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OZET

Ruminantlar, rumende yasayan anaerobik mikroorganizmalarin iiretmis oldugu
yiiksek aktiviteli fibrolitik enzimler sayesinde tiiketmis olduklar1 bitkisel materyali tek
mideli herbivorlara goére daha yiiksek oranlarda pargalama yetenegine sahiptirler.
Ruminantlar, 6zellikle konak¢1 hayvanin baslica diyetinin biiyiik miktarda bitki kaynakli
seltiloz ve hemiseliiloz ihtiva ettigi rumenlerinde (dusiik redoks potansiyeline sahip yiiksek
diizeyde anaerobik bir ortam olan) yasayan mikroorganizmalar ile simbiyotik bir iliski
gostermektedir. Buna karsilik, konake1 hayvan bu mikroplar i¢in 1s1, anaerobik kosullar, su
ve enerji kaynaklart girdileri saglar. Rumenin fonksiyonel mikroorganizma populasyonunu
genel anlamda bakteriler, funguslar, protozoa ve arkea grubu olusturmaktadir. Bakteriler
ve funguslar, c¢ogu otgullarin gastrointestinal bolgeden alinan bitki biyokiitlesinin
sindiriminde 6nemli bir rol oynar. Bu tez kapsaminda farkli meralarda beslenen sigir,
koyun ve kegilerde rumenin mikrobiyal popiilasyonunun molekiiler teknikler yardimiyla
kantitatif olarak belirlenmesi ve farkli diyetlerin rumen mikrobiyal dinamigine etkileri
belirlenmistir. Bu amagla, Kahramanmaras’ta 6 farkli ilgeden sigir, koyun ve kecilerden
(toplam n = 48) taze olarak toplanan diski 6rnekleri laboratuvara ulastiginda MPN analizi
icin kullanilmistir. Diski oOrneklerinin kalan kismi, toplam DNA ekstraksiyonu igin
kullanim saglanana kadar -20 °C'de tutulmustur. Rumen mikroorganizmalarinin baslica
gruplari, Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus albus, Neocallimastix ve Orpinomyces'i
hedef alan yeni tasarlanmig primerler kullanilarak, RT-PCR kullanilarak hem grup hem de
tekli cins/tiir diizeyinde kantitatif olarak belirlenmistir. Fungus popiilasyonu olarak,
hayvanlarin tiim digki 6rnekleri i¢in ¢ogunlukla Neocallimastix spp. (Orpinomyces spp. ile
karsilastirarak) belirlenmistir. Inek ve koyundan alman disk: rnekleri Ruminococcus albus
ile karsilastinldiginda daha fazla Fibrobacter succinogenes barindirmistir, ancak
Ruminococcus albus kegilerden toplanan diski Orneklerinde daha baskin olarak

belirlenmistir.



Bu sonuglar, rumen mikrobiyal ekosisteminin dinamigi ve yapisi hakkindaki
bilgimizi ve ayrica beslenme rejimi ve mikrobiyal dinamikler arasindaki iligkiyi

genisletmek i¢in yararli olacaktir.
Anahtar kelimeler: Real-Time PZR, Rumen Mikroorganizmalari.

Kahramanmaras Siitcti imam Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Zootekni Anabilim Dali, Ekim/2018

Danisman: Prof. Dr. M. Sait EKINCI
Sayfa sayisi: 156



MONITORING OF RUMEN BACTERIAL AND FUNGAL POPULATION
DYNAMICS BY RT-PCR AT MOLECULAR LEVEL
(PhD. THESIS)

Altug KARAMAN

ABSTRACT

Ruminant animals digest the ingested plat material more efficiently than non-
ruminant herbivores due to their active rumination systems and powerfull fibrolytic
enzymes produced by microorganisms inhabiting the rumen. Ruminants have a symbiotic
association with the microorganisms which live in their rumen (which is a highly anaerobic
environment with low redox potential), particularly where the main diet of the host animal
contains large amount of plant derived celluloses and hemicelluloses. In return, host animal
provides inputs of heat, anaerobic conditions, water and energy sources for these microbes.
Main functional microbial groups of the rumen are bacteria, fungi, archea and protozoa.
Bacteria and fungi play pivotal role in the biodegradation of ingested plant biomass in the
gastro intestinal tract of the most herbivores. In this thesis the microbial population
dynamics of rumen in cows, sheep and goats fed different types of pastures were
quantitatively determined with the aid of molecular techniques. For this purpose, faecal
samples collected freshly from cow, sheep and goat (total n=48) located in 6 different
province of Kahramanmaras and they were used for MPN analysis as soos as they were
arrived to laboratory. Remaining part of the faecal samples were kept in -20°C untill
further usage for total DNA extraction. Main groups of the rumen microbes were
quantitatively determined both as group and individually at genus/species level using RT-
PCR by using newly designed primers targeting Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus
albus, Neocallimastix spp. and Orpinomyces spp. As fungal population, Neocallimastix
spp. were determined mostly (comparing with Orpinomyces spp.) for all faecal samples
regardlees of animal. Faecal samples, taken from cow and sheep, harboured more
Fibrobacter succinogenes compare to Ruminococcus albus, although R.albus dominated
the faecal samples collected from goat. These results will be helpful to extent our
knowledge about dynamics and structure of rumen microbial ecosystem, and moreover,

about the relationship between feeding regime and microbal dynamics.
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1. GIRIS

Otcul hayvanlar bitki seliilozik materyallerini, 6n ve arka bagirsakta simbiyotik
olarak bulunan bagirsak mikroorganizmalarinin fermantasyonu yoluyla ugucu yag
asitlerine doniistiirerek bir enerji kaynagi olarak kullanmaktadirlar (Forsberg ve ark. 1997).
Bitki materyalinin sindirimi ve enerji gereksinimi i¢in dontsiimii, rumendeki
mikroorganizmalarin karmasik simbiyotik iliskisi yoluyla gergeklestirilir (Mackie, 1997).
Ruminant otoburlarin, bitki materyalinden enerji elde etmesi, rumendeki mikrobiyotik
fermantasyona baglidir. Hayvanlardaki verimliligi artirabilmek i¢in; rumenin fonksiyonu,
yem diyetlerindeki kolayca fermente olabilen karbonhidratlar ve katki maddeleri ile
takviye ederek manipiile edilebilir (Jouany, 1994; Jouany ve ark., 2000). Bununla birlikte,
bu tiir beslenme bazen mikrobiyal popiilasyonlardaki diizensizligi nedeniyle rumende
fonksiyon bozukluguna neden olabilir (Mosoni ve ark., 2007). Buna en iyi 6rnek yemlik
diyetlerin kolayca fermente edilebilir karbonhidratlarla desteklenmesinin, rumendeki lifli
besinlerin yikimina mani oldugu gosterilebilir (Mosoni ve ark., 2007). Zootekni alaninda,
son yillarda yapilan arastirmalarda, simbiyotik mikroorganizmalarin fizyolojisini ve
ekolojisini kesfetmek i¢in ruminantlarin rumenine odaklanmistir (Kobayashi, 2006).
Mikroorganizmalarin bilesimi ve orani genellikle diyet, beslenme sikligi, yas, cografi
konum ve ruminant-konak etkilesimi gibi dis etkenlerden etkilenmektedir (Hungate, 1966;
Dehority ve Orpin, 1997). Bu etkilesimin daha iyi anlasilmasi i¢in arastirmacilar; yag asidi
metabolizmasi, liflerin sindirimi, metanogenez ve bakteriyel sindirim gibi rumen igerisinde
meydana gelen olaylarin gerceklesmesini saglayan mikrobiyal iiyeleri daha ayrintili
incelemislerdir (Mackie, 1997). Arastirmalarda rumen mikroorganizmalar1 i¢in uygun
kosullar saglayarak diyetin sindirim ve fermentasyonun optimizasyonu yoluyla hayvansal
{iretimin maksimize edilmesini saglamaktadir (Kobayashi, 2006). Ozgiil mikrobiyal
gruplarin aktivasyonu ve inaktivasyonu diger yontemlerin yani sira farkli besleme tipleri,
besleme kombinasyonlar1 ve yem katkilar1 kullanilarak diyet manipiilasyonu ile
gerceklestirilir (Krause ve ark. 2003; Kobayashi ve ark. 2004). Rumen'in mikrobik
ekosistemi, yemlerin ugucu yag asitlerine biyolojik olarak doniistimii islevini yerine
getirmek i¢in olusturulmus tam bir denge halindedir. Ayni zamanda saglikli bir ruminant
yem, igme suyu ve hava yoluyla her giin milyonlarca mikroba maruz kalir ancak buna

ragmen rumen ekosistemi bu durumdan etkilenmez (Kamra, 2005). Mikroorganizma



poplilasyonu beslenmenin degisimine adapte olacak sekilde degisecek bir ekosisteme
sahiptir yani dinamiktir. Bu durum rumen mikroorganizmalarinin rumende bulunan bir dizi
kisitlamada hayatta kalabilmesi icin adaptasyonlarindan kaynaklanmaktadir ve bu
kisitlamalar diger kontamine olan mikroorganizmalarini ortadan kalkmasina yardimer olur.
Baslica c¢evresel kisitlamalar, anaerobiyozis, yiiksek tamponlama kapasitesi ve ozmotik

basing ve saprofitik rekabettir (Kamra, 2005).

Rumen igerisindeki anaerobiyozis, rumen ekosistemindeki ana kisitlamalardan
biridir ve bu enerji, sonug olarak ev sahibi hayvanlar taratindan kullanilarak korunmaya
yardimci olur. Anaerobik yolla iiretilen enerji miktar1 aerobik yol ile tretilen enrjiye
gore daha dustiktiir ¢linkii aerobik solunumda elektron transfer reaksiyonu tarafindan
salinan enerji miktar1 terminal elektron alicisina baglidir. Aerobik mikroorganizmalarda
terminal elektron alicis1 oksijendir ve ATP formundaki enerji serbest birakildigi zaman,
terminal elektron alicis1 anaerobik bakterilerde oldugu gibi organik bir bilesik
oldugunda serbest birakilan enerjiye kiyasla ¢ok daha yiiksektir. Hayvanin tiikettigi
yemde sikisan oksijenin bir kismi1 rumende mevcut olan fakiiltatif anaeroblar tarafindan
kullanilir ve bdylece optimum bir anaerobik durum olusturulur ve stirdiiriiliir (Kamra,
2005). Rumen redoks potansiyeli oldukea diisiik olan anaerobik bir ortama sahiptir. Bu
durum konak hayvan tarafindan kullanilan enerjinin korunmasina yardime1 olmaktadir.
Bu nedenle, diistik redoks potansiyelini (-350 mV) tolere edebilen mikroorganizmalar
rumende hayatta kalabilir ve bunlarin disindaki mikroorganizmalar sistemden atilir.
Diger taraftan yiliksek tamponlama kapasitesi ve ozmotik basing, rumene yabanci
mikroorganizmalarin biiylimesini de smirlar. Rumendeki mikroorganizmalarin bir
kismi, ekosistemde bulunan diger mikroorganizmalarin biiylimesini sinirlayan

antimikrobiyal bilesikler iiretirler.

Ruminant hayvanlar rumen mikroorganizmalarinin bir kismimin gelisimini
engelleyici tarimsal ve endiistriyel yan iriinlerden beslenebilmektedirler (Bhatti ve
Khan, 1996). Tanenler, ligninler, saponinler, mimosinler gibi besinsel olmayan
bilesikler, zararl1 mikroorganizmalara karsi savunma i¢in bitkiler tarafindan sentezlenen
bilesiklerdir. Dolayisiyla bu bilesiklerin  antimikrobiyal aktivitesinin olmasi
kacinilmazdir. Bu nedenle, hayvanlar tarafindan tiiketildiginde, bu bilesikler,
rumendeki farkli tirdeki mikroorganizmalarin (yararli ve istenmeyen) biiylimesini

sinirlamaktadir  (Kamra, 2005). Rumen mikroorganizmalarinda, 6zellikle de
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bakterilerde taksonomi, ekoloji ve fizyoloji verileri zengindir buna karsilik, rumen
mikrobiyotunun karmasikligi, bu ekosistemi tam olarak anlamamizi engellemektedir

(Hespell ve ark., 1997).

1.1. Ruminant Sindirim Sistemi

Ruminant sindirim sistemi, diger bir¢ok yabani gevis getiren hayvanla birlikte
sigir, geyik, koyun ve kegiler gibi hayvanlar1 igeren Artiodactyla sinifina aittir.
Ruminantlarin midesi rumen, retikulum, omasum ve abomasum olmak tizere 4 béliimden
olusur (Sekil 1.1). Bunlarin arasinda en biiyiik b6lme rumendir. Ruminantlar baslangigta
bitki materyalini ¢ignemekte ve sonrasinda hayvanin ilk iki midesinde (retikulum ve
rumen, toplu olarak retikiilorumen olarak veya genellikle "rumen" olarak adlandirilir)
sindirmektedirler. Bu islem, yar1 sindirilmis materyali geri ¢ikarmak ve onu yeniden
cignemek suretiyle desteklenir. "Ruminant" kelimesi "tekrar tekrar ¢ignemek" anlamina
gelen Latin ruminare'den gelir. Gevis en dogru sekilde, bir ruminantin
retikiilorumeninden yar1 sindirilmis besin geri ¢ikarmasi olarak tamimlanir iken bitki
Ozunti daha fazla parcalamak ve sindirimi tesvik etmek i¢in gercek ¢igneme siireci
"ruminasyon" olarak adlandirilmaktadir (Palevich, 2011). Bugiine kadar yapilan ¢ogu
rumen mikrobiyoloji ¢alismalari, Bovidae familyasina ait olan sigir ve koyun gibi
tarimsal ag¢idan O6nemli olan gevis getiren hayvanlara ve Cervidae familyasina ait
geyiklere odaklanmistir. Sigirlarda yaklasik 100 L ve koyunda 10 L'ye kadar olan rumen
on mide bdlmelerinin ilk ve en biiytiglidiir. Retikulum basit bir rumen uzantis1 olarak
kabul edilir ve omasuma, retikiilo-omasal delik ad1 verilen kisa tiinel benzeri bir yapi ile
baglanir. Abomasum ruminantin gercek midesidir; histolojik olarak monogastrik
memelilerinkine benzemektedir (Flint ve ark., 2008). Rumende bitki materyali tiikiiriik
ile karistirilarak kati ve sivi tabakalara ayrilir. Kat1 bitki materyali bir araya toplanir ve
sitkismig gaz kabarciklar1 tarafindan yukari dogru itilir, boylece bir malzeme salini
olusturmak i¢in retikiilorumen yiizeyine ylizer. Rumenin proksimal lokalizasyonu,
kismen sindirilmis lignoseliilozun daha fazla c¢ignenmesi i¢in yeniden agiza
dondiiriilmesini  kolaylastirir. Bazen, kati materyalin bir kismi agiza tekrardan
parcalanmasi icin gonderilir ve partikiil biiyiikliigiinii azaltmaya yardimci olmak igin

cignenir. Bu siire¢, bol miktarda tiikiirtigiin agizdan 6n mideye akisini tetikler, bu da



ideal kosullar altinda rumeni yaklasik olarak pH 6.8'de tamponlar ve etkin rumen
fonksiyonu i¢in gereklidir.

Intestine © Omasum

O v

© Rumen © Abomasum

© Reticulum

Sekil.1.1. Ruminant sindirim sisteminin sadelestirilmis sematik diyagrami
(www.mun.ca/biology/scarr/Ruminant Digestion.htm).

1.1.1. Rumen

Rumen ve retikulum benzerlikleri ve iceriklerinin serbest¢e birbirine karisabilmesi
nedeniyle ruminantlarin midesinin bu iki 6n boliimii genellikle retikulo-rumen olarak
birlikte anilmaktadir. Midelerin bu bdéliimii karin boslugunun biyiik bir kismini
doldurur. Rumen duvarlar1 oldukg¢a giiclii bir kas yapisina sahiptir ve sindirim
kanalindaki toplam igerigin tigte ikisinden fazlasi rumende bulunur. Alinan yem 20-48
saat gibi bir zaman boyunca rumende kalir. Bu siire yemin sindirim kanalindan toplam
gecis stiresinin (40-72 saat) yaris1 kadardir. Rumenin kasilip gevsemesi arasinda 50-60
sn kadar bir siire gecer (KAR, 2013). Bu rumen hareketleri ile rumen duvarinin i¢ini
kaplayan yaprakg¢iklar yemle temas ederler. Bu yaprakeiklar rumenin i¢ yiizeyinin ¢ok
genis bir alanda yemle temas etmesini saglar. Bu sayede rumende fermentasyon yoluyla
olusan ugucu yag asitleri gibi sindirim triinleri rumen duvarindan etkin bir sekilde
emilirler ve kana gegerler. Rumenin yapist lifli yemleri uzun siire burada tutmaya ve
mikroorganizmalar tarafinda fermente edilmeleri i¢in zaman tanimaya miisaittir. Bu
sayede lifli yemler ruminantlar tarafindan sindirilebilir. Ancak kaba yemler ¢ok ince
kiyilmissa rumenden geg¢is hizlar1 da yiliksek olur ve sonug¢ olarak mikroorganizmalar

tarafindan iyi sindirilemezler. Bu gibi kaba yemlerden hayvanlar iyi yararlanamazlar.
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Ince kiyilmis kaba yemler, sivi kistm ve 6giitiilmiis konsantre yemler gevis

getirilmeden rumenden hizl bir sekilde gegerler.

Rumen farkli bakteri tiirleri, arkealar, funguslar ve siliat protozoalar ile temsil
edilen karmasik bir mikrobiyal toplulugu barindiran dogadaki en gesitli ekosistemlerden
biridir. Bu mikroorganizmalar, yem bitki polimerlerinin monomerlere ve nihayetinde
ruminantlarin  karbon ve enerji ihtiyaglarin1 karsilayan ucucu yag asitlerine
doniistiirtilmesine katilirlar (Krause ve ark. 2003). Stabil ve siirekli dogasi nedeniyle
uygun bir model ekosistemi olarak goriilen rumen (Hungate, 1966); ve bu ekosistem
tizerinden edinilen bilgiler ruminant beslenmesinin iyilestirilmesinde énemli bir etkiye
sahip olmakla kalmamis, ayn1 zamanda rumende gelistirilen teknikler ve teoriler diger
mikrobiyal ekosistemlere uygulanmistir (Krause, 2014). Rumende pH 5.5-7.0 arasinda
iken rumen i¢ sicakligi ise 39-41 °C arasindadir (Church, 1984; Murphy ve ark., 1982).
Rumendeki ekosistemi olusturan organizmalarin tamamina yakini anaerobik yada

fakiiltatif anaerob organizmalardir (Patterson, 1992).
1.1.2. Retikulum

Retikulum, viicut boslugunun ileri bélgesinde bir kese benzeri yapidir. Dokular, bir
petek benzeri bir agda diizenlenir. Retikulum ve rumen arasinda kiigiik bir doku
katmani bulunur, ancak ikisi aslinda ayr1 bdlmeler degildir. Toplu olarak rumino-
retikulum denir. inek tarafindan dokiilen agir ya da yogun besleme ve metal nesneler bu
bolmeye diiser. Retikulum kalbe yakindir. Civi ve diger keskin nesneler dokularda
hasara yol acabilir ve "donanim hastaligi" adi verilen travmatik gastrite neden olabilir.
Miknatisla engellenmez veya ameliyatla diizeltilmezse enfeksiyon meydana gelebilir ve

hayvan 6ldiirebilir (Parish ve ark., 2009).
1.1.3. Omasum

Cok sayida kas yaprakeiklar1 tabakalarini igeren omasumun fonksiyonu tam
olarak anlasilmis degildir. Omasum, yapraksi kas tabakalari arasina su alarak siki
tabakalar haline gelmektedir. Rumenden gelen su ve mineral maddelerin emilimi biiyiik
oranda buradan ger¢eklesmektedir. Boylece de bir sonraki bélme olan abomasumda
sindirim i¢in salgilanan asit ve enzimler sulandirilmamis olmaktadir (Parish ve ark.,

2009).



1.1.4. Obamasum

Abomasum ruminantlarin dordiinci midesidir. Bu bdolim tek midelilerdeki
midenin tam karsiligidir. Dogumdan itibaren aktif olarak ¢alisir ve bu kisimda sindirim
enzimleriyle hidroklorik asit salgilanir. Abomasumun i¢ duvarinda salgilama sahasini
artiran ¢ok sayida katlanma bulunmaktadir. Rumende {iretilen mikrobiyal proteinler ve
rumende sindirilmeden gelen by-pass proteinlerin sindirimi burada baglar ve ince

bagirsaklarda devam eder (Kar, 2013)
1.2. Rumen Ekosistemi

Rumen mikroorganizmalari agirlikli olarak bakterilerden (ml basmna 10'°-10'),
funguslardan (ml basma 10°-10°) ve protozoalardan (ml basina 10*-10°) olusmaktadir
(Hespell ve ark., 1997; Orpin ve Joblin, 1997; Williams ve Coleman, 1997). Rumen
ekosistemindeki mikrobiyal ¢esitlilige bakan kiiltiirden bagimsiz molekiiler arastirmalar,
toplam bakteriyel taksonlarin % 83’lintin kiiltiirlendigini ortaya koymustur (Seshadri ve
ark., 2018). Rumen ig¢indeki kiiltiire alinmamis bireysel tiirlerin sayisinin, yiizlerce ile
binlerce arasinda degistigi, cogunlugun Gram-pozitif Firmicutes veya Gram-negatif
Bacteroidetes olarak kategorize edildigi distliniilmektedir. Bugiline kadar yapilan
calismalar, mevcut Kkiiltiirlenmis ve tamamen karakterize edilmis rumen

mikroorganizmalarinin, rumen mikrobiyotasinin baglica ve metabolik agidan 6nemli

bilesenlerini tam olarak temsil etmedigini gostermistir (Attwood ve ark., 2008).

Rumen bakterileri ve arkea esas olarak zorunlu anaeroblardir ve indirgenmis bir
ortama ihtiyag¢ duyarlar. Klasik saf kiiltiir teknikleri ile kiiltiir tiirlerinin analizleri ve her bir
tirtin fermantasyon Ozellikleri, rumen fermantasyonunun tam olarak anlasilmasini
saglamak amaciyla ilk rumen mikrobiyoloji aragtirmalarinda yer almistir (Hungate, 1955).
Sirohi ve ark., (2012) na gore rumendeki en ¢esitli grup rumen bakterileridir, fakat silli
protozoalar sayica en diisik olsa da, rumen'deki canli biyokiitlenin yaklasik % 50'sine
katkida bulunmaktadirlar. Ineklerin rumen igeriginde bulunan Entodinium'un (% 69.6) ve
Epidinium'un (% 31.4) Protozoal 18S rDNA sekanslarinin analizi yardimai ile iki dominant
cins oldugunu ortaya konmustur (Shin ve ark., 2004). Protozoa, diisiik oksijen toleransi
olan bakterilere yarar saglayarak, rumendeki oksijeni temizlemeye yardimci olabilmektedir
(Zhu, 2016). Rumen ig¢indeki bakterilerin ¢ogu, farkli enzimatik aktiviteler yoluyla

lignoseliilozik besleme maddelerinin parcalanmasinda aktif olarak rol oynayan zorunlu
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anaeroblardir. Enzimatik aktivitelerine bagli olarak; bakteriler, fibrolitik, amilolitik,
proteolitik, lipolitik, ureolitik ve tanniyolitik bakteriler gibi farkli gruplara ayrilabilir
(Denman ve ark., 2003, Denman ve ark., 2007, Ramos-Morales ve ark. 2010, Patra ve Yu,
2014).Rumen mikroorganizmalarindan arkealar ise CH4 ve ATP tiretmek icin protozoa,
mantar ve bakterilerin heksoz katabolizmasindan elde edilen H, ve CO,'yi kullanir (Albers
ve ark. 2007; Ferry ve Kastead, 2007). Euryarchaeota, arkeanin en baskin filumudur ve
rumen metanojenleride bu filumun igerisinde siniflandirilmistir (Woese 1987, Janssen ve
Kirs 2008). Su ana kadar ¢ok az metanojen tiirii rumenden izole edilmistir, ancak gelecekte
daha fazla tiirtin tanimlanmasi beklenmektedir. Ruminantlarin gastrointestinal sisteminde
bulunan anaerobik funguslar Neocallimastigomycota filumuna, Neocallimastigomycetes
sinifinin  Neocallimastigales takimina aittir (Hibbett ve ark., 2007). Farkli karbon
kaynaklarina sahip segici zenginlestirme kiiltiiri ile sigirlarda anaerobik fungus
poptilasyonunun ¢esitliligi, % 61.3'lik bir genel sikliga sahip olan c¢ok merkezli
funguslarin (4naeromyces ve Orpinomyces), Kolonilerin ve monocentrik funguslarin
cogunlugunu olusturdugu ortaya konmustur (% 27,1 Neocallimastix ve % 14.8 Piromyces)
(Griffith, Ozkose ve ark., 2009). Farkli karbon kaynaklarina sahip secici zenginlestirme
kiltard ile, sigirlarda anaerobik fungus popiilasyonunun ¢esitliligi, % 61.3'liikk genel bir
sikliga sahip olan polisentrik funguslarin (Anaeromyces and Orpinomyces), kolonilerin
cogunlugunu olusturdugu ve monosentrik funguslarin daha az baskin oldugu ortaya

konmustur (Griftith, Ozkose ve ark., 2009).
1.2.1. Rumen mikroorganizmalari

Rumen'de, konak ile bakteriler, protozoa, funguslar, arkea ve bakteriyofajlardan
olusan ¢esitli mikrobiyal popiilasyon arasinda karmasik bir ekolojik sistem
bulunmaktadir. Yeni dogmus bir ruminant sindirim sistemlerinde bir dizi olay meydana
gelir. Ik asama, dogumdan sonra siv1 bir fazda bakterilerin ¢ogalmasiyla baslar, daha
sonra sindirim sisteminde bakterilerin kolonizasyon fazi, ardindan fungus ve
protozoanin akiskan i¢inde olusturulmasi ile baslar (Cheng ve ark., 1991). Ayrica,
olgun gevis getiren hayvanlarda normal mikrobiyal aktiviteler i¢in kompleks ¢ok tiirli
gruplarin olusturulmasi gerekmektedir (Fonty ve ark., 1987; Fonty ve ark., 1988;
Stewart ve ark., 1988). Rumen mikroorganizmalari, rumendeki yem parcaciklarina

saldiran ve pargalayan calisma birimlerinin bir kombinasyonu olarak goriilebilir.



Bununla birlikte, net bir climle ile rumen mikroorganizmalar1 bakteri, fungus, protozoa

ve archaea'dan olugmaktadir.

1.2.1.1. Rumen bakterileri

Rumen icindeki yogun bakteri popiilasyonunun gelisimi; sabit bir besleme
kaynag1 ve fermentasyon son {iriinlerinin ve kalintilarinin stirekli olarak uzaklastirilmasi
yoluyla nispeten sabit kosullarin muhafaza edilmesiyle elde edilir (Hungate, 1966).
Rumen bakterileri, normal rumende toplam mikrobiyal biyokiitlenin yarisini olusturur
ve bu nedenle, genel metabolizmaya daha fazla katkida bulunurlar (Leedle ve Hespell,
1984). Mikrobiyal toplulugun ¢ok yonlii fiziksel yapisiyla birlikte rumen bakterilerinin
metabolik ¢esitliligi, ruminant hayvanlarin genis bir yelpazede yem tiiketmesini saglar
(Leedle ve ark., 1982). Ancak, ruminant i¢in beslenme sekli yiiksek lifli bir yem
diyetinden yiiksek nisasta konsantreli diyete gegerse, bakteri popiilasyonu ve tiirlerinde
bilesimindeki degisiklikler ortaya ¢ikar (Grubb ve Dehority, 1975). Bakteriyel
tiirlerindeki degisiklik: yem alimi, beslenme sikligindaki degisikliklerden ve beslenme
sonrasi drnekleme zamanindan kaynaklandigi bilinmektedir (Warner, 1962; Hungate,
1966).

Rumen bakterilerin biiytk c¢ogunlugu Gram negatiftir. Ancak rasyonda
kullanilan yiiksek enerjili besinler gram pozitif bakteri sayisinda artisa neden
olmaktadir. Bakterilerin ¢ogunlugu zorunlu anaerobtur. Bazilari oksijene karsi asiri
hassasiyet gosterir ve oksijene maruz kaldiklarinda oliirler. Bazi rumen bakterileri, ¢ok
diistik redoks potansiyeline (yiiksek bir anaerobiyoz derecesine isaret eder) ihtiyag
duyar ve -350 mV'dan daha dusiik bir redoks potansiyelidir. Rumen bakterilerinin
gelisimi icin optimum pH degeri 6.0 ile 6.9 arasinda bulunur. Optimum sicaklik
39°C'dir. Bakteriler, metabolizmay1 olumsuz etkilemeksizin, oldukca yiiksek oranda

organik asitleri tolere edebilirler (Kamra, 2005).

Rumen bakterileri son yillarda yogun calismalarin konusunu olusturmustur
farkli ruminant hayvanlarda gesitli bakteri soylarinin izolasyonu ve karakterizasyonu ile
baglantili ¢ok sayida calisma yapilmistir (Bryant, 1959; Stewart ve ark., 1997).
Rumende yasayan bakteriler, c¢evresel yasam alanlarina baghi olarak dort gruba
ayrilmustir: birinci grup, rumende sivi faz ile iligkili serbest yasayan bakteriler; ikinci
grup, yem partikiilleri ile iligkili bakteriler; {igiincii grup, rumen epiteli ile iliskili

bakteriler; ve dordiincti grup bakteriler ise, protozoa yiizeyine yapismis olanlardir
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(Czerkawski ve Cheng, 1988; McAllister ve ark., 1994). Bu gruplar i¢inde dikkat ¢eken
nokta ise yem pargaciklariyla iligkili mikrobiyal popiilasyonlarin, ruminal endoglukanaz
ve ksilanaz aktivitesinin % 88-91'inden sorumlu oldugu tahmin edilmektedir (Williams
ve Strachan, 1984; Minato ve ark., 1993). Ozellikle bu a¢idan 6nemlidir bakteri rolleri
clinkii yem pargaciklartyla iligkili bakteri poptilasyonlari, sayisal olarak baskindir ve
toplam mikrobiyal popiilasyonun % 75'ini olusturur (Minato ve ark., 1993). Bu sonug,
lifle iligkili bakteri popiilasyonlarinin ruminal lif sindiriminde énemli oldugunu agik¢a
gostermektedir. Baglanma, fibrolitik bakterilerin, rumendeki bitki lifinin sindirimini
baslatmasi i¢in onemli bir adim oldugundan, birgok arastirma, yem pargaciklarina

bakteriyel baglanmanin nasil olustugunu anlatmaktadir (Koike, 2009).

F. succinogenes, R. flavefaciens ve R. Albus'un bitki liflerine yapisma yetenegi
ve bu baglanma mekanizmasi saf kiiltiirler kullanilarak incelenmis (Minato ve Suto,
1978; Mosoni ve ark., 1997; Pegden ve ark., 1998) ve bu kiiltiirlerin sindirim
faaliyetleri elektron mikroskobu ile gorsellestirilmistir (Latham ve ark., 1978; Cheng ve
ark., 1980, 1981). Minato ve Suto (1978) ruminal bakterilerin in vitro seliilloz tutunma
yeteneklerini degerlendirmis ve ortak rumen izolatlar1 arasinda en yiiksek baglanma
kabiliyeti F. succinogenes'in gosterdigini bildirmistir. Mosoni ve ark. (1997) seliiloz ile
45 dakika temas sonrasinda R. flavefaciens ve F. succinogenes'in en yiiksek seviyeye
ulastigini bildirmiglerdir. Roger ve ark. (1990) R. flavefaciens, ilk temasta 1 dakika
icinde Avicel'e baglanirken F. succinogenes 30 dakikaya ihtiyag duydugunu, ilk lif
yapismasi ile ilgili olarak Ruminococcus spp. nin F. succinogenes'e istliin oldugu
bildirilmistir. Diger ¢alismalar ayni zamanda in vitro seliilozun bir substrat olarak
kullanildig: ¢ fibrolitik tiir arasindaki rekabeti gostermistir (Odenyo ve ark., 1994; Shi
ve ark., 1997). F. succinogenes, bitki lifinin ylizeyine sikica baglanir ve kiigiik
vezikiilleri serbest birakir (Cheng ve ark., 1983/1984; Gaudet and Gaillard, 1987). Buna
karsin bitki lifine baglanan R. flavefaciens hiicrelerinde vezikiil olusumu gozlenmez
ancak, ¢ok genis bir hiicre dist glikoliz goriilir (Latham ve ark., 1978a). Bitki lifi
bozunmasimna katilan enzimleri kodlayan ¢ok sayida gen, F. succinogenes, R.
flavefaciens ve R. albus'tan izole edilmistir (Barros and Thomson, 1987; Kawaive ark.,
1987; Sipat ve ark., 1987; Ohmiya ve arkl., 1988; White, 1988; Flint ve ark., 1989;
Gong ve ark., 1989; McGavin ve ark., 1989).



Rumen bakterileri arasinda bulunan, Ruminococcus albus, Fibrobacter
succinogenes, Ruminococcus flavefaciens, Prevotella ruminicola, Butyrivibrio
fibrisolvens, Eubacterium ruminantium ve Eubacterium cellulosolvens, Clostridium
cellobioparum, Clostridium longisporum, Clostridium lochheadii bakterileri baglica
fibrolitik bakteri tiirleri olarak kabul edilmektedir (Stewart ve ark., 1997; Kamra, 2005).
Ruminococcus amyloplilus, Provella ruminicola, Butyrivibrio fibrosolvens ve
Streptococcus bovis gibi bakteriler amilolitik aktiviteye sahiptir (Patterson, 1992).
Ayrica Butyrivibrio fibrisolvens ve Anaerovibrio lipolytica bakterilerinin lipidleri
hidrolize ettikleri bilinmektedir (Patterson, 1992). Asetojenik bakteriler Eubacterium
limosum ve Acetitomaculum ruminis olarak bilinmektedir (Kamra,2005). Asit kullanan
bakteriler Megasphaera elsdenii, Wollinella succinogenes, Veillonella gazogenes,
Oxalobacter formigenes, Desulphovibrio desulphuricans, Desulphatomaculum ruminis,
Succiniclasticum ruminis olarak bildirilmistir. Seker kullanan bakteriler Succinivibrio
dextrinosolvens, Succinivibrio amylolytica, Selenomonas ruminantium, Lactobacillus
acidophilus, L. casei,, L. fermentum, L. plantarum, L. brevis, L. Helveticus
Bifidobacterium globosum, B. longum, B. Thermophilum iken Treponema
saccharophilum Lachnospira multiparus gibi bakteriler pektin kullanmaktadir

(Kamra,2005).

1.2.1.1.1. Fibrobacter succinogenes

[Ik olarak Robert E. Hungate, 1947'de Fibrobacter succinogenes'i (eski
Bacteroides succinogenes) sigir rumeninden izole ettiginden beri (Hungate 1947,1950),
Fibrobacter cinsinin {iiyeleri, otobur bagirsaklarinda seliilozik bitki biyokiitlesinin
onemli sindiricileri olarak diistintilmiistiir (Hungate,1966; Kobayashi ve ark., 2008;
Stewart ve ark.,1998). Fibrobacter halen iyi karakterize edilmis Bacteroidetes ve
Chlorobi filumuna filogenetik olarak bagli olan Fibrobacteres bakteri filumunun tek
resmi cinsidir (Cole ve ark.,2003). F. succinogenes baslangigta B. succinogenes olarak
siniflandirilmistir ve bu durum, Bacteroides’lerin cins tanimina tarihsel agidan
bakildiginda "karbonhidratlarin fermantasyonundan bitirik asit Uretmeyen tiim
anaerobik, gram negatif, nonmotile yada peritrik6z ve non-sedimanter ¢ubuklar" olarak
bildirildigi goriilmektedir (Cato ve Salmon 1976). Bununla birlikte, Bacteroides cinsi
icinde birgok ilgisiz tiiriin birikmesine neden olmustur. B. succinogenes agirlikli olarak

diiz zincirli yag asitlerine sahiptir ve diger Bacteroides tiirlerinde goézlemlenen
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membran sfingolipidlerinden yoksun oldugu i¢in cinsin disinda birakilmasi 6nerilmistir
(Shah ve Collins 1983). Daha sonra, B. succinogenes ve Bacteroides amylophilus'un
diger Bacteroides tiirleri ile yakindan iligkili olmadigini géstermek i¢in 16S rRNA

oligoniikleotid kataloglama yontemleri kullanilmigtir (Paster,1985).

Rumen bakterileri igerisinde F. succinogenes'in fibrolitik enzimleri en 1iyi
calisanlar arasindadir. ilk enzim saflastirma calismasi, EG1 ve EG2 endoglukanazlar
(McGavin ve Forsberg, 1988), bir kloriir ile uyarilan sellobiosidaz (Huang ve ark.,1990)
ve bir sellodextrinaz (Huang ve ark.,1988) {izerine yapilmigtir. Genel olarak,
endoglukanazlarin klonlanmasi en yaygin olanidir (Forsberg ve ark., 1997). Bir
endoglukanaz geni olan cel-3, dizilenen ilk genlerden biri olmustur (McGavin ve
ark.,1989) ve F. succinogenes S85 susunun en az yedi farkli glukanaz aktivitesi

bildirilmistir (Forsberg ve ark., 1997, Lynd ve ark., 2002).

1.2.1.1.2. Ruminococcus albus

Ruminococcus albus en Onemli selilolitik rumen bakterilerinden biridir ve
seliilozik tlirevler tarafindan inhibe edilen bir mekanizma ile seliiloz liflerine yapistigi
belirtilmistir (Minato ve Suto, 1978). R. albus, spor olusturmayan, zorunlu bir
anaerobik, kokoid ve gram pozitif bakteridir (Hungate, 1966; Desvaux ve ark.,2000).
Seliiloz ve hemiseliilozu pargalayan hiicre dis1 hidrolitik enzimler (ekzoglukanazlar ve
endoglukanazlar) tiretmektedirler (Dehority, 1973; Ohmiya ve ark.,1985). R. albus da
glikozda biiytime gosterebilir, ancak hem glikoz hem de sellobioz igeren kiiltiirlerde
sellobiyoz kullanimini tercih ettigi goriliir (Thurston ve ark.,1993). R. albus'un
seliilozomu {tizerine gesitli ¢calismalar yayinlanmistir. Wood ve ark. (1982), R. albus
SY3'in seliilaz aktivitesinin hiicre ile iliskili oldugunu ve kararsiz yiiksek molekiiler

kiitleli bir kompleks olarak var oldugunu bildirmistir.

R. albus suslarindan genis bir GH (glikoz hidrolaz) araligi izole edilmistir. R.
albus F-40 susu onemli ilgi gérmiis ve yedi farkli endoglukanaz, bir sellobiosidaz ve iki
L-glukozidaz bildirilmistir (Forsberg ve ark., 1997). Enzim saflastirma ve
karakterizasyon c¢aligmalar1 ile, iki endoglukanaz (Poole ve ark., 1990), bir
sellobiosidaz (Ohmiya ve ark., 1982) ve bir L-glukozidaz (Ohmiya ve ark.,1985)
tanimlamigtir. L-glukosidaz daha sonra klonlanmis ve dizilenmistir (Ohmiya ve

ark.,1990).
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1.2.1.2. Rumen funguslari

Tiim anaerobik funguslar Neocallimastigomycota filumunda bulunmaktadir. Bu
funguslar 6zellikle otoburlarin sindirim sisteminde, yemlerin tiiketiminde temel koloni
oldugundan dolay1 6nemli rol oynadig1 bilinmektedir. (Akin DE ve Borneman WS 1990
Liggenstoffer AS ve ark., 2010). Son zamanlardaki molekiiler caligmalar eklem
bacaklilardan termitler (Lee SM ve ark.,2015) ve yesil iguana (Liggenstoffer AS ve
ark., 2010) gibi otgul siirtingenlerde de bulunabileceklerini gostermistir. Anaerobik
funguslarin diger funguslardan cesitli ayirict 6zellikleri karakterize edilmistir. Bu
karakterizasyon mitokondriyum, sitokromlar ve diger biyokimyasal 6zelliklerin
Oksidatif fosforilasyon yolunun bulunmamasi gibi zorunlu anaerobik fizyolojilerinden
kaynaklanir (Van der Giezen M 2009). Diger 0©karyotlarin aksine anaerobik
funguslardaki enerji tiretimi hidrojenozomlar aracilifiyla gergeklesir. Bu siire¢ malat
dekarboksilaz yoluyla asetat, CO, ve H, nin kullanilmasiyla ATP {iretilmesidir.
Neocallimastigales, fizyolojik siireglerinin herhangi biri i¢in molekiiler oksijen
gerektirmeyen ve oksijenin varligir toksik olan funguslardir. Bu 6zellik, anaerobik
funguslarin kendilerini oksijenin toksik etkilerine karst nasil savunurlar sorusunu
glindeme getirmektedir, Ek olarak genomlar1 simdiye kadar bulunan en yiiksek AT
icerigine sahiptir ve 6nemli hidrolitik ve seliilozik gen ailelerinin ciddi bir genislemesi
ile 6zgiindiirler (Youssef NH ve ark., 2013). Anaerobik funguslar, seliilozomlara sahip
olan tek funguslardir. Anaerobik funguslarin durumu bir bazal fungus soyu olarak
genom Ozelliklerine yansir, diger erken dallanma fungus soylarinda ve / veya fungus
olmayan Opisthokontlarda mevcut olmakla birlikte, daha sonra birbirinden ayrilan
Dikarya genomlarinda (Ascomycetes ve Basidiomycetes) bulunmamaktadir (Liu YJ ve
ark.,20006).

Anaerobik funguslarin rumende gercek rolii hala tamamen c¢ozilmemis bir
konudur ancak tanimlanan enzim araliklari ile kanitlandigi tizere GH'lerine iliskin
bilgilerimiz artmaktadir. Bununla birlikte, anaerobik funguslarin bitki dokusunu
kolonize ettigi ve diger mikroorganizmalar tarafindan pargcalanmayan lignin dokulari
bozdugu goriilmektedir (Lowe ve ark., 1987). Funguslarin biiylime ve bozunma
oranlarinin bakterilerinkinden ¢ok daha yavas oldugu ve kaliciliklarinin sinirlt oldugu
dogrulanmistir, ¢iinkii biiylime oranlart rumen seyreltme oranindan ¢ok daha diisiik

oldugu belirtilmistir. Funguslar, bitki dokusundaki lignini % 34'lne kadar
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sindirebilmektedir (McSweeney ve ark 1994), filamentli biiylimesinin bir sonucu olarak
bitki dokusuna niifuz eder, ¢ok etkili enzimlere sahiptirler ve ekzo-etkili seliilaz aktivite
ile bilinen tek rumen organizmalaridir (Forsberg, 1997). Funguslarin 6nemi, rumen
bakterileri ile olusan sinerji ile daha da desteklenmektedir (Dehority ve Tirabasso,
2001). Otoklavlanmamis kok pargalarinin metanojenik ko-kiltiirleri Neocallimastix
frontalis ve Piromyces izolatlan ile Caecomyces'e gore daha fazla sindirilmistir ve M.
frontalis ve Piromyces izolatlart kok pargalanma oranlarinin en yiiksek oldugunu
gostermistir. Neocallimastix spp. rumen funguslarinin en iyi ¢alisilmis olan ve kristal
seliiloza kars1 oldukga etkili oldugu bildirilmistir. Bu sonuglar rumen funguslarini

ruminant hayvanlar i¢in vazgecilmez yapmaktadir.

1.2.1.2.1. Anaerobik funguslarin klasik ve pragmatik taksonomisi
Anaerobik funguslarin tipik morfolojisi ve fizyolojisi taksonomik belirsizlige
neden olmaktadir. Protozoa, Phycomycetes ve Chytridiomycetes (Barr 1980; Barr 1988;
Liebetanz, 1910; Orpin, 1977) olarak yanlhis smiflandirmadan sonra, anaerobik
funguslar sonunda Neocallimastigomycota'da farkli bir filuma yerlestirilmistir (Hibbett
2007). Bu filum igerisinde su ana kadar tanimlanmis olan sekiz cinsin ig¢inde
bulunmaktadir. Monosentrik rizoidal cinsler Neocallimastix, Piromyces, Ontomyces,
Buwchfawromyces,Feramyces  polisentrik  rizoidal cinsler  Anaeromyces  ve
Orpinomyces, ve iki kiiresel cins sirasiyla monosentrik Caecomyces ve polysentrik
Cyllamyces’tir (Dagar ve ark., 2015; Callaghan, 2015). Cinsler thallus morfolojisine,
substrat ve zoospor morfolojisinin i¢indeki rhizoidal filamentlere veya kiiresel
holdfastlarin olusumuna dayanarak tanimlanir. Tek kamgili ve ¢ok kamgili zoosporlar
arasinda bir ayrim yapilir. Tek kamgililarda sahip olunan 7-20 arasi arka kamgilar ikili
siralara yerlestirilmistir. Cok kamgilt zoosporlarin olusumu Orpinomyces spp. ve
Neocallimastix spp. ye 6zgii 6zelliktir, bu iki cins Neocallimastigomycota i¢cinde ayr1
bir dallanma olusturur (Koetschan ve ark., 2014). Ek olarak sporangia sekline gore
farklilasma mumkiin olabilir, ancak kiiltiir kosullarina bagli olarak degisebileceginden
yaniltic1 olabilir. Su ana kadar yaklasik 20 tiir tanimlanmistir (Fliegerova, 2012).
Laboratuvarlar arasi karsilastirmalardaki ve uygulanabilir bircok tipteki kiiltiirlerin
kaybedilmesinin neden oldugu belirsizlikler, DNA barkodlama ve Kkiiltiir aligverisi

yontemleri kullanilarak ¢oziilebilir (Griffith ve ark., 2010).
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Cevresel niikleik asit sekanslarinin kiiltiirden bagimsiz analizi, Yabani ve yerli
otoburlarin sindirim sisteminde daha 6nce siliphelenilenden c¢ok daha fazla fungus
¢esitliliginin bulundugunun en 6nemli gostergesidir. Son calismalardan elde edilen
verilere dayanarak, bugiine kadar en az on iki veya daha fazla tanimlanmamis cinsin
bulunabilecegi anlasilmaktadir (Liggenstoffer AS ve ark., 2010, Koetschan C ve ark.,
2014, Fliegerova K ve ark.,2010).

1.2.1.2.2. Hayat dongiisii

Anaerobik funguslarin yasam dongiisii hareketli bir zoospor evresi ile hareketsiz
bir vejetatif evre arasindadir (Sekil 1.2). Hareketsiz olan, bitki materyali ve
sporangiyum olarak bilinen cisimcikler ile iliskili bir tallustan olugsmaktadir. Kamg¢ih
zoosporlar olgun sporangiyumdan etkin olarak taze bitki dokularmma dogru yonelir,
¢Oziinebilir sekerlere ve / veya fenolik asitlere kemotaksis tepki sonucu salinirlar
(Wubah ve Kim 1996). Besin partikiillerine tutunduktan sonra, kamgilar dokiiliir ve bir
kist olusur. Kist daha sonra tallus olusturmak tizere ¢imlenir. Tiim monosentrik tiirlerde
(Piromyces, Neocallimastix ve Buwchfawromyces) ¢ekirdek, genisleyen Sporangiyumu
olusturan kistin i¢inde kalir. Polisentrik tiirlerden Anaeromyces ve Orpinomyces te
bulunan ¢ekirdekler, tek bir talus {lizerine birden fazla sporangia olusturmak iizere
rotozoidal sistemden gecerler. Eksojen ve endojen ¢imlenme terimleri Chytrid
gelisimini tanimlamakta yaygin olarak kullanilir, rizoidler olusturmayan fakat birden
fazla sporangezi olusturan kiiresel anaerobik funguslara daha az uygulanabilir (Ozkose
ve ark., 2001). Rizoid sistem, enzimatik aktivite kombinasyonu ve hidrostatik basing ile
bir bitki dokusuna Appressoryum benzeri niifuz yapilarini kullanarak niifuz eder (Ho,
Bauchop 1991; Ho, 1988). Rizoid olmayan kiiresel tiirlerde (Caecomyces, Cyllamyces),
substrat icinde genisleyen holdfast olusumu bitki liflerinin boliinmesine neden olur
(Orpin ve Joblin 1997; Lowe, 1987). Sporangiyum olgunlasmasi ve aseksiiel
zoosporlarin salinmasi, kese i¢cine almanin ardindan sekiz saat i¢inde ortaya ¢ikabilir
(France, 1990; Theodorou, 1993). Yasam dongiisiniin tamami, 24-32 saat iginde
gerceklestirilir (Lowe, 1987). Anaerobik fungus propagiillerinin, digkida muhtemelen
bir yila kadar hayatta kalabildikleri bilinmektedir (McGranaghan, 1999), tiikiiriik
yoluyla yenidogana transfer edildigi tespit edilmistir (Davies, 1993). Oksijene toleransh
hayatta kalma yapilar1 nadiren goézlenmistir (Callaghan, 2015; Brookman, 2000;
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Wubah, 1991) ancak anaerobik fungus tiirlerindeki meydana gelen bu yapiyla ilgili

bir¢ok soru halen cevaplanmayi beklemektedir.
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1.2.1.2.3. Anaerobik funguslarin metanojenler ve bakterilerle etkilesimleri
Anaerobik funguslarin metanojenlerle yakin iliski igerisinde oldugu
bilinmektedir (Orpin, 1997; Cheng, 2009), Tiirler arast hidrojen transferi hem metan
tiretimine hem de oksitlenmis niikleotidlerin daha verimli yeniden iiretilmesine neden
olur. Sintrofik ortak-kiiltivasyon, seliiloliz ve ksilanoliz oranlarinin artmasiyla birlikte
mantar biiylime oranmni belirgin bir sekilde artirmaktadir. Bunun sonucunda kuru
maddenin sindirimini artirmaktadir (Nakashimada, 2000). Fakat anaerobik fungus-
metanojen etkilesimi c¢apraz besleme daha karmasiktir. Hidrojen transferi fungal
katabolik yollarin1 ve spesifik enzim profillerini de etkiler. Fungus iirtin olusumu
oksitlenmis son {riinden wuzaklasarak indirgenmis {riinlerin iiretimine dogru
degiskendir. Rumende asetat ve Ozellikle format, metanojenler i¢in tercih edilen
biiytime substratlaridir (Cheng 2009; Nakashimada 2000). Bu etkilesim o kadar
onemlidir ki bazi anaerobik funguslar, aksenik kiiltiirler olarak izole edilemezler,

sadece kalic1 arkeal simbiontlar ile birlikte izole edilebilir (Leis 2014). Asetojenik
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bakteriler ve metanojenler arasindaki sintrofik etkilesimler sonucu biyogaz olusumu
bilinmektedir (Stams, 1994). Anaerobik funguslar, metanojenler varliginda gelisen bir
biliylime gosterdiginden, biyogaz reaktorlerini bu mikrobik grupla zenginlestirme icin

calismalar yapilmaktadir.

Uc anaerobik fungus ve iki seliilozik bakteri soyunun farkli kiiltiir
kombinasyonlarindaki sindirim dereceleri test eden Bernalier ve arkadaglar1 tarafindan
gosterildigi gibi anaerobik funguslarin bakterilerle olan etkilesimleri antagonistik ve
simbiyotik niteliktedir (Kabir, 2015). Genel olarak her iki grup ayni biyolojik nis icin
rekabet i¢indedir. Ancak bitki dokusunun fungal rizoidler vasitasiyla parcalanmasi,

seltilolitik bakterilerin genel verimliligini de artirmaktadir (Bernalier, 1992).

F. succinogenes ile c¢ayir koklerinde yetisen funguslarin metanojenik ortak
kiiltiirleri arasindaki etkilesimler arastirildiginda N. Frontalis’in F. succinogenes'i
inhibe ettigi belirtilmistir. Bunun aksine, F. succinogenes ile yetistirilen Caecomyces
tirti kok sindirimini artirmistir. F. succinogenes ve Caecomyces spp. tamamlayici

fibrolitik etkinliklere sahip olabilecegi bildirilmistir (Joblin ve ark., 2002).

Bu gelismis sindirim, farkli mikrobiyal gruplarin (fungus, bakteri, protozoa)
bitki parcalanmasina katkisini test ederken de dogrulanmistir (Lee, 2000). Bununla
birlikte, protozoalarin varligi, diisiik sindirim verimi ve hem bakteri hem de funguslarin
inhibisyonu ile atfedilmistir.

1.2.1.2.4. Anaerobik funguslarin lignoseliilozik enzimleri ve bunlarin potansiyel
kullanimi

Ligninle gémiilu seliiloz ve hemiseliiloz (Cullen, 1992) mikrobik ve enzimatik
saldirilara karsi fiziksel bir bariyer olusturmaktadir. Birincil bitki biyokiitle sindiricisi
olan anaerobik rumen funguslari; rizoidal biiyiime sirasinda bitki dokusunu agabilme
kabiliyetine sahiptir. Urettigi enzimler sayesinde farkli bilesiklerdeki lignoseliilotik
biyokiitleleri sindirip ayristirmaktadir. Ancak bu islemler sirasinda lignin anaerobik

olarak sindirilemez durumdadir.

Bu enzimlerin bazilar1 serbestge salinmaktadir, ancak bunlarin ¢cogu seliillozom
ad1 verilen ¢oklu enzim kompleksine baglidir. Orpinomyces susu ClA'nin genom
dizilimi, aerobik fungus ile karsilastirildiginda daha genis bir enzim aralig1 igermektedir

(357 adet glikozil hidrolaz, 92 karbohidrat esteraz ve 24 pektat liyoz) (Youssef ve ark.,
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2013). Bu ozelligin rumen bakterilerinden gelen yatay gen aktarimi ile anaerobik
funguslarin bu kadar giicli ve etkileyici seliilolitik ve hemiseliilozik 6zellik
gelistirmesinin baslica nedenlerinden biri olarak goriilmektedir. Genellikle seliilaz
olarak bilinen bir grup enzim, seliilozda ti¢ farkli enzimin li¢ ayr1 enzimatik aktivite ile
B-1, 4 glikozidik bagi sinerjik olarak hidroliz edilir. Endoglilkanazlar (EC 3.2.1.4)
seliiloz iplik¢iklerinin amorf bolgeleri iginde kesilmis, oligosakaritler salmis ve
ekzoglukanazlar ile enzimatik parg¢alanma i¢in yeni serbest zincir uglar olusturmustur
(EC 3.2.1.176; EC 3.2.1.91). sellobiyohidrolazlar olarak da adlandirilirlan
ekzoglukanazlar, indirgeyici (EC 3.2.1.176) veya indirgenmeyen (EC 3.2.1.91)
uclardan sellobiyoz disakkaritleri serbest birakilir. Neocallimastix frontalis kiltiiriinden
ekstrakte edilen bir selilozomal kompleksde glikozil hidrolaz 5 ailesinden (GHSY)
enzimler endo- ve GH6 ve GH48'den enzimler vasitasiyla, Ekso-mekanizma ile
calistirllmistir (Wang, 2014). Kalan sellobioz daha sonra B-glukozidazlar ile glikoza
hidroliz edilir (Lynd, 2002; Juturu ve Wu, 2014). Yakin zamanda kesfedilen litik
polisakkarid mono-oksijenazlar gibi yardimci enzimler, bircok fungus tiirlinde
seliilozun kullanimini giiclendirir veya tamamladig: bildirilmistir (Morgenstern, 2014).
Hidrolize edici enzimlerin aksine, bakira bagimli bir oksidasyon mekanizmasi ile
glikozidik baglar1 pargcalamakta ve seliilozun kristal bolgelerine saldirabilmektedirler.
Fakat anaerobik funguslar da dahil olmak tizere bazal fungus gruplarinin bu enzim
eksikligi var gibi gorinmektedir (Morgenstern I, 2014). Neocallimastigomycota
anaerobik fungus i¢in {i¢ ana seliilaz tipinin tamamui, yiiksek verimli seliilazlar i¢in bir
kaynak potansiyeline sahip olduklarim1 dogrulamistir ( Harhangi, 2002; Ljungdahl,
2008; Borneman, 1990; Borneman, 1989). Anaerobik fungal seliiloz par¢alanmasinin
baglica trtinii olan glikozun biyoteknolojik uygulamalar i¢in bir avantaj oldugu bir
gercektir. Sellobiyoz birikmez ve bu nedenle, bir¢ok bakteri tiirti i¢in bilinen seliiloz
hidrolizi i¢in nihai iirlin 6nleyicisi olarak gorev yapamaz. Dolayisiyla, B-glukozidazin
eklenmesi gereksiz hale gelir (Dashtban M 2009).

Hemiseliilozlarin heterojen yapisi nedeniyle, katabolizmalar1 i¢in birkag enzime
ihtiya¢ duyulmaktadir. Simdiye kadar anaerobik funguslarin, bitki hiicresi duvarinin
temel hemiseliiloz bilesenlerini, yani f-glukanlar, mannanlar ve ksilanlar1 pargalamak
icin gerekli tiim enzimleri sagladigi ve bazi durumlarda ksilanaz aktivitesinin seliilaz

etkinliginden bile daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Aylward JH 1999). Aerobik
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funguslarin (Dikarya) aksine, anaerobik funguslar lignini katabolize etmek igin
enzimatik mekanizmadan yoksundur. Aromatik halkay1 par¢alamak i¢in enzimatik tepki
oksijeni gerektirir ve bu nedenle anaerobik bir ortamda gerceklesemez (Berg, 2014).
Fakat bir Neocallimastix sp., bitki biyokiitle iligkili lignin'in %34'tne kadar olan
kaybini arastirabilir, ancak bu muhtemelen ligninin fiziksel degisimi veya enzimatik
katabolizma yerine kimyasal modifikasyonuna bagli olarak kaybedilecegini gostermistir
(McSweeney, 1994). Hemiseliilozlar ve lignin arasindaki bagi kesen ve bu iki bilesigin
ayrilmasiyla ilave feruloyl (EC 3.1.1.73) esterazlar iiretilir ve seliilloz ve hemiseliilozu

daha da bozunum i¢in daha kolay erisilebilir hale getirir (Nagpal, 2009).

1.2.1.2.5. Anaerobik fungal seliilozomlar

Seliilolitik ve hemiseliiloitik enzimlerin ¢ogu seliillozom olarak bilinen ¢oklu
enzim kompleksidir. Seliilozomlar ilk 6nce bakteri ailesi Clostridiaceae'de (Felix ve
Ljungdahl, 1993) tanimlanmistir ve anaerobik funguslar bu 6zelligi gosteren tek
okaryotik temsilcilerdir. Bakterilerde bulunan ve yatay bir gen aktarim olay1 yoluyla
ortaya ¢iktig1 diistiniilen Fungal selillozom yapisal ve filogenetik olarak benzerdir
(Garcia-Vallvé ve ark., 2000). Bugiine kadar seliilozomlar Piromyces (Nagy ve ark.,
2007; Steenbakkers, 2002) Orpinomyces, (Ljungdahl, 2008) ve Neocallimastix
(Aylward ve ark., 1999, Zhou ve ark., 1994) tiirleri i¢in tanimlanmistir. Anaerobik
fungus bitki dokularini rizoid ile isgal eder. Coziiniir enzimlerin salgilanmasina ilaveten
rizoid uclarin1 hiicre duvarlarina saplayan seliilozomlar1 olusturdugu varsayilmaktadir
(Nagpal, 2009). Ne yazik ki, anaerobik fungal selliilozomun molekiiler yapist hala
belirsizdir ve ¢esitli teoriler mevcuttur (Haitjema ve ark., 2014). Anaerobik
bakterilerde, katalizor olmayan bir protein olan 'iskele proteini', hiicre duvarina baglidir
ve birkag tekrarlanan domain olan kohezinleri icerir. Bu yap1 enzimatik alt birimlerin
katalitik olmayan alanlar, dockerinler tarafindan bir araya getirildigi omurgay1
olusturur. Ek olarak, iskele substrata, bu durumda, seliiloz molekiillerine, bir seliiloz
baglayici etki yoluyla baglanir (Shoham, 1999). Sadece bir tiire 6zgii dockerin domain
iceren anaerobik bakterilerin enzimleriyle karsilagtirildiginda fungus enzimleri,
dockerin domainlerinin bir ile {i¢ kopyasini ihtiva eder ve bu da, tiirlerarasi spesifikligi
gosterir. Dockerin  miktarinin  enzimlerin iskele molekiiliine olan afinitesini
diizenledigine inanilmaktadir (Fontes ve Gilbert, 2010). Son zamanlarda, anaerobik

fungal seliillozomun bir iskele omurgas: da icerdigi ve katalitik bilesenlerin dockerin
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domainleri yoluyla onunla etkilesime girdigi fikrini ortaya koydugu belirtilmistir (Wang
ve ark., 2014). Diger c¢aligmalar, baz1 baglama domain tiplerinin, anaerobik fungal
sellilozomlarda ¢esitli farkli iskele proteinlerinin olabilecegi sonucuna vararak, birkag
bagimsiz proteine baglandigini gostermistir (Steenbakkers ve ark., 2001). Ek olarak her
ikisi de bir fungus tiirtine ait olan glikosil hidrolaz ailesinden (GH 3) alinan bir gift
dockerin domaini ve bir B-glukosidaz enzimatik alt biriminin birbirine baglanabilecegi
gosterilebilir (Nagy ve ark., 2007; Haitjema ve ark., 2014). Bu, dockerinlerin farkli
salgilanan enzimlerin birbirine baglanmasina aracilik ettigi, yapisal molekil olarak

iskelesi olmayan seliillozomu olusturdugu {igiincii teoriye yol agar.

Ayrintili yapr1 ¢6ztilmese de seliilozomlar, anaerobik funguslarin kendi seliilozik
enzimlerini, tek tek salgilanmis enzimlerle esit olmayan sinerjik ve daha verimli bir
sekilde kullanmalarina izin verir (Haitjema ve ark., 2014). Ayn1 zamanda celpin adl1 bir
serin proteaz inhibitorii seklinde ¢evredeki ortamdan gelen proteazlara karsi koruma

saglar (Steenbakkers ve ark., 2008).

1.2.1.3. Rumen protozoalar:

Rumen protozoalar1 evcil hayvanlarda on dokuzuncu yiizyill baslarinda
saptanmistir (Gruby ve Delafond., 1843). 1920'den sonra arastirmacilar, rumendeki
protozoonlarin tanimlanmasi, morfolojisi ve biyokimyasal islevleri konusunda daha
fazla ¢alismislardir. Rumen siliyat protozoalar morfolojik 6zelliklerine bagli olarak
holotrich ve entodiniomorphid protozoa olmak tizere iki gruba ayrilmistir (Hungate,
1966). Bu smiflandirmanin alternatifi olarak ¢o6ziniir seker kullananlar, nisasta
sindiricileri ve lignoseliiloz hidrolizleyicileri olarak da siniflandirilabilir. Holotrich
protozoa, farkli hayvanlarin rumeninde 15 farkl: cins tarafindan temsil edilmektedir. Bu
cinsler arasinda Isotricha, Dasytricha, Buetschlia ve Charonina bulunmaktadir; evcil ve
yabani ruminantlar ve (Eloff ve Van Hoven.,1980) deve ve su aygir1 gibi ruminant
olmayan bazi hayvanlarda ¢ok sayida holotrich protozoa barindirmaktadirlar (Dogiel.,
1928; Thurston ve Grain., 1971). Holotrich protozoa'nin enzimatik profili, nisasta,
pektin ve ¢oziiniir sekerlerin enerji kaynagi olarak kullanilmasi i¢in yeterince biiyiik
miktarlarda amilaz, invertaz, pektin esteraz ve poligalakturonaz bulundugunu gosterir
(Mould ve Thomas, 1958; Williams, 1979). Seliiloz ve hemiseliilloz yikimindan sorumlu
enzimler holotrich protozoa'da da bildirilmistir, ancak seviyeler entodiniomorfid

protozoardaki proteinlere kiyasla ¢ok diistiktiir (Williams ve ark., 1985).
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Rumen protozoanlart 10° - 10® mI” populasyon yogunluguna sahiptir. Biiyiik
¢ogunlugunu silli protozoanlar olusturmakla beraber kamgili protozoanlar da mevcuttur.
Rumendeki protozoa grubunun ¢ogunlugu silli olarak belirtilmistir. Bu silliler zorunlu
anaerobdurlar ve patojen degildirler. Saghkli hayvanda sillilerin miktar1 10°-10° ml
I*dir (Williams, 1986), bununla beraber flagellat tiirler 10°-10* mI™*dir. Silliler rumende
3 takim altinda toplanmaktadir: Prostomatida, Trichostomatida ve Entodiniomorphida.
Entodiniomorph’a bagh silliler rumen sillilerin ¢ogunlugunu olusturduklarindan hem
say1 hem de goriilme sikligr yiiksektir (Ogimoto ve Imai, 1981). Silli protozoalar pek
cok substrat ¢esidini pargalayabilir ve fermente edebilirler. Bitkilere ait temel igerikler
olan seliloz, hemiseliiloz, pektin, nisasta, ¢oziinebilir sekerler ve lipidleri
kullanabildikleri gibi aym1 zamanda proteolitik aktivite gosterirler. Biitiin protozoalar
biiylik miktarlarda nisasta benzeri polisakkaritleri depolayabilirler ve dis ortamdaki
enerji kaynaklar1 tiikendigi zaman kullanabilirler. Protozoalarin rumen mikrobiyal
populasyonunun bir pargasi olmasi ve fermentasyona katki saglamasina ragmen
(Chesson ve Forsberg, 1997) bu mikroorganizmalarin ruminant hayvanlar beslenmesine
ve verim performnslarina olan katkilar1 tartismalidir. Ciinkii protozoalarin
defaunasyonu genellikle hayvani olumsuz yonde etkilememektedir (Santra ve ark.,
2007). Fizyolojik ve besinsel arastirmalara gore silliler iyi dengelenmis amino asitleri
ile bakterilere gore daha 6nemli bir azot kaynagi olarak konak hayvanin beslenmesinde
onemli rol oynamaktadir. Silliler uygun kosullar altinda mikrobiyal azotun %40’1n1,

toplam fermentasyon Urtinlerinin %60’ 1n1 olusturmaktadir.

1.2.1.4. Rumen arkealari

Rumenin arkea grubu okaryotlardan ve bakterilerden genetik, biyokimyasal ve
yapisal Ozellikleri bakimindan ayrilmaktadir (Eckburg ve ark., 2003). Simdiye kadar
ruminant hayvanlarin rumenlerinden arkea grubu igerisinde yer alan metanojenlere ait 5
cinse bagh 7 farkl tir (Methanobacterium formicium, Methanobacterium bryantii,
Methanobrevibacter ruminantium, Methanobrevibacter smithii, Methanomicrobium
mobile, Methanosarcina barkeri ve Methanoculleus olentangyi) izole edilmistir (Joblin
ve ark.,1990; Jarvis ve ark., 2000) Metanojenler rumende sayisal olarak 6nemli
miktarlarda (10" — 10° hiicre/ml) bulunurlar ve sayilar1 hayvanin besinine 6zellikle de
besinin fibril igerigine bagl olarak degismektedir. Metanojenler rumende fermentasyon

sirasinda agiga c¢ikan molekiiler hidrojenin uzaklastirilmasinda ©nemli bir rol
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oynamaktadir. Bu islem rumen fermentasyonunu devamli kilmaktadir. Fakat metan,
ruminantlar tarafindan kullanilabilen bir enerji kaynagi olmadigindan hayvan tarafindan
kullanilacak enerjide biiyiik kayiplara neden olmaktadir (Kamra, 2005). Metan tiretimi
mikrobiyal proteini arttirsa da ruminant tarafindan kullanilabilen substrat diizeyini

distirmektedir (Hungate, 1975).

1.2.1.5. Diger rumen mikroorganizmalari

Rumendeki ana gruplarin disinda rumen ekosistemini olusturan diger
mikroorganizmalarin baginda bakteriyofajlar gelmektedir. Bakteriyofajlar bakterilerin
viriisleridir ve rumende ¢ok sayida bulunurlar. Rumende bulunan farkli bakteriler i¢in
spesifiktirler. Ayrica, bakteriyofajlarin bakterileri pargalayabildikleri i¢in bakteriler i¢in
zorunlu patojenler olarak da diisiiniiliir. Bu fajlar, rumende bakterilerin kiitle devrinin
farkli beslenme ¢izelgelerindeki hayvanlar i¢in o kadar faydali olmadig: diisiiniilse de,
bakteri hiicrelerini pargalayarak, bakteri proteini kolaylikla bir amino asit kaynagi

olarak hayvanlara a¢ik hale getirilir.

1.3. Rumen Ekosistemindeki Farkl Mikroorganizma Gruplar1 Arasmdaki iliskiler

Rumen goriiniir simbiyozda bakterileri, protozoalar1 ve mantarlar1 barindirir,
ancak protozoa, dnceden olusturulmus niikleotidler ve amino asitler i¢in ihtiyaglarini
karsilamak {tizere buiylik miktarlarda bakteri barindirir, ancak yutulma orani tiirler
arasinda degisir (Williams ve Coleman, 1992). Iki ana protozoa grubundan
entodiniyomorfitler, izotrichidlerden daha aktif bakteri predatérleridir (Dehority, 2003).
Rumen mikroorganizmalarinin bir kismi, ihtiya¢ duyulan besin maddelerinin temini
icin baskalarina bagimli iken digerleri antimikrobiyal bilesiklerin salgilariyla
antogonize olurlar. Bu nedenle, rumende optimum fermantasyon i¢in bu
mikroorganizmalar arasinda ¢ok hassas bir denge olmalidir. Seliiloz pargalayan
bakterilerden Ruminococcus albus ve R. flavefaciens, ¢ozliniir bir protein tretirler ve bu
rumen anaerobik funguslarin (Stewart ve ark., 1992) seliiloz parcalanmasini engeller
iken Kkitinolitik bakterilerin baz1 suslar1 da fungus biiyiimesini inhibe etmektedirler
(Kopecny ve ark., 1996). R. albus, R. flavefaciens'in biiylimesini engelleyen bir
bakteriyosin sentezlemektedir (Odenyo ve ark., 1994).

Rumen mikroorganizmalar1 (bakteri, protozoa ve funguslar) arasinda olusan

etkilesimler Wolin ve Miller (1988) taratindan gézden geg¢irilmis ve lif pargalanmasina
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katilan etkilesimler de Jouany (1989) tarafindan gézden gegirilmis olmasina ragmen,
bakterilerin, protozoalarin ve funguslarin hiicre duvarindaki bozulmaya nispi katkilari
halen iyi anlagilmamistir. Onodera ve ark. (1988), karisik rumen protozoalarinin
endojen 1,4-b-glukanaz ile rumen ekosisteminde seliiloz sindirimine katilimini
gostermistir. Coleman (1985; 1986) Newbold ve ark. (1989), ve Williams ve Withers
(1991) rumendeki bitki materyali ile iligkili seliilolitik aktivitenin% 62'sinin kaynakta
protozoal olabilecegini ileri slirmiistiir. Ayrica, protozoadan hidrojen temini nedeniyle
protozoa ve metanojenler arasinda bilinen yakin bir iliski vardir. Entoinium
longinucleatum, Eudiplodinium maggii, Entodinium bursa ve Eremoplastron bovis de
dahil olmak {izere on bir protozoa tiiriiniin metanojenlere bagli oldugu bulunmustur
(Kamra, 2005). Rumen, ¢ok sayida farkli mikrobik tiir iceren ve mikroorganizmalar
arasi iligkiler i¢in biiyiik bir potansiyele sahip olan olduk¢a karmasik bir ekosistemdir.
Cesitli calismalar, anaerobik funguslarin hidrojen kullanan bakterilerle etkilesime
girdigini gostermistir. (Irvine ve Stewart 1991; Joblin, ve ark., 1990; Joblin ve
Williams 1991). Hidrojen kullanan bakterilerin varliginda, Metanojenler ve anaerobik
funguslar gibi seliilozun sindirimi daha etkili oldugu, bununla birlikte, anaerobik
funguslarla rumen seltlolitik bakteriler arasindaki etkilesimler tizerine yapilan sonraki
bir c¢alismada, bakterilerin funguslarin hidroliz kabiliyetlerini inhibe ettigi

gozlemlenmistir (Bernalier ve ark.,1992; Bernalier ve ark.,1993).

Anaerobik funguslar (Neocallimastigomycota), rumen mikrobiyotasinin 6nemli
bir boliminii olusturur ve lif sindiriminde ©nemli bir rol oynar (Bauchop,
1979; Liggenstoffer ve ark., 2010; Gruninger ve ark., 2014). Bu anaerobik funguslar,
bitkisel vejetatif yasam dongilisi sathalari boyunca bitki materyalleri ile yakin
iligskilerinden dolayi, rumen sivisinda saptanabilen hareketli yasam donglisti fazinin
karakteristik 6zelligi olan erken rumen ¢alismalarinda g6z ardi edilmistir (Gruninger ve
ark., 2014). Neocallimastix frontalis ve Piromyces communis, Methanobrevibacter
smithii ile birlikte kiiltiirlendikleri zaman, yonca ksilem silindirlerinin hiicre
duvarlarinin etkili pargalayicilari olmuslardir (Bootten ve ark., 2011). Fungal
aktivitenin engellenmesi, hiicre dig1 bir proteinin seliilolitik bakteriler tarafindan
salinanmasina neden olmaktadir (Bernalier ve ark., 1993). Anaerobik funguslarin
protozoa ile birlikte Kkiiltiirlenmesi, fungus popiilasyonunu azaltir. Kiigiik boyutlu
zoosporlar, funguslari yutan ve sindirebilen protozoalar tarafindan yenilmektedirler
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(Nagpal ve ark., 2010). Protozoal fraksiyon, hiicre duvart malzemesinin hem bakteriyel
hem de fungal fraksiyonlar tarafindan seliilozizini inhibe etmistir. Bakteriler ve
funguslar arasindaki kiiltiirlerde sinerjik bir etkilesim tespit edildi. (SS. Lee ve ark.
2000). Ayrica, Orpin (1984) anaerobik funguslarin ve rumen protozoonlarinin bir doga

sisteminde rekabet¢i olmaktan ziyade tamamlayici olabilecegini bildirmistir.
1.4. Rumen Ekosistemini Etkileyen Faktorler

Rumen mikrobiyotunun topluluk bilesimi potansiyel olarak diyet, konukg¢u
genotipi, fizyolojik durum ve yas gibi faktorlerden etkilenebilir. Asir1 karbonhidrat
parg¢alanmasi ya da diisitk pH'nin olusmasida mikrobiyal biiyiime iizerinde derin etkiye
sahiptir. (Wells ve Russell, 1996; Dehority, 2003). Rumen mikrobiyotasina etki eden
faktorler arasinda en kapsamli olarak beslenme arastirilmistir (Popova, Martin ve ark.,
2011, Carberry, Kenny ve ark., 2012, Zhang, Zhu ve ark., 2014). Diistik lifli bir diyetle
beslenen hayvanlara kiyasla, yliksek lif / yem diyeti ile beslenen hayvanlarda, fibrolitik
ve seliilolitik bakteriler olan Lachnospiraceae, Ruminococcaceae ve Fibrobacteraceae
daha fazla bulunmaktadir (Mhuantong ve ark., 2013). Bununla birlikte, Prevotellaceae
ailesinin tyeleri, yliksek nisasta igerikli bir diyetle beslenen hayvanlarda daha bol
miktarda bulunmaktadir (Jisha ve ark., 2014). Farkli yem kaynaklari, Zhang ve ark.'nin
(2014) c¢aligmasiyla gosterildigi gibi farkli bakteri gruplariin biiyiimesini
destekleyebilir, burada yonca samani beslemesi Prevotella ve Selenomonas cinsi
oranini misir soya diyetine oranla arttirmistir (Zhang, Zhu ve ark., 2014). Notr deterjan
lifi (NDF) yoniinden zengin besinlerin tiikketilmesi, rumen bakteri ve fungus
topluluklarinin  ¢esitliligini  ve seliilolitik mikroorganizmalarin popiilasyonunu
artirabilmektedir (Belanche, Doreau ve ark., 2012). Diyet kompozisyonundaki
degisiklikler sadece rumen igerigi ile iligskili rumen mikrobiyal topluluk bilesimini
degil, aym1 zamanda kegilerde rumen epimural mikrobiyotasini da degistirmektedir
(Wetzels, Mann ve ark., 2015). Bunlarin yani sira, rumen mikrobiyotas: tizerindeki
diyet etkisi ile ilgili literatiirde genis kapsamli kanitlar bulunabilmektedir (de Menezes,
Lewis ve ark., 2011, Stiverson, Morrison ve ark., 2011, Ellison, Conant ve ark., 2014).
Bazi rumen bakterileri, dogumdan 1 giin sonra erken tespit edilebilir ve yasla birlikte
rumen mikrobiyotasinin gesitliligi ve grup i¢i benzerligi artar (Jami, Israel ve ark.,

2013). Bu nedenle, rumen mikrobiyotasinin erken yasta beslenme manipiilasyonu,
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erigkin yasantisinda rumen gelisimi, tiretkenlik ve bagisikligi artirmak i¢in olast bir
yaklagim olarak Onerilmigtir (Yanez-Ruiz ve ark., 2015). Buzagilarin gelismemis
rumen mikrobiyotasin1 karakterize etmek i¢in metagenomik araglarin kullanilmasi
onerilmektedir (Li, Connor ve ark., 2012). Onceki gozlemler yasin rumen mikrobiyal
toplulugu etkileyen kritik bir faktor olabilecegini diisiindiirmektedir. Siit ineklerinin {i¢
farkli irkinin sindirilebilirligi ve mikrobik poptilasyonunu karsilastiran bir ¢aligmada
gozlemlendigi gibi, konukg¢u genotipi rumen mikrobik popiilasyonunu sekillendirebilir.
Jersey inekleri, daha biiyiik bir besin sindirimi ve Ruminococcus flavefaciens'in géreceli
bollugunu gostermislerdir (Beecher, Buckley ve ark., 2014). Dahasi, siit ineklerinin
rumen mikrobiyotasi, rumen igerigini degistirme siirecinde konak¢i 6zglinliiglinii
gostermistir (Weimer ve ark., 2010; Piao ve ark., 2014). Bu, gelecekteki
arastirmalarda hayvan deneylerinde rumen mikrobiyotasinin konukgu 6zglinliigiiniin
dikkate alinmasi gerektigini gostermektedir. Pitta ve ark. (2014), gecis dénemi boyunca
stit ineklerinde rumen mikrobiyal dinamik kaymalarini gozlemlemislerdir (Pitta,
Pinchak ve ark., 2010). Prepartum ve postpartum rumen mikrobiyomu arasindaki fark,
konak fizyolojik evresinin rumen mikrobiyal dinamiklerini etkileyen kritik bir faktor
olabilecegini gostermektedir. Bununla birlikte konak¢inin, fizyolojik asamanin rumen
mikrobiyal toplulugunun dinamikleri tizerindeki rolii i¢in, ana sindirim parametrelerinin

ve rumen mikrobiyal toplulugunun kombine analizi daha da gereklidir.

1.5. Rumen Mikroorganizmalar: Tarafindan Bitki Hiicre Duvar: Parcalanmasi

Bakteriler, protozoa ve funguslar, rumendeki bitki hiicre duvar1 sindirimine
karisan mikroorganizmalar olarak gosterilmistir. Bununla birlikte, rumendeki her bir
mikrobik grubun ayrilmasinin zorlugu, fungus biyokiitlesinin 6l¢iilmesindeki giicliikler
ve rumen ekosisteminin karmasik dogasina bagli olarak, her bir mikrobiyal grubun bitki
hiicresinin pargalanmasi ve fermantasyonu icin kesin rolii ve genel katkisi tam olarak
anlasilmamistir. Rumen ekosistemindeki mikroorganizmalar (6rnegin bakteri, protozoa
ve funguslar) arasindaki karmasik iliskilere ragmen, bakterilerin sayisal baskinligi ve
metabolik ¢esitliligi nedeniyle 6nemli bir rol oynadigina inanilmaktadir (Cheng ve ark.,
1991). Bununla birlikte, protozoalarin toplam fiberin % 25-30'u kadar sindirimi oldugu
gosterilmistir ve funguslarin tutulumunun kapsami heniiz tahmin edilmemistir.

Mikroorganizmalar arasindaki etkilesim etkileri, sinerjiden antagonize kadar c¢esitlilik
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gosterebilir ve kullanilan mikrobik gruplara ve tiirlere ve kullanilan substratin tiiriine
baglidir. Rumen mikrobik ekosisteminde bitki hiicre duvari sindiriminde bakterilerin,
protozoalarin ve funguslarin oynadigi rolleri belirlemek i¢in in vitro incelemeler
denenmeye calisilmigtir. Yine de, in vitro mikrobiyal siispansiyonlarin nasil
hazirlanacag1 ve dogal ¢evrenin benzetimini nasil yapacagi gibi birgok metodolojik
problem devam etmektedir. Birgok ¢esit yapay rumen ekosistemi yapilmistir.
Calismalarin amaci, bakterilerin, protozoonlarin ve funguslarin yapay kosullar altinda
bitki hiicre duvar sindiriminde goreceli rollerini, belirli mikrobiyal gruplarin
bliylimesini veya Onlenmesi i¢in fiziksel ve kimyasal islemler kullanarak tahmin
etmekti. Bu sonug, bakteriyel, protozoal ve fungus fraksiyonlarinin ayristirilmasi i¢in
fraksiyonasyon yontemlerinin deneyle devam etmesi igin yeterli olduguna dair fikrini

desteklemektedir (Lee ve ark 2000).
1.5.1. Bitki hiicre duvarlarinin yapisi

Fibroz bitki hiicre duvart materyali pek ¢ok ruminantin temel besinini
olusturmaktadir. Tipik otlaklarda bir kg kuru maddenin 400-700 gr’im1 bitki hiicre
duvar1 olusturmaktadir (Akin, 1993). Dolayist ile rumen, bitki hiicre duvarlarinin
fermentasyonu i¢in genis ol¢lide uyum saglamistir. Ruminantlarin besinini olusturan
yem bitkilerinin hiicre duvarlari, protein ve pek ¢ok yapisal karbonhidrat igermesi
nedeni ile temel olarak bilinen oduna ait hiicre duvarlarindan daha karmasiktir. Bununla
beraber bitki hiicre duvarinin yapisi bitki tiirlerine, bitki parcasina, doku tipine, bitkinin
yasina, ayrica bitkinin i¢cinde bulundugu sicaklik, fotoperiyot, nem ve toprak mineralleri
gibi cevresel faktorlere bagli olarak olduk¢a degiskenlik gostermektedir (Weimer,
1992).

Dogadaki temel depolanmig karbon kaynagini bitki hiicre duvarlari
olusturmaktadir. Bunlar seliiloz (B-1,4-glucan’dan olusan ¢6ziinmeyen fibriller),
hemiseliiloz (mannan ve ksilan gibi seliilozik olmayan polisakkaritler) ve lignindir
(kompleks polifenolik madde). Bu yapilar genel olarak lignoseliiloz olarak
isimlendirilmektedir (Thomson, 1993). Lignoseliiloz, odunun kuru agirliginin % 89-98
gibi buytik bir kismint olusturmaktadir. Cesitli yumusak veya sert odun igeren agaglarin
seliloz ve hemiseliiloz igeren holoseliiloz kismi lignoselillozun % 63-78’ini

olustururken lignin %15-38’ini teskil etmektedir (Colberg, 1988). Bitki lifi biiyiik
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Ol¢tide seliiloz ve hemiseliilozdan olugur.ss Seliiloz, B-1,4 bagl glikoz kalintilarindan
olusurken hemiseliiloz esas olarak B-1,4 baglantili ksiloz kalintilarindan toplanan
ksilandan olusur. Ksilan; asetil, arabinosil ve glukuronil artiklariyla ikame edilmektedir.
Bu kompleks polimer matriksini indirgemek ig¢in, hidrolitik enzimlerin genis bir
senkron eylemi gerekmektedir (Barros ve Thomson, 1987; Kawai ve ark., 1987; Sipat
ve ark., 1987; Ohmiya ve ark., 1988; Flint ve ark., 1989; McGavin ve ark., 1989).
Matriks igerisinde yer alan seliiloz mikrofibrillerinden meydana gelen temel bir yapidan
olusmustur. Bu matriks genellikle farkli yapilarda polisakkaritler, yapisal proteinler,
glikoproteinler ve fenolik bilesenler icermektedir (Harris ve Smith, 2006). Seliiloz
yiiksek bitki hiicre duvarlarinin ana yapisal bilesenidir ve bitki kuru agirliginin yaklagik
% 35-50'sini temsil eder (Lynd ve ark., 1999). Bakterilerde, funguslarda ve deniz
tunikatlar1 gibi bazi hayvanlarda da bulunur (O’Sullivan 1997).

1.5.1.1. Seliiloz

Bitki hiicre duvarmmin ana bileseni olan seliiloz, diinyadaki en yaygin
karbonhidrattir ve {iiretiminin yilda 100 milyar ton oldugu tahmin edilmektedir
(Leschine, 1995). Ruminant hayvanlar, rumende mikroorganizmalar ile simbiyotik bir
iliski nedeniyle seliilozu bir enerji kaynagi olarak kullanabilirler. Ruminant hayvanlar
tarafindan seliilozun kullanimini maksimize etmek i¢in, rumen mikroorganizmalarinin
ekolojisi ve fonksiyonlar1 ayrintili olarak anlasilmalidir. Temel olarak seliiloz bitki
materyalinin yaklasik % 40’1n1 olusturan polimerik bir bilesenidir ve diinya {lizerindeki
en bol polisakkarittir. Bitki hiicre duvari, enerji bakimindan zengin bir yapisal
polisakkarit olan yaklasik% 40 seliilozdan olusur. (O'Sullivan, 1997). Seliiloz, f1-4
baglt glikoz {initelerinden olusur. 15.000 glikozdan olusabilen ¢6ziintir olmayan
mikrofibrilleridir ( Vogel, 2008). Bireysel mikrofibriller degisken seliiloz zincir sayilar
igerir ve ayrica daha biiytik bir tekli mikrofibril olusturmak i¢in diger mikrofibriller ile
iliskilendirilebilir (Pizzi ve Eaton, 1985). Bu yapilar, bir¢cok zincir i¢i ve zincir igi
hidrojen bagi ve van der Waals kuvvetleri vasitasiyla birlikte tutulmaktadir (Ioelovich,
2008). Seliilozun ¢esitli seliilozik olmayan hiicre duvar1 bilesenleri ile giiclii baglar
olusturma kabiliyeti, bitki hiicre duvarimin yapisal dayaniklilik ve elastikligi
aciklamaktadir (Baskin, 2001). Seliilozun glikoza kadar yikimi i¢in baslica 3 enzim sinifi
gerekmektedir; endoglukanazlar (EC 3.2.1.4; 1,4-p-D-glukan-4-glukanohidrolaz) seliiloz

molekiilii boyunca f-1,4-glikozil baglarini rasgele kirar, sellobiyohidrolazlari da igeren
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ekzoglukanazlar (EC 3.2.1.91; 1,4--D-glukan sellobiyohidrolaz) poliglukan halkanin
uglarina saldirir ve bu uglardan sellobiyoz ya da glikoz iinitelerini kopartir. f-glukosidazlar
(EC 3.2.1.21) ise sellobiyozu hidroliz ederler ve diisiik molekiiler agirlikli glikoz ortaya
cikartirlar (Beguin, 1990).

1.5.1.2. Ksilan

Seliilozdan sonra hemiseliilozlar bitkilerde bulunan ikinci en bol polisakkarittir.
[-1,4-ksilan 1,4- p-D-ksilopiranoz {initelerinden olusan homopolimerik bir omurgaya
sahip heteropolisakkarittir. Omurga, O-asetil, a-L-arabinofuranosil, a-1,2 glukuronik
asit ya da 4-0-metil D-glukuronik asit bilesenlerinden meydana gelmistir. Omurga
tizerinde bulunan bilesenlere dayanarak ksilanlar dogrusal homoksilan, arabinoksilan,
glukuronoksilan ve glukuronoarabinoksilan seklinde karakterize edilebilirler (Kulkarni
ve ark., 1999). f-1,4-ksilan genellikle bitkilerin ikincil hiicre duvarinda bulunmaktadir.
Ksilan miktar1 bitkiye gore degisiklik gostermektedir. Ksilan, seliilozu enzimatik
yikima karsi korumaktadir. Ksilan bitkiden uzaklastirildigi zaman seliiloz seliilolitik
hidrolize kars1 daha agik olmaktadir (Thomson, 1993). Ksilanlarin yikimi i¢in, endo
1,4-B-D-ksilanaz (EC 3.2.1.8), ve B-ksilosidaz (EC 3.2.1.37) enzimleri ksilan tipine
bagl olmak kaydiyla ana seker zincirine etki ederler. Ayrica yan gruplarin yikilmasi
icin a-glukuronidaz (EC 3.2.1.131) ve asetil ksilan esteraz (EC 3.1.1.72) enzimlerinin
bilesimi gerekmektedir (Orpin ve Letcher, 1979).

1.5.1.3. Lignin

Lignin, hiicre yapisinin bitiinl{igiiniin korunmasi, su tasinmasi ve bitki
patojenlerine karsit korunmada 6nemli bir rol alan kompleks, oldukc¢a dallanmus,
aromatik alkollerin serbest radikallerinin rastgele meydana getirdigi hidrofobik
polimerlerdir ve dnemli bir sekonder hiicre duvari bilesenidir (Grabber, 2005). Lignin,
rumen mikrobiyota tarafindan enzimatik bozunmaya duyarli degildir, ve dolayisiyla
hiicre duvarindaki varliginda yemlerin rumende parg¢alanmasinin énlemesinde kismen
sorumlu oldugu diisiniilmektedir (Armstrong ve Gilbert, 1985; McAllister ve ark.,
1994). Mekanik destek saglayan kalin hiicre duvarlari genellikle lignin ile doymus
durumdadir. Bitki hiicrelerinde ligninin depolanmasi orta lamelden baslar, birincil ve
ikincil hiicre duvarlarina dogru yayilir. Lignin igeren dokular, icermeyen dokulara gore
daha mekanik ve biyolojik parcalanmaya gore daha dayanikli ve serttir. Bu nedenle
ligninler bitki yapisina oOncelikle mekanik destek saglar ve enzimatik yikim ile
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mikrobiyal parcalanmaya karsi bariyer gorevi goriirler (Loveless, 1983). Ligninin
par¢alanmasi oksijen gerektiren bir olaydir ve anaerobik olarak hizli bir sekilde
parcalanamadig1 goriilmektedir. Besi ortaminda oksijen diizeyinin artmasi, lignini
parcalayan enzim sistemlerinin de etkinligini de arttirmaktadir. Bununla beraber
hidrojen peroksit tiretimi de artmaktadir. Ligninaz veya lignin peroksidaz lignin
polimerinin parcalanmasi igin gerekli enzimlerdir. Manganez peroksidaz, ligninin
par¢alanmasinda gorev alan diger bir enzimdir. Bu enzimlerin fenol-oksitleyen
enzimler olarak gorev aldigi ve hidrojen peroksit tretiminde etkili olabilecegi
distiniilmektedir. Lakkaz veya fenol oksidaz (EC 1.10.3.2) enzimleri fenollerin fenoksi

radikallerine oksidasyonunda yer almaktadir (Kirk ve Farrel, 1987).

Otlarin hiicre duvarlarinda lignin onctilleri olan ferulik ve p-koumarik asitler
genellikle lignine arabinoksilan ile birlikte ester ve eter baglar ile bagli olan fenolik
bilesiklerdir (Wubah ve Kim, 1996). p-kumarik asit, ferulik asite gore mikrobiyal
yikima daha dayaniklidir. p-kumarik asitin daha az sindirilebilen fibrillerde ferulik
asitten daha ¢ok oldugu ve hiicre duvarinda daha farkli bir yapisal ¢evrede bulundugu
ayrica in vitro kosullarda toksisitesinin daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Akin ve
Benner, 1988). Fenolik bilesikler seliilolitik ve seliilolitik olmayan ruminal bakterilerin
biiytimesini ve bitki hiicre duvarini par¢alamasini engellemektedir (Borneman ve ark.,
1986; Martin, 1990). Fenolik monomerler seliilolitik ruminal bakterilerin fibril
partikiillerine tutunmasini azaltmaktadir (Akin ve ark., 1988). Fenolik bilesikler enzim

aktivitesini de etkileyebilmektedir (Forsberg ve ark., 1981).

1.5.1.4. Pektin ve proteinler
Pektinler,  genellikle a-1,4-D-poligalakturonat  omurgasindan  meydana
gelmektedir ve asidik polisakkaritler ile baglanti kurmaktadir. Galakturonan
omurgasinda «o-1,2-baglantilartyla bagli L-ramnoz residiilleri bulunmaktadir ve
molekiiliin kivrilmasim1 saglayarak poligalakturonatin helikal yapisinin olusmasini
saglar (Nordkvist; 1987). Pektinolitik enzimler, pektin esteraz ve depolimerize edici
enzimler olarak iki simif altinda toplanmaktadir. Pektin esteraz (EC 3.1.1.11), pektini
pektik asit ve metanole doniistiiren metil ester baglarinm1 hidrolize etmektedir.
Depolimerazlar, endo-poligalakturonaz (EC 3.2.1.15), ekzo-poligalakturonaz (EC
3.2.1.67), endo ve ekzo metoksi pektinliyaz (EC 4.2.2.10) ve endo pektin liyaz olmak

tizere bes sinifta incelenmektedir (Orpin, 1984).
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Bitki hiicre duvarlarinda polisakkaritler ile iliskili olarak bulunan proteinler
gelisen hiicre duvarinin yeniden sekillenmesinde gorev alan enzimler olarak veya
yapisal olarak rol almaktadir. Primer duvarlarinda proteinler, kuru maddenin % 10’unu
teskil etmektedir. Hiicre en son biiyiikliigiine ulastiginda ve hiicre duvarimin genislemesi
tamamlandiginda “ekstensin” (hidroksiprolince zengin glikoprotein) proteininin miktari
artmaktadir. Bu proteinin hiicrenin son seklinin verilmesinde rol oynadigi

distiniilmektedir (Cheng ve ark., 1991).

1.5.1.5. Likenan

Likenan, Cetraria islandica’nin temel bir polisakkariti olup B-D-glukopiranoz
tinitelerinin 1,4 ve 1,3 glikozil baglar ile dogrusal bir sekilde bir araya gelmesiyle
meydana gelmektedir. Bu polisakkaritin bilinen diger 6énemli kaynagi ise Gramineae
ailesine ait olan yulaf ve arpadir. Yapilan kimyasal arastirmalar sonucunda farkli
kaynaklardan izole edilen bu polimer arasinda bir farklilik olmadigi goriilmustiir.
Likenan icerisindeki 1,4 baglarinin oran1 % 70, 1,3 baglarinin orani ise % 30 olarak
bulunmustur (Perlin ve Suzuki, 1962). 1,3-1,4-B-D-glukan 4-glukanohidrolaz (j3-
glukanaz; likenaz) (EC 3.2.1.73) likenan icerisindeki B-1,4 baglarina komsu olan B-1,3
baglarini kirarak sellobiyosiltrioz ve sellotriosiltetraoz meydana getirmektedir (Chen ve

ark., 1997).
1.5.2. Karbonhidratlar: parcalayan enzimler

Beslenmedeki karbonhidrat, lif (6rn. NDF) ve lif icermeyen karbonhidratlar
(NFC) olusturur. Bilesenlerin kimyasal yapisi beslemenin analitik yonlerini yansitir.
Bununla birlikte, sadece saf substratlar beslenmez ve bitkilerin karmasik yapis1 garanti
altina alinir, substrat1 anlamak zorunlu iken, beslemeleri anlamak kadar onemlidir.
Ormegin, farkli konsantre yemlerin fermantasyon iizerinde farkli etkileri vardir;
tahillarin bazilar1 ¢ok benzer nisasta icerigine sahip olmalarina ragmen fermantasyon
oranlar1 (Opatpatanakit ve ark., 1994) ve ruminal asidoz riski tizerinde farkli etkileri
gorilebilir (Lean ve ark.,2013). Bu taneler bagimsiz baglamda caligmazlar ve
konsantrasyonlarin fermentasyonunun sonuglari, diyetin lif ve protein igeriginden
etkilenir. Dahasi, tanelerin islenmesi, rumen islevi lizerinde derin etkilere sahiptir.
Rumen mikroorganizmalarinin ¢ogu, bir enerji kaynagi olarak karbonhidratlara

bagimhidir. Optimal fermantasyon, mikrobik biiylimeyi siirdiirmek i¢in fermente
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edilebilir karbonhidratlarin ve kofaktorlerin kesintisiz bir sekilde tedarik edilmesini
gerektirir. BoOylece, degisen fermantasyon hizlarina ve kompozisyonlara sahip bir
karbonhidrat karisimi, asir1 asit tiretimi ile ¢ok hizli bir fermentasyonun veya hayvansal
besin maddesi gereksinimlerini karsilamayan ¢ok disik bir fermantasyonun
yapilmasin1 onler. Bitki polisakkaritleri (nisasta, seliiloz, hemiseliiloz ve pektinler),
rumen bakterileri, funguslari ve bazi protozoalarin ekstraseliilar enzimleriyle
monosakaritlere ve 3 ila 10 sekere (oligosakkarit) fermente edilir. Bu sekerler, hiicre i¢i
bakteri enzimleri ile piruvata doniistiiriiliir. Piruvat, agirlikli olarak asetat, propiyonat ve
biitirat olmak tizere VFA'ya, ayrica CO,, H, ve CHj'e indirgenir. Nisasta
fermantasyonu, endojen enzimler tarafindan glikoza dontigimiinden % 20 daha az
enerji Uretse de, yapisal karbonhidratlarin mikrobik fermantasyonu, yiiksek lifli
diyetlerde hayvanlara bir avantaj olusturmaktadir (Baldwin ve ark.; 1995). Bununla
birlikte, nisastay1 ince bagirsaga baypas etmek i¢in konsantreleri (6rnegin, ince
ogiitiilmiis misir) islemek ve boylece daha yiiksek kullanim veriminden yararlanmak
miimkiindiir. VFA tiretim hizi, substrata baglidir: ¢oziinebilir karbohidratlarin bu hiz
(nisastalar ve sekerler)> pektin> seliiloz seklindedir. Bu diizen VFA nihai iirliniinii de
belirler. Asetat ve biitirat tretimi, NDF, pektinler ve seker sindiriminde tercih
edilmektedir. Yiksek biitirat seviyeleri bazi silajlarda bulunur ve kullanilir. Propionat
tiretimi i¢in sekerlerin, nisastanin ve ¢6ziiniir karbonhidratin bozunmasi tercih edilir.
Laktik asit tiretimi, sekerlerin ve nisastalarin bozulmasi tarafindan secilir. Dogumda
tutarlilik, dogum sekli, sigirlarin segici olabilme kapasitesi ve beslenmenin
antinutritional O6zellikleri, bir diyetin etkili olup olmadigimm etkiler. Ayrica, diyet

formiilasyonu, maliyet-etkin ¢6zlimler i¢in ihtiyagtan etkilenir (Lean ve ark, 2014).
1.5.3. Seliillozun mikroorganizmalar tarafindan biyodegradasyonu

Seliilozun glikoza kadar yikimi igin baslica 3 enzim simifi gerekmektedir;
endoglukanazlar (EC 3.2.1.4; 1,4-f-D-glukan-4-glukanohidrolaz) seliiloz molekiilii
boyunca p-1,4-glikozil baglarin1 rastgele kirar, sellobiyohidrolazlar1 da igeren
ekzoglukanazlar (EC 3.2.1.91; 1,4-4-D-glukan sellobiyohidrolaz) poliglukan halkanin
uglarina saldirir ve bu uglardan sellobiyoz ya da glikoz {initelerini kopartir. /-
glukosidazlar (EC 3.2.1.21) ise sellobiyozu hidroliz ederler ve diisiik molekiiler agirlikli
glikoz ortaya ¢ikartirlar (Beguin, 1990).
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1.6. Rumen mikroorganizmalarinin tanimlanmasinda kullanilan bélgeler

1.6.1. Bakteriler icin 16S

16S rRNA gen dizilimi ilk olarak filogenetik analizler i¢in 1985 yilinda
kullanilmistir ( Lane ve ark., 1985). Primer tasarim i¢in hem yiiksek oranda korunan
bolgeler hem de mikroorganizmalarin filogenetik 6zelliklerini tanimlamak i¢in
hiperdegisken bolgeler igerdiginden, 16S rRNA gen dizisi, bakteri topluluklarinin
profilini ¢ikarmak i¢in en yaygin olarak kullanilan marker geni haline gelmistir (Tringe
ve ark.,2008). Tam uzunluktaki 16S rRNA gen dizileri, dokuz yiiksek oranda korunan
bolge ve dokuz hiperdegisken bolgeden olusur (Baker ve ark., 2003; Wang ve ark.,
2009). Bir¢ok c¢alismada kullanilan 16S rRNA gen dizileri, dizileme teknolojisi ile
sinirlandirilan kismi dizilerdir. Bu nedenle, uygun primerlerin se¢imi, ¢esitli ortamlarda
bakteri filogenisini incelemek ig¢in kritik 6nem tasir. Bu genin degisken dizisi, kisa
bilgilendirici bolgeleri parantezleyen evrensel primerler olusturulmasina izin verir.
Bununla birlikte, bakteri c¢aligmalarinda 16S rRNA'min dokuz degisken bolgesinin

hangisinin hedef alinmasi konusunda herhangi bir goriis birligi bulunmamaktadir.
1.6.2. Funguslar icin ITS (Internal transcribed spacer)

Yakindan iligkili taksonlar1 birbirinden ayirmak i¢in internal transkripsiyon spacer
bolgesi (ITS) kullanilmistir. ITS bolgeleri temelde yapisal rRNA arasinda yer alan
fonksiyonel olmayan bir RNA parcasidir (Sahare, 2013). ITS bolgeleri AF
siniflamasinda  yaygin olarak kullanilmaktadir. ITS primerlerini kullanmanin
avantajlari, yakindan iliskili olan anaerobik fungus taksonunu incelemek ve ekolojik
davraniglarini bilmektir. Bu teknigi kullanarak, Koetschan ve ark. (2014) anaerobik
fungus'a 6zgii ITS1 bolgesinin ortak bir ikincil yapisin1 6nermekle anaerobik Fungus
taksonomisini revize edebilmistir. Ayrica, bu teknik bircok yeni anaerobic fungus

neslinin kesfedilmesinde yardimei olacaktir.

Kodlanmayan iki degisken bolgeden meydana gelen ITS bolgesi, oldukga
korunmus kiiciik alt birim (SSU) ile 5.8S alt birimi arasinda (ITS1 boélgesi) ve de biiytik
alt birim (LSU) rRNA genleri ile 5.8S alt birimi arasindaki bolgede (ITS2) yer
almaktadir (Sekil 1.3). ITS bolgesi igerdigi yogun farkliliktan dolayr funguslarda
molekiiler karakterizasyon ¢alismalari i¢in 6zellikle kullanishidir (White ve ark., 1990,

Bruns ve ark., 1991, Lee ve Taylor, 1992).
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Sekil. 1.3. Anaerobik funguslardaki ITS bolgesi ve rRNA bolgeleri

1.7. Rumen Mikrobiyal Popiilasyonun Belirlenmesi

1.7.1. Manuel olarak belirleme

Simdiye kadar fungal populasyon biiyiikliigiiniin belirlenmesi i¢in zoospor sayimi
(birimi tallus olusturma iinitesi; TFU) ve funguslarin dilusyon serileri (birimi en
muhtemel sayi; MPN) olmak tizere iki klasik metot gelistirilmistir (Orpin, 1975;
Theodorou ve ark., 1990). Ancak bu metotlar fungal populasyonun biiyiikliigiini tam
yansitmamaktadir ¢tinkii polisentrik funguslar nadir olarak zoospor olusturduklari icin
bu cinslere bagh kiiltiirlerin tam olarak sayilmasi olduk¢a zordur. Bununla beraber
sahip olduklar1 olduk¢a dallanmis rizoidal sistemleri nedeniyle homojen bir fungal
kiltiirti elde edilemeyecegi igin seri olarak diliisyonlarin1 da hazirlamak miimkiin
degildir. Orpin ve Joblin (1988) tarafindan kitinaz kullanilarak fungal biyokiitlenin
ortaya cikartilmasi yonteminin ise aerobik fungal kontaminasyondan dolay1 oldukga
hataya acik oldugu yine yazarlar tarafindan bildirilmistir. Bu noktada molekiiler
teknikler kullanilarak 18S rDNA ve 5.8 rDNA genleri arasinda yer alan ve yiiksek
varyasyon gosteren ITS1 bolgesine 6zel primerler ile Real-time PZR yardimiyla fungal
populasyonlar1 izlemek miimkiindiir. Bu metot rumen funguslarinin izolasyonunu
gerektirmeden dogrudan rumen sivisindaki fungal populasyonun degisimleri hakkinda

bilgi vermektedir (Denman ve McSweeney, 2006).
1.7.2. Molekiiler tekniklerle belirleme (Real-Time PZR)

Kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Q-PCR/qPCR/qrt-PCR)
veya kinetik polimeraz zincir reaksiyonu olarak da adlandirilan gergek zamanli
polimeraz zincir reaksiyonu, hedeflenen bir DNA molekiiliinii amplifiye etmek ve aym
anda 6lgmek i¢in kullanilmaktadir. Bir DNA 6rnegindeki bir veya daha fazla spesifik
sekans i¢in, RT-PZR hem saptama hem de nicellestirmeyi miimkiin kilmaktadir. DNA
girisi veya ek normallestirici genlere normalize edildiginde miktar, mutlak sayida kopya

veya goreceli bir deger olabilir. Ger¢gek zamanli PCR, hibritlesmenin dezavantajlarinin
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bir¢ogunun iistesinden gelerek DNA'y1 tek bir islemde hizla 6l¢gmek i¢in gelistirilmistir
(Holland et al., 1991; Higuchi et al., 1993).

Mikroorganizmalarin uzun yillar sayiminda kullanilmalarina ragmen mikroskobik
sayim ve/veya mpn (most probable number) teknikleri gibi geleneksel yontemler,
ozellikle olii hiicreler ile canli fakat kiiltiire alinamayan (6r. Bazi protozoa cinsleri, bazi
gram-negatif bakteriler...) hiicrelerin sayiminda yetersiz kalmaktadir (khan ve ark.,
2010). Diger taraftan molekiiler yontemler duyarli ve kesin sonuglar vermesi, gerek o6lii
hiicreler gerekse kiiltire alinamayan mikroorganizmalarin sayimlarmin basarili bir
sekilde yapilabilmesi gibi 6zellikleri nedeniyle 6n plana ¢ikmaktadir (de la cruz ve ark.,
2011). Giintimiizde mikrobiyal yapmin ve dinamiginin belirlenmesinde yaginlagsmaya
baslayan real time PZR teknolojisi, konvensiyonel PZR’in kinetik kazanmis bir
teknolojisidir. Bu teknolojinin PZR’dan en onemli farki hedef bdlgenin lineer olarak
logaritmik artisinin gozlenebilmesi ve buna bagli olarak kantitatif analiz yapabilme
imkani sunmasidir. PZR’ cihazina optik bir modil eklenerek isaretlenmis PZR
tirtinlerinin olusturdugu floresans 1simalar bu modiil ile tutulmaktadir. PZR’1n her bir
dongiisti sirasinda olusan floresans sinyalin yogunlugu cihaz tarafindan algilanarak
bilgisayardaki yazilim ile kaydedilmektedir. Yazilim verileri grafik olarak es zamanli
goriintiilemekte ve kantitatif analiz i¢in hesaplamalar1 yapmaktadir. Boylece PZR

sonrast boyama goriintiileme gibi islemlere gerek kalmamaktadir (hanna ve ark., 2005).

Rumen mikroorganizmalarinin PZR bazli metotlar ile tanimlanabilmesi i¢in ise
hedef gen bolgesinin secimi Ozellikle onem tasimaktadir. Genelikle prokaryotik 16S
veya okaryotik 18S rRNA geni tanimlamada hedef gen bolgesi olarak kullanilmaktadir.
Yiksek derecede korunmus olmasi, biitiin organizmalarda ¢ok sayida kopyasinin
bulunmasi sebebi ile hedef gen bolgesi olmasinin nedenidir (Beneduce ve ark., 2007).
Tir alt1 seviyede ayirim yapabilmek ic¢in kullanilan hedef gen bdolgesi ise intergenik
RNA bosluk bolgeleri olarak segilebilmektedir. Bu kodlanmayan bolgeler evrilme
siirecinde daha az baskiya maruz kaldiklarindan dolay1 degiskenlik gostermekte ve tiir
alt1 seviyede siniflandirmada yapabilme imkani sunmaktadir (Rijpens ve Herman,
2002). Real-time PZR farkli ¢evrelerden (toprak, fermente iirtinler, bitkisel material,
diski1 vb) toplanmis olan Orneklerden toplam DNA yardimiyla mikrobiyal
populasyonlarin kantitatif olarak tayin edilmesinde son yillarda yogun olarak

kullanilmaya baslanmistir (Yu ve ark., 2005; Selma ve ark., 2008; Kok ve ark., 2013).
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Rumen mikrobiyolojisine yonelik olarak yapilan caligmalarda ise en fazla ilgiyi
ozellikle mikrobiyal protein miktarina ve ¢evreye olan negatif etkilerine ek olarak
rumende yiliksek oranda (%15 lere kadar) enerji kaybina neden olmasindan dolay:
rumenin arkea grubu almaktadir (Yu ve ark, 2005; Guo ve ark., Zhou ve ark. 2011; Tan

ve ark., 2011;Han ve Gu, 2013).

Diger taraftan rumende bitkisel biyokiitlenin biyodegradasyonunda ana gorevi
tistlenen fibrolitik populasyonun dinamigi ve yapisinin belirlenmesi 6zellikle hayvan
besleme agisindan son yillarda ilgi odagi olmustur. Rumenin fungal grubunun yapisinin
belirlenmesi amaciyla yapilan PZR temelli ¢alismalarda ise Denman ve McSweeney
(2006) doniim noktasi niteligindedir. RT-PZR kullanilarak yapilan g¢alismalarin en
hassas noktasini primer setlerinin hedef organizma grubunu ne kadar kapsadigi konusu
olusturmaktadir. Ozellikle funguslarda kullanilmis ve literatiirde yer almis bazi primer
setlerinin hedef organizmay1 kapsamada kisith kaldig1 bilinmektedir (Edwards ve ark.,
2008). Rumen mikrobiyal dinamiginin besleme rejimiyle iligkisini ortaya konulmasi
amaciyla Kok ve ark., (2013), yiiksek oranlarda kondanse tanin ig¢eren Leucaena
leucocephala ile beslenen kegilerde rumen fungus iceriginin ilk 10 giin degismedigini,
beslemenin 15 inci giiniinde mikrobiyal popiilasyonun kontrol grubuna gore yaklasik 4
kat arttigin1 30. giin itibariyle ise sayimin kontrol grubuyla ayni oldugunu RT-PZR

sayimiyla ortaya koymuslardir.

Rumen mikrobik ekosistemi karmasiktir ve lignoseliilozik beslemelerin ugucu
yag asitlerine biyolojik olarak doniistiiriilmesinden sorumludur. Bu nedenle, bireysel
rumen mikrobunun spesifik rolii, ekosistemin hayatta kalmasi i¢in diger
mikroorganizmalarla rekabet etmek zorunda oldugu icin Onemlidir. Ekosistemdeki
belirli bir bakteri tilirliniin numaralandirilmasi, gerceklestirilecek ¢ok sayidaki
biyokimyasal testler ve teknigin, ekosistemde mevcut olan en baskin mikroorganizma
icin bile hatal1 olmasi nedeniyle konvansiyonel tekniklerle zordur. Bu belki de, bu
mikroorganizmalarin goreceli sayilari, ekosistemde metabolik olarak aktif olana kiyasla
bir petri tabaginda yetistirildiginde degiseceginden, numaralandirma i¢in kullanilan
aracin  se¢im  basincindan  kaynaklanmaktadir. Buna ek olarak, rumen
mikroorganizmalarinin (diger eko-sistemdeki gibi) ¢ok biiylik kismi kiiltiirlenemez,
ancak rumen fermentasyonunda aktiftir. Bu nedenle, bu ekosistemde, rumen mikrobik

ekolojisini inceleyen konvansiyonel tekniklerin bu sakincalarina dikkat edebilecek
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belirli mikroorganizmalarin nicellestirilmesi i¢in daha iyi bir teknik aramak 6nemlidir.
Rumende bulunan ¢ok sayida bakteri kiiltiire alinabilir degildir, ¢linkii belirli bir
ortamdaki toplam canli bakteri sayis1 mikroskobik bakteri sayisindan ¢ok daha
distiktiir. Rumen'in kiiltiirlenebilir bakterilerinin ¢gogalmasini destekleyen tek bir kiiltiir
ortam1 yoktur. Bu nedenle, rumenin kiiltiirlenebilir bakterileri hakkinda mevcut bilgiler
eksiktir. Rumen bakterilerinin fenotipik 6zelliklere ve biyokimyasal testlere gore
siniflandirilmasi, Kkiiltiirlenebilir organizmalar arasindaki ¢esitliligi incelemek ig¢in
yeterli degildir. Rumen bakteri molekiiler biyolojisi tizerine yapilan calismalar,
Prevotella ruminicola, Butyrivibrio fibrisolvens ve Ruminococcus'un, bu cinslerin
tirlerinin fenotipik ve biyokimyasal olarak benzer oldugu gergegine ragmen,
filogenetik olarak farkli bakteri gruplarimi temsil ettigini gostermistir (Forster, R. J.
1996). Diyet degisikligine bagli olarak farkli mikroorganizma gruplarindaki degisim,
kiiltiirlenebilir mikroorganizmalarin izolasyonu ve karakterizasyonu i¢in geleneksel
yontemlerle incelemek zordur. Bu nedenle, rumen bakteri sayisindaki bu tiir
degisiklikler bakteri 16S rRNA'nin baz1 bolgelerine homolog olan farkli oligoniikleotid
DNA problarin1 kullanarak kolayca incelenebilir (Stahl, 1988). Toplam mikrobik
kiitlenin tahmin edilmesi i¢in evrensel bir prob ve belirli bir bakterinin bir tiirtiniin
toplam rRNA'sinin nispi oranini belirlemek i¢in bir tiire 6zgii prob kullanilabilir. 16S
rRNA orani: toplam hiicre RNA's1 bliylime egrisi boyunca degismediginden, 16S
rRNA, rumende toplam bakteri popiilasyonunun bir olgiisii olarak kullanilabilir
(Briesacher, 1992). Belli bir bakterinin konsantrasyonu, rumen igeriginin ml'si basina
10 milyon hiicreyi asarsa, karisitk bir popililasyonda tek bir bakteri susunu
numaralandirmak i¢in spesifik DNA problart da kullanilabilir (Attwood, 1988). Tajima
ve ark. (2001) tarafindan rumen bakterilerinin 13 tiiriiniin tespiti i¢in tasarlanmis ve
tekrar validasyona tabi tutulmus PZR primerleri ve bu primerler, rumen mikrobik eko-
sistemdeki bu bakterilerin miktarinin tespiti icin ger¢ek zamanli PZR ile kullanilmstir.
Mlinois, ABD’de rumen mikrobik ekolojisinde ilk defa ger¢ek zamanli PZR
kullanmistir ve diyetteki degisiklige bagli olarak goreli mikrobik sayilarin
varyasyonlarini incelemek ve rumende belirli bir bakterinin gelistirilmis bir susunun
kurulmasini incelemek i¢in en onemli tekniklerden biri gibi goriinmektedir. Buna ek
olarak, bu primer setleri, yeni bakteri izolatlarinin evcil ve vahsi hayvanlarin rumeninde

on tanimlama i¢in de kullanilabilir.
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Bu yeni teknikler ayni zamanda rumende yem kullaniminin mekanizmasini
anlamada yardimci olabilir. Yakin zamana kadar nisasta bakimimdan zengin diyetle
beslenen hayvanlarin rumende nisastayr kullanan baskin bakterilerin Streptococcus
bovis oldugu distiniilmustir (Mackie, R. 1.1979), Ancak gercek zamanli PZR ile
yapilan ¢alismalar, hayvanlarin ¢ogunun kaba yemden kesif yeme gecildiginde S.bovis
sayilarinin etkilenmedigini gostermistir, S.bovis yerine laktat kullanan bir bakteri olan
Megasphaera elsdenii belirlenmis ve daha diistik laktat ve daha yiiksek propiyonat

icerigi ile sonuglanmistir.

Nisasta hidrolizi i¢in bazi diger mikroorganizmalar aktif olabilir. Bu nedenle,
daha yeni molekiiler biyoloji teknikleriyle, farkli bakteri gruplarina verilen metabolik
rollerin yeniden tesis edilmesi gerekebilecegi ve rumen mikrobiyolojisinin

senaryosunun Oniimiizdeki on yillarda tamamen farkli olacagi goriilmektedir.

Bitki hiicre duvar1 bozulmasinda kilit rolleri nedeniyle, beslenme degisikliklerine
yanit olarak seliilolitik bakteri popiilasyonlarinin dinamikleri, ya 16S rRNA ya da 16S
rDNA genini hedef alan cesitli molekiiler yaklasimlar kullanilarak 6zellikle iyi
calistlmistir (Stahl ve ark. 1988; Krause ve ark., 1999; Koike ve Kobayashi 2001;
Tajima ve ark., 2001; Koike ve ark., 2003; Krause ve ark., 2004; Denman ve
McSweeney 2006; Stevenson ve Weimer 2007). Fakat, seliilolitik bakteri tiirlerini
nicellestirmek i¢in 16S rRNA hedefleme problar1 veya rekabet¢i PZR kullanimi, yiiksek
enerjili diyetlerin seliilolitik bakteri popiilasyonlarinda bir diisiis ile sonuglanabilecegini
acikca gostermemistir (Weimer ve ark., 1999; Koike ve Kobayashi 2001; Martin ve
ark., 2001). Martin ve ark. (2002) Bu diyet tipinin, fibrolitik enzim aktivitelerini
seltilozik bakterilerin sayisindan daha fazla etkiledigini savunmuglardir. Boyle bir
diyetin F. succinogenes ve R. flavefaciens'in populasyon biiyiikliikleri tzerindeki
etkisini gosteren tek c¢alismada gergek zamanli PZR kullanmis ve sigirlarda

yirtitiilmustiir (Tajima ve ark., 2001).

Mosoni ve ark., (2007) gercek zamanli PZR kullanarak koyun rumeninde bulunan
tic ana seliilolitik bakteri tiirli sayist iizerine bir yem diyetine konsantre desteginin
etkisini yeniden incelemislerdir ve bu g¢alisma, ilk defa, koyun rumen ekosisteminde
ger¢ek zamanli PZR ile seliilolitik bakterilerin miktarinin belirlenmesini rapor etmistir.

Ayrica, bir mikrobik yem katki maddesinin etkisi de degerlendirilmistir. . Bugiine
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kadar, yiiksek konsantre yemle beslenen hayvanlarin rumende hedeflenmis seliilolitik
tiirlerin sayisina bir maya katkis1 besleme etkisi hakkinda veri mevcut degildir. Canli S.
cerevisiae hiicreleri iceren mikrobiyal iirtinlerle direk beslenen Rumen kolonizasyonu;
seliilolitik bakteri ve yem temelli diyetlerle beslenen geng konvansiyonel ve gonotoksik
kuzulardaki fibrolitik aktivitelerin vasitasiyla ve ayni zamanda in vitro bazi seliilolitik
bakteri tiirlerinin biiylimesini tesvik etmek i¢in gelistigini gostermistir (Girard ve

Dawson 1995).

Bunlara ek olarak, hayvanlar yiiksek konsantre diyetlerle beslendiginde rumen
pH'sin1 stabilize ederek ve artirarak rumen fermantasyonu iizerinde faydali bir etkiye
sahiptirler (Williams ve ark., 1991; Michalet-Doreau ve Morand 1997; Bach ve ark.,
2006) ve sonug¢ olarak seliilozik bakteri popiilasyonlarin1 ve / veya bu tiir diyet

kosullarindaki aktiviteleri olumlu bir sekilde etkileyebilirler.

1.8. Calismanin Onemi ve Amaci

Hayvan besleme agisinda son yillarda en fazla {izerinde yogunlasilan konulardan
birini de rumen mikrobiyal popiilasyonunun yapisi ve dinamigi olusturmaktadir. Bu
degerlerin elde edilmesi amaciyla konvensiyonel yontemlerin yanisira son yillarda
molekiiler teknikler 6n plana ¢ikmaya baslamistir. Rumen mikrobiyal dinamiginin
belirlenmesine yonelik molekiiler yaklagimlardan AFLP analizi, DGGE analizi gibi
metodlar 2000 1i yillarin basindan beri kullanilmasina ve degerli bilgiler vermesine
karsin son donemde uygulama alani bulan qRT-PZR daha kisa stirede yiiksek kalite ve
kantitede veri elde etmede avantaj saglamaktadir. Rumen mikrobiyal fauna/florasindaki
bakteri ve fungus popiilasyonunu ortaya ¢ikaracaktir. Calismamizda literatiirde yer alan
ve rumen mikrobiyal tiirleri i¢in tasarlanmis RT-PZR primer-prob setleri kullanilacag:
gibi tez kapsaminda dizayn edilecek olan ve spesifiklikten 6diin vermeden daha genis
spektrumlu yeni primer/prob setleri ile ozellikle cins/tiir diizeyinde tanimlama ve
bakteri ve fungus miktarimin belirlenmesine yonelik calismalara yeni boyut

kazandiracaktir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Anaerobik  seliilozik  bakterilerin  yetistirilmesi  i¢cin  petri  tabaklar1
kullanilamadigindan ve agar tiiplerindeki seliiloz izlerini ("shake tiipleri") gdrmede
zorluk ¢eken Dr. Hungate, test tiiplerinde ince agar tabakalar1 elde etmek igin seliiloz
sindirimi ve koloni morfolojisi daha kolay gorilebilen "roll tiipler" gelistirmistir. Bugiin
bile, '"rolltube teknigi" ¢esitli anaerobik habitatlardan zorunlu anaeroblarin
kiiltiirlenmesi i¢in kullanilmaktadir. Hungate bir bakteriyel ekosistemin tiyelerini izole
etmek ve biiylitmek ic¢in bir habitat veya c¢evresel nisin en dogru simiilasyonunu
gelistirmeye odaklanmigtir. Anaerobik bakteri tireterek Hungate teknigi adi verilen bu
yontem, bir kiiltiir tiiptindeki dogal ortamin kosullarini taklit etmek igin yaratici
konsepte onciililk eden Winogradsky kolonunun (fotosentez bakterilerini incelemek igin

kullanilir) gelistirilmesine dayanmaktadir (Brock et al., 1994).

Bakterilerin ayrilmasi ve tanimlanmasi igin geleneksel kiiltiirleme yontemlerine
dayanan rumen ekolojisini tanimlayan sinirhi sayida rapor bulunmaktadir. Minato ve
ark. (1989) amonyak isleminden gegirilmis samanin rumen bakteri florasi iizerine
beslenme etkisini agiklamis ve FEubacterium ruminantium’un biiyimesini uyardigi
gorlilmiistiir. Orpin ve ark. (1985), kisin siddetli diyet kosullari altinda seliilolitik
Butyrivibrio fibrisolvens sayisinin arttigin1 ortaya koyarak yabani geyiklerde rumen
bakterilerinin mevsimsel degisimini tanimlamistir. Her iki ¢alisma, bakteri sayimi
verilerini elde etmek i¢in zahmetli islem gerektiren geleneksel kiiltiirleme yontemlerine
dayanmaktadir. Rumen bakterilerinin 16S rDNA sekanslarina dayali analizi, Whitford
ve ark. tarafindan baslatilmistir (1998), ardindan Tajima ve ark. (1999) tarafindan sigir
rumen sindirimi kullanilmistir. O zamandan beri, diger kiitiiphaneler, rumen bakteriyel
ekolojisi anlayisini derinlestirmek i¢in farkli kaynaklardan (hayvan tiirleri, irklar, yem
tirleri, bagirsak ornekleme alanlar1 vb.) gelen orneklerle yapilandirilmis ve analiz

edilmistir.

DGGE ve real time PZR (Sylvester ve ark., 2004) gibi SSU rDNA'y1 hedefleyen
kiltirden bagimsiz teknikler, ilgilenilen mikroorganizmalarin dogrudan analiz
edilmesini ve nicelenmesini saglamaktadir. Cesitli diyet kosullar1 altinda (Tajima ve
ark., 1999; Kocherginskaya ve ark., 2001; Tajima ve ark., 2001) ruminal bakteri

popiilasyonlarindaki degisiklikleri incelemek i¢in veya farkli diyetler arasinda gegis
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sirasinda, SSU rDNA ile ilgili ¢ok sayida ¢alisma yiiriitiilmiistiir (Tajima ve ark., 2000).
Diger ¢alismalarda, rumendeki parcacik ve siviya bagli bakterileri (Larue ve ark., 2005)
veya rumen i¢ine yerlestirilen in situ torbalar i¢inde ayirmak i¢in molekiiler teknikler

kullanilmistir (Koike ve ark., 2003b).

Fungal biyokiitlenin biiylime durumunun ve filogenetik siniflamasinin genel
olarak belirlenmesi i¢in mikroskopi halen en basit yontemdir. Bununla birlikte,
tanimlama yapabilmek i¢in belirli bir beceri ve tecriibe seviyesi gerektirir ve bulunan
kimlik anahtarlarinin yardim ile bile yapilabilir Ho ve BarrH (1995) ve Orpin (1994).
Anaerobik funguslarin monosentrik veya polisentrik gruba daha dogru bir sekilde
baglanmasi i¢in, rhizoidal veya halkasal cinslerle siniflandirma nispeten kolaydir; DNA
baglayici flioresan boyalar DAPI (4°,6-diamidino-2-phenylindole) veya Hoechst
grubunun (bisbenzimides) boyalar1 kullanilmaktadir. Mikroskobik yaklasimda,
Piromyces ve Neocallimastix arasindaki farklar yada Orpinomyces ve Anaeromyces
gerektiginde siirina ulasir ve genellikle monoflagellat veya poliflagellat zoosporlarin
kontrol edilmesi i¢in zoospor salimina tanik olunamaz. Diger bir dezavantaj, 6zellikle
bitki artiklarin1 igeren c¢evresel numunelerin mikroskopisinde, fungus ve bitki
biyokiitlesinin acik¢a farklilasmasidir. Floresan mikroskopi sirasinda bitki materyalinin
otofloresansi, genis bir dalga boyu araliginda acik¢a fungus yapilarmin belirgin
tanimlanmasin1 engeller. Calcofluor White veya Solofenil Flavine 7GFE 500 ve
Pontamine Fast Scarlet 4B (99) gibi daha yakin zamanlarda 6nerilen boyalarla boyama;
Hiicre duvarlari, septa ve tomurcuk yara izleri gibi fungus biyokiitlenin Kkitin6z
yapilarin1 vurgulamasina yardimci olur, ancak bu boyalarin seliiloz ve diger seker
polimerleri i¢in benzerlik sorunu olabilir. Bu sorunu atlamak igin 6zel boyama
protokolleri uygulanabilir. Bir olasilik, Leis ve arkadaslar1 (Leis ve ark., 2014)
tarafindan anlatildig1 gibi Baslangigta bitki kokii funguslarini ortaya ¢ikarmak igin
kullanilan bir yaklasim olan laktofuksin lekelenmesidir., 6r. Arbuskiiler myccorhizas.
Kiiltiire bagimli teknikler, 6rnegin Tallus olusturma tniteleri (TFU) ile fungus
miktarinin 6l¢iilmesi genel olarak en muhtemel numara (MPN) yontemi vasitasiyla ve
Joblin tarafindan tarif edilen silindir tiipti yontemi kullanilarak gerceklestirilir (Joblin
1981). Rulo tiip yaklasimi, izolasyon islemi sirasinda saf fungus kiiltiirleri elde etmek

icin daha da uygundur. Fungal biyokiitle / biiylimeyi belirlemek i¢in dolayli bir yol, bir
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basing dontstiricti kullanarak izlenebilen ve daha sonra biyokiitle miktariyla

iligkilendirilebilen gaz tiretimi ile ilgilidir (Theodorou ve ark., 1995).

Kiiltiirden bagimsiz, molekiiler teknikler ve DNA'ya dayali yaklagimlar son 20
yilda mikrobiyal ekolojiyi gelistirmis ve Neocallimastigomycotanin monofizini teyit
etmesine yardim etmistir. Sadece Anaerobik fungus belirleme ve topluluk analizine
degil, ayn1 zamanda qPZR araciligiyla nicellestirmeye izin veren en sik kullanilan hedef
genler kiigiik ribozomal altbirim (18S rRNA geni) ve dahili spacer (ITS) bolgesidir
(McSweeney ve Denman 2006, Koetschan ve ark., 2014). Yakin tarihli bir arastirma,
cevresel Orneklerdeki fungus ¢esitliliginin daha dogru bir gosterimi icin iic DNA
bolgesini (18S, 28S ve ITS) birlestirmeyi dnerimistir (Tan ve Cao, 2014) ve se¢ilen her
DNA bolgesinin farkli bir sonuca neden oldugunu belirtilmistir. Anaerobik funguslarin
qPZR wvasitasiyla miktar belirtmesi fungus bolluguna iyi bir fikir verdigini ancak
Neocallimastigomycota {iyeleri i¢indeki DNA / biyokiitle iceriginin degisken
oranlarindan dolay1 ve her kiltiiriin spesifik biliyiime evresine baglh olarak kiiltiire
bagimli numaralandirma sonuglar1 (TFU) veya gercek biyokiitle ile iliskilendirilmesi

zor oldugu bildirilmistir.

Varel ve Dehority (1989) F. succinogenes, R. flavefaciens ve R. albus'un sigir
rumeninde toplam seliilozik bakterilerdeki oranlarinin sirasiyla % 33.0,% 2.6 ve % 46.0
oldugunu bildirmistir. Buna ek olarak, bu ii¢ tiirlin seliilozu sindirme kabiliyeti, diger
seliilozik ruminal tiire ait olanlardan ¢ok daha yiiksektir. Bu nedenle, F. succinogenes,
R. flavefaciens ve R. albus, rumende seliilolitik bakteri tiirlerinin temsilcisi olarak kabul

edilmistir.

Bakteriler ve funguslar toplam NDF (notral detergent fiber) sindirilme
aktivitesinin orani agisindan olduk¢a aktif bitki lifi sindirici enzimler {iretirken,
protozoalarin bitki lifi sindirimine katkisinin, daha az ©Onemli oldugu tahmin
edilmektedir (Dijkstra ve Tamminga, 1995). Rumen funguslari, bitki hiicre duvarina
niifuz etme ve lignini ¢6ziinlir hale getirme konusunda daha {istiin 6zelliklere sahip
olmalarina ragmen, kiiciik biyokiitlesi nedeniyle lif sindirimine katkis1 diisiik
olabilmektedir (toplam mikrobiyal biyokiitlenin %81, Orpin ve Joblin, 1997). Rumen
bakterileri, ¢ok daha biiyiik biyokiitle ve yiiksek aktivite nedeniyle, bitki lifinin

sindiriminde 6zellikle 6nemli bir rol oynamaktadir.
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Theorodou (1990), En muhtemel numara (MPN) teknigine dayanan bir son nokta
seyreltme prosediiriinii, anaerobik chytridiomycetes'leri tallus olusturan birimler olarak
numaralandirmak i¢in gelistirmistir. Yontem zoosporlar ve Thallus arasinda ayrim
yapmaz, ancak bitki hiicresi duvarlarin1 sindirebilme yetenekleri bakimindan fungal
popiilasyonlarin sayimina izin vermektedir. Toplu kiiltiir, rumen igerigi ve digkilardaki
fibrolitik poptilasyonlar, sayilan o6rneklerin kuru madde igerigini canli sayimlarla
iliskilendirilerek karsilastirmistir (her kuru madde gramui i¢in tallus olusturan birimler)..
Sayim islemi, taze ve havayla kurutulmus diskilarda 6nemli miktarda fibrolitik
anaerobik fungus popiilasyonu ortaya ¢ikarmistir. Taze diskilardaki populasyon rumen
icerigi ile esdeger bulunmus ancak kuru diskilarda populasyon zamanla katlanarak
azalmistir. Minimum degerler kurutmadan 90 giin sonra kuru diskilardan elde edilmis

ve anaerobik funguslar daha sonra 210 giin boyunca saptanabilmistir.

Obispo ve Dehority (1992), En muhtemel sayr (MPN) yontemini, bakteri
gelisimini inhibe etmek i¢in ortama penisilin ve streptomisin antibiyotiklerini ekleyerek
rumen funguslarinin sayimi i¢in uyarlamiglardir. Rumen fungus konsantrasyonlarinda
her gram rumen igerigi basma 1.5 x 10%ila 1.5 x 10° arasinda degistigini belirtmislerdir.
Bu konsantrasyonlar, daha once bildirilen araliklardan 6nemli derecede yiiksek
oldugunu belirlemislerdir. Beslenme sikliginin, sigirlarda  rumen  fungus

konsantrasyonu {izerinde ¢ok az veya hig¢ etkiye sahip olmadigini belirtmislerdir.

Briesacher ve ark. (1992) Rumende prokaryotik populasyonun beslenme etkilerini
incelemek, rumenden izole etmek ve miktar belirlemek i¢in DNA problar
kullanmislardir. Calismalarinda Ug ruminal fistiillii inek ot-saman ile beslenmis ve
beslemeden 0, 3 ve 9 saat sonra nominal digesta toplanmistir. Nominal digesta 6rnekleri
digestanin orta kismindan alinmistir. Dondurma (-65 © C) ve numunelerin karistirilmasi
islemleri nominal digestadan 16S rRNA verimini artmistir (P <.07). Prokaryotik
rRNA'nin ekstraksiyonu; sodyum asetat ile tamponlanmis fenol kullanildiginda (P <
.04), hidroksimetil-amino metan ile tamponlandiklarindan daha fazladir. Sivi fazinin
prokaryotik 16S rRNA konsantrasyonu, saman verildikten sonra 0, 3 ve 9. saatlerde
benzerdi (P> .10). Althk fazin prokaryotik 16S rRNA konsantrasyonu beslemeden
sonraki 9 saate kadar ylikselmistir. Fibrobacter succinogenes orani her iki sindirim

asamasinda daima Ol¢lilmiistiir. Bu verilerden yola c¢ikarak, rumende bakteri
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popiilasyonu kaymalarini izlemek i¢cin DNA problarinin kullanilabilecegi sonucuna

varilmistir.

Raskin (1994b), Filogenetik olarak tanimlanan metanojenler grubundan korunan
16S rRNA bolgelerini tamamlayicit sekiz oligoniikleotid, ¢evresel ve belirleyici
mikrobiyoloji calismalarinda hibridizasyon problari olarak kullanim i¢in dizayn ve
karakterize edilmistir. Sekiz prob saf kiiltiirde temsil edilen metanojenleri sinirlamistir
(Methanothermaceae ailesinin {iyeleri hari¢). Uc prob takim spesifiktir; ikisi
Methanobacterial takiminda tiyeleri tanimlarken, biri Methanococcales takimina
Ozgidiir. Dordiincti  prob, mevcut siniflandirma igindeki tglincli takim olan
Methanomicrobiales takimina ait ti¢ aileyi kapsamaktadir. Besinci prob bu takimda
kalan aileye 6zgiidiir (Methanosarcinaceae). Uc ilave prob, Methanosarcinaceae i¢inde

farkl: cinsleri kapsamakta oldugu belirlenmistir.

Dehority ve Orpin (1997) Geng¢ ruminantlarda mikroorganizmalarinlarin
olusturulmasi 6ncelikle yetiskin bir hayvana maruz kaligina ve mikroorganizmalarin
bliylimesi ile uyumlu bir rumen ortamina bagli oldugunu belirtmislerdir. Rumen
mikrobiyal popiilasyonunun biiyiik kismi, bu organdaki fermantatif aktivitenin ¢ogunu
olusturan kat1 anaerobik bakteri ve siliat protozoasindan olusmaktadir. Mikrobiyal
sayilar ve popiilasyonun kompozisyonu bir dizi faktorden etkilenmektedir, beslenme de
en 6nemlilerinden biridir. Faktoryel olarak anaerobik bakterilerin, aerobik bakterilerin,
flagellat protozoalar ve mikoplazmalar daha az sayida da mevcuttur; Bununla birlikte,

genel fermantasyona yaptiklari katkilar minimal kabul edilmistir.

Ozkose (2001) Anaerobik rumen funguslarimin yeni bir tiirii olan Cyllamyces
aberensis’i kiresel rizoidleri, tek kamgili zoospor, birden fazla spor kesesi ve
polisentrik yasam dongiisii sinirlt polifentrik talus gelisimi ile tanimlanmaktadir. fungus
taze sigir diskilarindan izole edilmistir. ITS bolgesinin sekanst ve PZR-RFLP

yontemleri ile de Cyllamyces’in yeni bir cins oldugu ortaya ¢ikmaistir.

Mcsweeney (2001) Calliandra calothyrsus (calliandra) 'da yogunlasmis
tanenlerin rumen mikrobiyal fonksiyonuna etkisini belirlemeyi amacglamislardir.
Mikrobiyal populasyonlar, ruminal protein sentezi ve fermantasyon son iriinleri,
tanen etkisine karsi koymak i¢in koyunlarda polietilen glikol (PEG) iceren veya

icermeyen calliandra (% 30) ile desteklenmis kaba yemle besleme ile Ol¢iilmiistiir.
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Fibrobacter succinogenes ve Ruminococcus spp. Popiilasyonlar1 da dahil olmak tizere
seliilolitik bakterilerin toplam sayisi, Calliandra takviyeli koyunlarda énemli Slgiide
daha dustiktiir ve hayvanlara PEG ile muamele edildiginde bu popiilasyonlar artmistir.
Buna karsilik, protozoa ve funguslarin ve Bacteroides Porphyromonas-Prevotella
bakterilerini igeren mikrobiyal grubun daha az etkilenmis oldugu goriilmiistiir.
Rumende mikrobiyal protein sentezinin etkinligi 6nemli derecede degistirilmemistir.
Calliandra, rumen mikrobiyal popiilasyonlarinda protein sentezinin etkinligini
degistirmeden onemli degisimlere neden olmustur. Calliandra tanenlerinin rumen
sistemi  tlizerine  besinlerle = komplekslesmesi, = mikroorganizmalarin  direkt

inhibisyonundan daha ¢ok sonu¢ dogurabilecegi belirtilmistir.

Tajima ve ark. (2001) bazi rumen bakterilerinin spesifik olarak belirlenmesi ve
kuantifikasyonu i¢in bir dizi PZR primeri tasarlamis ve dogrulanmistir. Bu primerler ve
Real-Time PZR teknigi kullanilarak, inek rumeninde yerini alan tiirler, beslenmenin
samandan taneye cevrilmesine kadar kantitatif olarak izlenmistir. Iki fibrolitik bakteri,
F. succinogenes ve R. flavefaciens'in dinamigi daha onceki kiiltiir temelli deneylerinki
ile uyumlu olarak bulunmustur. Saman diyetinde hayvanlarda baskin olan F.
succinogenes DNA miktari, tahil diyetine gegisin ticlincii gliniinde 20 kat azalmis ve 28.
giinde DNA'da 57 kat azalma ile daha da gerilemistir. R. flavefaciens DNA
konsantrasyonu 3. giinde, saman diyetindeki hayvanlarda baslangi¢c degerinin yaklasik
% 10'una gerilemis ve 28. giinde bu seviyede kalmistir. Gegis donemi boyunca (3 giin)
iki rumen prevotella DNA'sinin miktart 6nemli derecede artmustir: P. ruminicola'nin
miktar1 7 kat artmis ve P.bryantii'nin miktar1 263 kat artmustir. 28. giin, P. bryantii
DNA’s1, ilk saman diyetinde hayvanlarda bulunan seviyeye kiyasla hala 10 kat artmis
iken, P. ruminicola DNA miktar1 3 kat azalmistir. Bagka bir ksilanolitik bakteri i¢in
spesifik olan E. ruminantium DNA s1, diyet degisimi sirasinda 14 kat diismiis ve 28.
giinde bu seviyede tutulmustur. Bir rumen spiroketi olan 7. Bryantii konsantrasyonu
daha az azalmis ve 28. giine kadar kadar yedi kat gerileme ile stabilize edilmistir. 4.
lipolytica DNA'sinin varyasyonlari istatistiksel olarak anlamli bir sonug¢ vermemistir. S.
dextrinosolvens DNA's1 3. giinde baslangictaki hafif bir artistan sonra, deneyin sonunda
tespit edilmemistir. S. bovis DNA, 3. giinde gecis doneminde 67 kat artis gostermistir;
bununla birlikte 28. giinde, saman rasyonundaki hayvanlardaki seviyeyle
karsilastirildiginda aslinda gerilemistir. S. ruminantium-M. multiacida DNA miktarlar
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diyet degisimini takiben sekiz kat artmis, ancak 28. giinde sadece iki kat artisla stabilize
olmustur. Real-time PZR teknigi ayn1 zamanda rumen bakteri kaliplarinin, evrensel
bakteriyel primer setleriyle diferansiyel amplifikasyonunu ortaya ¢ikarmistir. Bu
gozlemin, PZR ile iiretilen 16S ribozomal DNA kiitiiphanelerinde bazi baskin rumen

bakterilerinin neden tespit edilmedigini agiklayabilecegini belirtmislerdir.

Ouwerkerk D, Klieve AV ve Forster RJ (2002) Megasphaera elsdenii 'nin in
vivo sayimini saglamak i¢in ger¢cek zamanli bir Taq niikleaz deneyi (TNA) gelistirmeyi
amaglamiglardir. Megasphaera elsdenii YE34, tiirlerin fenotipik olarak karakteristik
Ozelliklerini tasir ve daha once tarif edilen izolatlara% 98'lik 16S rDNA sekansi
benzerligi gostermistir. Megasphaera elsdenii, meralarda beslenen bir sigirin rumen
iceriginde bulunmamistir ancak probiyotik bakterinin rumene girmesinden 2 ve 50 saat
sonra kolaylikla tespit edilmistir. Real-time TNA ile, M. elsdenii populasyonunu rumen

iceriklerinde saymaya duyarl ve spesifik bir yontem saglanmistir.

Koike ve ark. (2003b), Temsilci rumen bakterilerinin lif baglanma kinetigini
aragtirmigtir ve samana bagl Fibrobacter succinogen’lerin, ruminococ’lara kiyasla en
hizl1 ve en kapsamli bi¢cimde ortaya ¢iktiklarin1 ve kok inkiibasyondan 24 saat sonra
maksimum biyokiitleyi gosterdiklerini ortaya ¢ikarmistir. Ruminococcus flavefaciens
ikinci en yiiksek biyokiitleyi gosterirken, Ruminococcus albus oldukc¢a kiigiik bir
biyokiitlede kendini gostermistir ve bu li¢ temsilci tiirtin lif sindirimine katkilarinin

arasinda farklilik gosterdigini ortaya koymustur.

Sylvester JT (2004) Ruminal sivi ve duodenal digesta'daki protozoa biyokiitle
miktarini 6lgmek i¢in 18S rDNA kodlayan geni hedef alan Real-Time PZR analizinin
gelistirildigi bildirmistir. Protozoal hiicreler, rumen sivisindan toplanmis ve rumen ve
duodenumdan alinan orneklerde rDNA'min geri kazaniminin degerlendirilmesi igin
konsantre edilmistir. Konsantre edilmis hiicrelerden alinan DNA, aritmadan once ve
sonra hemen hemen % 100 verimle ekstre edilmistir. Protozoal hiicrelerin, miktar tayini
tum araliginda duodenal seri olarak yayilmasindan sonra, geri kazanimin oldukca

dogrusal ve % 81'de sabit oldugu belirtilmistir.

Youngseob Yu ve ark. (2005) TagMan sistemi ile es-zamanli PZR kullanarak
metanojenlerin tespiti i¢in primer ve prob setleri tasarlamak ic¢in bir ¢alisma

ylrtitiilmustiir. Alt1 gruba 6zgii metanojenik primer ve prob setleri tasarlanmistir. Bu
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setler, Methanosarcinales smifinin - iki  ailesi (Methanosarcinaceaeand
Methanosaetaceae) ile birlikte dort ayr1 sinifi (Methanococcales, Methanobacteriales,
Methanomicrobiales ve Methano sarcinales) ayri olarak tespit etmistir. Ayrica
prokaryotlarin 16S rDNA'sim1 ve Bakteri ve Arkea alanini belirleyen TagMan gergek
zamanlt PZR sistemi ile tam uyumlu olan evrensel primer ve prob setlerini de
tasarlamiglardir. Her bir primerin ve prob setinin hedef grup spesifikligi, 28 arkeal
kiiltiirden izole edilen DNA'nin test edilmesiyle ve olas1 yanlis sonuglari analiz edilerek
deneysel olarak dogrulamislardir. Genel olarak, her bir primer ve prob seti hedef gruba
cok Ozeldir. Bu calismada tasarlanan primer ve prob setleri, anaerobik biyolojik
streclerde  ve ¢esitli  ortamlarda metanojenik  gruplarin  smif  diizeyini
(Methanosarcinales durumunda aile seviyesi) tespit etmek ve Olgmek ig¢in

kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Yu, Lee Hwang (2005) Dort farkli anaerobik siiregte metanojenik topluluk
yapilarini; 16S rRNA genini hedefleyen grupa spesifik primer ve prob setleri ile
kantitatif bir gercek zamanli PZR kullanilarak karakterize etmislerdir (rDNA). Gruba
spesifik primer ve prob setleri gelistirilmis ve Methanosarcinales ve
Methanosarcinaceae ve Methanosaetaceae ailelerinin saptamasinda kullanmiglardir.
Arkea ve bakteri alanlarin1 hedef alan iki ayr1 takim da kullanmiglardir. Farkli
anaerobik islemlerdeki her mikrobiyal popiilasyonu belirlemislerdir ve sistemdeki
goreceli bollugu birbiriyle karsilastirmislardir. Basamakli metanojenik populasyonlar
ve sureclerdeki topluluk yapilari, hidrolik tutulma siiresi ve asetat konsantrasyonu ile
degistirmislerdir. Bu, primer ve prob setleri ile ger¢ek zamanli PZR yoOnteminin,
anaerobik siire¢lerdeki topluluk yapilarini analiz etmek i¢in umut verici bir arag

oldugunu gostermislerdir.

Tuckwell DS, (2005) Karmasik c¢evresel orneklerde mikrobiyal topluluk
tiyelerinin tanimlanmasi zaman alict ve tekrarlayiciligini belirtmistir. Calismalarinda
ribozomal diziler ve gizli Markov modelleri funguslarin muhtemel cinslerini hizli bir
sekilde belirlemek i¢in yeni bir yontem olarak kullanilmistir. Cesitli tipteki suslar dahil
olmak {izere bir dizi aksenik, anaerobik bagirsak fungal kiiltliriinden alinan ITS1 ve
ITS2 parcalar1 izole edilmis ve bu diziler i¢in Ongoriilen RNA ikincil yapilart bir
parmak izi programi olusturmak i¢in kullanilmistir. Metodoloji daha sonra test edilmis

ve algoritmalar, ¢evresel olarak tiiretilmis dizilerin bir koleksiyonunu kullanarak
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gelistirilmistir. Metodoloji, rumen ekosistemi ile ilgili aragtirmalara yardimci olmak
icin gelistirilmis olmakla birlikte, diger mikrobik ekosistemlerde cesitlilik ve
popiilasyon dinamikleri tizerinde ¢alisilabilmesi i¢in genel bir uygulama potansiyeline

sahiptir.

Denman ve McSweeney (2006) toplam rumen funguslarini ve seliilolitik
bakteriler Ruminococcus flavefaciens ve Fibrobacter succinogenes'i hedeflemek icin
PZR primerleri kullanilan bir ger¢cek zamanli PZR SYBR Green testi tarif edilmistir.
Hem polisentrik hem de monosentrik fungus izolatlarinin fungus biyokiitlesine gore
DNA ve ham protein igerigi, standart egri olusumuna yardimci olmak icin fungus
gelisme asamalart boyunca arastirilmistir. Kullanilan primer setlerinde, ¢apraz
reaktivite saptanamayan hedeflerin spesifik oldugu bulunmustur. Ardindan, gergek
zamanli PZR testi, bu popiilasyonlar1 sigir rumininde algilamak i¢in bir ¢alismada
kullanilmistir. Anaerobik fungus hedefinin, beslemeden O ila 12 saat sonra 3.6 kat
arttigl gozlenmistir. Sonuglar ayni zamanda beslenmeden 0 ila 12 saat sonra F.
succinogenes hedefinde 5.4 kat artis oldugunu gostermistir, aksine R. flavefaciens'in az
ya da cok tutarli seviyelerde tutuldugu goézlenmistir. Bu raporun, rumen anaerobik
fungus popiilasyonunu tahmin etmek igin bir gercek zamanli PZR testinin ilk

calismasidir.

Mosoni (2007) Konsantre ve maya katki maddesinin koyunlarin rumenindeki
seliilozik bakteri sayisina etkisini incelemislerdir. Fibrobacter succinogenes,
Ruminococcus albus ve Ruminococcus flavefaciens, Kiiltlir teknikleri ile seliilolitik flora
numaralamasina paralel olarak ger¢ek zamanli PZR (16S rDNA'y1 hedefleyen)
kullanilarak miktar1 belirlenmistir. Her kosulda, R. flavefaciens F. succinogenes'den
biraz daha fazla bulunmustur; her iki tiir de R. albus'dan daha yiiksek bulunmustur.
Konsantre katkili diyet ile beslenmeden sonra, rumen asitlenmesi ile birlikte ii¢ tiiriin
sayisinin azalmasina neden olmus iken, beslenmeden once diyetin samandan saman ve
konsantre diyete kaymasi, rumen pH's1 ve {i¢ tiir sayisi {izerinde bir etkisinin olmadigini
gostermistir. Genel olarak canli mayanin varligr, Ruminokoklarin énemli bir artisiyla

(iki dort kat daha fazla) sonuglanmastir.

Kok ve ark. (2013) tarafindan yogunlastirilmis tanenlerin yliksek

konsantrasyonunu igeren Leucaenaleucocephalahybrid-Bahru (LLB) 'nin, kegiler

46



tizerindeki seliilolitik rumen fungus popiilasyonuna etkisini, ger¢ek zamanli PZR
kullanilarak aragtirmiglardir. LLB ile beslenen kecilerde fungus popiilasyonu,
beslenmenin ilk 10 giiniinde engellendigi, ancak 15 giinliik beslenmeden sonra fungus
popiilasyonunda (157.0 pg / ml) muazzam bir artis meydana geldigi ve bu artisin
kontrolden yaklasik dort kat daha fazla oldugu belirtilmistir (kontrol Ke¢i:39.7 pug / ml).
Bununla birlikte, bu stireden sonra fungal popiilasyon siirekli olarak azalmis ve 30
giinlik beslenmede fungus popiilasyonu (50.6 pg / ml) ile kontrol kegilerin fungus

populasyonu (55.4 pg / ml) arasinda anlamli bir fark goriilmedigi belirtilmistir.

Xue ve ark. (1992), N. patriciarum’a ait olan celA, celB ve celC genlerini E.
coli’ ye klonlamis ve ekspresyonunu incelemislerdir. CelA mikrokristal seliiloza karsi
yiiksek aktivite gosterirken, CelB ve CelC karboksimetilseliiloza kars1 aktif oldugunu
belirlemislerdir. CelA’nin meydana getirdigi son iiriin sellobiyozdur. CelB ve CelC ise
B-glikosidik baglar1 kirarak sellodekstrinler meydana getirmektedir. Buna gore CelA
sellobiyohidrolaz, CelB ve CelC ise endoglukanaz olarak karakterize edilmistir. Her ti¢

gende N. patriciarum’da seliilloz tarafindan uyarildigini belirtmislerdir.

Borneman ve ark. (1992), lignoseliiloz sindiriminde hemiseliilozdan ligninin
ayrilmasinda anaerobik funguslar tarafindan ©Onemli oranda {iretilen esterazin

kullanildigin1 bildirmislerdir.

Tsai ve Calza (1993), N. frontalis’in protein ve seliilaz enzimini salgilamasini
optimize etmek icin besi ortaminda ¢esitli degisiklikler yapmiglardir. Karbon kaynagi
olarak pamuk seliilozu igeren ve yiliksek miktarda zoospor (2000/ml) bulunan besi
ortaminda salgilama artmustir. Jel elektroforezi sonucunda fungusun 11 adet seliilaz
enzimine sahip oldugu gorilmistiir. Bu enzimlerden 2 tanesi sadece duragan fazda

salgilandigini belirtmislerdir.

Chen ve ark. (1994), avisel eklenmis besiyerinde gelistirdikleri Orpinomyces sp.
PC-2’nin kiltir ortamindan p-glukosidaz enzimini saflagtirmiglardir. Enzimin
molekiiler agirligi 84.4 kDa, pl degeri ise 3.95 olarak bulunmuslardir. Ayrica enzimin

optimum aktivite pH’s1 6.2 ve sicaklig1 da 50 °C olarak belirlemislerdir.

Dijkerman ve ark. (1996a), Piromyces sp. E2 susunda bulunan seliilaz
enzimlerinin mikrokristalin seliilaz {izerine adsorpsiyonunu arastirmiglardir. Seliilaz

enzimlerinin adsorpsiyonunun yavas fakat oldukca etkili oldugu bildirilmistir.
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Selilolitik kompleks tizerinden aviselaz, endoglukanaz ve B-glukosidaz enzimleri avisel
tarafindan tamamen uzaklastirilmistir. Bu c¢alisma ile rumen funguslarinda bir

multiprotein enzim kompleksinin varlig1 agikca desteklenmistir.

Gerbi ve ark. (1996), C. communis’i Lowe besi ortami igeren bir fermentorde
gelistirmislerdir. Fungusun erken ve son gelisim safhalarinda glikozid ve polisakkarit
hidrolaz aktivitelerini incelemislerdir. Gelisim asamalarina bagli olarak ii¢ enzimin
hiicresel aktivitesinde farklilik bulmuslardir. Endoseliilaz ve B-D-fukosidaz erken
safhalarda sentezlenirken gelisimin ileriki safhalarinda aktivite dismiistiir. B-D-
glukosidaz, B-D-ksilosidaz ve ksilanaz aktiviteleri zamanla artmistir. Tallusa baglh
aviselaz ve KMSaz aktiviteleri artmis, bu enzimlerin ekstraselliilar aktiviteleri

azalmistir.

Ho ve ark. (1996), N. variabilis, P. spiralis, P. minutus ve C. communis
izolatlarinin bugday ve filtre kagidi (FP) iceren besi ortamlarinda fermentasyon
aktivitelerini incelemislerdir. N. variabilis, P. spiralis ve P. minutus her iki ortamda da
KMSaz, FPaz ve ksilanaz iiretmis C. communis sadece ksilanaz tretmistir. Biitiin
enzimler 72 saatte en {ist diizeyde lretilmislerdir. Bu c¢alismada rumen funguslarinin

laktat tiretmedikleri ilk defa bildirilmistir.

Lee ve ark. (2000), rumen sivisinda bulunan mikrobiyal gruplarin bitki hiicre
duvarinin parcalanmasindaki rollerini arastirmistir. Buna gore hiicre duvarlart funguslar
tarafindan en etkili bir sekilde parcalanirken daha sonra sirastyla bakteri ve protozoalar
gelmektedir. Genellikle karisik kiiltiirlerde seliilolitik aktivite monokiiltiirlere gére daha
diistik olmustur. Protozoa iceren kokiiltiirlerde seliilolitik aktivite inhibe olurken fungus

ve bakteri kokiiltlirlerinde sinerjistik bir iligki gortlmustiir.

Ye ve ark. (2001), Orpinomyces joyonii’den elde edilen CelB2 genini E.coli’ye

klonlamiglar ve bu enzimin [B-glukanaz, likenaz, KSMaz ve ksilenaz aktivitesinin

0
yiiksek oldugunu vurgulamislardir. Ayrica optimum pH’simi 5.5, sicakliginin 40 C

olarak belirlemislerdir.

Rezaeian ve ark. (2005), rumen funguslarin1 sodyum hidroksit ile muamale edilmis
ve edilmemis saman ile kiiltiire alarak fibrolitik enzim aktivitelerini incelemislerdir. Bu
kiltiirlerde rumen funguslar1t olduk¢a yogun bir rizoidal sistem olusturmuslardir.

Inkiibasyondan sonra sodyum hidroksit ile muamele edilmis samandaki kuru madde kaybi
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% 38 iken sodyum hidroksit ile muamele edilmemis samandaki kuru madde kayb1 % 35
olarak bulunmustur. Muamale edilmis kiltiirde fungal biyokiitle daha fazla ¢ikarken enzim
aktivitesi de biyokiitle ile dogru orantili olarak artmis ve seliiloz ve hemiseliiloz

degradasyonu daha yiiksek bulunmustur.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1.Kullanilan kimyasallar

Tez ¢alismasi K.S.U. Ziraat Fakiiltesi Zootekni Boliimii Biyoteknoloji ve Gen

Miihendisligi (BIGEM) laboratuarinda yapilmistir. Calismanin kimyasallari farkli firma

belirtilmedik¢e Merck (Almanya) ve Sigma (Almanya) grubundan, molekiiler biyoloji

sarf malzemeleri Vivantis (Malezya),

Fermentas (USA), Promega (UK), Favorgen

(Taiwan) ve Thermo Scientific (Massachusetts, ABD) grubundan temin edilmistir.

3.1.2. Calismada kullanilan temel alet ve ekipmanlar

Cizelge 3.1. Kullanilan cihazlar ve temin edilen firmalar

Cihaz

Firma

Konvensiyonel PZR cihazi

Favorgen FAPZR 96G

Real-Time PZR cihazi

Esco spectrum 48

Inkiibator,

Niive EN110

Otoklav

Niive OT 4060

Otomatik dispenser

Ismatec; MCP

Isik mikroskobu Olympus
Spektrofotometre Spectra Max
Elektroforez Biolab; PS 503
NanoDrop Thermo
Santrifiij Niive NF 800

3.1.3. Bakteri ve fungus suslari

Tez ¢alismasinda, standart olarak kullanilan tanimlanmis bakteri ve funguslar BIGEM

Laboratuvart Anaerobik Kiiltiir Koleksiyonundan temin edilmis ve cizelgede (3.2)

belirtilmistir.
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Cizelge 3.2. Tez ¢alismasinda kullanilan standartlar ve alindigi yerler

Bakteri Kaynak
Esherichia coli BIGEM
Ruminococcus albus BIGEM
Fibrobacter succinogenes BIGEM
Fungus

Neocallimastix sp.(GMLF 3) BIGEM
Orpinomyces sp.(GMLF 19) BIGEM

Tez calismasinda kullanilan ¢6zeltiler ve kimyasal igerikleri ¢izelge 3.3°te verilmistir.

Cizelge 3.3. Kullanilan ¢ozeltiler, kimyasallar ve miktarlari

Cozelti Kimyasal Miktar

T.E. tamponu Tris 10 gr
EDTA (0.5 M) Ser
dH,0 11t

T.B.E. (10X) Tris 108 gr
Boric acid 55 gr
EDTA 40 ml
dH,0 11t

dNTP solution dATP (100mM) 10ul
dCTP (100mM) 10pl
dGTP (100mM) 10pl
dTTP (100mM) 10pl
ddH,0 400ul

0.5 M EDTA

PBS buffer NaCl 150 mM
Na,HPO, 10 mM
NaH2PO4 20 mM

Toplam hacim dH,O ile 100 ml e tamamlanir
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Kloroform/ Isoamil alkol

24:1 (v/v)

Polyformaldehyde %4 (v/V)

CTAB Tris-HCl 100 mm
NaCl 2M
EDTA 20mm
CTAB %2

Toplam hacim dH,O ile 100 ml’e tamamlanir

PVP (polivinilpolyypyrrolidone) %1

[- merkoptoetanol %28

DNS (dinitrosalisilikasit) NaOH 1.6 gr
Sodyum pot. Tart. 30 gr
DNS 1 gr
ddH,O 60 ml

Potasyum fosfat 50 Mm
dH,O 11t

Mineral solusyon 1 K,HPO, 3gr
ddH,0 11t

Mineral solusyon 2 KH,PO, 3gr
(NH,4),S0, 6 gr
MgSo, 7H,O 0.6 gr
CaCl, 0.6 gr
NaCl 6 gr
dH,0 11t

3.2. Metot

3.2.1. Diska 6rnekleri toplanmasi

Diskt ornekleri Kahramanmaras ve ¢evre ilgelerden (Sekil 3.1) merada olan
hayvanlar dikkate alinarak toplanmistir (Cizelge 3.4). Cevre ilgelerin se¢ilmesindeki en
onemli faktor, bu bolgenin Akdeniz gecis iklim bolgesinde olusu ve iklimin bitki ortiisii
tizerine etkileri hayvanlarin beslenme sekillerini etkilemekte ve boylelikle rumen
mikrobiyal populasyonunda degisimlere neden olmaktadir. Sekil (3.1) lizerinde de
goruldigl gibi ornekler Elbistan, Afsin, Andirin, Tiirkoglu, Pazarcik ve Dulkadiroglu

ilcelerinden toplanmistir. Afsin ve Elbistan il¢elerinde genellikle karasal iklim hakim
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iken Tirkoglu, Andirin, Pazarcik ve Dulkadiroglu ilgelerinde Akdeniz iklimi hakimdir
(Sekil 3.1).

KAYSER]
K
B %
G
ISARETLER
ADANA .
® lice merkezi
Q© i merkezi
\ - lige sinirlan
——— I sinirlari

ADIYAMAN

Onlklgubat i &

o Dulka: lroglui

And|r|n
AR Pazarcnk
¢ -
°

Turkoglu

) GAZIANTEP
OSMANIYE

Sekil.3.1. Orneklerin toplandig1 ilceleri gosteren Kahramanmaras haritast (6rneklerin
toplandigi ilgeler | olarak isaretlenmistir).

Cesitli ruminant (inek, koyun, ke¢i) hayvanlardan toplanan taze digki drnekleri
oncelikle kese kagitlari igerisinde muamele edilmistir. Kayitlar1 alinarak naylon torbalar
icerisinde miimkiin olan en kisa siirede laboratuvara getirilip bir kism1 hemen fungus
izolasyonuna tabi tutulmus ve geri kalan kismu DNA izolasyonu i¢in -20°C de
saklanmistir. Ornek toplamada miimkiin oldugunca taze diskinin alinmasina 6zen
gosterilmistir. Orneklerin laboratuara getirilmesi ve analiz icin gegen siire bolgenin
uzakligina gore 2-5 saatlik bir zaman almistir. Toplanan diski 6rnekleri farkli kodlar

verilerek numaralandirilmis ve diger ¢alismalar i¢in -20°C’de saklanmustir.
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Cizelge 3.4. Toplanan disk1 6rneklerine ait bilgiler.

Ilice Hayvan tiirii Hayvan sayisi Koordinat E(enlem)
B(boylam)
Sigir 3 E:37,6447-B:36,3773
Andirin Koyun 3 E:37,6311-B:36,3503
Kegi 3 E:37,5734-B:36,5113
Sigir 3 E:38,1773-B:37,0683
Elbistan Koyun 3 E:38,1575-B:37,0574
Kegi 3 E:38,1368-B:37,1171
Sigir 3 E:38,1692-B:36,9787
Afsin Koyun 3 E:38,2023-B:36,9634
Keci 3 E:38,2339-B:36,9435
Sigir 3 E:37,4226-B:36,8701
Tiirkoglu Koyun 3 E:37,4142-B:36,8741
Keci 3 E:37,4065-B:36,8563
Sigir 2 E:37,4592-B:37,2579
Pazarcik Koyun 2 E:37,4592-B:37,2579
Kegi %) E:37,4592-B:37,2579
Sigir 2 E:37,6060-B:37,0220
Dulkadiroglu Koyun 2 E:37,5807-B:36,9935
Kegi 2 E:37,6039-B:37,0035

3.2.2. Funguslar icin anaerobik besi ortaminin hazirlanmasi ve kullanilan

antibiyotikler

Bu ¢alismada kullanilan bazal anaerobik fungus besi ortami Orpin (1976) metodu
esas alinarak hazirlanmistir. Anaerobik funguslarin yetistirildigi bazal besi ortaminin

kimyasal icerigi Cizelge 3.5’te verilmistir.

Cizelge 3.5. Anaerobik fungal ve bakteriyel kiiltiirler i¢cin kullanilan sivi ve kati besi
ortamlarinin kompozisyonu

Kimyasal Birimi Stvi Besi Ortami (1000 ml) | Kat1 Besi Ortami (1000 ml)
Mineral Solusyon 1 | ml 150 150
Mineral Solusyon2 | ml 150 150
Rumen Sivisi ml 150 150
NaHCO; gr 6 6
Maya Oziitii gr 2.5 2.5
Pepton gr 10 10
Resazurin (% 0,1) ml 1 1
Sistein HCI er 1 1
Enerji Kaynagi ar 5 5
Agar gr - 15
Saf su ml 550 550
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Besi ortaminin biitiin bilesenleri (Sistein-HCI hari¢) bir erlen igerisinde saf su ile
kaynatilarak ¢oziilmiistiir. Besi yeri kaynamaya baslayinca Sistein-HCI ilave edilmis ve
manyetik karistirict ile kanstirilmaya devam edilitken, ortama CO, gazi verilerek
coziinmiis oksijenin uzaklagsmasi saglanmistir. Besi ortami icerisinde bulunan O,
indikatorii resazurin etkisi ile olusan pembe mavi-mor renk kaybolup, besi ortaminin
rengi solgun sartya dondiigiinde, besi ortami ihtiyaca gore Hungate tiiplerine veya serum
siselerine dispenser (Isimatec; MCP) yardimi ile dagitilmistir (Sekil 3.2). Tiiplere besi
ortam1 dokiilmeden once tlipler CO; ile doldurulmustur. Besi ortami koyulduktan sonra

kapaklar1 kapatilmis ve hemen otoklav ile sterilize edilmistir.

Sekil 3.2. Anaerobik rumen besi ortami hazirlanmasi i¢in kullanilan diizenegin genel
gorintisi
Enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢in hazirlanan anaerobik besi yeri son
konsantrasyonda enerji kaynagi 5 mg/ml olacak sekilde (6rn. artutan, farmaton,
kizilgam artutan veya bugday samani) hazirlanan besiyeri Hungate tiiplerine (16 x 125
mm, Bellco Glass Inc., Vineland, NJ. U.S.A.) dagitilarak hazirlanmistir. Bugday
(Triticum aestivum) samani degirmende (Ika; MF10) parcalanmis ve 2 mm’lik elekten
gecirilerek ayristirilmistir. Suda ¢6zlinmeyen substratlar (6rn: saman, artutan vs.)

iceren besi ortami kullanildigi i¢in 121 °C’de 15 dk. otoklav edilmistir (Orpin, 1976).
3.2.3. Rumen bakterilerinin gelisme ortami hazirlanmasi

Cizelge 3.5°te gosterilen anaerobik besi ortamina enerji kaynagi olarak %0.3
glikoz, %0.2 seliiloz iceren besi yeri hazirlanarak 110°C’de 10 dakika otoklavlanmuistir.
Besiyerine eklenen karbon kaynaginin igerigi ve miktar1 bakterinin tiirline gore
degistirilmistir. Anaerobik sartlarda saf kiiltiir olarak kullamlan bakteri suslart BIGEM

kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir.
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3.2.3.1. LB besi ortaminin hazirlanmasi

Standart olarak kullanilmak tizere E.coli suslar1 i¢in LB besiyeri hazirlanmistir
(Cizelge 3.6). Cizelge 1° de belirtilen kimyasallar 1 1t dH,O igerisinde ¢oziilerek, pH
ayarlanmis ve 10 ml’lik deney tiiplerine 5’er ml olacak sekilde dagitilmistir. Kat1 besiyeri
icin 100 mI’lik besi ortamina 1,5 gr agar eklenmistir. Her iki besi ortami da 121°C°de 15

dakika steril edildikten sonra kullanilmistir.

Cizelge 3.6. LB besiyeri

Kimyasallar Miktar (g/lIt)
LB besiyeri Pepton 10
(pH: 7.5) Sodyum klorid 10

Maya ekstrakti 5

3.2.3.2. Anaerobik Besi Ortaminda Kullanilan Antibiyotikler

Anaerobik besi ortaminda olusabilecek bakteri gelisimini engellemek amaciyla
antibiyotik  karigimi  kullanilmigtir.  Antibiyotik karigimi  besi ortamina fungus
inokulasyonundan hemen sonra enjekte edilmistir. Antibiyotik mix izolasyon ve
saflastirma safhalarinda kullanilmistir. Anaerobik besi ortaminda kullanilan antibiyotik
karisimi igerigi, antibiyotik miktarlar1 ve besi ortamlarindaki son konsantrasyonlar1 Cizelge
3.7°de gosterilmistir. Antibiyotik karisimi verilen antibiyotik miktarlart %25°1ik etanolde

¢Ozilindiirtilmiis ve 0,22 um enjektor filtresi ile steril edilmistir.

Cizelge 3.7. Anaerobik fungus ortaminda bakteri gelisiminin engellenmesi i¢in kullanilan
antibiyotikler

Antibiyotik Stok solusyon igindeki miktarlari (mg/ml) Son konsatrasyon (pg/ml)
(100 ml igin %25 etil alkol )

Kloramfenikol 500 100

Ampisilin 500 100

Streptomisin 700 140

Eritromisin 1000 200
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3.2.4. Fungus izolasyonu

3.2.4.1. Anaerobik funguslarin saflastirilmasi

Enzim ¢aligmalarinda kullanilmak tizere toplanan diski 6rneklerinden fungus
saflastirilmast yapilmistir. Rumen funguslarinin saflastirma islemleri Joblin (1981) ’in
“Roll Tiip” metodolojisi kullanilarak yapilmistir. Bu metot %0.5 (w/v) sellebiyoz ve
%1.5 (w/v) agar igceren anaerobik besi ortami kullanilarak yapilmistir. Bu besi ortami
Hungate tiiplerine 2 ml olacak sekilde koyulmus ve 110 °C’de 15 dk steril edilmistir.
Bu besi ortami kullanilacagi zaman 85 °C’lik su banyosunda eritilmis ve yaklasik 45-50
°C’ye kadar sogumasi i¢in bekletilmistir. Bu besi ortaminin igerisine daha 6nceden
tiretilmis fungus kiltiirinden 0.5 ml enjekte edilmis ve bekletmeden buzlu koépiik
icerisinde hizlica yuvarlanarak agarli besi ortaminin tiipiin i¢ yiizeyinde katilagarak bir
tabaka olusturmasi saglanmistir. Saflastirma sathalarinda olusabilecek bakteri
kontaminasyonunun Oniine ge¢mek i¢in 0.1 ml antibiyotik mix eklenmistir. Rolling
yapilmis olan tiipler funguslarin gelismesi igin 39°C’de 3-5 giin inkiibasyona

birakilmistir (sekil 3.3).

Sekil 3.3. Saflastirma islemi yapilan agarli Hungate tiipii

Gelisme gosteren tiiplerde mikroskopta morfolojilerine gore belirlenen koloniler
sellebiyozlu besi ortamina aktarilmistir. Saflastirilan funguslar enzim ¢alismalarinda

kullanilmak tizere stoklanmastir.

3.2.4.2. Morfolojik tanimlama
Anaerobik kiiltiirlerde bulunan rumen funguslarinin varliklarinin ve gelisimlerinin
gozlemlenmesi Soif XDS-1B Inverted mikroskop sistemi kullanilarak yapilmistir (Sekil
3.4).
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Sekil 3.4. Rumen funguslar ile ilgili ¢alismalarda kullanilan florasan mikroskobu (A)
ve inverted mikroskop (B).
3.2.4.3. Anaerobik funguslarin tanimlanmasi

Saflastirma islemini takiben anaerobik funguslar 151tk mikroskobu vasitasiyla
tanimlanmistir. Bu tanimlama iglemi ¢izelge 3.8’de bulunan tanimlama anahtarina gére
yapilmistir. Orpin (1994) tarafindan gelistirilen tanimlama anahtarina Ozkose ve ark.
(2001), Callagham ve ark (2015), Dagar ve ark. (2015) ve Hanafy ve ark. (2017)
tarafindan bildirilen Cyllamyces, Buwchfawromyces, Oontonomyces, Pecaromyces ve

Feramyces eklenmistir.
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Cizelge 3.8. Anaerobik funguslari cins diizeyinde tanimlama anahtart.

1 Vejetatif saftha Monosentrik 2 numaradan devam
Polisentrik 5 numaradan devam
2 Zoosporlart >4 kamgiya sahip Neocallimastix
olanlar
Feramyces
Zoosporlart <4 kamg¢iya sahip 3 numaradan devam
olanlar
3 Vejetatif sathada kiiresel 4 numaradan devam

rizoidlere sahip olanlar

Vejetatif  sathada  filamentli Piromyces
rizoidlere sahip olanlar

Kese boyunlarinin spor Buwchfawromyces
keselerinden bir septum ile

ayrilmasi

Rhizodyal yap1 igerisinde spor Oontonomyces

kesesi benzeri yapilarin goriilmesi

4 Vejetatif sathada monosentrik Caecomyces
biiyiime

Vejetatif  safhada  polisentrik Cyllamyces
bitylime

5 Zoosporlart tek kamgiya sahip Anaeromyces
olanlar

Pecaromyces

Zoosporlart ¢ok kamgiya sahip Orpinomyces
olanlar
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3.2.4.4. Anaerobik funguslarin alt kiiltiirlere alinmasi

Anaerobik funguslarin kiiltiire alinmasi metodunda Hungate (1969) ve Orpin
(1976)’a temel alinmustir (Sekil 3.5). Izole edilen rumen funguslarmn alt kiiltiire
alinmasi, funguslarin laboratuvar kosullarinda yasatilabilmesi igin gerekmektedir.
Bunun i¢in funguslarin duydugu ihtiyaca gore degisen enerji kaynagi i¢eren anaerobik
besi ortamlar1 kullanilmigtir. Bu besi ortamlarindan fungal tallus ve zoosporlar istenilen
besi ortamina enjekte edilmistir. Samanli kiiltiirler alt kiiltiirlere alinirken tiiplere CO,
gaz1 verilmistir. Hungate tiiplerinde yetismis olan fungal biyokiitlenin diger Hungate

tiipiine aktarilmasi 6ze yardimi ile gergeklesmistir. Oksijen kontaminasyonu en aza

indirgemek icin bu islemi miimkiin olan en c¢abuk stirede gerceklestirmek

gerekmektedir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Rumen funguslarinin izolasyonunda kullanilan diizenek (A). Diski 6rnegi
anaerobik besi ortaminda ¢oziildiikten sonra 10-1 diliisyonu hazirlanmistir (B). Diskt
Ornegini iceren anaerobik besi ortami Hungate tiiplerine aktarilmistir (C). Hungate
tiiplerine ilk seri aktarildiktan sonra 10-2 ve diger diliisyonlar hazirlanmistir (D). Biitiin
islemler anaerobik sartlar altinda yapilmustir.
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3.2.4.5. Fungus stoklarmin olusturulmasi
Saflastirilma islemi tamamlanan kiiltlirler samanli besiyerine ekilmistir. Gelisen
kiiltiirlerde funguslar tutunduklar1 saman ile birlikte alinarak, steril karyovial tliplerine
CO; esliginde aktarilmistir. Funguslarin ardindan Karyoviallere 1 ml %15’lik (v/v)
steril gliserol eklendikten sonra agzi kapatilarak énce -20°C’de dondurulmus daha sonra
uzun siireli stoklarinin olusturulmasi amaciyla sivi azot tankina birakilmistir (Sekil 3.6).
Stokta saklanan Kkiiltiirler yeniden canlandirilmasi i¢in sivi azottan ¢ikarilarak oda

sicakhiginda eritilmis, ardindan daha o6nceden 39 °C’de 1sitilmis samanli besi

ortamlarina aktarilarak 39 °C’de inkiibasyona birakilmustir.

Sekil 3.6. Rumen fungus kiiltiirleri karyovialler igerisinde aliiminyum kamislara
sabitlenerek sivi azot igerisine birakilmistir.

Standart olarak kullanilmak tizere fungus ve bakteriler 1 ml segici antibiyotik
iceren besiyerinde bir gece gelistirilmistir. Kiiltiir 4500 g’de 10 dk santrifiij edilerek
stipernatant uzaklastirilmistir. Pellet, %30 gliserol igeren 100 pl sivi besiyeri ile
¢Ozlilmis ve daha dnceden steril edilmis boncuk igeren karyotiipler igerisine aktarilarak
— 86 °C’de uygun kayitlar tutularak saklanmistir. Hazirlanan bu stoktan inokulasyon
yapilacagi zaman hiicrelerin ¢oziilmesi beklenmeden boncuklar steril pens yardimi ile

alinarak besi ortamlarina eklenerek inkiibasyona birakilmistir.
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3.2.4.6. Fungal populasyonun manuel olarak belirlenmesi

Anaerobik fungus izolasyonu Sutton (2010)’un seyreltme yontemine gore
gerceklestirilmistir. Buna gore yaklasik 1.6 gr taze diski 6rnegi 50 ml bazal besiyeri
icerisinde, CO, gaz1 altinda ¢6ziilmiis ve buradan 10 ml alinarak i¢inde bugday samani
olan bos Hungate tiiplerine aktarilmistir. Ilk seyreltilen 6rnekten 10 ml alinarak yeni 40 ml
besiyeri igerisinde seyreltilmis ve bugday samani iceren bos Hungate tiiplerine aktarilmistir
(Sekil. 3). Bu sekilde 102, 107, 10* e kadar seyreltilerek samanli Hungate tiiplerine
aktarilan digki1 6rnegi 1-15 giin siire ile 39°C’de inkiibasyona birakilmistir. 15 giin boyunca
takip edilen ornekler (+) ve (-) olarak degerlendirilerek, fungal populasyon miktari

belirlenmeye calisilmigtir.

Sekil 3.7. Fungus izolasyonu yapilan digk1 6rnekleri

3.2.4.7. Rumen bakteri populasyon biiyiikliigiiniin manuel olarak belirlenmesi

Calismada kullanilan E.coli, Fibrobacter succinogenes, Rumimococcus albus
referans bakteri suslar1 sekil 3’te gosterilen besi ortamlarinda gelistirilmis ve referans
kiiltirlerin  DNA  miktarlariyla izole edildigi besiyeri ortaminda bulunan
mikroorganizma sayist arasindaki iligkiyi belirlemek icin gelismis olan kiiltiirlerden 1
ml alinarak DNA izolasyonlar1 yapilmistir. Ayni kiiltiirden 1 ml alinarak kiiltiiriin
icerdigi mikroorganizma yogunlugu spektrofotometrede (ODggo) de belirlenmistir. Elde
edilen bu DNA konsantrasyonu standart olarak kullanilmistir ve regresyon denklemleri

bu standarta gore olusturulmustur.
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3.2.5. DNA izolasyonu

3.2.5.1. Diskidan toplam dna izolasyonunu

Yeni diski orneklerinden gergeklestirilen DNA izolasyonu Jun-ni Tang ve ark.
(2008) uyarlanarak yapilmistir. Bu islem iki basamakta gergeklestirilmistir. Birinci
basamakta digki 6rnekleri 6n muamele islemi yapilarak kati partikiiller ve mikrobiyal
materyalin bulundugu kisim birbirinden ayrilmistir. Bunun i¢in 6n hazirlik olarak diskidan
DNA izolasyonu asagida belirtilen manuel protokol kullanilarak taze ornekler tizerinde
yapilmistir. Herhangi bir problem ile karsilasildiginda ve/veya zamanlama agisindan
olusacak kisitlama durumlarinda -20 °C de saklanmis olan drnekler (hayvanlardan toplanan

diskalar -20 °C saklanmistir) kullanilmastir.

On hazirlik asamasi 1.6 gr. diski 6rnegi almirak 50 ml’lik steril falkon tiiplerine
koyulmus, tizerine ve 10 ml 0.05M PBS buffer eklenmis ve 10 adet steril cam bilye
koyularak 3 dk. siireyle vortekslenerek 400 g’de 3dk. santrifiij yapilmistir. Ust kisim
alinarak 3 ml soguk PBS buffer eklenmis ve 400 g 3 dk. siireyle santrifiij edilmistir. Ust
kisimdan alinan miktarin 3 kati %4 liikk polyformaldehit eklenmistir. Buzda 1 saat
inkiibasyona birakilmistir. Fiksasyon sonrasinda 8000 g de 3 dk. santrifiij edilmistir. Ust
siv1 atilip hiicre peletine 4 ml PBS buffer ile 4 ml absolute ethanol eklenerek -20°C de 20
dk. bekletilmistir. Bekletilen 6rnek 8000 g de 3 dk. santrifiij edilmis ve {ist siv1 atilarak 4
ml T.E. buffer eklendikten sonra ve -20°C’de saklanmstir.

On muamele isleminden sonra bu &rnekten 500 ml almir. Onceden 65 °C’de
isitilmis 1 ml sicak CTAB ekstraksiyon buffer eklenmistir ve tamami vortekslenmistir. % 1
PVP eklenmis ve vortexlenmistir. Sonra her tiip %2 olacak sekilde B-mercaptoethanol
eklenip vortexlenmistir. 1-2 saat 65 °C su banyosunda inkiibasyona birakilmis ve 15
dakikalik periyotlar halinde c¢alkalanmistir. Vorteks isleminden sonra 16,000 g 10 dakika
santrifiij yapilmistir. Siipernatant1 2.0 ml lik reaksiyon tiiplerine transfer edilmis ve 1 vol
kloroform-isoamil-alkol (24:1, v/v) eklenerek 16,000 g 10 dakika santrifiij yapilmistir.
Stipernatant 2.0 ml reaksiyon tiipiine transfer edilmis ve 1 vol siipernatant 1 vol kloroform
eklenerek 16000 g’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant1 2.0 ml reaksiyon tiipiine
transfer edilmis ve buz soguklugunda absolute ethanolden 2 vol eklenmistir. -20°C de 30
dakika beklenmistir. Inkiibasyonun ardindan 16,000 g 10 dakika santrifiij edilmistir ve
pipet yardimiyla stipernatant kaldirilmistir. % 70°lik soguk etanolle DNA peletleri
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yikanmig ve 16000 g 10 dakika santrifiij edilmistir. DNA peletleri kurutulduktan sonra 50
pl steril ultra saf suda ¢6ziilmiis ve RNase ile yeniden muamele edilmistir (20 pg/ml).
37°C’de 30 dakika inkiibasyona birakilmasinin ardindan -20 °C de stoga alinmustir.
3.2.5.2. Bakteri 6rneklerinden dna izolasyonu
BIGEM koleksiyonunda bulunan saf kiiltiirlerden alman Ruminococcus albus ve
Fibrobacter succinogenes bakterileri enerji kaynagi olarak glikoz ve sellobiyoz i¢eren
besiyerlerinde gelistirilmis ve her petriye 100 pl alinarak dragaski ¢ubugu ile ekim
yapilmistir. Ekimi yapilan petriler karbondioksite doyurulmus, anaerobik jar igerisine
yerlestirilmis ve kapsiilleri vasitasiyla ortamdaki oksijen baglanarak inkiibasyona
birakilmigtir. Ekim yapilan kiilttirlerden ayn1 zamanda 1 ml alinarak spektrofotometrede

(ODggo) Ol¢tilmiistiir.

3.2.5.3. Anaerobik funguslardan genomik dna izolasyonu

Anaerobik funguslarin genomik DNA’sinin izolasyonu i¢in iki farkli metot
kullanilmigtir. Bu metotlardan birincisi, orijinal olarak bitki DNA’sim1 ¢ikartmak icin
Doyle ve Doyle (1987) tarafindan gelistirilen CTAB (hexa-decyltrimethylammonium
bromide) metoduna ve fungal DNA’y1 izole etmek icin bazi degisiklikler
gerceklestirilerek uygulanmistir. Oncelikle funguslar DNA izolasyonu igin enerji
kaynag1 olarak glikoz igeren besi ortaminda 2 giin stire ile gelistirilmislerdir. Fungal
hiicreler 400 g’de 10 dk santrifiij (Niive; NF800) edilmistir. Hiicreler 2 defa saf su ile
yikandiktan sonra 2 ml tiipler igerisinde sivi azot ile dondurulmustur. Dondurulan
hiicreler membran kirict (Retsch; MM301) kullanilarak pargalanmistir. Bu sekilde
hiicre duvarlari kirilan hiicrelerin tizerine 700 ul CTAB izolasyon tamponu (0.1 M Tris
HCI, pH 8.0; 1.4 M NaCl; 0.02 M EDTA; % 2 CTAB) eklenmistir. Ornekler 60 dk.
boyunca 65-70 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda 500 pl kloroform
eklenmis ve vortekslenmistir. Kisa siireli 1sitma islemi (70 °C’de 5 dk)
gerceklestirildikten sonra 12000 g’de 10 dk santrifiij (Hettich; Micro200) edilmistir. Ust
stvidan 500 pl alinarak yeni bir 2 ml tiipiine aktarilmis ve tizerine 300 ul isopropanol
eklenmistir. Tekrar 12000 g’de 10 dk santrifiij edilmis ve tst siv1 dikkatli bir sekilde
dokiilmiistiir. Ornekler 1 ml % 70 etanol ile 70 °C’de 20 dk bekletilerek yikanmis ve
tuzlarin uzaklasmasi saglanmistir. DNA pelleti 12000 g’de 10 dk santrifiij edilmistir ve

tist s1v1 atilmistir. Etanoliin tiimiiyle u¢masi i¢in tiiplerin kapaklar: bir siire agik olarak
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bekletilmistir. Elde edilen DNA 50 pl TE tamponu (1 mM TrisHCI, pH 8.0; 0.1 mM
EDTA) veya dH,O igerisinde ¢6ziilerek ileriki ¢alismalar i¢in — 20 °C’de saklanmustir.

Fungal DNA’nin izolasyonunda kullanilan diger bir yontem de ticari olarak
satin aliman genomik DNA izolasyon kitinin (Favorgen; Tayvan) kullanilmasidir. Bu
yontemde de hiicrelerin biiytitiilmesi ve sivi azot ile par¢alanmast CTAB metodu ile
gerceklestirilmistir. Bu agamadan sonra Favorgen plant DNA izolasyon kiti ile genomik

DNA izolasyonu iiretici firmanin protokoliine gére yapilmaistir.
3.2.6. Molekiiler biyoloji metodlar:

Rumen bakteri ve funguslarinin miktar belirlenmesi i¢in kullanilan molekiiler
yontemler sirasiyla DNA izolasyonu prob ve primerlerin tasarlanmasi, PZR
amplifikasyonu ve Real Time PZR uygulamasi gibi islemler asagida ayrintili olarak

verilmistir.

3.2.6.1. Konvensiyonel PZR

Polimeraz Zincir Reaksiyonu islemi 32 pl dH,O, 4 pl buffer (10X) [500 mM
Tris-HCI (25°C’de pH 8.0 ), 50 mM MgCl,, 10 mM DTT], 1 pl ANTP (1 mM ), ileri ve
geri primerlerden 1’er pl (20 pmol), 0,5 ul DNA polimeraz (5 u/pl) [25 Mm Tris-HCI
(pH 7.5), 0,1 mM EDTA, 1 mM DTT ve %50 (v/v) gliserol], 1 ul kalip DNA (~400
ng/ml) ile kanstirilarak toplam 40 pl hacimde gergeklestirilmistir. PZR
amplifikasyonunda, 94 °C’de 4 dk ilk ayristirma ile baslatilmis daha sonra 35 dongii
olarak 94 °C de 1 dak DNA’ nin denatiirasyonu, 55 °C de 30 sn primerlerin yapismasi,

72°C de 1 dak uzama sicakligi olarak ayarlanarak yapilmistir.

Agaroz jel i¢in; %1 oraninda agaroz, 1X Tris, Borik asit, EDTA (TBE) tampon
cozeltisinde [1000 mL TBE (1X) tampon ¢ozeltisi hazirlamak i¢in; 5,5 g Borik asit, 10,8 g
Trizma base ve EDTA (500 mM) c¢ozeltisinden 4 mL eklenerek 1000 mL saf su ile

karistirilir] ¢ozdurtlmustiir.

DNA o6rneklerinden 5 ml loading buffer 1 ml olarak [10 mL DNA loading buffer
icin; 0,025 mg bromophenol blue, %40 siikroz ve 2,5 mL EDTA (100 mM) (pH 8.0)]
yiklemeye hazirlanmistir. DNA kontrolii i¢in 1000 baz ¢iftlik PZR tiriinleri i¢in 100 baz
ciftlik DNA markerleri kullanilmistir. Elektroforez tankinda, jel 130 volt ve 65 mA’da
yiirtitiilmustiir. Bu islem sonunda agaroz jel i¢gindeki DNA Et-Br (0,5 pg/mL) ile 10 dakika
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boyanmistir. DNA 6rnekleri UV 15181 (312 nm) altinda goériintiilenmis ve daha sonra

fotograflanmistir.

3.2.6.2. Es zamanh PZR protokolii (Real-Time PZR)

Konvansiyonel PZR ile teyit edilen bakteri ve fungus DNA’lar1 Real Time PZR
islemi ile miktar tayini yapilmigtir. TagMan problar1 kullanilarak uygulanan bu islemde
ileri ve geri primerlerine ilave olarak floresan 6zellige sahip olan ve spesifik bolge
komplementeri olarak kullanilan problar tasarlanmistir. Bu problarin 5' ve 3' uglarina
reporter ve quencher boyalar1 vardir. Kullanilan primer ve problar Cizelge 3.10°da
gosterilmistir. Real-Time PZR analizlerinde kontrol amach negatif referans
kullanilmigtir. Toplam reaksiyon hacmi 20.5 pl, 12 pl dH,O 3 pl buffer (10X), 1 pl
dNTP (1 mM ), ileri ve geri primerlerden 1’er pl (20 pmol), 1 ul prob, 0,5 ul DNA
polimeraz (5 u/ul), 1 pl kalip DNA ile 95°C’de 5 dakika 95°C de 30 saniye ve 55°C de 1
dakika olarak yapilmistir.

3.2.6.3. Real-Time PZR icin fungus ve bakteri dna standartlarimin olusturulmasi
Standartlardaki DNA miktarlar1 ilk olarak Nanodrop veya spektrofotometre
kullanilarak belirlenmistir. Konsantrasyon A260 ile 6lgmiis ve DNA molekiiler agirligi
kullanilarak kopya sayisina doniistiirtiliistiir. Bakteri ve fungus 6rneklerinden, DNA iki
farkli ekstraksiyon yontemi kullanilarak saflagtirilmistir. DNA miktarlart UV absorbansi
kullanilarak belirlenmistir. Her preparattan DNA alinmis ve sonrasinda her bir DNA

stokundan bir dizi seyreltme seklinde hazirlanmistir (Cizelge 3.9).

66



Cizelge 3.9. Bakteri ve Fungus Standart DNA diliisyonlari

Diliisyon Bakteri DNA i¢in 6rnek kiitlesi 1 (ng)
#1 1.0

#2 0.25

#3 0.063

#4 0.016

#5 0.0039

#6 0.00098

#7 0.00024

Standart egri hesaplamasi;

Seri seyreltmelerden kullanilarak standart bir egri

¢ikarilmistir. Konsantrasyonlarin logaritmasi (Taban 10) kesisme noktalarina karsi

cizilmistir (Sekil 3.8).

100

Fluorescence

=

Sekil 3.8. Real Time PZR standartina ait Ct goriintiileri.

3.2.6.4. Real Time PZR calismasi icin primerler ve problarin tasarlanmasi

Rumen mikrobiyal popiilasyonunun belirlenmesi amaciyla 2 adet fungus cinsi

(Neocallimastix ve Orpinomyces) ve 2 adet rumen bakteri 6rnegine (Fibrobacter

succinogenes Ruminococcus albus) ait ITS ve 16S bolgelerine 6zglin primer ve problar

kullanilmigtir. Primerler ITS ve 16S rRNA bolgesinden tasarlanmistir. Her bir gen igin
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kullanilan primerler ve problar Diagen (Istanbul) den temin edilmistir. Primerler iiretici

firmalarin protokollerine uygun olarak sulandirilmigtir.

Rumen funguslarinda ITS bolgesi tanimlamada kullanilan bir gen bolgesidir.
Bunlar alt birim dizilerinden daha degiskendir ve tek bir cins i¢indeki tiirler arasindaki
yada tur ig¢i (intraspesifik) populasyonlar arasindaki c¢alismalarda genis oranda
kullanilmaktadir. Kodlanmayan bolge (ITS) hizli evrim gegirir ve bir tiir icindeki suslarin
yada bir cins i¢indeki fungal tiirlerin karsilastirilmast icin kullanmaktadir (Tuckwell ve
ark., 2005, Nicholson ve ark., 2009). 16S bolgesi Rumen bakterilerinin yani sira bakteri
tiirlerinin molekiiler tanimlanmasinda kullanilan bir gen bélgesidir. Cins ve tiir diizeyinde
tanimlamada kullanilan 16S bolgesi korunumlu olusu bu bolgeyi bakterilerde molekiiler

tanimlamada kullanmak i¢in uygun hale getirmistir (Joan E. Edwards ve ark. 2004).

Cizelge 3.10. Konvensiyonel PZR ve Real-Time PZR i¢in tasarlanan primer ve problar

Tiir Gfm . Primer / Probe 5> — 3’ Uzunluk
bolgesi (bp)
F  TGAATCCTTCGGATTGGCTATT
Neocallimastiy ITS R ACGGAAACCTTGTTACGACTT
spp 107
2 P FAM-TGGGCAAACTTGGTCATTTAGAGGAAGT-QI
=]
E F  AGTATTTATAGCCTTGTGCCTCT
Ori
sp’;”"omy ces ITS R AACTTAGCACAAATGTATCTAACCC 87
P HEX - TGCAGACCTCAATCTCTCCGATTGC- Q2
F  CCACATTGGGACTGAGATACG
Fibrobacter 16S R CAGTGGTTTACACACCGAAATG s
succinogenes rRNA
»  TEXAS RED-
5 TACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATA- Q1
-
& F  GAGCGCAACCCTTACTGTTA
Ruminococcus 165 R GIGTGTAGCCCAGGTCATAAG 121
albus rRNA
P TAMRA- TCTAGCAGGACTGCCGTTGACAAA- Q2
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3.2.6.5. Istatistiksel analizler

Izole edilen ve konsantrasyonlarr 6lciilen kromozomal DNA’larin 8 Kkat
seyreltilmesi ile standart DNA diliisyonlar1 hazirlanmistir. Bu DNA standartlarinin 3
tekrarli Real Time PZR analizi gergeklestirilmis ve Ct degerleri elde edilmistir. DNA
standartlarinin DNA konsantrasyonlar1 ve mikroorganizma sayilarinin kalibrasyon
egrisi olusturmak i¢in logaritmik degerleri hesaplanmistir. Kalibrasyon egrileri basit
regresyon analizi ile ortalama Ct degerine karsi logaritmik DNA konsantrasyonu (ng/
ul) kullanilarak olusturulmustur. Ayrica basit regresyon analizi ile korelasyon katsay1
(") degerleri ve regresyon denklemleri de (y=ax+b) hesaplanmistir. Korelasyon
denklemi ise digki numunelerinin analizinde elde edilen Ct degerlerine (y) karsilik
gelen DNA konsantrasyonu belirlemek amaciyla kullamilmigtir. Data analizleri Esco
spectrum 48 Real-Time PZR System software ve Microsoft Excel kullanilarak

yapilmistir.
3.2.7. Enzim ¢alismalari

Sigir diskisindan izole edilen ve tanimlanan rumen funguslarinin tanen igerigi
yiiksek substratlar {izerine enzim aktivitelerini belirlemek i¢in yapilan calismalari
kapsayan bu calismanin 6nemli bir kismin1 da enzim {iretimi ve aktivite denemeleri
olusturmaktadir. Enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢in kullanilan metodoloji asagida

verilmistir.

3.2.7.1. Protein tayini

Protein tayini i¢in Lowry (1951) metodu Favorgen’in hazir kiti kullanilarak
yapilmistir. Protein analizi spektrofotometrede mikroplaka ile yapilmistir. Bu nedenle
favorgen protokoliine uygun olarak 10 pl 6rnek tizerine 200 pl Favorgen’in solusyonu
ilave edilmis ve 15 dk oda sicakliginda bekletilmistir. Inkiibasyon sonrasinda reaksiyon
karisimi spektrofotometrede 590 nm’de okunmustur. Protein standarti olarak sigir
serum albumini (BSA)’nin farkli konsantrasyonlar1 kullanilmistir. Bu amagla 10, 25,
50, 75, 100, 250 mg/ml’lik BSA solusyonlart hazirlanmistir. Bu standart solusyonlar
her protein tayini sirasinda ornekler ile beraber okunarak kalibrasyon denklemi ortaya

cikartilmistir.
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3.2.7.2. Enzim ekstraktlarinin hazirlanmasi

Enzim ekstrakti hiicre dis1 veya hiicresel olmak tizere iki ayr1 fraksiyondan
hazirlanmistir. Enzim aktivitesi belirlenecek olan kiiltiir 4500 g’de 10 dk santrifiij
yapilmig ve siipernatant ile hiicre birbirinden ayrilmistir. Hiicre disi enzimler icin
stipernatant, hiicre i¢i enzimlerin aktivitesinin belirlenmesi i¢in ise elde edilen pelet
temiz bir tlipe alinmustir. Pelet 1 ml saf su ile yikandiktan sonra sivi azot ile muamele
edilerek dondurulmustur ve hiicreler membran kirici (Retsch; MM301) kullanilarak
parg¢alanmistir. Hiicresel materyal 1 ml 0.05 M potasyum fosfat (pH 6.5) tamponu ile
¢Ozilmistiir. Hiicre pargalar1 4500 g'de 3 dk santrifiij ile ¢oktiiriilmiis ve {ist sivi temiz
bir ependorfa alinarak hiicre i¢i enzim aktivitesi i¢in kullamilmak iizere — 20°C de

saklanmuistir.

3.2.7.3. Enzim aktivitesinin belirlenmesi

Enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢in Miller (1959)’e ait yontem kullanilmistir.
Reaksiyon karisimi 25 pl enzim ekstrakti ve 225 pl substrattan (% 0.5 substrat, 25 mM
potasyum fosfat tamponu, pH 6.5) olusmaktadir. Karisim 50°C’de 45 dk inkiibasyona
birakilmistir. Karigim tizerine 250 pl 3-5 dinitrosalisilik asit (DNS) solusyonu (%30
sodyum potasyum tartarat, 2 N NaOH, %1 DNS) eklenmis ve 5 dk. 100°C su
banyosunda bekletilerek enzim reaksiyonu durdurulmustur. Kontrol grubu sirasiyla 225
ul substrat tizerine 250 pl DNS ilave edilmis ve 25 pl enzim ekstraktindan eklenerek 5
dk kaynar su banyosunda bekletilmek suretiyle hazirlanmistir. Kontrol ve deney grubu
karigimlart saf su ile 1 ml’ye tamamlanarak 540 nm’de absorbanslar1 6l¢lilmiistiir.
Standart ¢ozeltisinde karboksimetilseliilaz ve likenaz i¢in glikoz, ksilanaz i¢in ksiloz
kullanilmistir. Biitiin enzim ¢alismalar1 n = 3 seklinde gerceklestirilmistir. Bir {inite
enzim aktivitesi 1 dk igerisinde salinan 1 pmol indirgenen seker miktar1 olarak

tanimlanmistir.

3.2.7.4. Enzimlerin ¢calistig1 optimum ph degerlerinin belirlenmesi
Enzimin calistigi optimum pH degerinin belirlenmesi i¢in farkli pH’larda
hazirlanmis substrat ¢ozeltileri kullanilmistir. Bu amagla pH 3.5 — 5.0 igin asetat
tamponu, pH 5.5 — 7.0 i¢in sodyum fosfat tamponu ve pH 7.5 — 9.0 i¢in Tris-HCI
tamponu kullanilmistir. Biitlin tamponlar 50 mM konsantrasyonundadir. Bu tampon
¢ozeltiler kullanilarak % 0.5 substrat solusyonlar1 hazirlanmistir. Boylelikle pH 3.5, 4.0,

4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5 ve 9.0 substrat solusyonlar1 elde edilmistir.
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Enzim aktivitesinin belirlenmesinde ayni prosediir uygulanirken substrat olarak farkli

pH’larda hazirlanan substrat kullanilmigtir.

3.2.7.5. Enzimlerin ¢alistig1 optimum sicakhgin belirlenmesi
Enzim aktivitesinin ¢alistigi optimum sicakligin ortaya g¢ikartilmasi i¢in farkli
inkiibasyon sicakliklar1 kullanilmistir. Bu amagla enzim ¢alismalarinda ayni prosediir
izlenirken, reaksiyonun gergeklestigi sicakliklar degistirilmistir. Enzim substrati ile

birlikte 30, 40, 50, 60, 70 ve 80°C sicakliklarda inkiibe edilmistir.

3.2.7.6. Enzimlerin termal stabilitesinin belirlenmesi
Enzimin farkli sicakliklarda dayanma giiciiniin belirlenmesi i¢in enzim 40, 50,
60 ve 70 °C sicakliklarda 6n inkiibasyona birakilmistir. Ayrica enzimin bu sicakliklara
dayanma siiresinin belirlenmesi i¢in her sicaklikta 5, 10, 15, 20 dk. 6n inkiibasyon
uygulanmistir. Bu stirenin sonunda enzim buz igerisine alinmig ve substrat ilave
edildikten sonra kalan enzim aktivitesini belirlemek amaciyla optimum sicaklikta

inktibasyona birakilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Diski Orneklerinin Tanimlanmasi ve Anaerobik Fungus Izolasyonu

Anaerobik funguslar ilk olarak gectigimiz yiizyilin baslarinda Liebetanz (1910) ve
Braune (1913) tarafindan go6zlemlenmis fakat bu organizmalarin kamg¢ili protozoa
olduklar1 dustintilmiistiir. Orpin (1974; 1975) yaptigi c¢alismalar sonucunda bu
organizmalarin anaerobik fungus olduklarini ve rumen sivisinda gecirdikleri hareketli bir
zoospor evresi ile bitki parcalarini kolonize ettikleri bir vejetatif evre olmak {izere iki temel
kisimdan olusan yasam dongileri oldugunu bildirmistir. Sonraki yillarda yapilan
calismalarda rumen funguslar1 rumen, omasum, abomasum, ince barsak, sekum ve kalin
barsaktan basar1 ile izole edilebilmistir (Davies ve ark, 1993a). Theodorou ve ark.
(1990)’nin anaerobik funguslar1 digkidan izole etmeleri bu funguslarin yasam dongiisiinde
oksijene ve farkli sicakliklara dayanikli tglincii bir asamanin da oldugunu gostermistir.
Anaerobik funguslarin rumenden rektuma gegisi sirasinda oksijen ve kurumaya direng
kazandiklar1 diistiniilmektedir (Davies ve ark., 1993a). Ayrica rumen funguslarinin diskida
oksijen ve kurumaya direngli yapilarini haftalarca hatta aylarca koruduklar1 gosterilmistir

(Milne ve ark., 1989).

Herbivor hayvanlarin digki 6rneklerinin kolayca toplanabilmesi, tasinabilmesi ve
saklanabilmesi bu organizmalarin digkidan daha kolay izole edilebilmesini saglamaktadir.
Bu c¢alismada kullanilmak {izere Kahramanmaras’in degisik bolgelerinden farkli
hayvanlara ait diski ornekleri kese kagit paketlerine alinarak toplanmis, laboratuvara
ulasinca direk izolasyon c¢alismasina baslanmis ve daha sonraki c¢alismalar icin
laboratuvarda — 20 °C’de saklanmustir. Alinan diskilarin yeni olmasina ve hangi tiir
hayvana ait olduguna dikkat edilmistir. Calismada 48 farkli diski 6rnegi toplanarak
bunlardan fungus izolasyonu yapilmistir ve MPN (Most Probable Number: En Muhtemel
Say1) metodu uygulanmistir. Calismada toplanan digki 6rneklerine ait tanimlayict bilgiler

Cizelge 4. 1.’de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Diski 6rneklerinin alindig1 yerler ve fungus tiremesi gosteren 6rnek sayisi

Lokasyon Toplanan drnek Fungus elde edilen Izolasyon orani (%)
sayisl ornek sayisi

Andirin 9 7 71,77

Elbistan 9 3 33,33

Afsin 9 6 66,66

Tiurkoglu 9 9 100

Pazarcik 6 5 83,33

Dulkadiroglu 6 4 66,66

Kurumus diski 6rneklerinde rumen fungusu daha uzun siire direng saglamaktadir
(Milne ve ark., 1989). Disgkidaki anaerobik funguslarin populasyon biiytikliigli rumen sivisi
ile denk oldugu (104-105 tfu/g kuru digki maddesi) ve diski kurumaya basladik¢a bu
saymnin azaldig1 anlasilmistir (Theodorou ve ark., 1990). Digki 6rneklerinin alindigi hayvan

tiirlerine gore canli fungus elde edilen hayvan sayilar1 Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. Digki 6rneklerinin ait oldugu hayvanlar ve fungus liremesi

Hayvan tiirii Ornek sayisi Fungus elde edilen 6rnek
saylis1

Inek 16 16

Koyun 16 11

Keci 16 7

Toplam 48 32

Aneorobik fungus izolasyonunda ve MPN sayimlarinda bakteri kontaminasyonu
karsilagilan en Onemli problem olmustur. Bakteriler laboratuvar sartlarinda rumen
funguslarinin gelisimini inhibe etmektedirler (Dehority ve Tirabasso, 2000). Bakteri
gelisimini engellemek amaciyla antibiyotik karisim Cizelge 3.7 uygulanmistir. Rumen
funguslarinin  saflagtirillmasi1  ¢alismalarinda  streptomisin  ve penisilin  antibiyotigi

kullanilmas1 bakteri popiilasyonunu inhibe etmektedir (Akin ve Rigsby, 1987).

4.1.2. Toplanan érneklerindeki anaerobik fungus miktarinin manuel sayim

yontemiyle belirlenmesi

Manuel anaerobik fungus sayim islemi son nokta diliisyon prosediiriinii temel alan
MPN metodu kullanilarak yapilmistir. Tallus olusturan tiniteler (TFU) olarak anaerobik
funguslarin sayimi, koloni olusturan {initeler (CFU) olarak bakterilerin sayilmasina

benzemektedir. Ayni sekilde, bir CFU, bir bakteri koloni kiiltiirii tiretme yetenegi ile bir
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bakteri veya bakteri toplanmasi (zincirlerde g¢ubuklar veya dortgenler, kiimeler veya
zincirler halinde koklar) olarak tanimlanabilir, bir TFU bir zoospor veya zoosporlarin (bir
zoosporangium i¢inde) kiiltiirde bir fungus tallusu tiretme yetenegi ile birlikte toplanmasi
olarak tanimlanabilir. CFU veya TFU degerleri, bir popiilasyondaki canli hiicrelerin toplam
sayisina gore mutlak olmamasina ragmen, sayim, yasayabilir hiicrelerin popiilasyonunun
minimum boyutunu (etkili biytkligii) temsil etmesi bakimindan pratik yarar
saglamaktadir. Bu ¢alismada gerceklestirilen sayim yontemi, fungal yasam dongiisiiniin
asamalar1 arasinda veya her bir kolonize pargacikla iligkili tallus sayisi arasinda ayrim
yapmamaktadir. Bununla birlikte, popiilasyonlar bitki hiicre duvarlarini  bozma
yeteneklerine gore numaralandirildiklar: icin, degerler fibrolitik anaerobik funguslarin
fonksiyonel popiilasyonunu temsil etmektedir. Ayrica, kuru madde igerigini drneklemek
icin canli sayimlar iliskilendirerek, MPN prosediirii, rumen ve digkilar gibi farkli
konumlardan anaerobik funguslarin karsilastirmali sayimini miimkiin kilmistir. Bu, fungal
sayim, ruminal sividaki serbest yiizen zoosporlarin dogrudan sayimina (Orpin, 1977) veya
sellobiyoz igeren silindir tiiplerdeki zoosporlardan fungus kolonilerinin gelisimine dayanan
diger arastirmalardan farklidir (Joblin, 1981). MPN ve diger numaralandirma prosediirleri
arasinda karsilagtirmalar yapilmamistir ve Thoudorou ve ark. (1990), bir mililitre ruminal
stv1 bagma TFU degerleri (0.38 x 10 ile 4.40 x 10* TFU ml-' arasinda) ile, literatiirde
bildirilen, koyundan alinan mililitre ruminal sivi basina zoosporlarin konsantrasyonu i¢in
verilen aralik (10° - 10° mI" ) dahilindedir (Joblin, 1981, Orpin, 1977, Orpin ve Joblin.
1988). Sayim islemi i¢in gereken zamana bakildiginda, anaerobik funguslar i¢ceren sayim
tiiplerinin ¢ogu, 3 ila 4 giinliik inkiibasyonda pozitif olmustur. Bununla birlikte, 10 giinliik
bir inkiibasyon periyodu, diskilarda anaerobik funguslar ararken, uykuda kalan kistlerin
veya sporlarin ¢imlenme i¢in zamana ihtiyag duyabilecegi bir 6nlem olarak kabul

edilmektedir (Theodorou ve ark., 1990).

Sigirlarda rumen hacmi koyun ve kecilere gore daha genis oldugu icin
mikroorganizma yogunlugu da daha fazla olmaktadir. Bu nedenle Toplanan diski
orneklerinden inekler i¢in 10,102, 107, 10*, 10°, 10, 107 koyun ve kegiler i¢in 107,
102, 107, 10, 107 diliisyonlar: ile fungus izolasyonu yapilmus ve 10 giinliik takip ile
muhtemel fungus sayilar1 belirlenmistir. Farkli hayvan tiirlerinde toplanan 6rneklerdeki

fungus sayilar1 Sekil 4.1, 4.2 ve 4.3 te gosterilmistir.
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B Mikroorganizma
say1s1 LOG(10)

Sd

SA1 SA2 SA3 SE4 SE5 SE6 SF7 SF8 SF9 ST10ST11 STI2 SP13 SP14SDI15SD16

Sekil 4.1. Ineklerden toplanan diski 6rneklerinde fungus sayilar (TFU) (Sd: Standart
hata).

Toplanan inek digki drneklerinde tespit edilen fungus sayist 10° ile 107 arasinda
degismektedir. Bu miktarin altinda (10*) bulunan Srneklerde ise kuru madde miktarindaki
farkliliklar, hayvanin beslenmesi, rumenin biiyiikliigli ve diskidaki funguslarin sicak
ortamda vejetasyona ugramasindan dolayr TFU sayillarinda azalma oldugu
dustinilmektedir. Andirin ilgesinden alinan SA1 ve SA3 numarali 6rnekler en yiiksek
fungus canlilif1 gosteren ornekler olurken SP14 numarali Pazarcik 6rnegi en az canlilik

gosteren 6rnek olmustur.
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5

4 ® Mikroorganizma
say1s1 Log(10)

3 Sd

2 -

1 -

0 -

OA2 OA3 OF9 OTlO OT11 OT12 OP14 OD15

Sekil 4.2. Koyunlardan toplanan digki 6rneklerinde fungus sayilar1 (TFU) (Sd: Standart
hata).

Koyunlardan toplanan &rneklerde fungus sayilari 10% ile 10° arasinda degisken
¢ikmistir. 14 numarali Pazarcik ilgesinden almis oldugumuz 6rnek 1.1x10° TFU olarak en
yiiksek sayida fungus igerdigi bulunmustur ve OA1 numarali andirin ilgesinden alinmig
olan 6rnek 4x10* TFU sayisi ile en az fungus barindiran koyun 6rnegimiz olmustur. OD15

ile OT10 ve OF9 ile OT12 o6rnekleri ise birbirlerine yakin degerler gostermistir.

7

6

5

4 B Mikroorganizma

sayist Log(10)

3

2 -

1 -

0

KT10 KTI11 KT12 KP13 KP14 KD15

Sekil 4.3. Kecilerden toplanan diski 6rneklerinde fungus sayimi (TFU) (Sd: Standart hata).
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Kecilerden alinan digki 6rneklerinin 7 tanesinde manuel sayim islemi yapilmistir
diger 9 drnegimizde fungus tespit edilmemistir. Canlanan Srnekler 10°-10° arasinda TFU
sayilar1 vermistir. Tlirkoglu ilgesinden alinan K10 numarali keci 6rnegi 1.1x10° TFU sayst
ile en fazla fungus barindiran 6rnek olurken yine Tiirkoglu il¢esinden alinan K11 numarali
kegi ornegi ise 1.5x10° TFU sayist ile en az fungus bulunan &rnek olmustur. Keci
orneklerinde canlilik gosteren tiip sayisi sigir ve koyun orneklerine gére daha az sayida

kalmastir.

i

Sekil 4.4. Enerji kaynagi olarak bugday samani iceren anaerobik besi ortaminda gelisen

funguslar.

Rumen funguslar1 fermentasyon sirasinda saman pargaciklarini bir araya

toplamakta ve tirettikleri gaz neticesinde saman kiitlesi besi ortami icerisinde yitizmektedir.
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4.2. Konvansiyonel PZR Yaklasimi ile Orneklerde Hedef Mikroorganizma Varhgmmn

Belirlenmesi

Toplanan oOrneklerde rumen bakteri ve fungus varligim belirlemek amaciyla
konvansiyonel PZR metodu kullanilmigtir. Toplanan &rnekler toplam DNA izolasyonu

yapilarak -20°C de saklanmustir.

DNA izolasyonunun ileriki c¢alismalar1 da etkilemesi nedeniyle elde edilen
DNA’nin miktari, saflig1, kullanilan ¢oziictilerin kalintist PZR islemlerinde kullanilacak
DNA polimeraz enziminin ¢aligmasini etkileyebilmektedir. Bu bakimdan rumen bakteri ve
funguslarinin DNA izolasyonu i¢in klasik metot olan CTAB (Doyle ve Doyle, 1987) temel
alimarak 3.2.5.1. de belirtilen DNA izolasyon protokoliine gore kullanilmistir. DNA

izolasyon sonucu Sekil 4.5 da gosterilmistir.

M 1 2 3 4 56

1 kb =—

100 bp —

Sekil 4.5. CTAB metodu ile diski 6rneginden elde edilen DNA’nin agaroz jel goriintiisii
(M: 1 kb DNA standardh).

DNA’lar aynm1 miktar Ornekten izole edilmis ve ayni son hacimde

coziindiirtilmustir. Dolayis1 ile konsantrasyon farki mikroorganizma yiikii ile iliskilidir.
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Elde edilen standart DNA’lar oncelikle tasarlanan primerlerin kontrolii amaciyla PZR

islemine tabi tutulmustur ve primerler pozitif sonu¢ vermistir.
4.2.1. Anaerobik funguslarin konvansiyonel pzr ile belirlenmesi

Referans anaerobik fungus morfolojik tanimlamasi yapilarak (Sekil 4.6)
konvansiyonel PZR yo6ntemi ile tanimlanabilmesi i¢in Cizelge 3.10.’da belirtildigi gibi
hedef gen bolgeleri secilmis ve o bolgelere 6zgii primerler ile amplifikasyon yapilmigtir.
PZR amplifikasyonlar1 Materyal ve Metot bolumiinde belirtilen PZR kosullarinda
gerceklestirilmis ve her mikroorganizma i¢in tekli amplifikasyonlarin %1°lik agaroz jel

gortintlileri Sekil 4.10 ile 4.11°de gosterilmistir.

Sekil 4.6. Neocallimastix (monosentrik) (A) ve Orpinomyces (polisentrik) (B) funguslari

Primerler ile pozitif sonu¢ alinmasinin ardindan rastgele secilen digskidan
orneklerinden izole edilmis olan DNA ornekleri ile PZR yapilarak hem primerler hemde
DNA izolasyon yontemi kontrol edilmis ve herhangi bir olumsuz sonu¢ olmadigi

gorilmistir.

Bu teknoloji ile taksonomik seviyede ayirim yapabilmek i¢in takson igerisindeki
heterojenite ve filogenetik mesafe amplifiye edilecek hedef bolge segiminde Onem
tasimaktadir. Calismamizda ITS bolgesi ile referans anaerobik funguslarin molekiiler

tanimlamasi basarili bir sekilde gergeklestirilmistir (Sekil 4.7).

Bu teknolojinin en 6nemli 6zelliklerinden biri hedef mikroorganizmaya 6zgii DNA
veya RNA’nin varlig1 ile taksonomik seviyede ayni tiire ait iki bakteri susunu bile ayirt
edebilecek  hassasiyete sahip olmasidir (Nannapaneni, 2012). Ayrica hizi,

tekrarlanabilirligi, spesifikligi ve ucuz olmasi gibi avantajlarindan dolay1 diger metotlara
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(ktltir ve koloni bazli metotlar, immiinolojik metotlar gibi) goére daha avantajli bir
tekniktir. Ancak ¢apraz kontaminasyon riskinin ytiksek olmasi, primer kaynakli sorunlar ve

en onemlisi ise miktar ile ilgili tam anlamiyla bilgi vermemesi gibi sinirlamalara sahiptir.

Neocallimastix Orpinomyces

) )

M (Dl D2 D3 D4Y D1 D2 D3 D4\

500 bp

107 bp
- 87 bp

Sekil 4.7. Funguslar i¢in tasarlanan primer setlerinin kontrolii amaciyla yapilan PZR.
4.2.2. Anaerobik bakterilerin konvensiyonel PZR ile belirlenmesi

Anaerobik rumen referans bakteri suslarinin morfolojik tanimlamasi yapilmigtir
(Sekil 4.8). bu mikroorganizmalarin konvansiyonel PZR yontemi ile tanimlanabilmesi i¢in
Materyal ve Metot boliimiinde belirtildigi gibi hedef gen bolgeleri secilmis ve o bolgelere
ozgu primerler (Cizelge 3.10) ile amplifikasyon yapilmistir. PZR amplifikasyonlari
Materyal ve Metot bolimiinde belirtilen PZR kosullarinda gergeklestirilmis ve her
mikroorganizma i¢in tekli amplifikasyonlarin %1°lik agaroz jel goriintiileri Sekil 4.9°da

gosterilmistir.
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Sekil 4.8. Ruminococcus albus (A) ve Fibrobacter succinogenes (B) mikroskop goriintiisti

Yiiksek derecede korunmus 16S rRNA bolgesi taksonlar arasindaki iliskiyi
belirlemek ve cins ve tiir bazinda ayirim yapabilmek i¢in tercih edilen gen bdolgeleri
arasinda yer almaktadir (Rijpens ve Herman, 2002). Bu ¢alismada da referans suslarin tiir
bazinda tanimlanmasi i¢in 16S rRNA bdlgesi se¢ilmis ve bu bdlgenin amplifikasyonu ile

mikrobiyal tanimlama yapilmustir.

Ruminococcus albus  Fibrobacter Succinogenes

\ )

M( D1 D2 D3 D4Y D1 D2 D3 D4\

500 bp m—

121 bp =— — 128 bp

Sekil 4.9. Bakteriler icin tasarlanan primer setlerinin kontrolii amaciyla yapilan PZR.
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4.2.3. Toplanan 6rneklerde anaerobik rumen fungus varhgmin molekiiler

belirlenmesi

PZR amplifikasyonu Neocallimastix ve Orpinomyces anaerobik funguslari icin
yapisma sicakligi 45 °C olarak test edilmistir. Amplifikasyonda Neocallimastix (107 bg) ve
Orpinomyces (87 bg)’e 6zgli PZR amplifikasyonu goriilmiistiir (Sekil 4.10, 4.11).

M S1 S3 S84 S5 S8 89 S10 S11 S13 S14 816 S17 02 O3 04 O35 08 09

T T T T =
.

Sekil 4.10. Neocallimastix spp. anaerobik fungusunun jel goriintiisii (primerler 107 bp
uzunlukta bir bolgeyi cogaltmaktadir).

M S1 S3 S4 S5 S8 S9 S10 SI1 S13 S14 Sle S17 O2 O3 O4

100 bp m— — 87 bp

Sekil 4.11. Orpinomyce spp. anaerobik fungusunun jel gériintiisti (primerler 87 bp
uzunlukta bir bolgeyi cogaltmaktadir).
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Secilen digki 6rneklerine uygulanan konvansiyonel PZR isleminde Neocallimastix
ve Orpinomyces funguslari taranmis ve hedetflenen bolgeler jel elektroforezinde istenilen
bant boylar1 elde edilmistir. Boylece anaerobik rumen funguslarini tanimlamak amaciyla
yapilan iglemlerin (DNA izolasyonu, primer tasarlama, PZR kosullar) dogrulugu

onaylanmustir.

4.2.4. toplanan o6rneklerde anaerobik rumen bakteri varhginin molekiiler

belirlenmesi

Ruminococcus albus ve Fibrobacter succinogenes i¢in 45°C ‘de 30 saniye yapisma
sicakliginda yeni PZR amplifikasyonu ile 2 rumen mikroorganizmasinin (121 bp ve 128

bp) %1°lik jel goriintiisti elde edimistir.

M S1 S3 S4 S5 S8 S9 S10 S11 S13 S14 S16 S17 02 O3 04 05 07 09
= § v i v < ¥ 54 0
PREPS e,

— 121 bp

Sekil 4.12.  Ruminococcus albus anaerobik rumen bakterisinin jel goriintiisii
(kullanilan primerler 121 bp uzunlukta bir bolgeyi cogaltmaktadir).
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M It 13 14 15 18 1o 1o i1 113 14 6 117 02 03 04 05

— 128 bp
100 bp e

Sekil 4.13. Fibrobacter succinogenes anaerobik rumen bakterisinin jel goriintiisii
(kullanilan primerler 121 bp uzunlukta bir bolgeyi cogaltmaktadir).

Digkit ornekleri DNA izolasyonuna tabi tutulduktan sonra elde edilen DNA
orneklerine konvansiyonel PZR islemi yapilmistir. Jel goriintiilerinde de goriildiigi tizere
(Sekil 4.12, 4.13) Ruminococcus albus ve Fibrobacter succinogenes bakterileri hedeflenen
bant boylarinda belirlenmistir. Bu sonuclar hedef mikroorganizmalarin 6rneklerimizde
mevcut oldugunu gostermektedir. Aynm1 zamanda molekiiler tanimlama islemlerinin
dogrulugunu kanitlamis ve RT-PZR islemlerinde kullanilacak olan DNA’larin uygunlugu

da goriulmektedir.

4.3. Es zamanh PZR ile Mikroorganizmalarin Kantitatif Olarak Belirlenmesi

Rumen mikrobiyal dinamiginin belirlenmesinde Real Time PZR teknolojisi
kullanimi 6nemli bir yaklagimdir. Real Time PZR tekniginin mikrobiyal yiik ile ilgili bilgi
vermesi, diisiik miktarlarin bile tespit edilebilmesi, hizli bir sekilde tanimlayabilme gibi
Ozellikleri ile rumen mikroorganizmalarinin kantifikasyonunda o©nemli faydalar
saglamaktadir. Real Time PZR teknolojisi ile bir¢ok mikroorganizma tanimlanmis ve
ozellikle diyet degisikliklerine goére potansiyelleri tespit edilmistir. R.albus,
F.succinogenes, R.flavefaciens, Megasphera eldenii gibi rumen mikroorganizmalari
siklikla ¢alisilmis ve rumendeki sorumlu olduklar1 fonksiyonlari belirlenmistir. Real Time
PZR teknolojisi hedef DNA dizisine 6zgili (Tagman teknolojisi gibi) veya amplifiye olmus

DNA fragmentlerini belirleyebilen (SYBR-Green gibi) teknikleri igeren giincel metotlar
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arasinda yer almaktadir. Bu teknolojide PZR ile amplifiye edilen hedef DNA fragmentleri
floresan isaretleyiciler ile es zamanli olarak izlenebilmekte ve bu hedef diziler ile ¢ok
diistik miktarlarda bile kalitatif ve kantitatif olarak belirlenebilmektedir. Floresan 6zellikte
boya veya problarin olusturdugu floresan i1stma, PZR amplifikasyonu sirasinda olusan
amplifikasyon triinii ile dogru orantihidir ve kantitatif analiz yapabilmeye imkan
tanimaktadir. Real Time PZR ile mikroorganizmalari tanimlamada en yaygin olarak
kullanilan yaklagimlar SYBR-Green ve Tagman belirleme teknikleridir (Chon ve ark.,
2012; Wang ve ark., 2012; Ueda ve ark., 2013). Ayrica FRET, molekiiler boncuk, LNA
(Locked Nucleic Acid) prob, akrep primerleri kullanilarak hedef mikroorganizma
identifikasyonlar1 yapilmistir (O'Grady ve ark., 2008; Omiccioli ve ark., 2009; Kotzekidou,
2013). Real Time PZR teknolojisi 6zellikle mikroorganizma dinamiginin ve gen
ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi gibi biyolojik arastirmalarda yaygin olarak

kullanilmaktadir.

Real Time PZR teknolojisi ile olusan amplifikasyon grafigi; i-) dogrusal zemin faz,
ii-) erken {issel faz, iii-) tissel faz ve iv-) diiz faz olarak tanimlanan dort asamadan
olugmaktadir (Sekil 4.14). PZR amplifikasyonunun heniiz basladigi, dolayist ile floresan
1simanin hentiz 6l¢tilebilir seviyede olmadigi asama dogrusal zemin fazdir. Real Time PZR
analizlerinde O6nemli parametrelerden biri olan temel ¢izgi (baseline) amplifikasyonun
baslangi¢ asamasinda (dogrusal zemin fazinda) hesaplanmaktadir. PZR amplifikasyonunun
tissel olarak artis gosterdigi ve bunu bagli olarak floresan isimanin anlamli bir degere
ulagtigi asama erken tissel faz olarak tanimlanmaktadir. Erken {iissel faz asamasinda
amplifikasyonun esik degeri (treshold) belirlenmektedir. Aym1 zamanda esik degere
karsilik gelen PZR dongii sayist esik deger dongiisii olarak ifade edilmekte ve Ct ile
gosterilmektedir. Ct degeri (esik dongii degeri) kantitatif analizlerde referans bir paramatre
olup amplifikasyonun gergeklesmeye basladigi dongii sayist ve kalip DNA miktart ile ilgili
bilgi vermektedir. Amplifikasyonun ol¢iilebilir seviyeye ulasmasi (Ct degeri) kalip DNA
miktarinin yiiksek oldugu zaman daha onceki dongiilerde gozlenmektedir. Dolayist ile
kiigiik Ct degerleri PZR amplifikasyonunun yiiksek DNA miktarindan dolayr erken
basladigini ifade etmektedir (Schmittgen ve Livak, 2008). Baska bir ifade ile Ct degeri ile
DNA miktar1 arasinda ters iliski bulunmakta ve regresyon grafikleri azalan yonde bir
egilim gostermektedir. PZR amplifikasyonu devam ederken her dongii sonunda
amplifikasyon {riinleri tssel olarak artmakta ve takiben optimum amplifikasyon
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periyoduna ulagsmakta ve bu faz tissel faz olarak tanimlanmaktadir. Amplifikasyon
grafiginin son asamasi olan diiz faz asamasinda ise reaksiyon bilesenleri tiikenme
noktasina gelmistir ve bu asamada artan floresan yogunlugu verilerini hesaplamak

miimkiin olmamaktadir (Wong ve Medrano, 2005).

/

2,000,000 | Diiz faz

Rn

ornek

1,000,000 ]
Log/iissel faz

Esik deger Ct
Y s ——————————
Baseline No template
! |
0 20 40

PZR dongii sayist
Rn = Her zaman noktasinda tirtiniin floresans emisyonu — taban ¢izgisinin floresan emisyonu

Ct = Threshold cycle

Sekil 4.14. Real Time PZR amplifikasyon grafiginin sematik gosterimi

Esik deger dongii sayist ‘Ct” olarak, tanimlanmaktadir. Bu ¢alismada ESCO
SPEKTRUM 48 cihaz1 kullanilmis ve amplifikasyonlar Ct degeri olarak ifade edilmistir.
Amplifikasyonlar Tagman problar kullanilarak Unipleks ve Multipleks olarak yapilmistir.

Real Time PZR Tagqman teknolojisi gibi hedef DNA dizilerine 6zgu teknikleri
bulunan giincel bir metottur. Tanimlanmis rumen mikroorganizmalarindan izole edilen
DNA miktar1 (ng/uL) ile Ct degeri arasindaki iliski (r*) Real Time PZR analizlerinde
mikroorganizma konsantrasyonlarini belirlemede kullanilmistir.  Dort farkli rumen
mikroorganizmasi i¢in planlanan Real Time PZR aplifikasyonunda kullanilan primerler ile
Tagman problar Cizelge 3.4’de ve Unipleks Real Time PZR bilesenleri ve kosullar1 ise

Materyal ve Metot 3.5” de belirtilmistir.
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4.3.1. Uniplex RT-PZR ile anaerobik fungus yogunlugunun belirlenmesi

Real Time PZR amplifikasyonununda standart DNA konsantrasyonu ile izole
edilen  mikroorganizmalarin  iligkilendirilmesi ~ gerekmektedir.  Standardizasyon
calismalarinda HAYMER de bulunan sigir 6rneginden izole edilen anaerobik fungus
DNA’s1 Real Time PZR amplifikasyonunda kullanilmis ve ideal Ct degerleri (CT:14,15)
bulunmustur. Dolayis1 ile tiim toplanan Orneklere yapilacak olan RT-PZR

amplifikasyonlar1 uygulanabilir niteliktedir.

Real Time PZR amplifikasyonu ile kalip DNA konsantrasyonu arasindaki iliskiyi
tespit etmek i¢in rumen mikroorganizmalarindan izole edilen DNA’lardan seri seyreltmeler
(1: 2 oraninda) kullanilmistir. Bu seyreltmelerde 8 diliisyon noktasi belirlenmistir (1X-8X).
Seyreltilen DNA’lar kullanilarak elde edilen amplifikasyon sonuglar1 ile standart
kalibrasyon egrisi cizilmistir. Kalibrasyon egrileri seri dilusyonlara ait DNA
konsantrasyonu ile her bir dilusyon igin tespit edilen Ct degerleri arasindaki logaritmik
iligki belirlenerek olusturulmustur. Ct degeri tahmini ve elde edilen verilerin analizleri Real
Time PZR cihazinin (ESCO SPEKTRUM 48) yazilimi ile yapilmistir. Ayrica
amplifikasyon verileri Excel programina aktarilmig grafik analizleri yapilmistir. Calismada
kullanilan rumen mikroorganizmalarinin tekli Real Time PZR amplifikasyonu

standardizasyonu Bulgular ve Tartisma 4.3.1.2- 4.3.2.2°de detayli bir sekilde anlatilmistir.

4.3.1.1. Neocallimastix spp. Real Time PZR standartinin belirlenmesi

Neocallimastix sp. referans susu i¢in Real Time PZR analizlerinde fungus cinsine
0zgli gen bolgesi ve bu bolgeye spesifik primer ve problar Cizelge 3.10°da belirtilmistir.
BIGEM Kkiiltiir koleksiyonunda bulunan GMLF 3 susundan seri seyreltmeler ile elde edilen
DNA diltsyonlart kalip DNA olarak kullanilmistir. Neocallimastix sp. susundan izole
edilen kromozomal DNA 1:2 dilusyon oraninda 8 kat seyreltilmistir. DNA
konsantrasyonlar1 454,2-6,7 ng/uL. arasinda degisim gostermistir ve DNA dilusyonlarinin
esik deger dongiileri (Ct) 12,96-34,54 dongii arasinda degismistir. Seyreltilen DNA
standartlarindan elde edilen Ct degerine karsilik gelen DNA konsantrasyonu ve
mikroorganizma sayilar1 belirlenerek dogrusal kalibrasyon egrisi olusturulmustur (Sekil

4.15).
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Sekil 4.15. Neocallimastix sp. Real time PZR standarti

Neocallimastix fungusu i¢in Ct degeri ve logaritmik DNA konsantrasyonu arasindaki iligki

y=34,157-0,0221x regresyon denklemi ile belirlenmistir.

Cizelge 4.3. Neocallimastix sp. standart DNA dilusyonlari

DNA Dilusyonu Ct DNA Konsantrasyonu
ng/uL
1X 12,96 946,3
2X 25,61 4542
4X 27,64 266,7
8X 29,52 133,6
16X 32,69 65,4
32X 33,68 38,3
64X 34,13 13,9
128X 34,54 6,7

Neocallimastix sp. funguslar1 tizerine Real Time PZR ile c¢ok fazla arastirma
bulunmamaktadir. Denman ve Mcsweeney (2006) Monosentrik saf kiiltiirlerin fungus
biyokiitlesindeki DNA oranlarinda anlamli bir fark olmadigin tespit etmistir. Caecomyces
fungus biyokiitlesinin kuru agirliginin ve ITS1 kopya sayilarinin Neocallimastix ve

Anaeromyces'e gore daha diisiik oldugu goriilmiistiir (Lwin ve ark., 2011) bu ¢alismada
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benzer sonu¢ gostermis, Neocallimastix funguslart Orpinomyces’ten daha fazla

bulunmustur.

4.3.1.2. Orpinomyces spp. Real Time PZR standartinin belirlenmesi

Real Time PZR analizlerinde Orpinomyces spp. referans susu i¢in ¢izelge 3.10°da
belirtilen cinse 6zgii gen bolgesi ve bu bolgeye spesifik primer ve problar kullanilmistir.
BIGEM kiiltiir koleksiyonunda bulunan GMLF 19 susundan seri seyreltmeler yapilarak
elde edilmis ve DNA diliisyonlar1 kalip DNA olarak kullanilmistir. Orpinomyces sp.

susundan izole edilen kromozomal DNA 1:2 dilusyon oraninda 8 kat seyreltilmistir.
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Sekil. 4.16. Orpinomyces spp. Real-Time PZR standartinin olusturulmasi

DNA konsantrasyonlar1 841,4 -13,6 ng/uL arasinda degisim gostermistir ve DNA
dilusyonlarinin esik deger dongiileri (Ct) 9,45-24,54 dongili arasinda degismistir.
Seyreltilen DNA standartlarindan elde edilen Ct degerine karsilik gelen DNA
konsantrasyonu ve mikroorganizma sayilart belirlenerek dogrusal kalibrasyon egrisi

olusturulmustur.

Cizelge 4.4. Orpinomyces spp standart DNA dilusyonlari

DNA Dilusyonu Ct DNA Konsantrasyonu
ng/uL
1X 9,45 841,4
2X 18,8 439,6
4X 24,61 233
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8X 27,39 124,2

16X 28,82 62,1
32X 29,96 30
64X 31,14 13,6
128X 32,94 7,3

Kalibrasyon egirisi olusturulduktan sonra konsantrasyonlari belirlenmis DNA

ornekleri kullanilarak Orpinomyces miktarlar ¢izelge 4.4° te belirlenmistir.
4.3.2. Uniplex RT-PZR ile anaerobik bakteri yogunlugunun belirlenmesi

Real Time PZR amplifikasyonu i¢in ile kalip DNA konsantrasyonunu tespit etmek
icin rumen bakterilerinden izole edilen DNA’lardan seri seyreltmeler (1:2 oraninda)
kullamlmistir. Bu seyreltmelerde 8 diliisyon noktas1 belirlenmistir (1X-8X). Ilk olarak
HAYMER’de bulunan sigir 6rneklerinden alinan yeni diski 6rnekleri ile primer ve problar

denenmis ve tiim o6rneklere uygulanabilir nitelikte olduklar1 belirlenmistir.

4.3.2.1. Ruminococcus albus RT-PZR Standartinin Belirlenmesi

Real Time PZR analizlerinde tiire 6zgli Ruminocoocus albus miktarini belirlemek
icin kullanilan primer ve problar (¢izelge 3.10) kullanilarak Real Time PZR ile
kuantifikasyonu belirlenmistir. BIGEM Kkiiltiir koleksiyonunda bulunan SY3 susundan elde
seri seyreltmeler ile edilen DNA diltisyonlar1 kalip DNA olarak kullanilmistir.
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Sekil.4.17. Ruminococcus albus RT-PZR standartinin olusturulmasi
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Ruminococcus albus susundan izole edilen kromozomal DNA 1:2 dilusyon
oraninda 7 kat seyreltilmigtir. DNA konsantrasyonlar1 167,1-3,9 ng/uLL arasinda degisim
gostermistir ve DNA dilusyonlarinin esik deger dongiileri (Ct) 12,97-14,4 dongii arasinda
degismistir. Seyreltilen DNA standartlarindan elde edilen Ct degerine karsilik gelen DNA
konsantrasyonu ve mikroorganizma sayilart belirlenerek dogrusal kalibrasyon egrisi

y=26,832-0,0537 olarak olusturulmustur.

Cizelge 4.5. Ruminococcus albus standart DNA dilusyonlar

DNA Dilusyonu Ct DNA Konsantrasyonu
ng/uL.

1X 18,13 167,1

2X 21,83 88,4

4X 24,12 44,8

8X 25,31 23,2

16X 25,83 11,9

32X 26,27 7,5

64X 26,93 3,9

128X 27,52 1,7

4.3.2.2. Fibrobacter succinogenes Real Time PZR standartinin belirlenmesi
Fibrobacter Succinogenes S85 referans susunun Real Time PZR analizleri ile
kuantifikasyonunu belirlemek amaciyla tiire 6zgii gen bolgesi ve bu bolgeye spesifik
primer ve problar (Cizelge 3.10) kullanilmistir. BIGEM Kkiiltiir koleksiyonunda bulunan
S85 susundan elde seri seyreltmeler ile edilen DNA diliisyonlar1 kalip DNA olarak

kullanilmistir.
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Sekil 4.18. Fibrobacter succinogenes RT-PZR standartinin olusturulmasi

Fibrobacter succinogenes S85 susundan izole edilen kromozomal DNA 1:2
dilusyon oraninda 7 kat seyreltilmistir. DNA konsantrasyonlar1 121,4-1,85 ng/uL arasinda
degisim gostermistir ve DNA dilusyonlarin esik deger dongiileri (Ct) 14,11-18,02 dongi
arasinda degismistir. Seyreltilen DNA standartlarindan elde edilen Ct degerine karsilik
gelen DNA konsantrasyonu ve mikroorganizma sayilari belirlenerek dogrusal kalibrasyon

egrisi y=24,799-0,0489x olarak olusturulmustur.

Cizelge 4.6. Fibrobacter succinogenes standart DNA dilusyonlari

DNA Dilusyonu Ct DNA Konsantrasyonu

ng/uL

1X 12,49 256,80

2X 19,15 121,40

4X 20,95 61,00

8X 21,82 30,00

16X 23,46 15,10

32X 24,86 8,10

64X 25,14 4,00

128X 26,16 1,85
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4.3.3. Orneklerde mikroorganizma miktarmm belirlenmesi

miktarlar1 belirlenmistir. Sigir 6rneklerinde mikroorganizma miktar1 belirlenmesi ¢izelge

Olusturulan Real-Time PZR reaksiyonlari ile toplanan 6rneklerde fungus ve bakteri

4.7°de gosterilmistir. DNA izolasyonu ayn1 miktar digkidan yapilmgtir.

Cizelge 4.7 Sigir 6rneklerinde primer ve problart ile elde edilen Ct degerleri ile DNA

konsantrasyonlar1

Omek ?(I(jr;:antrasyonu v

kodu (ng/pL) Neocallimastix | Orpinomyces Ruminococcus Fibrz?bacter
albus succinogenes

SAl 17,62 26,9 17,86 23,66 21,65

SA2 30,5 21,07 26,78 20,62 19,50

SA3 22,18 18,56 32,28 21,88 20,98

SE4 17,31 19,65 29,66 22,05 22,42

SES5 68,25 17,53 26,69 30,57 21,26

SE6 47 16,73 17,36 30,53 24,85

SF7 34,56 28,09 16,05 23,45 20,97

SF8 22,25 30,56 32,64 31,90 23,94

SF9 21,81 30,38 30,98 22,93 26,30

ST10 | 14,18 31,02 30,63 21,81 26,72

ST11 | 15,93 29,94 31,41 21,44 28,16

ST12 | 7,31 14,88 28,32 25,40 28,13

SP13 | 12,87 13,56 31,59 22,95 32,22

SP14 | 83,68 19,93 30,73 21,90 28,28

SD15 | 29,68 21,94 32,67 24,40 31,46

SD16 | 34,31 28,85 32,23 22,19 26,42

S: S1g1r A: Andirin E: Elbistan F: Afsin T: Tiirkoglu P: Pazarcik D: Dulkadiroglu

:DNA ayn1 miktar (g) diski 6rneginden izole edilmistir.

SP13 numarali Pazarcik o6rnegi 13,56 Ct degeri ile en ¢ok Neocallimastix fungusu

barindiran sigir 6rnegi olarak belirlenmistir. Ayni sekilde Pazarcik ilgesi SP13, SP14
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ornekleriyle en fazla Neocallimastix rastlanan ilge olmustur. SF8, SF9, ST10 numarali
ornekler en yiiksek Ct degerleri gostererek hedef mikroorganizmayi en az barindiran
ornekler olmuslardir. Afsin ilgesi almman SF7, SF8, SF9 numarali sigir ornekleri ile

Neocallimastix ortalamasi en diisiik olan il¢e olmustur.

Orpinomyces spp. primer ve problart ile yapilan RT-PZR sonuglarina gore
sigirlarda Orpinomyces yogun halde bulunmamaktadir. SF7 numarali pazarcik Ornegi
34,56 ng/ulL DNA konsantrasyonu ile 16,058’lik Ct degeri elde etmis ve en anlamli degere
sahip olmustur. SE4, SE5 ve SE6 ornekleri en yogun miktarda Orpinomyces spp.
barindiran 6rnekler olmustur. SD15 ve SD16 6rneklerinin bulundugu Dulkadiroglu ilgesi

sigirlarda en az hedef mikroorganizmay1 barindiran ilge olmustur.

Sigirlarda Ruminococcus albus igin yapilan RT-PZR islemleri sonrasinda SA2
numarali Andirin ilgesinden toplanan 6rnek 20,62°lik Ct ile R. albus’un en bol bulundugu
ornek olmustur. SE6 numarali Elbistan 6rnegi ise 34,53 Ct ile O6nemsiz olarak
belirlenmistir.  Tum ilgelerde  Ruminococcus albus yiikksek konsantrasyonlarda
belirlenmistir fakat Andirin il¢esinde ufak bir farkla da olsa diger ilgelerden daha yogun
konsantrasyonda Ruminococcus albus mevcuttur. DNA konsantrasyonu 83,68 ng/uL ile en

yiiksek olan SP14 6rnegi ise 21,90 Ct degeri gostermistir.

Fibrobacter succinogenes’in sigirlarda miktar tayini yapmak i¢in RT-PZR islemi
yapilmis ve Ruminococcus albus’ta oldugu gibi SA2 numarali 6rnek 30,5 ng/ul. DNA
konsantrasyonu ve 19,50 Ct ile hedef organizmay1 en yiiksek miktarda ihtiva eden 6rnek
olmustur. Andirin en yiiksek miktarda Fibrobacter succinogenes tespit edilen ilge olmus,
Elbistan ve Afsin onu takip etmistir. Pazarcik ve Dulkadiroglu 6rneklerinde ise diisiik
miktarda hedef organizma tespit edilmistir. SP13 ve SDI15 numarali 6rneklerin Ct

degerleri 6nemsiz olarak belirlenmistir.

Uniplex RT-PZR c¢alismalarinda Ruminococcus albus toplamda Fibrobacter
succinogenes’den daha fazla miktarda belirlenmistir. Bu sonuglar R.albus’ un grup ve
stirekli kiiltiirde hem F.Succinogenes hem de R.flavefaciens’ den daha fazla oldugunu

bildiren Chen ve Weimer (2001)’ in sonuglariyla benzerdir.
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Cizelge 4.8. Koyun orneklerinde primer ve problari ile elde edilen Ct degerleri ile DNA
konsantrasyonlari

Ornek | DNA (Ct)
kodu konsantrasyonu
(ng/ul) Neocallimastix Orpinomyces Ruminococcus Fibrobacter
albus succinogenes

OAl 35,62 28,8 25,98 20,06 27,13

OA2 30,68 30,26 27,35 19,25 25,54

OA3 27,18 16,16 25,21 19,59 25,65

OE4 22,31 17,50 30,22 21,84 27,58

OE5 87,31 13,29 31,16 27,31 26,77

OE6 138,56 13,02 30,74 29,74 28,13

OF7 109,00 13,55 30,59 28,33 24,68

OF8 330,62 13,43 29,23 29,59 27,58

OF9 179,00 29,78 30,57 27,60 22,45

OT10 40,00 22,81 21,43 20,30 22,02

OT11 35,25 19,91 30,05 20,81 27,02

OT12 25,87 23,42 29,87 21,45 22,63

OP13 40,81 23,91 29,48 22,17 20,68
OP14 121,06 17,19 30,45 24,59 22,03
OD15 31,50 16,21 31,55 28,33 27,43
OD16 60,25 20,57 32,63 27,68 26,54

O: Koyun A: Andirin E: Elbistan F: Afsin T: Turkoglu P: Pazarcik D: Dulkadiroglu
:DNA ayn1 miktar(g) diski 6rneginden izole edilmistir.

Koyunlarda Ruminococcus albus miktarini tayin etme amaciyla yapilan uniplex
RT-PZR isleminin ardindan 49,1 ng/uLL DNA yogunlugundaki OA2 numarali Andirin
koyun ornegi 19,25 lik Ct degeri ile en fazla miktarda Ruminococcus albus barindirmakta
iken OE6 numarali 6rnegin 29,74’lik Ct degeri standart diliisyonlarmin en yiiksek Ct

sinden daha yiiksek ¢ikmis ve Snemsiz olarak belirtilmistir. Dulkadiroglu 6rneklerinde
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R.albus tespit edilmemistir fakat bunun disindaki ilgelerde anlamli milktarlarda

bulunmaktadir. En yiiksek say1 Andirin ilgesinden alinan 6rneklerde tespit edilmistir.

Koyun orneklerinde Orpinomyces problart ile yapilan RT-PZR sonucunda OT10
numarali Tirkoglu 6rnegi 21,43’lik Ct ile anlamh miktarta Orpinomyces sp. i¢cermistir ve
Ct degerleri 30 iizeri olan oOrneklerin 6nemsiz olarak bulunmustur. ilge bazinda
bakildiginda ise OA1,0A2,0A3 numarali Andirin 6rneklerinin tamaminda anlamli

miktarda Orpinomyces sp. degerleri bulunmustur.

Koyun 6rneklerinde Neocallimastix probu ile yapilan RT-PZR isleminde 470,2 DNA
yogunlugundaki 6 numarali 6rnek 13,025 Ct degeri ile en yiiksek sayida Neocallimastix
bulunduran koyun 6rnegidir. Neocallimastix spp. i¢in 4 numarali keci 6rneginde 21,02°lik
Ct degeri ile onemli kabul edilecek bir degere sahiptir. 30 Ct tizeri degerler anlamli bir
sonu¢ gostermemektedir. Elbistan il¢esi O4, OS5, O6 numarali 6rnekler olarak koyunlarda
en ¢ok, Andirin ise OAl, OA2, OA3 numarali 6rnekler ile en az Neocallimastix sp.
barindiran ilge olmustur. OT12 ve OD15 ornekler ise Ct degerleri ¢ok diisiik deger

gosterdigi i¢in hesaplamalara dahil edilmemistir.

Koyunlarda  Fibrobacter  succinogenes probu ile uygulanan RT-PZR
amplifikasyonunda 65,3 ng/ul. DNA konsantrasyonu ve 20,68 Ct degeri ile OP13 numarali
Pazarcik 6rneginin en yiiksek konsantrasyona sahip oldugu belirlenmistir. Ayn1 zamanda
Pazarcik ilgesinden alinan ornekler en yiiksek miktarda Fibrobacter succinogenes tespit
edilen ornekler olmustur. Tiim 6rneklerinde 37’lik Ct degeri gosteren Dulkadiroglu ilgesi
ise hemen hemen hi¢ hedef organizmayi barindirmayan ilge olmustur. Benzer bir sekilde
Koike ve Kobayashi (2001) F. succinogenes, koyunlarda rumen digestasinin baglica
seliilolitik  bakterisi oldugunu ve Ruminococlarin nispeten daha az oldugunu
bildirmislerdir. Mosoni ve ark. (2007) ise c¢alismamizla zit olarak koyunlarda R.
flavefaciens’in, F. succinogenes' den biraz daha fazla bulundugunu her iki tiiriin de R.

albus' dan ustiin oldugunu bulmuslardir.
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Cizelge 4.9. Keci orneklerinde primer ve problari ile elde edilen Ct degerleri ile DNA
konsantrasyonlari

Ornek | DNA (Ct)
kodu konsantrasyonu
(ng/uL) Neocallimastix Orpinomyces Ruminococcus Fibrobacter
albus succinogenes

KA1 25,62 33,19 30,81 242 27,92

KA2 28,62 30,81 31,25 21,84 25,82

KA3 34,12 31,46 30,7 22,55 28,03

KE4 66,37 21,02 29,62 21,22 25,35

KES 15,56 25,21 29,82 27,49 23,33

KE®6 60,5 26,14 33,71 22,97 31,55

KF7 14,25 26,67 32,71 32,08 26,57

KF8 7,18 29,40 32,18 30,20 27,63

KF9 25,56 30,60 29,94 20,92 24,26
KT10 187,37 27,93 28,45 19,03 22,56
KT11 221,06 28,55 29,93 20,58 22,86
KTI12 156,62 27,98 28,24 20,52 20,96
KP13 73,18 28,83 30,63 22,50 19,50
KP14 177,81 29,97 32,39 21,70 20,54
KD15 65,75 29,47 30,24 19,85 22,92
KDI16 66,37 26,84 30,92 25,10 27,82

K: Ke¢i A: Andirin E: Elbistan F: Afsin T: Turkoglu P: Pazarcik D: Dulkadiroglu
:DNA ayn1 miktar (g) diski 6rneginden izole edilmistir.

Keci orneklerine Neocallimastix probu ile uygulanan RT-PZR amplifikasyonunda
66,37 ng/uL. DNA konsantrasyonu ile 21,02°lik Ct degeri gosteren KE4 numarali Elbistan
ornegi en yogun, KA1 numarali 6rnek ise en az Neocallimastix bulunan 6rnektir. Elbistan
ilgesi kecilerde KE4, KES, KE6 ornekleriyle en ¢ok, Andirin ilgesi ise KA1, KA2, KA3

ornekleriyle en az Neocallimastix sp. bulunan il¢e olmustur.

Ke¢i  orneklerinde  Orpinomyces  spp. problar1 ile yapillan RT-PZR
amplifikasyonlarinda KT12 numarali 6rnek 28,24 lik Ct ile 6ne ¢ikmaktadir. KT10, KT11,

KT12 numarali Pazarcik ilgesinden temin edilen 6rneklerde diger ilgelere gore daha
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yiksek miktarda Orpinomyces sp. bulundugu belirlenmistir. Ke¢i orneklerinde fungus

miktarlar1 inek ve koyun 6rneklerine oranla daha geride kalmistir.

Kecilerde R.albus sayisini belirlemek i¢in yapilan RT-PZR amplifikasyonu ile K10
numarali ke¢i drneginde 299,8 ng/ul. DNA konsantrasyonu ve 19,03°liikk Ct ile en fazla
R.albus bulunduran 6rnek olarak belirlenmistir. KT10, KT11, KT12 numarali 6rneklerin

alindig1 Turkoglu ilgesi R.albus sayisini en yiiksek miktarda bulundurmaktadir.

Keci 6rneklerinde miktar: tespit edilmek amaciyla Fibrobacter succinogenes probu
ile yapilan RT-PZR KP13 numarali 6rnegin 19,5 Ct ile keci 6rnekleri arasinda en yiiksek
miktarda Fibrobacter succinogenes’e sahip oldugu belirlenmistir. Pazarcik ilgesi keci
orneklerinde en yiiksek miktarda hedef organizmay1 barindiran ilge olarak tespit edilmistir.
KE6 ve KDI16 ornekleri Ct degerleri 30 tizeri oldugu icin Onemsiz olarak

degerlendirilmistir.

Tim ilgelerde ve hayvanlarda bakteri popiilasyonunun funguslara gore Onemli
derecede daha fazla miktarda oldugu belirlenmistir. Kecilerde Neocallimastix cinsine ait
bireylerin Orpinomyces ‘e oranla daha yogun bulunmustur. Bu hayvanlarin otladigi

meralarda bulunan bitki 6rtiisii ile ilgili olabilmektedir.

Kok ve ark, (2013) yiiksek konsantrasyonda yogunlastirilmig tanen igeren Leucaena
leucocephala hibrid-Bahru'nun (LLB), kecilerde seliilolitik rumen fungal popiilasyon
tizerine etkisini, ger¢cek zamanli PZR kullanilarak arastirmislardir. Beslemenin ilk 10
giintinde LLB ile beslenen kegilerdeki fungus poptiilasyonu inhibe olmus, ancak 15 giinliik
beslemeden sonra, kontrol kegilerine (39.7 pug / ml) oranla fungal popiilasyonun (157.0 pg /
ml) 4 kat kadar artis1 olmustur. Bununla birlikte, bu siireden sonra, fungal popiilasyon
stirekli olarak azalmig ve 30 giuinlik beslenmede, fungus popiilasyonu (50.6 pg / ml)
kontrol kegileri (55.4 pg / ml) ile 6nemli oOlgiide farkli olmadigini belirtmislerdir.
Calismamizda genel itibariyle kaba yemle beslenen kecilerde ise fungus miktar1 yiiksek

olarak bulunmamustir.
4.3.4. Mikrobiyal dagilimin belirlenmesi

Ct degeri ile DNA konsantrasyonu arasindaki degisen iliski toplam DNA’daki

calisilan mikroorganizma miktarin1 verir. Dolayist ile yiiksek DNA miktarina karsilik
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yiiksek Ct degeri beklenemez. Sigir 6rneklerinde DNA yogunlugu ile Ct degeri arasindaki
iligki Sekil 4.19-4.22°de gosterilmistir.
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Sekil.4.19. Sigir 6rneklerinde Neocallimastix DNA yogunlugu ile Ct degeri grafigi (e :
DNA konsantrasyonu, «:Ct degeri)

ST12 ve SP13 numarali 6rnekler DNA konsantrasyonular1 diisiik olmasina ragmen,
DNA igeriginde diger orneklere gore daha yogun miktarda Neocallimastix fungusu
bulundurmaktadir. SF8 ile SF9, ST10 ile ST11 6rnekleri hem DNA konsantrasyonu hemde
Neocallimastix yogunlugu bakimindan benzerlik gostermistir ve hedef mikroorganizmay1

diger orneklerden daha az yogunlukta barindirmaktadir.
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Sekil 4.20. Sigir 6rneklerinde Orpinomyces DNA yogunlugu ile Ct degeri grafigi (e : DNA

konsantrasyonu, :

Ct degeri)

SF7 numarali 6rnek igeriginde en fazla Orpinomyces bulunduran 6rnek olmustur.

SP14 6rnegi ise yilksek DNA konsatrasyonuna ragmen 30 déngii sonunda 1s1ma yapmis ve

iceriginde az miktarda hedef organizmayi bulundurdugu belirlenmistir. SA3, SF8, SF9;
ST10, ST11 ve ST12, SP13 o6rnekleri DNA konsantrasyonu ve Ct degerleri bakimindan

birbirlerine benzerlik gostermektedirler.
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Sekil 4.21. Sigir 6rneklerinde R.Albus DNA yogunlugu ile Ct degeri grafigi (e : DNA

konsantrasyonu,

Ct degeri)

100



SA2 6rnegi DNA yogunlugu yiiksek olmamasina ragmen hedef mikroorganizmay1
en ¢ok barindiran 6rnek olmustur. SES 6rnegi en yiiksek ikinci DNA konsantrasyonuna
sahip olmasina ragmen igeriginde en az Ruminococcus albus yogunlugu bulunan sigir
orneklerinden biri olmustur. Bu durum bize SE5 6rneginde; bu ¢alismada yer almayan

diger bakterilerin, funguslarin ve protozoalarin bulundugunu diistindiirmektedir.
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Sekil 4.22. Sigir 6rneklerinde F.succinogenes DNA yogunlugu ile Ct degeri grafigi (e :
DNA konsantrasyonu, =: Ct degeri)

SA1l, SA2, SA3 numarali 6rneklerde hedef mikroorganizma yogunlugu diger
orneklere oranla daha yiiksek bulunmustur. Bunun nedeni olarak hayvanlarin beslendigi
meralarda Fibrobacter succinogenes popiilasyonunun yiiksek olmasi diistinlilmektedir.
Diisiik DNA konsantrasyonuna sahip olan SP13 6rnegi bununla paralel olarak Fibrobacter
succinogenes yogunlugu en az olan 6rnek olmustur. SP14 6rneginin ise DNA yogunluguna

z1t bir sekilde diisiik miktarda Fibrobacter succinogenes ihtiva ettigi belirlenmistir.

Koike ve ark., (2003) samana baglanmis Fibrobacter succinogenes, R. flavefaciens
ve Ruminococcus albus miktarlarini belirleyerek RT-PZR ile her {ig tiirtin sayisinin NDF
kaybolmasiyla kademeli olarak arttigini analiz etmisler ve calismamiza paralel olarak
Fibrobacter succinogenes miktarinin daha fazla oldugunu belirtmislerdir (Koike ve ark.,
2003). Diger taraftan Wora-anu ve ark. (2000), 100: 0, 60:40 ve 40:60 oranlarindaki kaba

yem-konsantrat oranlarinin, sirasiyla, bataklik mandalarinda seliilolitik  bakteri
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popiilasyonunu (5.62 x 10", 4.06 x 10" ve 4.57 x ' CFU/ ml) azaltabilecegini
bildirmislerdir. Ek olarak, Tajima ve ark., (2001) saman diyetindeki hayvanlarda
Fibrobacter succinogenes DNA baskin miktarinin bir tahil diyetine gegisin {i¢lincii
giininde 20 kat diistiglinii ve 28. glinde DNA'da 57 kat azalma ile daha da azaldigini
bildirmistir. 3. giinde R. flavefaciens DNA konsantrasyonu, saman diyetindeki hayvanlarda
baslangi¢ degerinin % 10'una diismiis ve 28. giinde bu seviyede kalmistir. Bu nedenle, bu
deneyde, bakteri DNA'smin kuantifikasyonu, daha yiiksek konsantre beslenmelerden
etkilenerek ti¢ seliilolitik bakteri sayisinin (F. succinogenes, R. flavefaciens ve R. albus)
azalmasini gostermistir. Benzer sekilde Hungate (1966) kati pargaciklarin bir¢oguna
baglanmis oldugu icin yeni igerikler alindiginda seliilolitik bakterilerin tiim digestada daha
¢ok bulundugunu bildirmistir. Koike ve ark., (2003) gozlemlenen bagli hiicre sayisindaki
art1s, ¢ogunlukla saman {izerinde hiicre ¢ogalmasina atfedilebilirken, 6 saatte, li¢ tiirtin
bagli hiicrelerinin sayisi kademeli olarak arttigini ve 24 saat (F. succinogenes igin gram
kuru madde (DM) basina 109 ve R. flavefaciens igin gram DM basina 10”) ya da 48 saatte

(R. albus icin gram gram bagina 10°) zirve yaptigimi bildirmislerdir.

Seliilolitik bakterilerin dinamikleri, 6zellikle de konsantrat degisimlerinde, diyet
degisikliklerine verilen yamit ile iyi iliski icerisindedir (Mosoni ve ark., 2007). Ustelik,
mikroorganizma ile birlikte rumen pH, substratlarin dogasi, sicaklik gibi ¢evresel faktorler
ve katyonlarin ve ¢6ziinebilir karbonhidratlarin varligi, bakteriyel baglanmay1 etkileyen
faktorler olarak One suriilmiistiir (Miron ve ark., 2001). Ruminal pH bu faktorlerin en
onemlilerinden biridir, ¢iinkii seliilolitik bakteri sayilart pH degisimine ¢ok duyarhidir
(Sung ve ark., 2006). Ruminantlar lif bakimindan yetersiz rasyonlar ile beslendiginde,
ruminal pH azalir, mikrobik ekoloji degistirilir ve hayvanlar metabolik bozukluklara daha

duyarl hale gelir (Russell ve Rychlik, 2001).

Koyun o6rneklerine DNA yogunlugu ile Ct degeri arasindaki iliski sekil 4.23-
4.26°da gosterilmistir.
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Sekil 4.23. Koyun 6rneklerinde Neocallimastix DNA yogunlugu ile Ct degeri grafigi (e :
DNA konsantrasyonu, =: Ct degeri)

Koyunlarda OES, OE6, OF7, OF8 ornekleri DNA konsantrasyonu yiiksek olan ve
buna paralel olarak Neocallimastix miktarida yiiksek olan ornekler olmuglardir. Bu
ornekler birbirine komsu iki ilge olan Afsin ve Elbistandan temin edilmistir. Meralarin ve
yemlerin benzer olmasinin Ct degerlerindeki bu yakinligi saglamis olabilecegini
dusiindiirmektedir. Konsantrasyonu en yiiksek olan OF8 6rnegi kendinden ¢ok daha diisiik
olan orneklerle benzer Ct degeri gostermistir. Bunun nedenini bir¢ok mikroorganizma

DNA “sin1 bulundurmasi olarak diisiinebiliriz.
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Sekil. 4.24. Koyun 6rneklerinde Orpinomyces DNA yogunlugu ile Ct degeri grafigi (e :

DNA konsantrasyonu,

: Ct degeri)

OT10 6rnegi DNA konsantrasyonu diisiik olmasina karsin Ct degeri ile 6rnekler

arasinda en yogun miktarda Orpinomyces bulundurdugunu gostermistir. Andirin ilgesinden

aliman OA1, OA2, OA3 o6rnekleri hem DNA konsantrasyonu hemde Ct degeri bakimindan

benzerlik gosterrmiglerdir. OF8 6rnegi ise ¢ok yiiksek DNA konsantrasyonuna sahip

olmasina ragmen bu konsantrasyonun i¢cinde Orpinomyces diisiik miktarda kalmistir.
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Sekil. 4.25. Koyun 6rneklerinde Ruminococcus albus DNA yogunlugu ile Ct degeri grafigi

(e : DNA konsantrasyonu,

: Ct degeri)
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OA1l, OA2, OA3 numarali koyun 6rnekleri Ruminococcus albus’u en ¢ok ihtiva
eden ornekler olmustur. Hayvanlar merada ayni tip yemleri yedikleri i¢in bu ornekler
muhtemelen benzer DNA konsantrasyonu ve Ct degerleri gostermistir. En yiiksek DNA
konsantrasyonuna sahip olan OF8 6rnegi ise ¢ok diisiik bir deger gostermistir. Bu deger

hedef mikroorganizma disindaki organizmalarin bu 6rnekte yogun bulundugunu

gostermistir.
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4.26. Koyun orneklerinde F.succinogenes DNA yogunlugu ile Ct degeri grafigi (e : DNA
konsantrasyonu, =: Ct degeri)

OP13 o6rnegi koyunlarda F.succinogenes yogunlugu en yiiksek 6rnek olarak one
cikmistir. OA2 ve OA3 ornekleri DNA konsantrasyonu ve Ct degerleri agisindan benzerlik
gostermistir. Afsin ilgesinden alinan OF8 6rnegi yliksek DNA konsantrasyonuna sahip

olmasina ragmen hedef mikroorganizma yogunlugu diisiik olarak belirlenmistir.

Kegi 6rneklerinde DNA yogunlugu ile Ct degeri arasindaki iliski Sekil 4.27-4.30°da

gosterilmistir.
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Sekil. 4.27. Keci orneklerinde Neocallimastix DNA yogunlugu ile Ct degeri grafigi (e :
DNA konsantrasyonu, =: Ct degeri)

KE4 o6rneginin hedef mikroorganizmayr en yiiksek miktarda ihtiva ettigi

belirlenmistir. KT11 ve KP14 6rnekleri DNA konsantrasyonu yiiksek olmasina ragmen bu

degerler Ct degerine yansimamuistir. Diisiik DNA konsantrasyonuna sahip olan KA1, KA2,

KA3 ve KF9 6rnekleri bununla paralel Ct sonuglar1 géstermistir.

35 250
34
A A

zz { \ 200

31 II — 1 150 DNA
; konsantrasyonu
" I/_ A/ \\

28 V o—0

27 50

26 4-4’/ \ / \KJ

25 T T T T T 0

@@@@@@ Q“@@; N @0@06\“&\5@\‘0

Sekil. 4.28. Kegi orneklerinde Orpinomyces DNA yogunlugu ile Ct degeri grafigi (e :
DNA konsantrasyonu, =: Ct degeri)
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Kegi orneklerinde Orpinomyces yogunlugu diisiik seviyeler de kalmistir. Yiiksek DNA
konsantrasyonuna sahip olan KT10 ve KT12 6rneklerinin DNA yogunluklariyla orantili
olarak diger orneklere kiyasla daha fazla Orpinomyces igerdigi belirlenmistir. Andirin,
Tiirkoglu ve Dulkadiroglu ilgesinden alinan 6rnekler DNA konsantrasyonu ve Ct degerleri

bakimindan birbirlerine benzerlik gostermislerdir.
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Sekil. 4.29. Keci orneklerinde Ruminococcus albus DNA yogunlugu ile Ct degeri grafigi
grafigi (e : DNA konsantrasyonu, =: Ct degeri)

Tirkoglu ilgesinden alinan KT10, KT11 ve KT12 6rnekleri Ruminococcus albus
bulundurma yontinden en zengin orneklerdir. Bu 6rnekler yiiksek DNA konsantrasyonuna
sahiptir. KDI15 oOrneginde ise dusik DNA konsantrasyonuna ragmen hedef
mikroorganizmay1 yogun miktarda barindirdigi belirlenmistir. Afsinden alinan KF7 ve
KF8 ornekleri ¢ok diisitk DNA konsantrasyonuna sahiplerdir ayn1 zamanda Ruminococcus
albus ihtiva etme agisindan da oldukga fakirdirler. Ruminococcus albus bakimindan

ilgelerden alinan ornekler kendi i¢lerinde birbirine benzer degerler vermislerdir.
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Sekil. 4.30. Keci orneklerinde Fibrobacter succinogenes DNA yogunlugu ile Ct degeri
grafigi (e : DNA konsantrasyonu, =: Ct degeri)

En yiiksek besinci DNA konsantrasyonuna sahip olan KP13 6rnegi en yogun
miktarda Fibrobacter succinogenes bulunduran ke¢i 6rnegi olmustur. Andirin ilgesi diger
mikroorganizma ve hayvanlarda oldugu gibi birbirine yakin degerler vermistir bu durumun
yaylimda olan hayvanlarin  benzer yemlerle beslenmesinden kaynaklandig
ongoriilmektedir. KD15 ve KDI16 o&rnekleri ayni yerden alinmig ve aynmi DNA
konsantrasyonuna sahip olmalarma karsin Ct degeri ag¢isindan ¢ok farkli sonug

vermislerdir.

4.4. Multiplex Real Time PZR Sonuclari

Multipleks Real Time PZR farkli floresan 6zellik tasiyan birden fazla prob ve bu
problarin baglandig1 bolgeyi amplifiye edecek primer ¢iftleri kullanilarak hedeflenen DNA
ya da DNA’lar1 es zamanli kalitatif ve kantitatif olarak belirleyebilen uygulamadir.
Multipleks Real Time PZR ile bir¢ok mikroorganizma ya da hedeflenen niikleik asit
bolgeleri belirlenmistir (Hartman ve ark., 2009; Singh ve ark., 2012; Wang ve ark., 2012;
Garrido ve ark., 2013; Alves ve ark., 2016).

Bu teknoloji ile hedeflenen birden fazla amplikonun kalitatif ve kantitatif olarak
karakterizasyonunun yapilmasi, hizi, dogrulugu gibi dustiinliikklerinin yan1 sira bazi

sinirlamalart da bulunmaktadir. Bu sinirlamalardan en ©nemlisi kullanilan floresan
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molekiillerin dalga boyu araliklaridir. Bir floresan molekiil uyarilma ve yayilma olarak iki
farkli dalga boyu araligina sahiptir (Shipley, 2007; Navarro ve ark., 2015). Multipleks Real
Time PZR analizlerinde floresan molekiillere ait dalga boylarinin birbirleri ile Srtlismemesi
gerekmektedir. Real Time PZR belirleme tekniklerinde problarin 5° ve 3” ucunda bulunan
muhbir ve sondiiriicii floresan molekiillerin her ikisi de belirli dalga boyu araliklar ile
1sima yayma Ozelligine sahiptir. Belirleme teknolojisindeki gelismeler ile sondiirtict
molekiiller floresan 6zellik tagimayan nitelikte gelistirilmis ve kullanilmaya baslanmuistir.
Dolayist ile muhbir floresan molekiiller i¢in daha genis bir dalga boyu araligr imkani
olugsmustur (Mackay, 2004). Bu ¢alismada ise Tagman problar1 i¢gin FAM (495 nm- 520
nm), HEX (535 nm -556 nm), Texas RED (597 nm -616 nm) ve Cy5 (646 nm -669 nm)
olarak 4 farklt muhbir floresan molekiil kullanilmistir. Sondiirticti molekiil olarak ise
floresan 1s1ma yaymayan BHQ1 (480 nm-580 nm), BHQ2 (558 nm -670 nm) ve BHQ3
(670 nm -730 nm) molekiilleri kullanilmistir. Multipleks Real Time PZR’in diger bir
sinirlamasi ise Real Time PZR cihazinin bir 6zelligi olan farkli sayidaki kanal sayisina
sahip olmasidir. Farkli floresan molekiillerin 1s1malar1 farkli kanallar araciligr ile floresan
algilama sistemine iletilmektedir (Navarro ve ark., 2015). Analiz sirasinda her bir kanal
sadece bir floresan molekiiliin (bir probun) isimalarini iletmektedir. Bu nedenle kanal
sayillar1 Multipleks Real Time PZR uygulamalar1 igin hedef bolge sayilarini
sinirlandirmaktadir. Bu ¢alismada farkli sayida mikroorganizmay: kalitatif ve kantitatif
olarak tek bir amplifikasyonda tanimlayabilmek i¢in yeni Multipleks Real Time PZR
stratejileri gelistirilmistir. Her bir Multipleks Real Time PZR gruplarina 6zel hedef
organizmalarin en uygun PZR kosullarini belirleyebilmek i¢in alternatif Real Time PZR

amplifikasyon protokolleri denenmistir.

Multipleks Real Time PZR gruplarina 6zgii en uygun PZR kosullart belirlenmistir.
Multipleks Real Time PZR analizleri 3 tekrarli yapilmis, elde edilen bagimsiz Ct
degerlerinin  ortalamalar1  alinarak  kullamilmistir ~ (Sekil  4.10-4.12).  Rumen
mikroorganizmalari i¢in hazirlanan seyreltilmis DNA standartlarinin analizlerinde 10-28
Ct arasindaki degerler elde edilmistir. Bazi DNA standartlarinda islem basarili sekilde

gerceklesmemis ve Ct degerine denk gelen amplifikasyon dongiileri elde edilememistir.

Neocallimastix, Orpinomyces funguslart ve Ruminococcus albus, Fibrobacter
succinogenes bakterileri ile bu dort organizmaya ait toplam DNA konsantrasyonlari ile Ct

degerleri arasindaki iligkiyi belirleyen kalibrasyon egrileri ¢izilmis ve regresyon
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denklemleri ile korelasyon katsayilar1 belirlenmistir. DNA konsantrasyonlar1 ve toplam
mikroorganizma sayisi esas alinarak c¢izilen egrilerin korelasyon katsayilart Sekil 4.15-
4.18’de gosterilmistir. Bu degerler metodun hassasiyetinin gostermektedir. Metodun
dinamik araligi Neocallimastix i¢in 6,7-946,3/ul., Orpinomyces ic¢in 7,3-841,4ng/pL,
Ruminococcus albus icin 1,7-167 ng/ul. ve Fibrobacter succinogenes 1,85-256,8ng/ulL
olarak tespit edilmistir. DNA konsantrasyonu bazinda regresyon denklemleri
Neocallimastix (y=34,157-0,0221x), Orpinomyces (y=31,209-0,0266x), Ruminococcus
albus (y=26,832-0,0537x) ve Fibrobacter succinogenes (y=-0,0489x+24,799) rumen

mikroorganizmalari igin regresyon analizleri ile belirlenmistir.

Cizelge 4.10. Sig1ir 6rneklerinde multiplex RT-PZR Ct sonuglari

Ornek | DNA

kodu konsantrasyonu (€9
ng/uL Neocallimastix Orpinomyces Ruminococcus Fibrobacter
(ng/p pinomy
albus succinogenes

SAl 17.62 26,13 18,14 25,27 25,37

SA2 305 18,35 26,99 24,89 23,64

SA3 2718 16,05 30,61 24,74 24,14

SE4 17.31 17,27 26,92 24,73 24,57

SES5 68.25 16,9 27,72 29,32 26,6

SE6 47 18,35 18,32 29,45 24,9

SF7 3456 26,47 18,26 22,17 21,96

SF8 2295 29,35 29,76 28,67 25,27

SF9 21.81 26,08 28,56 25,03 27,31

ST10 14.18 29,53 26,06 24,13 22,73

STI11 15.93 27,56 27,43 24,69 24,34

ST12 731 11,29 25,44 27,68 23,44

SP13 12.87 12,17 29,48 26,67 31,14

SP14 83.68 17,51 29,03 25,46 28,38
SD15 29 68 19,13 30,07 26,34 25,04
SD16 3431 27,28 31,34 24,58 23,97

S: S1gir A: Andirin E: Elbistan F: Afsin T: Tiirkoglu P: Pazarcik D: Dulkadiroglu

:DNA ayni miktar(g) diski 6rneginden izole edilmistir.
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Multiplex PZR islemi sonucunda 7,31 DNA konsantrasyonuna sahip olan ST12
orneginde 11,29 Ct degeri ile en yogun oranda Neocallimastix ihtiva eden 6rnek olmustur.
SA1 ornegi Orpinomyces problarinda 17,62 DNA konsantrasyonu ve 18,14 Ct ile hedef
mikroorganizmayi en yiiksek oranda bulunduran 6rnek olmustur. SF7 6rnegi 34,56 DNA
konsantrasyonuyla ve 22,17 Ct degeri ile sigir ornekleri icinde en fazla Ruminococcus
albus barindiran 6rnek olmustur. Fibrobacter succinogenes ise SF7 numarali 6rnekte 34,56
DNA yogunlugunda 21,96 Ct degeri gostererek en ¢ok hedef mikroorganizma bulunan

ornek olmustur.

SF13 6rnegi Orpinomyces problarinda yiliksek Ct degeri gosterdigi i¢in dnemsiz
olarak kabul edilebilir. SES ve SE6 numarali Elbistan 6rnekleri Ruminococcus albus igin
gosterdikleri Ct degeri ile hedef mikroorganizmay1 en az bulunduran 6rnekler olmuslardir.

SP13 6rnegi Fibrobacter succinogenes i¢in 30 {lizeri Ct degeri gosterdigi icin 6nemsizdir.

Multiplex RT-PZR amplikasyonunda sigirlarda Fibrobacter succinogenes arada
cok fark olmasada Ruminococcus albus’tan daha yiiksek oranda bulunmustur.
Sonucumuzla benzer sekilde Wanapat ve ark., (2009) mandalarda Fibrobacter
succinogenes’in (109 kopya / ml digesta ve rumen sivist) R. albus’ tan (106 kopya / ml
digesta ve rumen sivisi) daha fazla sayida bulundugunu belirtmislerdir. Calismamizla
paralel olarak rumen yogunluklarinin Fibrobacter succinogenes i¢in % 0,1 (Stahl ve ark.,
1988) ila % 6,6 (Briesacher ve ark., 1992) ve Ruminococcus spp. i¢in % 1.3 ila% 2.9
arasinda degistigini belirtilmistir (Krause, 1999).
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Cizelge 4.11. Koyun 6rneklerinde multiplex RT-PZR Ct sonuglari

Ornek

DNA

kodu konsantrasyonu €y
(ng/uL) Neocallimastix Orpinomyces Ruminococcus Fibrobacter
albus succinogenes
OAl 35,62 26,83 25,95 24,30 28,08
OA2 30,68 28,97 26,26 19,56 26,77
OA3 27,18 19,40 27,05 23,36 27,06
OE4 22,31 21,51 28,39 24,38 26,35
OEs5 87,31 13,58 28,44 24,1 24,41
OE6 138,56 13,04 28,43 25,99 25,45
OF7 109 15,09 30,83 32,02 27,76
OF8 330,62 15,12 26,71 27,94 24,6
OF9 179 29,78 28,3 27,47 25,17
OTO0 40 22,13 26,53 24,22 24,295
OT11 35,25 24,45 28,71 20,01 30,55
OT12 25,87 25,67 25,87 24,1 23,11
OP13 40,81 25,37 26,25 24,45 23,05
OP14 121,06 20,23 26,19 25,08 23,79
OD15 31,50 19,77 28,63 27,49 26,9
OD16 60,25 243 27,35 28,29 26,48

S: Sigir A: Andirin E: Elbistan F: Afsin T: Tiirkoglu P: Pazarcik D: Dulkadiroglu

:DNA ayn1 miktar(g) diski 6rneginden izole edilmistir.

yapilan islemlerin ardindan en ¢ok Neocallimastix barindiran 6rnekler olmuslardir. Bu

Koyunlarda OE5 ve OE6 numarali Elbistan ornekleri Neocallimastix probu ile

orneklerin alindig1 Elbistan il¢esi en fazla Neocallimastix barindiran ilge olmustur.

ornegi 25,87°1ik Ct ile hedef fungusu en yogun olarak bulunduran 6rnek olmustur. Pazarcik

Orpinomyces problari ile yapilan RT-PZR amplifikasyonunda OT12 numarali koyun

ornekleri gosterdikleri Ct degerleri ile en fazla Orpinomyces tespit edilen ilge olmustur.
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OA2 ornegi 19,56’lik Ct degeri ile en fazla Ruminococcus albus barindiran 6rnek
olmustur.OF7 6rnegi 32,02 Ct degeri ile en az hedef mikroorganizmay1 en az barindiran
ornek olmustur ve bu deger onemsizdir. Bu o6rnegin alindigi Afsin ilgeside en az

Ruminococcus albus ihtiva eden il¢e olarak belirlenmistir.

Fibrobacter succinogenes i¢in Pazarcik ilgesinden temin edilen OP13 ve OP14
ornekleri 23,05 ve 23,79 Ct degerleri ile en yogun miktarda hedef bakteriyi barindiran ilce
olmustur. OT11 numarali Tiirkoglu 6rnegi 30,55 Ct degeri ile hedef mikroorganizmayi1 en

az barindiran 6rnek olmustur.

Cizelge 4.12. Kegi 6rneklerinde multiplex RT-PZR Ct sonuglari

l?ggﬁk l?(zjlimtrasyonu (v

(ng/pL) Neocallimastix Orpinomyces Ruminococcus Fibrobacter

albus succinogenes

KAl 25,62 29,9 30,17 26,31 28,06
KA2 28,62 29,13 28,94 24,04 27,26
KA3 34,12 29,99 30 25,96 31,40
KE4 66,37 16,93 25,50 23,05 24,82
KES 15,56 24,4 26,09 24,09 24,76
KE6 60,5 23,13 29,67 23,58 27,2
KF7 14,25 23,33 31,01 28,33 27,07
KF8 7,18 31,2 33,65 28,61 28,38
KF9 25,56 28,8 27,12 24,15 25,88
KT10 187,37 25,82 28,53 24,28 25,7
KT11 221,06 26,19 28,13 24,97 24,025
KTI12 156,62 26,24 26,48 23,79 21,72
KP13 73,18 25,31 25,91 22,97 22,89
KP14 177,81 27,18 28,05 24,32 22,41
KD15 65,75 26,47 29,72 22,18 24,78
KD16 66,37 28,61 27,38 24,95 31,43

S: S1g1ir A: Andirin E: Elbistan F: Afsin T: Turkoglu P: Pazarcik D: Dulkadiroglu

:DNA ayni miktar(g) diski 6rneginden izole edilmistir.
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Keci orneklerinde KE4 numarali 6rnek 16,93 Ct degeri ile en ¢ok Neocallimastix
barindiran 6rnek olmustur. KF8 6rnegi 31,2 Ct degeri gostererek hedef organizmanin en az
bulundugu 6rnek olmustur. Elbistan il¢esinden alinan 6rnekler erken dongiilerde 1sima

yaparak hedef fungusun en fazla bulundugu ilge olmustur.

KE4 o6rnegi 25,50 Ct ile kecilerde en fazla Orpinomyces ihtiva eden Ornek
olmustur. KF8 6rnegi 33,65°lik Ct ile hedef fungusun en az bulundugu 6rnek olmustur. Bu

ornegin alindig1 Afsin ilgesi de en az Orpinomyces barindiran ilge olmustur.

Ruminococcus albus problari ile yapilan RT-PZR isleminin ardindan KD15 6rnegi
hedef organizmay1 en ¢ok barindiran 6rnek olarak belirlenmistir. KF8 6rnegi 28,61°lik Ct
degeri ile en az Ruminococcus albus bulunan 6rnek olmus ve Ornegin alindigi Afsin

ilgeside bu mikroorganizmanin en az bulundugu il¢ge olmustur.

KT12 numarali 6rnek 21,72 Ct degeri gostererek en yogun Fibrobacter
succinogenes bulunan Ornek olmustur. KA3 ve KDI16 o6rnekleri yiiksek Ct degerleri
gostererek hedef mikroorganizmayi en az ihtiva eden 6rnekler olmustur. Andirin ilgesinde
diger ilcelere oranla daha az miktarda hedef bakterinin bulundugu belirlenmistir. Sigr,
koyun, ke¢i Orneklerinin DNA ve Ct degerlerini gosteren grafikler Sekil 4.31-4.33°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.31. Sigir 6rneklerinde multiplex RT-PZR islemi sonunda DNA yogunlugu ve Ct
degerleri grafigi (e: DNA kons. w:Neocallimastix. 4 : Orpinomyces. ~:R. albus. ¢:
F.succinogenes)
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Neocallimastix probu multiplex RT-PZR amplifikasyonunda 9 ornekte en erken
isimalart yaparak Orneklerde en yogun sekilde bulunan mikroorganizma olmustur.
Orpinomyces probu ise genel olarak ge¢ 1s1ma yapmis ve amplifikasyonda en az
yogunlukta bulunan organizma oldugunu gostermistir (Sekil 4.31). SA1 06rneginde
Neocallimastix, F. succinogenes ve R albus, SE4 numarali sigir 6rneginde R. albus ile F.
succinogenes benzer Ct degerleri gostermistir. DNA konsantrasyonu en fazla olan SP14
ornegi hedef mikroorganizmalar1 barindirma agisindan diisiik seviyede kalmistir bu
degerler bu 6rnegin bizim hedeflemedigimiz bakteri, fungus, protozoa gibi organizmalari

barindirdigin1 gostermektedir.
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Sekil 4.32. Koyun orneklerinde multiplex RT-PZR islemi sonunda DNA yogunlugu ve Ct
degerleri grafigi (e: DNA kons.
succinogenes).

Koyun o6rneklerinde (Sekil 4.32) OT12 ve OP13 ornekleri birbirine yakin DNA

: Neocallimastix. /. : Orpinomyces. X: R. albus. ¢: F.

konsantrasyonuyla paralel olarak tiim mikroorganizmalar birbirine benzer sonuglar
vermistir. Si8ir 6rneklerinde oldugu gibi Neocallimastix probu genel olarak en erken
isimalar1 yaparak en ¢ok bulunan hedef mikroorganizma olmustur. Diisiik DNA
konsantrasyonuna ragmen OE4 6rnegi tiim hedef mikroorganizmalar i¢in anlamli degerler

gostermistir.
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Sekil 4.33. Kegi 6rneklerinde multiplex RT-PZR islemi sonunda DNA yogunlugu ve Ct
degerleri grafigi (o: DNA kons. u: Neocallimastix. A : Orpinomyces. ~: R. albus. ¢: F.
succinogenes).

Keci ornekleri iizerine yapilan ¢alismada Ruminococcus albus probu genel olarak
en erken 1s1may1 yaparak en cok bulunan hedef mikroorganizma olmustur (Sekil 4.33).
Orpinomyces ise kec¢i 6rneklerinde en az bulunan mikroorganizma olmustur. Diisiik DNA
konsantrasyonlu KF8 6rnegi fungus barindirma yoniinden en diisiik degeri gostermistir.
Ayni ilgeden alinan, DNA yogunluklar1 yakin olan KA1 ve KA2 6rnekleri Ruminococcus
albus disinda benzer sonug¢ vermislerdir. KD15 ve KD16 6rnekleri DNA yogunluklari

yakin olmasina ve ayni ilgeden alinmalarina ragmen farkli degerler gostermislerdir.
4.4.1. Rumen mikroorganzimalarinin mikrobiyal popiilasyonlarinin belirlenmesi

Anaerobik rumen filament6z funguslar genis ¢apli rizoid sistem olustururlar. Bir
mikroskop kullanarak dogrudan sayimla dogru sayim ve tanimlama, ozellikle cevresel
numunelerin hem polisentrik hem de tek merkezli tiirler icerdigi dustiniildiigiinde pratik
degildir. Bunun yaninda yalniz zoosporlar1 veya thallus yapilarin1 saymak tam olarak
dogru degildir, ozellikle polisentrik funguslar zoosporlara ek olarak rizomiselyum
pargalarindan koloniler olusturabilmektedir (Dehority ve Orpin, 1997). Dogrudan

mikroskopi sayimlarina kiyasla stirekli olarak daha yiiksek fungus sayilar1 veren bir MPN
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yontemi gelistirilmistir (Theodorou ve ark., 1990; Obispo ve Dehority, 1992). Bu yontemin
bir dezavantaji, funguslarin sivi ortamda homojen olmayan bir kiiltiir olarak biiylimesi ve
bu nedenle dogru sekilde seri olarak seyreltilememesidir (Dehority ve Orpin, 1997).
Ozellikle, baz1 polisentrik fungus izolatlari in vitro biiyiitiildiigii zaman bozunmasi zor olan
kalin bir pelikiil yap1 olusturur (Denman ve McSweeney., 2006). Bunun iistesinden gelmek
icin veriler, mililitrede fungus biyokiitlesi veya ham protein agisindan sunulur. Bunun
gecerli olabilmesi i¢in, ¢esitli bliylime asamalarinda hem polisentrik hem de monosentrik
anaerobik funguslarin temsilcilerinden DNA ve ham protein igeriginin anlagilmasi
gerekmektedir. Monosentrik saf kiiltiirler, DNA'nin fungal biyokiitle oraninda énemli bir
farklilik gostermese de, polisentrik izolatlar, daha erken evrelerde daha sonraki agamalara
gore daha yliksek bir DNA igerigine sahip olmaktadir. Bu Orpinomyces spp. biiytime
ozellikleri ile ¢akigmaktadir ¢linkii biiyiime ilk asamalarinda, genis bir poliniikleerli
rhizomiselyum belirgindir (Breton ve ark., 1989). DNA'daki biyokiitle oranindaki diisiis,
bliyimenin sonraki asamalarinda, herhangi bir buyik niikleer bolinme olmaksizin
rizomiselyumun genislemesinin gergeklestigini gostermektedir. Denman ve McSweeney.,
(2006) s1g1r rumeninin hem polisentrik hem de monosentrik tiirlere sahip oldugu belirterek,
DNA igerigini biyokiitle ve daha sonra fungal azot veya ham protein degerlerine
doniistiirmek igin ortalama 13 mg mL™ biyokiitle degeri kullanilmistir. Bu degeri, fungal
biliylime asamalar1 boyunca ve iki ana form arasinda gézlenen farkliliklar1 saglamak igin
aktif bliylime sirasinda cesitli fungus tiirleri i¢in ortalama DNA igerigi olarak se¢mislerdir.
Sadece monosentrik tiirlerin bulundugu sistemlerde, daha diisiik bir deger c. Biyokiitlenin
10 mg mL ™"} kullanilmalidir, oysa agirlikli olarak polisentrik tiirlerin yasadigi ortamlarda,

20 mg mL™" biyokiitle yaklasan daha yiiksek bir degere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Polisentrik ve monosentrik funguslar arasindaki azot degerlerinde anlamli bir fark
bulunmazken, fungal biiylimenin ¢esitli asamalarida benzerdir; ortalama %6.5'lik bir deger
kullanilmistir (Denman ve McSweeney, 2006). Bu deger, daha 6nce sozii edilen %5.9
azotlu anaerobik funguslara benzerdir (Faichney ve ark., 1997). Genel fungus primer
setinin, test edilen {i¢ jenerasyon boyunca tiim anaerobik fungal DNA'y1 ¢ogalttig1, ancak
aerobik fungal izolatlarin herhangi birini amplifiye etmedigi bulunmustur. Anaerobik
funguslarla en yakin iligkili takim olan Spizellomycetales (Bowman ve ark., 1992)
takiminda bulunan dort temsilciden higbiri, veya test edilen diger ilgili takim temsilcileri,
anaerobik fungal-spesifik primer setini kullanirken bir amplikon iiretmemistir. Aerobik
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chytrid funguslar1 genellikle topraktan bulunur, kiiltirlenir (Sparrow, 1960) ve ozellikle
tarim ve bahgecilik uygulamalarina maruz kalan topraklarda yaygindir (Weber ve Webster,
2000). Ik tahminlerde kitinaz kullamilan rumendeki fungus biyokiitlesinin, toplam fungus
biyokiitlesinin yaklasik %8'ini olusturdugunu belirtmistir (Orpin ve Joblin, 1988). Bu
analizin biiytik miktarda hataya duyarli oldugu ve yem maddelerinden ve aerobik fungus
bulagmasindan etkilenebilecegi belirtilmistir. Cesitli sayim metotlari ile hesaplanan fungus
bollugu genellikle zoosporlar veya TFU' lar olarak 10°-10" mL™" arahgindadir (Theodorou,
1990; Orpin ve Joblin, 1997). Ot diyetiyle beslenen koyunlarda, Faichney ve ark. (1997),
fungus katkisini mikrobiyal nitrojenin % 1.1 ila % 3.5'1 arasinda olacak sekilde hesaplamak
icin rRNA tabanli bir tarama metodu kullanmistir. rRNA miktarmi kullanan g¢aligmalar,
hiicre biiylime asamalar1 boyunca rRNA igerigindeki degisiklikler nedeniyle hataya agiktir
(Raskin ve ark., 1997). Bununla birlikte, rDNA igerigi, ¢esitli fungal izolatlarin biiylime
dongiisi tizerinde hedef degerler tizerinde 6nemli bir degisiklik olmadan daha sabit kalir.
rDNA'nin daha saglam bir hedef oldugu goriistinii destekleyen benzer gozlemler rapor

edilmistir (Blomberg ve ark., 1997; Sylvester ve ark., 2004).

Denman ve McSweeney (2006) fibrolitik bakteriyel tiirler Ruminococcus
flavefaciens ve Fibrobacter succinogenes'i izlemek icin segilen primer setlerinin, ilgili
hedefler i¢in spesifik oldugunu ve test edilen diger tiirlerle ¢apraz reaktivite gostermedigini
belirtmislerdir. Her iki F. succinogenes ve R. flavefaciens iriinleri i¢in ayrigsma egrisi
profillerinin siki oldugunu ve bu da yiiksek bir ozgillik seviyesi oldugunu
diistindiirmiistiir. Bu sonuglar F. succinogenes’in, rumen ic¢inde yiiksek sayilarda mevcut
oldugunu ve beslendikten sonra 12 saatte bir maksimum degere ulastigin1 gostermektedir.
Bu ¢alismada, F. succinogenes'in R. flavefaciens'den 2 logl0 daha biiyiik sayisida mevcut
oldugu bildirilmistir. R. flavefaciens'in en yiiksek degerinde F. succinogenes'in mevcut
oldugu en diisiik deger saptanmistir. Karsilastirmali kuantifikasyon deneyi, bircok 6rnek
icinde c¢oklu hedeflerin izlenmesinin ve her bir test ile coklu standart egrilerin
calistirilmasinin yasaklayici oldugu uygulamalarda kullanilabilir. Ayni1 zamanda 6rneklere
gore popiilasyon degisikliklerini gosterebilir ve mutlak hiicre sayilar1 saglayamaz.
Anaerobik fungal real-time PZR testinin gelistirilmesi, arastirmacilarin, ilk kez, rumen
icindeki toplam anaerobik fungal popiilasyonlar1 daha hizli ve dogru bir sekilde

izlemelerini saglar (Denman ve McSweeney., 2006). Gelecekteki calismalarda, son
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zamanlarda ortaya c¢ikan imza dizilerinden tiire 6zgii primerler kullanilarak belirli alt

popiilasyonlarin izlenmesinin miimkiin olacag diistiniilmektedir (Tuckwell ve ark., 2005).

Ruminal mikrobiyal popiilasyonlar1 yonlendirmek i¢in mevcut ilerlemeler hayvan
verimliligini artirmaya yardimeci olmustur (Cotta ve Russell, 1997; Weimer, 1998). Bu
mikroorganizmalar arasindaki etkilesimlerin tam olarak anlasilmasi, popiilasyonlarin besin
kullanimin1 daha da iyilestirmek i¢in daha etkili bir sekilde manipiile edilmesinden 6nce
gereklidir (Firkins ve Yu, 2006). Mikrobiyal topluluklardaki degisiklikleri izlemek igin
kullanilan  yetistirme temelli teknikler, mevcut teknikler ile {iretilemeyen

mikroorganizmalarin ¢cogunu yetersiz olarak temsil edebilir (Zoetendal ve ark., 2004).

Geleneksel ruminal mikrobiyoloji ©ncelikle mikroorganizmalarin izolasyonu,
sayimi  ve fenotipik Kkarakterizasyonunu igeren klasik kiiltire dayali tekniklere
dayanmaktadir. Bazi tahminlere goére, mevcut rumen mikroorganizmalari hakkindaki
bilgimizin, rumendeki mikrobiyal c¢esitliligin sadece %10 ila 20'sini olusturmaktadir
(Zoetendal ve ark., 2004). Yeni mikroorganizmalar, kiiltiir ve molekiiler temelli tekniklerin
bir kombinasyonu kullanilarak rumenden izole edilebilir ve karakterize edilebilir (Lee ve
ark., 2002; Mackie ve ark., 2003). Heniiz kesfedilmemis olan rumende énemli bir rolii olan
baska cins ve tiirler olabilir. Bircok rumen bakterisi plaka yiizeylerinde iyi gelismez ve
Ruminococcus albus igin fenil asetik asit ve fenil propiyonik asit gibi spesifik biiylime
gereksinimlerine sahip olabilir (Pegden ve ark., 1998). Dolayisiyla plaka sayimlari, canli
hiicrelerin sayis1 hakkinda hatali sonuglar verebilir. Ornegin, bakterilerin s1v1 ortam iginde
bliylimesine izin veren muhtemel sayr (MPN) seyreltme yontemlerinin ¢ogu, MPN
prosediirlerinin de smirlamalarina ragmen (Stewart ve arkadaslari, 1997), plaka
sayimlarindan 10-100 kat daha biyuktir (Firkins ve Yu, 2006). Yeni gen tabanl
teknolojiler, rumen gibi kompleks mikrobiyal ekosistemlerde mikrobiyal c¢esitliligi
incelemek i¢in kullanilmaktadir (Kocherginskaya ve ark., 2001; Koike ve ark., 2003a; Shin
ve ark., 2004). DGGE ve gercek zamanli PZR (Sylvester ve ark, 2004) gibi SSU rDNA'y1
(kiictik alt birim ribozomal RNA sentezini kodlayan DNA) hedefleyen kiiltiirden bagimsiz
teknikler, ilgili mikroorganizmalarin dogrudan analizine ve miktarma izin verir. Sayisiz
calisma, farkli diyet kosullar1 altinda veya farkli diyetler arasinda gegis sirasinda ruminal
bakteri popiilasyonlarindaki degisiklikleri incelemek i¢in SSU rDNA' y1 hedef almistir
(Tajima ve ark., 1999; Tajima ve ark., 2000; Tajima ve ark., 2001; Kocherginskaya ve ark.,

2001). Diger ¢alismalar, rumen igindeki partikiil ve siv1 ile iligkili bakterileri veya rumen
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(Larue ve ark., 2005) igine yerlestirilmis in situ torbalarda farklilasmak i¢in molekiiler
teknikleri kullanmigtir (Koike ve ark., 2003b). PZR-bazl teknikler ayn1 zamanda spesifik
bakteri gruplarinin gruplandirilmasinda ya da farkli ruminant hayvanlarda belirlenmektedir
(Ghali ve ark., 2004). Bununla birlikte, ¢alismalarda kiitiphanelerden gelen klonlanmis
sekanslarin yiiksek bir ytizdesi, bilinen herhangi bir tiirle yakindan iligkili degildir (Firkins
ve Yu, 2006). Bilinen izolatlara gore geri alinan ve karakterize edilen smirli sayidaki
diziler nedeniyle, protozoa, bakteri ve arkea arasindaki cesitlilik ve etkilesimler hakkindaki
bilgilerimiz hala siirhidir. Belirli primerlerin ve rumenden daha once kiltiirlenmemis
bakterilerin yetistirilmesi igin gelistirilmis yetistirme tekniklerinin bir kombinasyonunu
kullanarak, mikrobiyal topluluklarin ¢esitliliginin ve fonksiyonunun daha iyi
karakterizasyonu saglanabilir. Rumendeki protozoal ekoloji, saf kiiltiirlerde yetistirme ile
ilgili zorluklardan dolay1 bakterilerden daha az incelenmistir (Dehority, 2003). Dahast,
mevcut morfolojik teknikler, ruminal orneklerde tiim protozoal tiirlerin dogru
tanimlanmasini ve nicellestirilmesini saglamamaktadir. Morfolojik 6zelliklere dayanan,
yedi Entodinium tiirlintin tek bir tiirlin sadece morfolojik olarak farkli varyantlari oldugunu
Oone stirmiistiir (Dehority, 1994). Bu nedenle, morfoloji ve fenotipleri kullanarak
mikrobiyal popiilasyonlardaki degisikliklerin ¢aligmalari, genel olarak mikrobiyal topluluk
yapisinin etkilenip etkilenmedigine dair net bir goriintii vermemektedir. DGGE ve real-
time PZR gibi kiiltirden bagimsiz teknikler, protozoal popiilasyonlardaki degisiklikleri
karakterize etmek i¢in de kullanilabilir. Bu baglamda, rumen o6rneklerinde protozoal
cesitliligi incelemek i¢in PZR yontemlerini ilk olarak kullanmistir (Karnati ve ark., 2003;
Sylvester ve ark., 2005). Ilk ¢alismada, protozoa- spesifik bir primer (P-SSU-342f)
tasarlanmis ve topluluk DNA'sindan sadece protozoal 18S rDNA'nin bir fragmanini
cogaltmak i¢in bir eukarya-spesifik primer ile eslestirilmistir. PZR amplikonlar1 daha sonra
klonlanmis, sekanslanmis ve teshis i¢in veritabani sekanslar1 ile karsilastirilmistir.
Klonlanmis sekanslarin ¢ogu Entodinium benzeri sekanslarla eslesirken, klonlar arasinda
hala biiytik bir filogenetik cesitlilik bulunabilmektedir. Bununla birlikte, ayni yaklasimi
kullanan baska bir ¢alismada (Shin ve ark., 2004), 18S rDNA dizileri esasen Entodinium
ile eslestirilmistir. Yiiksek tahil yemleri ile beslenen bazi hayvanlarin genellikle % 95-99
oraninda Entodinium olan rumen protozoal popiilasyonlarina sahip olabilecegi
diistintildigiinde, klon sekanslarinin ¢esitliliginin olmamasi ger¢ek durumu yansitabildigi

bildirilmektedir. PZR-DGGE, ayrica, rumendeki protozoal topluluklari belirlemede
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(Regensbogenova ve ark., 2004; Sylvester ve ark., 2005) ve duodenum profillerinde de
kullanilmistir (Sylvester ve ark., 2004). Protozoa-spesifik primerler kullanilarak PZR-
DGGE analizi, yogun DGGE bantlarinin eksizyonu, PZR ile yeniden amplifikasyonu ve
geri kazanilan ana protozoal tiirlerin tanimlanmasi i¢in DNA dizilemesi ile takip edilmistir.
Bu molekiiler biyoloji teknikleri, farkli protozoal tiirlerin hem partikiil hem de siv1 iligkili
fazlarda ve farkli diyetlerle beslenen hayvanlarin rumenindeki farkli yerlerde dagiliminin

daha dogru bir sekilde incelenmesini saglayacaktir.

4.5. Prokaryotik ve Protozoal Popiilasyonlarin Kiiltir Bazh ve Mikroskopik

Yontemlerle Sayilmasi

Rumen mikroorganizmalarinin sayim iglemleri i¢in 1950°1i yillardan 1980°li yillara
kadar mikrobiyologlar tarafindan, rumenden bakteriler yetistirmek i¢in ekim prosediirleri
gelistirmislerdir (Dehority, 2003). Bu yaklasgim kullanilarak spesifik biiylime faktorleri,
tirtinler ve diger 6nemli bilgi tiirleri gozden geg¢irilmistir. Birgok ¢apraz besleme ve sinerjik
/antagonistik iligki tanimlanmig olmasina ragmen (Wolin ve ark, 1997), ¢ogu topluluk
ekolojisi 6rnegi standart izolasyon prosediirleri kullanilarak taklit edilememektedir (Tajima
ve ark, 1999). Ornegin, baska suslari onlemek icin bazi bakteriler tarafindan proteinli
maddeler tretilir (Chan ve Dehority, 1999; Rychlik ve Russell, 2002). Bu inhibitérler
ruminal bakterilerde olduk¢a yaygin oldugu ig¢in, kitalar arasinda farkliliklar olabilir
(Cookson ve ark, 2004; Kalmokoff ve ark, 2003; Chen ve ark., 2004), mikrobiyal ekoloji
tizerindeki etkileri ve yem bozunmasi ile mikrobiyal azot dongiistindeki etkisi in vivo
olarak belirsizdir. Son on yilda, rumen protozoalarinin aksenik kiiltiirii rafine edilmistir
(Dehority, 1998; Nsabimana ve ark, 2003). Yine de, bircok protozoa tiirii heniiz aksenik
kiiltiirde basarili bir sekilde yetistirilmemistir. Onceden kiiltiire alinmamus bakteri ve
protozoa tiirlerinin yetistirilmesi islevlerini anlamak ic¢in gereklidir ayni zamanda
mikrobiyal topluluklar1 in vivo olarak karakterize edecek molekiiler bazli prosediirler i¢in

daha iyi bir temel saglanmalidir.

Kiiltiir temelli teknikler kullanilarak, toplam bakteri sayisinin beslendikten sonra
azaldig1 bildirilmistir (Leedle ve ark, 1982). Azalmanin dogrudan beslenme ile iliskili
olabilecegi One stirtilmiistiir (6rnegin yiikselen oksijen konsantrasyonlari ile iliskili liziz)
(Firkins ve Yu., 2006). Bununla birlikte, yeni alinan besin partikiillerine hizli bir sekilde

yapisarak veya igme suyuyla seyreltilerek sividaki bakteri sayimlarinin azalmasi diger olasi
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aciklamalardir (Fields ve ark., 2000). Sigirlar sabit bir durumu benzetmek i¢in her 2 saatte
bir beslendiklerinde, Firkins ve ark, (1987b) yem alimimin arttirtlmasinin, rumen
havuzundaki bakterilerin toplam canli sayimin1 ve rumende agik¢a bozunmus organik
madde grami basina diisen canli sayilar1 arttirdigini belirtmistir. Bununla birlikte, artan
yem alimi, rumen sivist ile iligkili sayilarin neredeyse yarisi oraninda azalmistir. Tez
calismamiz da beslenmenin mikroorganizma sayisini etkileyebilecegini gostermistir.
Yazarlar, protozoal sayimlarin yem alimiyla iligkili olmadigini, bu nedenle protozoal
sindirimin 6nemli bir faktor olmadigini 6ne siirmislerdir. Sivi ile seyreltme oraninin
arttirtlmast ve sivi ile gegen kiigiik partikiillerin sivi ile iligkili bakteriler (FAB) ile
yikanmasi ileri siirtilmiistiir. S1iv1 ile seyreltme oraninin arttirtlmasi ve sivi ile gegen kiiciik
partikiillerin akiskanla iliskili bakteriler ile yikanmasi. Ogiitme topaklar1 bakteriler
tarafindan kolonilesmeyi arttirir (Bowman ve Firkins, 1993), ancak genellikle gegis
oranlarini artirir (Van Soest, 1994). Fibrolitik bakteriler, ayrisma yetenekleri igin kritik
olan karmagik yapisma mekanizmalarina sahiptir (Miron ve ark, 2001), boylece pargacik
gecis orani, PAB (parcacik ile iliskili bakteriler) popiilasyonlarmi o6nemli olgtide
etkileyecektir. Pargacik biiyiikliigli ve mikrobiyal ekolojiye gegis hizi gibi faktorlere iliskin
daha biitiinlestirici hedeflere ihtiyag vardir ve molekiiler temelli tekniklerin artan
kullanilabilirligi ile kolaylastirilabilir. Ornekleme alaninin, hayvanlar arasinda mikrobiyal
poptilasyonlardaki farkliliklarin ve diger faktorlerin (Martin ve ark., 1999; Kocherginskaya
ve ark, 2001; Michalet-Doreau ve ark, 2001; Koike ve ark, 2003a) de gelecekte yapilacak

calismalarda dikkate alinmasi gerektigi gorulmiistiir.

Secici ortamlara gore bakteri tiirlerinin veya gruplarimin sayimi (Dehority, 2003)
cesitli sinirlamalara sahiptir bu sinirlamalar, canli fakat kiiltiirlenebilir tiirlerin boliinmeyen
hiicreleri (Leedle ve ark, 1982), aslinda hiicrelerin kiimeleri tarafindan baslatilan koloni
olusturan {inite hiicreleri (Dehority, 2003), Laboratuar ortaminda baz1 tiirlerin
yetisememesi ve ¢ogu zaman goz ardi edilmesi (Wells ve Russell, 1996) ve kiiltivasyon
temelli prosediirler ile istatistiksel varyasyon da dahil olmak {iizere dort grupta
toplayabiliriz. Birgok yazar toplam dogrudan sayimlar ve toplam canli bakteri sayisi
arasindaki farkin biiyiik 6l¢ide numunelerdeki kiltiirlenemeyen bakterilere atfedildigini

varsaymistir (Wells ve Russell, 1996; Zoetendal ve ark, 2004).

Tez calismamizda da uyguladigimiz manuel sayim teknigi bize tam olarak

poplilasyon sayilarini vermemektedir. Dehority (2003), biiylime asamasindan Once
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yeterince uzun siire inkiibasyon yapilmayan bazi ¢alismalar koloni sayimini belirtmektedir.
Krause ve ark, (1999b) seliilolitik en muhtemel say1 (MPN), polimerik seliilozu degrade
edemeyen seliilodeksrin ayristiricilarin mevcudiyeti nedeniyle dogru olarak seliilolitik
popiilasyonu fazla tahmin ettigini ileri siirmiislerdir. Bazi substratlar arasindaki
benzerlikler ve bir¢cok bakterinin birden fazla substrati kullanma yetenegi, kiiltivasyon
temelli yaklagimlar1 kullanarak bakteriyel popiilasyonlarin kantitatif karakterizasyonunu da
engellemektedir. Ornegin, MPN'de hem seliiloz hem de ksilanin varlig1, bircok substratin
her iki substrati kullanabilmesinden dolayi, bu substratlar ayr1 olarak kullanildiginda,
fibrolitik popiilasyonu daha diisiik bir deger alabilir. Son olarak, MPN sayimi, hayvan
deneylerinde kullanim i¢in ¢ok daha uygun olmakla birlikte, ger¢ek sayim yontemlerinden
(Dehority ve ark., 1989) daha az duyarlidir ve kullanilan MPN istatistiklerinin tiiriine bagl
olarak bakteriyel populasyonlarin nicellestirilmesinde yanlishiga yol acabilir (Dehority ve

ark., 1989; McBride ve ark., 2003).

Rumende protozoal sayim da problemlidir. Rumenden numune alinmasi, bazi
protozoalarin, ozellikle de izotrichidlerin, hayvan beslendikten sonra sekerlere karsi
kemotaksis nedeniyle bakterilerden daha da zor olmaktadir. Bunu takiben organizmalarin,
numunelerin aliminin daha zor oldugu ventral rumene veya retikuluma (Dehority, 2003)
yerlesmesi izler. Bununla birlikte, bu ¢alismalarin ¢ogu, daha kii¢iik rumen fistiillerinden
dolayi, sigirlarla karsilastirildiginda tiim rumenden temsili 6rnekler toplamak ¢ok daha zor

olabilecek koyunlarla yapilmistir.

Ruminant mikroplarin yetistirme temelli ¢calismalar1 6zellikle mikrobiyal fizyoloji
i¢cin yararli bilgiler saglamistir. Bununla birlikte, ruminal bakterilerin sadece kiigiik bir
kism1 laboratuar ortaminda yetistirilebilir (Stewart ve ark., 1997). Tim ruminal
mikroplarin yetisememesi, c¢esitlilik, topluluk yapisi, popiilasyon dinamigi ve diyet
bilesenlerinin bozulmasi ve dontisiimii gibi ruminal mikrobiyal topluluklari anlamamizi
stnirlandirmistir. Kiiltivasyon temelli yaklasimlarin bu tiir kisitlamalari, molekiiler biyoloji
tekniklerinin uygulanmasiyla, son yirmi yilda ruminal mikrobiyal topluluklar hakkindaki

bilgimizi 6nemli 6l¢tide gelistirerek kismen ortadan kaldirilmustir.

Gilintimiizde mikrobiyal tiirleri ¢ok hassas bir sekilde izlemek icin qPZR' ye ¢esitli
yaklasimlar gelistirilmistir. Rekabetc¢i PZR kullanilarak, ¢esitli bakteri tiirlerinin 16S rRNA
genleri, rumen orneklerinde 6l¢tilmiistiir (Koike ve Kobayashi, 2001). RT-PZR calismalari,
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cesitli zamanlarda ¢esitli diyetlerle beslenen hayvanlardan bakteriyel popiilasyonlar
tanimlamada kullanilabilmektedir. Bu c¢alismalar, ¢alismamizla benzer olarak baskin
seliilolitik bakteri olarak F. succinogenes’i gostermektedir (Kobayashi ve ark., 2008). 16S
rRNA genini hedefleyen ger¢cek zamanli PZR ayrica hibridizasyon dezavantajlarinin
tistesinden gelmis ve rumen icindeki mikrobiyal popiilasyonlar1 izlemek igin rumen

iceriklerinden ekstrakte edilen niikleik asitler tizerinde basariyla kullanilmistir.

Ouwerkerk ve ark. (2002), ise 6nemli bir laktat ruminal bakteri olan Megasphaera
elsdenii popiilasyonunu saymak i¢in gercek zamanli qPZR kullanmiglardir. Bu yontem,
rumende probiyotik olarak yerlestirilmis M. elsdenii 'nin izlenmesi i¢in bir ara¢ olarak
kullanilmistir. Klieve ve ark. (2003) yiiksek taneli bir diyetle beslenen sigirlarin rumeninde
M. elsdenii YE34 ve B. fibrisolvens YE44 popiilasyonlarini belirlemek icin qPZR
uygulamiglardir. M. elsdenii takviyesinin, sigirlardan 7 ila 10 giin 6nce tahilla beslenen
sigirlarin  rumeninde laktik asit kullanan bir bakteriyel popiilasyon olusturdugunu
gostermistir. Bu sonugta bize beslenmenin popiilasyon {izerine etkisini gostermektedir.
Calismamizda ise meralardaki yemlere gore hayvanlarda bulunan mikroorganizma
poptilasyonu farklilik gostermistir. Bu yaklasim ve farkli qPZR analizleri kullanilarak
diger rumen bakteriyel popiilasyonlarin1 arastirmak i¢in bircok primer ¢iftinin
yayinlanmasi, siit ineklerinde asidogenik diyetlerle iliskili degisiklikler gibi, rumen
mikrobiyomu {iizerindeki diyet tedavilerinin etkisini degerlendirmek i¢in yararli bilgiler

saglayabilir (Khafipour ve ark., 2009).

4.6. Anaerobik Funguslarin Farkh Substratlarda Enzim Aktivitesinin Arastirilmasi

Diskilardan izole edilen ve gelisme orami yiiksek olan fungus 6rnekleri farkli
karbon kaynaklarinda gelistirilerek ve tanen igeri diger karbon kaynaklarina gor fazlan
olan artutan, farmaton, kizilgam artutan yem katki maddelerine bakilarak enzim aktivitesi
ve fungal gelisme ne gibi etkileri oldugu incelenmis ve asagidaki sonuglar bulunmustur.
Rumen mikrobiyal popiilasyonuna daha dogru bir ifadeyle fungal popiilasyona ne gibi
etkilerinin oldugunu gérmek artutan, farmaton ve kizilgam artutanin beslenme ve zootekni

alaninda kullnanim olanaklar1 ortaya ¢ikarilmaya calisilmistir.

Tiirkoglu 10 nolu 6rnekten izole edilen ve tanimlanan Neocallimastix spp. fakli
oranlardaki artutanli besiyerinde gelistirilerek, ekzo ve endo enzimler yoniinden

incelenmistir. On eleme islemi ksilan ve KMSaz kullanilarak yapilmistir. Bunun igin
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petrilere dokiilen Substrat 6rnekleri (CMC ve Ksilan) {izerine damlatilan enzim kaynaklari

zon ¢apina bakilarak secilmistir (Sekil 4.34,4.35)

Ksilan ve KMSaz (karboksi metil seliilaz) substratlarina litrede 5 mg/ml, 2,5 mg/ml
1,5 mg/ml, 1 mg/ml, 0,5 mg/ml konsantrasyonlardaki enerji kaynaklar1 eklenerek
enzimlerin aktivitelerine zon caplar1 Slgiilerek bakilmistir ve en genis zon ¢ap1 verenler
enzim assay islemine tabi tutulmustur. Artutan ve farmaton ve kizilcam artutan katki

maddeli 6rnekler 5 mg/ml konsantrasyonunda en yiiksek aktiviteyi gostermislerdir.

Sekil 4.34. Enzim aktivitesi i¢in KMSaz optimum 6rneklerin belirlenmesi (5 mg/ml)

Sekil 4.35. Enzim aktivitesi i¢in ksilanaz optimum orneklerin belirlenmesi (5 mg/ml)

Artutan, farmaton ve kizilgam artutan katki maddeli 6rneklerin ksilanaz enzim
aktivitesini belirlemek amaciyla yapilan ¢alismada 30, 40, 50, 60, 70 ve 80 °C sicakliklarda
45 dk. kosullarinda enzim assay yapilmistir. Tiim katki maddeleri ile yapilan enzim assay

islemlerinde optimum aktivite degeri 50 °C olarak belirlenmistir (Cizelge 13-18).
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Cizelge 4.13. Artutan katki maddesi bulunan anaerobik besiyerinde gelistirilen fungus
enzim aktiviteleri Neocallimastix sp. GMLF36’nin hiicre disi ve hiicresel toplam
(umol/dk/ml) ve spesifik (umol/dk/mg protein) ksilanaz aktivitesinin belirlenmesi

Hiicre dis1 Hiicre ici
Giin Toplam aktivite Spesifik aktivite | Toplam aktivite Spesifik aktivite
3 6,03+0,15 65,01+8,93 0,11+0,01 10,17+1,7
5 1,41 +0,08 13,22+2.28 0,15+0,04 13,39+3,93
7 0,60+0,006 6,95+0,45 0,21+0,07 17,95+5,88
9 0,56+0,21 5,75+£3,53 0,16+0,06 14,22+5,28

Artutan katki maddesi bulunan besiyerinde gelisen funguslara ksilanaz aktivitesi
i¢in yapilan enzim assay sonuglarina gore hiicre dis1 enzim aktivitesi 3. glinde en yiiksek
degeri vermistir ve her gegen giin bu aktivite azalmistir. Hiicre i¢i enzim aktivitesi ise 7.
giine kadar artmig sonrasinda ise azalmaya baglamistir. 3. glinden sonra bu aktivite

dusiikliigtiniin nedeni olarak funguslarin 6lmesi diistiniilebilmektedir.

Cizelge 4.14. Farmaton katki maddesi bulunan anaerobik besiyerinde gelistirilen fungus
enzim aktiviteleri Neocallimastix sp. GMLF36’nin hiicre disi ve hiicresel toplam
(umol/dk/ml) ve spesifik (umol/dk/mg protein) ksilanaz aktivitesinin belirlenmesi

Hiicre dis1 Hiicre ici
Giin  Toplam aktivite Spesifik aktivite Toplam aktivite Spesifik aktivite
3 0,36+0,17 5,59+2,63 0,31+0,1 4,02+1,32
5 2,23+0,16 35,1243,67 0,11+0,01 15,70+2,70
7 0,81+0,22 21,95+0,88 0,06+0,01 9,30+2,64
9 1,16+£0,14 18,43+2,84 0,006+0,001 7,68+0,72

Farmaton katki maddesi kullanilan ksilanaz enzim c¢alismasinda ise hiicre disi
enzim aktivitesi 5. glinde optimum seviyeye ulasmis ve sonrasinda aktivite azalma

gostermistir. Hiicre i¢i enzim aktivitesinde de ayni sekilde 5. giinde en yiiksek aktivite
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degeri gozlenmis sonraki giinlerde aktivitede azalmalar goriilmiistiir. Farmaton katkili
besiyerinde funguslarin gelisimi 5. giine kadar devam ettigi i¢in en yiiksek aktiviteyi burda

gostermistir.

Cizelge 4.15. Kizilgam artutan katki maddesi bulunan anaerobik besiyerinde gelistirilen
fungus enzim aktiviteleri Neocallimastix sp. GMLF36’nin hiicre dis1 ve hiicresel toplam
(umol/dk/ml) ve spesifik (umol/dk/mg protein) ksilanaz aktivitesinin belirlenmesi

Hiicre dis1 Hiicre ici
Giin  Toplam aktivite Spesifik aktivite Toplam aktivite Spesifik aktivite
3 2,25+0,54 21,45+6,25 0,13+0,006 8,95+1,66
5 1,4+0,12 9,80+4.,67 0,11+0,06 6,01+£2,14
7 0,89+0,22 8,63+2,45 0,08+0,02 5,06+0,12
9 0,29+0,02 2,87+0,28 0,07+0,02 4,06+1.,41

Kizilgam artutan katki maddesi eklenerek yapilan besiyerinde gelisen funguslar i¢in
yapilan ksilanaz hiicre dis1 enzim aktivitesi isleminde 3. giinde en yiiksek seviyede
belirlenmis sonrasinda ise aktivite azalmaya baslamistir 9. giinde ise en dusiik seviyeyi
gormiistiir. Hiicre i¢i enzim aktivitesinde ise 8,95 ile 3. giinde en yiiksek aktiviteyi
gostermis ve diger giinlerde azalarak devam etmistir. Canli funguslarin 3. giinden sonra
sayilarinin azaldig1 gozlemlendigi i¢in bu azalmay1 canli fungus sayisi ile iligskilendirmek

miimkiin olmustur.
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Cizelge 4.16. Artutan katki maddesi bulunan anaerobik besiyerinde gelistirilen fungus
enzim aktiviteleri Neocallimastix sp. GMLF36’nin hiicre disi ve hiicresel toplam
(umol/dk/ml) ve spesifik (umol/dk/mg protein) KMSaz aktivitesinin belirlenmesi

Hiicre dis1 Hiicre ici
Giin  Toplam aktivite Spesifik aktivite Toplam aktivite Spesifik aktivite
3 1,62+0,092 30,38+7.,52 0,04+0,006 3,45+0,52
5 1,90+0,33 28.,41+5,38 0,035+0,006 3,01+0,61
7 1,08+0,35 11,90+5,46 0,027+0,002 2,36+0,23
9 0,68+0,01 8,50+0,16 0,020+0,002 1,71+£0,21

KMSaz aktivitesi i¢in artutan katki maddeli besiyerinde gelisen fungus enzim
aktivitesi i¢in yapilan ¢alismanin ardindan hiicre dis1 enzim aktivitesi 3. giinde 30,38 ile en
yiiksek aktiviteyi gostermistir 5. giinden itibaren aktivite azalmaya baslamistir. Hiicre igi
enzim aktivitesi ise 3,45 ile 3. giinde en yiiksek aktiviteyi gostermis 9. gilinde ise 1,71 ile

en diistik aktivite belirlenmistir.

Cizelge 4.17. Farmaton katki maddesi bulunan anaerobik besiyerinde gelistirilen fungus
enzim aktiviteleri Neocallimastix sp. GMLF36’nin hiicre disi ve hiicresel toplam
(umol/dk/ml) ve spesifik (umol/dk/mg protein) KMSaz aktivitesinin belirlenmesi

Hiicre dis1 Hiicre ici
Giin  Toplam aktivite Spesifik aktivite Toplam aktivite Spesifik aktivite
3 0,68 +0,11 10,73+1,43 0,028+0,005 3,75+0,84
5 3,17£0,12 49,68+0,44 0,09+0,02 11,87+1,82
7 0,90+0,05 14,21+0,39 0,06+0,01 9,06+3,53
9 0,89+0,7 13,49+0,5 0,034+0,004 4,70+0,93

Farmaton katki maddesi ile yapilan besiyerinde gelisen GMLF36’nin hiicre dis1

enzim aktivitesi 5. giinde 49,68 ile en yiiksek seviyeye ulasmistir. Sonrasindaki giinlerde
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ise aktivite diismeye baslamistir. Hiicre i¢i enzim aktivitesinde de 3. giinde diisiik olan

aktivite 5. giinde en yiiksek seviyeye ulagmistir 7. ve 9. gilinde ise aktivite azalmistir.

Cizelge 4.18. Kizilgam artutan katki maddesi bulunan anaerobik besiyerinde gelistirilen
fungus enzim aktiviteleri Neocallimastix sp. GMLF36’nin hiicre dis1 ve hiicresel toplam
(umol/dk/ml) ve spesifik (umol/dk/mg protein) KMSaz aktivitesinin belirlenmesi

Hiicre dis1 Hiicre ici
Giin  Toplam aktivite Spesifik aktivite Toplam aktivite Spesifik aktivite
3 0,42+0,019 7,60+2,24 0,20+0,065 11,71£2,99
5 0,68+0,03 5,19+1,7 0,10+0,04 5,79+1,63
7 0,20+0,11 2,08+1,06 0,096+0,03 5,66+1,45
9 0,097+0,02 1,19+0,44 0,09+0,02 4,74+0,8

GMLF 36’nin kizilgam artutan katki maddesi bulunan besiyerinde gelismesinin
ardindan KMSaz hiicre dis1 enzim aktivitesi 3. giinde maksimum seviyeye ulagmasina
karsin sonraki giinlerde kademeli olarak azalmistir. Hiicre i¢i enzim aktivitesi 3. giinde
11,71 ile en yiiksek degere ulasmistir. 5. ve 7. giinlerde birbirine yakin aktivite

gostermistir.

Rumen fungal seliilolitik enzimlerin optimum ¢alisma sicakliklar1 genellikle 40 —
50 °C arasinda degismektedir (Mountfort ve Asher, 1985; Lowe ve ark., 1987¢; Borneman
ve ark., 1989; Chen ve ark., 1994; Ye ve ark., 2001). Rumen funguslarinin seliilolitik
enzimlerinin ¢alistig1 optimum pH degerlerinin 5.9 — 7.5 arasinda degistigi gorilmektedir
(Mountfort ve Asher, 1985; Lowe ve ark., 1987c; Borneman ve ark., 1989; Barichievich ve

Calza, 1990; Chen ve ark., 1994; Ye ve ark., 2001).

N. patriciarum’a ait celA genini tasiyan S. bovis’de enzimin biiylik ¢ogunlugu
ekstraselliiler iken E. coli’de hiicresel aktivite yiiksek c¢ikmustir (Ekinei, 2001). Bu
calismada ise sadece kizilgam artutan hiicresel aktivite yiiksek c¢ikmistir. Enzim
aktivitesinin diismesi fungus sayisinin azalmasiyla yada fungusun enerjisini hazir

kaynaktan saglamasi olarak diisiiniilebilir. Bu ¢alismada giinlere gére mikroskobik takipte
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yapilarak canli fungus sayisi ile enzim aktivitesi arasinda paralellik belirlenmistir. Dolayis1

ile enzim aktivitesi fungus sayisi ile iligkilendirilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Real-Time PZR optimizasyon asamasinda primer-prob konsantrasyonlarinda ve
PZR kosullarinda modifikasyonlar yapilmistir. Kalip DNA’larin yeni digki 6rneklerinden
izole edilmis ve basarili bir sekilde tanimlanmislardir. Anaerobik rumen fungus ve
bakterilerin referans suslarmin amplifikasyonlar1 basarili bir sekilde gergeklestirilmistir.
Hedef mikroorganizmalarin karakterizasyonunda Tagman belirleme teknoloji kullanilmig

ve sonrasinda mikroorganizma sayimlari yapilmistir.

Gelistirilen Real Time PZR yontemlerinde 16 adet sigir, 16 adet koyun ve 16 adet
ke¢i diski Ornekleri analiz edilmistir. Analiz edilen sigir 6rneklerinde en yogun
Neocallimastix mikroorganizmasi belirlenmistir. Orpinomyces daha diisiik yogunlukta
belirlenmistir. Koyun o6rneklerinde Neocallimastix mikroorganizmasi en yogun olarak
bulunmaktadir. Ke¢i orneklerinde ise Fibrobacter succinogenes mikroorganizmasi en

yiiksek sayida tespit edilmistir.

Hayvan besleme ag¢isindan son yillarda en fazla iizerinde yogunlasilan konulardan
birini de rumen mikrobiyal popiilasyonunun yapist ve dinamigi olusturmaktadir. Bu
degerlerin elde edilmesi amaciyla konvensiyonel yontemlerin yanisira son yillarda
molekiiler teknikler on plana c¢ikmaya baslamigtir. Rumen mikrobiyal dinamiginin
belirlenmesine yonelik molekiiler yaklagimlardan AFLP analizi, DGGE analizi gibi
metodlar 2000°1i yillarin basindan beri kullanilmasina ve degerli bilgiler vermesine karsin
son donemde uygulama alani bulan qRT-PZR daha kisa stirede yiiksek kalite ve kantitede
veri elde etmede avantaj saglamaktadir. Tez kapsaminda farkli bolgelerden farkli
rejimlerdeki hayvanlarin rumen mikrobiyal fauna/florasindaki degisimleri aciga ¢ikararak

mikrobiyal popiilasyon ile beslenme arasindaki iliskileri ile ortaya ¢ikaracaktir.

Avantajlar1 ve dezavantajlar1 dikkate alindiginda beslenmenin rumenin mikrobiyal
popiilasyonu {izerine etkilerinin molekiiler teknikler kullanilarak yiiksek hassasiyette aciga
cikarilmasi {lizerinde durulmasi gereken onemli bir konudur. Tez bu yonu ile farkli
beslenme rejimlerinde rumen mikrobiyal popiilasyonunun dinamiginin aydinlatilmasi
noktasinda Onemli verilerin elde edilmesine imkan taniyacaktir. Boylece bu calisma
hayvan beslemeye yonelik olarak giincel molekiiler verilerin kullanilmasi ¢alismalarina

onciiliik edebilecek bir konumda olacaktir.
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