (days) = 100,
Protein efficiency ratio |PER) = Weight gain |g)/Protein intake (g),

Feed conversion ratio (FCR: %) = Feed intake (g) ‘Wedght gain(g),

Survival rate |SR:%) = (Shrimp final nember — shrimp initial number) = 100,

26 | Proximate compositions

Experimental diet, biofloc, and shrimp were analyzed for the dry matter and crede ash levels (AOAC, 2000 The
Kjeldahl method was employed to determine crude protein levels by messuring nitrogen [Nxé 25) An automated
extraction method ANKORM XT-15 (Macedon, NY) was utilized to determine crude lipid levels.

The total lipid extraction of experimental diets and the whole-body shrimg were performed by chloroforms
methanol methed for fatty acid analysis. The lipid was methanolized wsing boron trifleoride (BF3) after adding
methanol to the sample. 1-2 mb of the upper heptane phase was taken with a microplpette and transferred to a test
tubse. Fatty acid methyl esters were separated and identified by gas chromatography using a 30 m = 0.25 mm capil-
lary column. Hydrogen was used as the carrier gas, and the temperature reached 200°C in 20 min and 220°C in
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10 min, respectively. The peaks were defined according to standards (Supelco, fatty acid methyl esters, and fish oil)
(ADALC, 2000)

Hydrolysis of the samples was carried out according to the hydrolysis method of an amino acld analyzer
according to ADAC (2000). The sample containing 30 mg of protein was weighed and transfered to the hydrolysis
tube. 10 ml of & N HO was added, and the ceygen in the tube was removed by passing nitrogen gas. In the filtered
sample, HO was evaporated at 60°C under a high vacuurn in the evaporator. The remaining residue was diluted with
sadiurn citrate buffer solution with a pH of 2.2 to the desired volume and made ready for analysis.

27 | Digestive enzyme activity

To evalmate enzymatic activity, the hepatopancreas samples were homogenized In boe-cold water at a ratio of 1:9
{wiv) and subsequently centrifuged at 1800g for 30 min at 4°C. The resulting supematant from the cold hepatopan-
creas was used for analysis (Shao et al., 2018) The enzymatic activities of trypsin, a-amylase, and lipase were deter-
mined wsing the commercial kits (Elabscience, USA).

28 | Non-specific immune parameters

Hemolymph was withdrawn from the basement of the second pereopods of the shrimp and pooled using sterile
syringes. The shrimp was washed with sterlle seawater before hemolymph puncture. After collection, the hemo-
lymph was refrigerated at 4°C for 24 h to induce coagulation. Mext, the sample was subjected to —20°C for 10 min
and allowed to thaw shortly after. This process was repeated three times in succession. Subseguently, the sample
was centrifuged three times at 15000g for 15 min. The resulting serum was collected, transfierred to an Eppendarf
tubse, and stored at —20°C until analysis (Sabry Meto & Munes, 2005)

Phenoloxidase (PO) was determined by the spectrophotometric method based on the messurement of
w-dilydrosyphenylalanine (L-DOPA) formation (Hemdndez-Lapez, 1994). The total hemocyte count [THC) was esti-
mated by an optical microscope using a Neubaswer hemocytometer chamber. The production of superaxide anions
was measured by determining the respiratory burst activity (RE) of the hemocytes, which involved reducing nitro
blue tetrazoliom [MBT) to formazan [Song & Hsieh, 19%4) For the measswrements of activities of the total
antl-oxidative capacity [T-A0C), superoxdde dismutase (SO0, ghtathione, alkaline phosphatase (ALP), acid phospha-
tase (ACP) in serum, the kits (5igma-Aldrich) wese used sccording to the manufacturer's protocols.

29 | Analysis of microbial diversity in shrimp gut

The posterior digestive contents of shrimps were suspended in 2 mL Fix RNA (EuRx) solution in a sterile tube. DMNA
extraction in posterior digestive contents was performved directly from feces using the EuRx Tissue & Bacterial
DA Purification Kit (Euftsx) acconding to the manufacturer's protocsl. The guality and guantity of extracted DMA
were measured with the SPECTROstar Nano Spectrometer device. 165 Universal bacterial primers encoded 165 For-
ward and 165 Reverse were utilized to enrich each sample's 165 rDNA W3 and V4 regions. Amplification of 165
rDMA genes was performed with the following primers: 16sV3F [ACTCCTACGGGAGGCAGCAGT) and 165V3R
(ACCGCGGETGCTGOCACL

The primer set affering the highest efficacy was selected for wse in the experiment (Celik & Keskin, 2022). PCR
was performed with a primary heating step for 2 min at 94°C, followed by 35 cydles of denaturation for 1 min at
#4°C, annealing for 45 s at 53°C, and extension for 25 s at 72°C, then followed by a final extension step for 5 min
at 72°C. Each 10 pl reaction mixture contained 2 ul of 5x Promega Colorless GoTag Flexi buffer, 0.5 ul DMA,
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154l of 25 mM MgCle, 08 ul of 32 pM dNTP, 05l of each primer (5 pmol/mLL 0.05 ul of Tag DNA
polymerase, and sterlle water to a final volume of 10 pL.

Seguencing librares were penerated using Mextera DINA Prep Library Prep Kit (llemina, San Dhego, CA. USA)
Tollowing the manufacturers recommendations, and index codes were added. The samples were then sequenced
bidirectionally (2 = 150bp) on an lluming (Seq 100 platform. “.fastg™ files that obtained from the iSeq 100 device
were analyzed using the “ObiTook” package (Boyver et al., 20014) After reads including taxonomic profiling, allgnment,
and identification were completed the visualization, analysis, and identification of OTU groups in each sarmple and
reporting of the resulting data were applied using Genelous Prime and SILVAngs (Kaya et al, 2020; CQuast
et al, 2012,

210 | Data analysis

Anahyzes were performed on the data sets using the SPSS 17 (Chicago, IL, USA) statistical package program. Before
analysis (analysis of variance, Duncan), assumptions were tested. First, the skewness and kumosis statistics were
taken into accownt for all groups and were examined in terms of normality assumptions, and the homogeneity of the
variances was evaluated with the Levene test All data were given as mean + standard deviation. Statistical signifi-
cance was reganded as p < 005, The broken-line model was wsed to determine protein requirements. Estimating the
optimum detary protein requirement was predicted from a segrvented regression mode| of the SGR against the die-
tary protein level using broken-line model anatysis (Costerbaan, 1994).

3 | RESULTS

‘Water quality parameters of the biofloc rearing medivms are summarized in Table 4. All water quality parameters
remained desired ranges for BFT and there were no significant differences among the groups.

Increasing, distary protein levels significantly (p < 005) enhanced FW, WG, and SCR indices, as presented in
Table 5. FW was significantly [p < 0.05) higher in the 33P and 358 than in other treatments. 38 had an intermediate
effect on WG and SGR parameters which indicated they were similar to 35 and 32P treatrents (g > 0.05). PER of
shrimp was improved in decreasing protein levels, with the highest in the 2%P group (p < 0.05) However, FCR and
SR were not affected by different dietary protein levels (p = 0051

TABLE 4 Water quality parameters of rearing waters at #0 days culture period.

Parameters 380 5P 3zp 29P N
Water temgerature [°C) 2824 = 0.26 28.29 £ 029 28.24 £ 031 2B.24 + 0.20 ]
Dissalved cxygen (mg L") 6.56 = 0.23 642 2 0.28 646 032 645 £ 035 70
aH BOT 2 0,17 797 2011 8.02£013 7.96 £ 0.19 70
Mitrite (mg L% 034 = 0.02 0.35 2001 0.35 =001 0.35 = 0.01 18
Mitrate (mg L%} 10,96 = 0.68 10.92 £ 075 10.66 = 063 10.75 + 0.64 1B
Ammania [mg L) 0.42 = 0.03 0.42 = 0.03 042 + 003 0.41 = 0.02 18
Alealinity (mg L) 104.06 £ 4.93 105.11 £ 5.55 10433 £ 5.74 104.78 £ 5.33 18
Phosphate (mg L% 070 0.04 0.70 2 0.03 071003 0.71 £ 0.03 18
Biofloc valume {mi L) 1350 = 1.20 1335 £133 1352 £ 141 1310+ 145 ]

Mote: N sampling number,
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TABLE 5 Growth performance of Farfantepenseus artecus fed diets with decreasing protein levels.

Parameters 38P asp 32p 99
W ig) 0841 + 0.032 0.B40 + 0.038 0.B39 + 0054 0839 + 0044

W (g 10016 * 0.485" 10,010 = 0.665 9.702 + 0267 9357 + 0.320°
WG () 9.088 £ 0.219 9.270 + 0.075° 8.863 £ 0077 B.51B & 0,053
DWG (g} 0101 £ 0002 0.103 £ 0.001° 0098 + 0.001% 0095 £ 0.001°
WWG () 0707 £ 007 0.721 + 0.006° 0.689 + 0.006° 0642 & 0DD4*
WG [3%) 1081216 + 26897 1103.205 + 4393 1054969 + B908° 1015060 = 7.229°
SGR (% day ") 2743 = 0.025™ 2.764 + 0.006° 2720 + 0.00% 2479 = Q007"
PER 1930 £ 0.068" 2.103 + 0.075° 2.282 + 0057 2411 & 0.045¢
FCR 1345 £ 0.048" 1.350 + 0.049" 1.370 £ 0.034° 1431 £ 0.027*

SR (%} BB.333 + 7.638° BEAST + 7.638° B5.000 * 5.000° B5.000 + 5.000°

Note: Results are given as mean [250]. Values in the same row with different superscripts indicate significant
differences (o < 0U05)

Abbreviations: DWG, Daily weight gaing FCR. feed conversion ratia; FW, final weight; IW. initial weight; PER, protein
efficiency ratio; SGR. specific growth rate; SR, survival rate; WG, weight gain; WWG, weekdy weight gain.

Broken-line analysis of the SGR showed that 34.40% distary protein had the optimum effect on shrimp's
specific growth rate under the BFT culture conditions, The yield reduced after this threshold (breakpoint, knot)
(Figure 1).

On the other hand, no breakpaint was observed in the sepmented regression analysis for the optimem protein
levels in the feed for the highest protein efficlency ratio. In other words, as shown in Figere 2, the model suggests
BEx = Xrnin. In this equation, BPx stands for the breakpaint on the x-axs and Xmin represents the minimum value
of the independent variable. The results suggest that the breakpoint [BPx) equals the minimum value of the dietary
protein bevel (31 This implies that the segrmented regression madel has no breakpoint and the highest protein effi-
ciency rate is located at the minimum value of the dietary protein level with 29%.

The prosimate compasition of the crude protein was different in the 38P and 35P treatments, indicating that
whale-body crude protein was affected by different dietary protein levels in BFT (p < 0.05). However, crude lipids
showed no significant difference among the groups (p > 0.05) (Table &)

Prostimate analysis of biofloc |s shown in Table 7. The filtered bioflocs of the rearing waters showed no differ-
ences among the groups.

Whole-body fatty acid analysis of the shrimg fed with different dietary protein levels is presented in Table 8. An
apparent increase in SFA and MUFA compositions was noticed in shrimg fed at 38% and 35% crude protein levels
(p = 0.05). Total n-& fatty acids in the whole body increased trend when the diet contained a 35% crude protein level
(g = 0U05). PUFA and total n-3 fatty acids had the highest amownts in the shrimp fed with 35% crude protein in the
diet (p < 0.05).

As shown in Table %, THC and ACP indices were significantly (p < 0.05) higher in the 38P and 35P than in
the 32P and 29P treatrents. 38P showed the highest RE and Glutathione activities of all treatments
{p = 0U05). The highest ALP activities were observed in the 32P growp, and there was a statistical difference
compared to the 38P growp (p < 0.05). However, PO and SO0 activities did not indicate any statistical differ-
ence among the treatments [p » 0.05). While the highest T-AOC activities were recerded in 38P, 35P had an
intermediate effect on T-AOC activities which stated there were similar compared to other treat-
ments (p = 0.05).

Dietary protein levels significantly (p < 0.05) affected the protease activity of shrimp, with the highest value
in the 3BP treatment. 32P had an intermediate effect on protease activities with the 35P and 2%P groups
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FIGURE 2 Relationship betwesn dietary protein level and protein efficiency ratio of shrimp fed the experimental dists.

{p =005 38P and 35P growps were higher than the 32P and 2%P groups in terms of amylase activities
(g < 0.05). The lipase activity was significantly (p < 0.05) increased in the 38P, 35P, and 32P, whereas the 29P
wias lower (Table 10).
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TABLE & Whaole body compasition of Forfantepenseus anterus fed diets with decreasing protein levels (% dry
welght].

Initial 38p 35p 2P 29p
Dy matter 2101 £ 061 2422 + 099" 25.22 2 0.43° 2482 £ 119" 2345 £ 0.55°
Crude ash 1059+ 018 1452+ 017" 14.93 2 0.14° 15.41 = 0.44™ 1564 + 043"
Crude Figid 278 =017 3.56 = 008" 393022 3582023 376 + O.0&"
Crude protein TOET £+ 036 F6.24 037" 76.52 2 0.51° 7495 £ 0.51° 74721 D44

Note: Results are given as mean (250). Walues in the same row with different superscripts. indicate significant differences
except for the initial column (p = 005)

TABLE 7 Proximate composition of biofloc (%)

38P asp 3zp o
Crude ash 4833+ 0.21 4823+ 0.32 4B 37 + 0.40 4837 = 040
Crude lpid 038 = 0.02 0.38 + 0.02 0.35 + 004 037 =+ 002
Crude protein 2353031 2347 x032 2347 +0.35 2347 2040

The bacterial composition in the shrimp gut microbiota is presented in Figure 3. The most abundant phyla in the
initlal gut microbiota of shrimp were determined as Protecbacteria (54%) Firmicutes (22%), Bacteroidota (10%),
Actinobactera [7%), Verrucomicrobiota [2%), respectively. In the mid of the experiment (45 days), Protecbacteria
showed the most intensity among the growps, and Bacteroldota was the second most abwndant phylum in the 380,
35P, and 29P proups, while Firmicutes was the second most abondant phylum in the 32P group. At the end of the
axperiment, Proteshacteria remained the most abundant bacteria in the 38P, 350, 32P, and 29P groups, B3, &8,
T3, and 74%, respectively. Firmicutes was the second most cormmon bacteria in the 388 (5%) and 35P [17%) groups,
while Bactercidota was the second mwost comman in the 32P (12%) and 299 (13%) groups.

The species-level bacterial density (=1%) of the shrimp gut microbiota at the initial, mid, and end of the experi-
ment is presented in Figure 4. Initlal shrimp gut microbiota composed most intensity with Cribrihobitans pelagius
(16.69%), Spongiimanas flava (10.22%), Ruegeris marisrabe (6.129%), Vibrio hyugoensis (5.73%), Ruegeria meanggel
13.65%), Porarhizebium haloflevurn (3.60%), Vibrio alginelytious (219%), Vibrie hangzhouensls [2.02%), Amplibacter
lutimaris (1.80%), Tritonibacter multivarans (1.80%). Demequina litorsediminis (1.80%), Vibire tapetis (1.57%]), Microviega
massiliensis [1.35%), Vibrio barjoel (1.01%), and Litevisedimintvhvens gihus (101%). In the 38P group, Cribrihabitans pels-
glus, Sponghmonas flava, and Ruegerla marisrubel densities decreased at the end of the trial, while Vibeio hyugoensis
(19,9150, Vibwlo barjoel [12.44%), and Vibio jasicide (11.51%) were the most common bacteria. Similarly, in the 35P
and 32P groups, Vibdo hyugoensk (20.49% and 17.63%), Vibrio barjoel (14.71% and 10.64%), and Vibvio jasicide
113.62% and 9.54%) were the most common bacteria at the end of the trial In the 2%P group, the most comeon bac-
teria were determined as Vibrio hyugaensis (1081%), Vibelo tapetis (9.04%), and Vibeio jasicida [6.675%).

4 | DISCUSSION

Previous studies have reported that reduction of dietary protein content under BFT conditions can be achieved in
shrimp without negathvely affecting growth. It has been reported that BFT conditions can reduce the protein content
of the diet by at least 5% in the culture of L vannamed (Ofier et al, 2020). In our study, shrimp fed 3% less crude pro-
tein (5.8% less fish meal) with BFT conditions showed similar growth performance to shrimp cultured on a 38%
protein diet. Furthermore, broken line regression anatysis of SGR data indicated that the optimal dietary protein level
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TABLE 8 Whole body fatty acid « ition of Farfarb aztecws fed diets with decreasing protein i
levels (mg gL ;
Fatty acid Initial 38P 3s5p 3zp P H
3
120 001 £ 00 0.09 £ 0.02° 007 £ 0.01% 006 £ 001 004 £ 0m* i
130 010+ 001 015+ 0m" 019 = 003" 013 :0m" 008 = 0
14:0 149 £ 0.04 153 £ 0.03" 147 £ 001° 144 £ 0.02° 154 = 003" ;
150 0.69 £ 0.02 0.61 £ 0.02° 076 2 00F 0.54 £ 0.02° 065 £ 002° £
160 12.33 0,41 1312013 13.03 £ 048" 1165 + 0.44° 11.25 2 1.00°
17:0 0.95 £ 017 101 £ 0.18° 1112046 119 £ 0.12% 102 = 016
1B:0 416+ 004 8.26 = 008" 83120107 805 £011° EO3 = 005" T
x
200 .00 0.08 £ 0.03" 004 2 005 0.03 £ 0.03% oo 1
210 .00 0.06 £ 0.04° 002 £ 003" 0.04 £ 004" 002 £ 002 i
I3
220 0.73 £ 0.04 0.B1 £ 0.02* 079 2015 0.84 £ 0.05" 072 £ 014" H
230 0.38 + 0.02 044 £ 004" 044 = 007 0.37 £ 0.03" 041 = 007 ‘
24:0 0.7% £ 0.04 0.78 = 001" 075 = 0.08" 0.62 + 0L.07" CLB0 = 006" !
SFA 2363 0,46 2694+ 0.31% 2716 £ 0610 2516+ 049 24.57 2 075" :
z
14:40-9 .00 001 £ 0m* ooo* o.00" 000t 3
15:An-9 000 001 =001 001 = 0017 o.00e oo
16:An-7 535+ 013 554 £ 0.05° 605 = 0.05° 538 £ 019" 505 = 0207 =
17:40-9 0.2% £ 0.07 0.38 £ 004" 038 2 0.01% 0.30 £ 0.05* 035 £ 002 i
1B:An-9t 0.33 £ 002 0.32 :0m* 032 2 006" 0.30 £ 0.04° 0.31 £ 006" i
]
1B:An-Fe 10.26 + 0.09 1055+ 0.02° 10,49 £ 0.06" 1030+ 0.02° 10.33 2 0.05° i
20:1n-9 0.57 + 002 0.66 £ 004" 0712003 0.66 £ 005" L7 = 005" i
22:4n-9 0.23+ 003 0.25 £ 0.03" 0252007 0.22 £ 004" 025 = 005" 1’
24:40-9 1.B2 +0.03 190 £ 0.10° 188 2 016" 1.88 £ 0.10° 188 £ 016 i
TIMUFA 1B84 013 2003 + 0.05° 2010 £ 013" 1905+ 0.14° 18.84 2 0.39° i
i
1B:2n-6¢" 0.56 + 0.03 0.65 £ 0.02* 049 = 003 .68 + 0.04° 071 = 006 ;
1B:2n-6e" 093 £ 004 108 £ 001" 117 2005 109 = 002 114 = 002™ i
1B:3n-6" 0.36+ 001 045 £ 0.03" 049 = 003" 045 £ 0.02° 044 = 005" i
el
20:20-6" 042 £ 003 0.63 £ 005 066 £ 0.04% 0.59 £ 0.07™ 0.55 £ 003" :
2004 6.23+013 £33 £ 0.04" 637 £ 006 625 £ 0.08" 620 £ 003" i
E
b 850+ 014 9.14 £ 0.03* 38 = 008 9.07 £ 0L14* P04 £ 015 I
¥
1B:3n-3" 019 + 002 0.25 = 0.02° 026 = 0.04° 0.22 £ 001" 024 = 0047 i
H
20:30-3" 1.3% £ 003 146 £ 0.08* 150 2 007 147 £0.02* 144 £ 004 1
T
20:50-3% 1069 +0.02 1100 + 0.08° 11.04 £ .07 1094 £ 007 10.55 2 007" H
22:60-3" 7.65+ 004 7.58 £ 0L01® 7512008 7.52 £ (L0&% 7.44 = 0047 i
Tn3 19.92 + 0.06 2030 +0.11™ 20,31 + 0045 2015 +0.10° 19.57 = 0.04" :
:
TPUFA 2B42 +0.21 2944 + 014 2949 £ 00T 2922 + 005" ZB.71 2 0.18° H
A3t 234042 222:0m* 217 2 002" 2.22 £ 005" 217 £ 003" i
i
Note: Results are given as mean [25D]. Values in the same row with different superscripts indicate significant differences ;
except for the initial column (p = 005) |
Abbreviations: ¥ MUFA: monounsaturated fatty acid; 3 PUFA: polyursaturated Fatty adid; 3 SFA: sxturated fatty acd. i
" PUFA: 1B:2n-6t, 18:3n-3, 18:3n-6, 20:2n-6¢, 20:2n-6c, 2hdn-6, 20:30-3, 20:50-3, 22:60-3. g
H
i
L]
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TABLE ¥ Non-specific imrune parameters and antioxidant enzyme activities of Farfantepenaeus artecus fed diets
with decressing protein lewels.

Initial 3BP 35P 32P 9P
THE [ 10° cells mL™Y) 207+ 0.38 240+ 0.10° 257 + 008" 179+ 001 177 2015
POUmL Y 013002 0415 £0m* 0.15+ 0.01° 0.15 + 0.01* 013 2 0.02°
RE(10uL Y 0.2¢ £ 0.01 073042 0:43 £ 0.03" 0.37 £ 012 0379 2 0.11°
ALP (U 100 mL™" 380+ 0.20 428 £ 025 4.50 + 0307 4.70 + 0.00° 457 = 0.06™
ACP (U 100 mL ") 1063 + 004 1237 = 006" 1240 +0.17° 1102 + 0.03° 1117 = 0.21°
S00 U mL-Y) 3067 £ 115 32.33 2 0.58° 3067 + 1.15* 30,67 £ 1.15° BO.A7 £ 1.15°
T-AOC U mL ™Y 833+ 0.58 10.33 2 D.568° 9.67 £ 0.58% 8.67 £ 115" BT £ 0.58°
Glutathisae (U mL-7) 130+ 0.10 143 + 0.06° 127+ 02 117 + .08 109 = 0.06°

Note: Results are given as mean (250). Walues in the same row with different superscripts. indicate significant differences
except For the mnitial column (p < 0UOS)L

Abbreviations: ACP, acid phosphatase; ALP, alkaline phosphatass; PO. phenoloxidage activity; RB, respiratory burst activity;
50D, superoxide dimutase; T-A0C, total anticsddant capadity; THC, total hemacyte count.

TABLE 10 Digestive enzyme activity of Farfantepenaews aztecus fed diets with decreasing protein levels (U/gL

Parameters Initial I8P 5P 3z2p 9P

Pratease 40967 £ 29.14 477.33 £ 643° 466,67 £ 5.76° 46033 £ 551% 454,67 £ 4.51%
Amrylase 21233 £ 9.29 275.67 + 058" 27647 * 2B 23067 £ 115 229.33 £ 1.15°
Lipase 24933 £ 2.08 289.33 115" 2B&4T £ 5770 28333+ 577" 27333 = 269"

Mote: Results are given as mean (£50). Walues in the same row with different superscripts indicate significant differences
except for the mitial colwmn (p < 0LOSL
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FIGURE 3 Relative abundance of st frequently identified bacterial phylum (»1% of total sequences) in shrimp
guts at different dietary pratein levels in biofloc technology.
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FIGURE 4 Relative abund of most f tly identified bacterial species (> 1% of total sequences) in shrimp

guts at different dietary protein levels in biofloc technology.

for the shrimp was 34 40%. in agreement with the growth performance data. However, 6% and 9% less protein con-
tent in the diet negatively affected shrimp growth performance in BFT culture conditions. Simitarly, in a study
conducted by Pinho and Emerenciano (2021), the production performances of L. vannamei were significantly reduced
as a result of a 10% reduction In dietary protein, with the group treated with the highest protein level (35% of CP)
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hanving higher values than sheimp fed with 25% CP. It was also reported that the growth performance of P. monodon
fed with 32% protein in the diet under BFT conditions (with molasses as a carbon source) decreaxsed compared to
shrimp fed with 40% protein (Kwmar et al, 20171 In the current study, biofloc as an extra food was probably insuffi-
cient to make up for the dietary protein difference below 35%. The optimal dietary protein level in BFT conditions
may vary depending on the species, carbon source used, biofloc compesition, and water quality. In owr study, all
water quality parameters remained in the desired ranges for BFT and shrimg culture conditions (Avnimelech, 2015).

This study provides the first information an the effect of different dietary protein levels on shrimg's whole-body
fatty acids composition in BFT. Whole body fatty acid composition depends on the fatty acid profile of the diet
(Tazikeh et al, 2020). Owr data demonstrated no considerable differences in the whole-body fatty acid contents
incheding MUFA, PUFA and SFA of F. antecus fed with different dietary protein levels in the diet.

Like ather crustaceans, shrimgs rely on non-specific immunity because of not have an adaptive immune sys-
tem (Bachére, 20000 Circulating hemocytes and PO activity have a critical role in the defense mechanism of
shrimp [Rodriguez & Le Moullac, 2000), while antioxidant enzymes protect cells from oxidative stress in host-
pathagen interplay (Holmblad & Saderhsil, 19991 The present study showed that increasing protein contents in
the diet had a better immune response concerning THC and ACP indices, and the diet with the highest protein
content improved RE and Glutathione activities. This indicates that achieving enhanced immunity in the shrimp
by conswming the microbial floc in situ could require a high-protein diet for these parameters. But reducing the
dietary protein level from 38% to 2¥% did not negatively affect PO, ALP and 50D activities in the present study.
Reducing the protein in the diet from $0% to 24% in L venname had a negative effect on the immune response
(Panigrahi et al. 201%). On the contrary, in a stedy conducted by Xu and Pan (2014) the THC and imrmune
responses of L vannamel were not affected by decreasing the dietary protein levels from 35% to 20% wunder BFT,
while decreasing trends in the T-A0C in both the plasma and the hepatopancreas were found as dietary protein
levels decreased. The bicactive components in biofloc may affect the health status of shrimps, especially on
immune and antioxidant indices with the differential dietary protein levels. Therefore, optimization of dietary
protein content is essential for maintaining immmwanity.

Digestive enzymes are critical for nutrdent digestion, and the digestive capacity, nutritional statws, and growth
performance of the cultwed species are directly affected by their activities. Protein and lipid contents of the diet can
affect the endegenous enzymes of the species (Méndez-Martiner et al, 20181 As a food supplement, biofloc
can improve the utilization of the feed and growth by stimulating digestive enzyme activity (G Liu et al, 2017). The
present study generally revealed that dietary protein levels influenced protease, amylase, and lipase activities in the
diet under BFT conditions. However, except for protease, amylase, and lipase activities of the shrimp were not nega-
tively affected in the diet with 3% lower pratein content compared to 38% protein. This may explain why similar
growth was achieved in the 38P and 35P groups. Previously, it has been shawn that the level of protein in the diet
has effects on the digestive enryme activity of shrimp (Talskdar et al, 2021; Xia et al, 2010) but more work s
meeded to fully clarify the effects of the dietary protein levels on the digestive enzyme activities with BFT.

As with the fish gut microblome, the shrimp gut microbiome similarly contains about $0% Bacteroidetes,
Firmicutes, and Proteobacteris (Ghanbari et al, 2015). However, the gut microblome of shrimp varies depending on
certain factors which may be as a result of variations in species, developmental stage, water temperature, and diet
(Rajeew et al, 2021). Our study demonstrated that the most common phylum of the shrimp gut microbiota in all
groups was distributed in Proteobacteria, followed by Firmicutes for 38P and 35P groups and by Bacteroldetes for
32P and 29P groups. Qiso et al. [2017) pointed out that the abundance of Firmicutes in the shrimp gut microbiota
was sensitive to carbohydrates in the diet. This may explain how increasing carbohydrate contents in the diet
affected Firmicutes abundance in the current study.

Although there are pathogenic strains, most Vibro spp. are known to be non-pathogenic for the host (Yo
et al, 2018). The virdence of Vibrio species may vary depending on culture conditions or induced gquorim-sensing
regulation (Zhang et al., 2017 Our study data showed a significant increase of Vibro in the shrimp gut under BFT
conditions. Similar to our study, Vibrio enrichment was also reported in the L vannamel gut microbiota under bloflac
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conditions [Tepaamomdech et al, 20000 Gestilatoy et al. (2022) stated that BFT induced a decrease in the pathoge-
nicity of V. parahaemolyticus, regardiess of density. Thus, the pasitive reles of biofloc with gut microblome may be
reflected in the healthy growth of shrimp throughout the culture period.

5 | CONCLUSION

The results of the present study showed that with a biofloc system, reducing the protein levels in the diet to a certain
extent rmay be effective. However, biofloc may not be a substitute for suboptimal protein levels in the diet. In the pre-
senit shudy, we suggested that for brown shrimp culture (n a biofloc system, dietary protein levels could be reduced from

380 to 350 g kg~ ! without negatively affecting healihy growth. With optimum protein levels in the diet, approaches
that can improve the efficiency of the biofloc and healthy rearing of brown shrimp is dso a matter of further reseanch.
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