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Rumen mikroorganizmalarin hayvanlarin tiikketmis olduklar1 bitkisel materyalin
enzimatik yollarla parcalanmasinda aldiklar1 roliin yani sira son yillarda bu grubun rumen
igerisindeki olas1 diger fonksiyonlar1 yogun ilgi alan1 olusturmaktadir. Bu fonksiyonlardan
birini de linoleik asitten konjuge linoleik asit sentezinde almis oldugu roldiir. Linoleik
asitten stearik aside kadar olan transformasyonda rumen bakterilerinin biyohidrojesnasyon
faaliyetleri yogun olarak calisilmis olmasma karsin rumen funguslarinin bu islemde
aldiklar1 gorev hakkindaki bilgiler henliz oldukg¢a kisithidir. Bu c¢alismada rumen

funguslarmin linoleik asitten konjuge linoleik asite transformasyonu aragtirilmistir.

Bu amagla KSU BIGEM laboratuarinda inek diskisindan anaerobik gut fungusu
izolasyonu yapilmis ve saflastirilan izolatlar morfolojik ve molekiiler olarak
tanimlanmistir. izolatlardan saflastirilmis ve GMLF54  olarak isimlendirilen fungus
Neocallimastix sp olarak tanimlanmistir. Elde edilen anaerobik gut fungusu fungal
genomik DNA’dan PZR amplifikasyonu yapilmis ve molekiiler kimligi olusturulmustur.
Bu izolat Neocallimastix frontalis sp. fungusu olarak tanimlanmistir. Daha sonra bu

fungusun linoleat izomeraz enzim iiretimi lizerine ¢aligma yapilmistir.
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ABSTRACT

Besides of their roles in enzymatic biodegradation of plant material, anaerobic gut
fungi (AGF) have been subjected to extensive studies about their possible functions in the
gastro intestinal tracts of various mammalians, sucgh as formation of conjugated linoleic
acid from dietary linoleic acid. The role of rumen bacteria on the biohydrogenation
process of the linoleic acid to the stearic edge has been extensively studied. However,
search on the role of AGF in this unique niche has been, hitherto, neglected. In this work,
an anaerobic gut fungal isolate has been purified from freshly voided faecal sample of cow,
designated as GMLF54 and deposited in the culture collection of Biotechnology and Gene
Engineering Laboratory of KSU. Isolate GMLF54 was pupatively identified as
Neocallimastix sp according to its morphological characters and supporting molecular data
(ITS region sequence). Moreover Linoleate isomerase enzyme of this isoloate, responsible
for the formation of conjugated linoleic acid (CLA) from linoleic acid, was partially

characterised.
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1. GIRIS

1.1. Ruminantlar ve Sindirim Sistemleri

Ruminantlar, anatomik yapilar1 bakimindan tek mideliler (kedi, kopek, domuz),
kanatli hayvanlar (tavuk, hindi, deve kusu) ve ruminant olmayan herbivorlardan (at,
tavsan) farkli olarak 4 boliimden olusan bir mide yapisina ve bu 6zellikleri nedeni ile farkli
bir sindirim sistemine sahiptirler. Ruminantlar tiikettikleri yemler bakimimdan herbivor
(otla beslenen) hayvanlar olmakla birlikte sindirim sistemindeki mikrobiyal aktivite
bakimindan da 6n midelerini kullanmalar1 nedeniyle pregastrik fermentorler grubunda yer
alirlar. Ruminantlarin sindirim sistemi sirasiyla agizdan baslayarak, dsefagus 4 bolimli
yapiya sahip mideleri (rumen, reticulum, omasum, abomasum), devaminda ince,
kalinbagirsaklar ve aniis ile son bulur. Ruminant hayvanlardaki agiz yapisi diger
memelilerden farkli bigimdedir. Beslenmeleri sirasinda yemleri alabilmek i¢in dil ve
dudaklarinin yani sira, alt ¢enelerindeki kesici disleri ve iist ¢enelerinde kesici disleri
bulunmadigindan diger dis blogunu kullanmak zorundadirlar. Ayrica ¢ok az sayida
ruminant kopek dislerine sahiptir. Ruminant hayvanlar sahip olduklar1 giiclii az1 digleri ve
alt ¢enelerinin hareketli olusu sayesinde alinan yemlerin en verimli sekilde ¢ignenmesini

saglar (Kutlu ve ark., 2005).

Yabani hayatta ruminant hayvanlar ekosistemdeki avci diigmanlarindan korunmak
amaciyla yemlerini tam olarak ¢igneyip sindiremeden yutmak zorunda kaldiklari i¢in
aldiklar1 bu besinleri giivende olduklarini hissettikleri anlarda tekrar sindirmeye ihtiyag
duyarlar. Dolayisiyla ruminant hayvanlarin sindiremedikleri bu besinleri tam olarak
sindirebilmek i¢in bir tiir kontrollii kusma refleksi gostererek, yari sivi mide igeriginde
bulundurduklar1 farkli biiyiikliikteki kati partikiilleri tekrar ¢igneyip yutmak {zere
agizlaria getirdikleri bu olay ruminasyon olarak tanimlanir (Kutlu ve ark., 2005). Gevis
getirme olarak da bilinen bu islem, sindirim sisteminde agizdan baslayarak yemek borusu,
diyafram ve 6n midelerin es zamanli olarak gergeklestirdigi bir olaydir. Alman besin
iceriklerine bagli olarak ergin hayvanlarda ruminasyon islemi, ortalama giinliik 8 saat
olarak ger¢eklesmektedir. Kaba ve seliiloz icerigi yliksek olan yemlerin sindirimi zor

oldugundan ruminasyon siireleri de uzundur (Kutlu ve ark., 2005).

Ruminant hayvanlarin sindirim mekanizmasi, aldiklar1 besinleri tek seferde
sindirememeleri ve gevis getirmeleri nedeniyle diger hayvanlardan daha etkili bir sekilde

gerceklesmektedir. Sindirim mekanizmasinin gerceklestigi boliimler; rumen (iskembe),



retikulum (borkenek), omasum (kirkbayir) ve abomasum (sirden) olarak 4 kisimdan

olugmaktadir (Hungate, 1966).

1.1.1. Rumen

Midenin oransal agidan en biiyiik kismini olusturan rumen; bakteri, protozoa,
fungus, arkea, mikoplazma ve bakteriyofaj igerigi bakimindan da biiyiik bir
mikroorganizma yagam alanina sahiptir. Bu mikroorganizmalar temel olarak kaba yemlerin
sindirilmesinde, proteinlerin yani sira B grubu vitaminler ve K vitamininin de
sentezlenmesinde gorev alirlar. Yapisi itibari ile normal yasamsal faaliyetlerini siirdiiren
bir hayvanin rumen igi sicakligi 38-41°C ve pH’s1 5,5-7,0 arasinda degismektedir. Sahip
oldugu sicaklik ve pH degerleri sayesinde rumen; anaerobik mikroorganizmalarin %95-
99’u i¢in elverisli bir yasam alan1 sunmaktadir. Cignemeyle kismen sindirime ugrayan
yemler rumende fermantasyona ugratilarak reticulum, omasum, abomasumdan gecerek

ince bagirsaklara ulasirlar (Patterson, 1992).

1.1.2. Retikulum

Rumenden herhangi bir yapiyla tam olarak ayrilmamis olan retikulum, yapisi itibari
ile rumenle benzer nitelikte mikroorganizmalar agisindan verimli bir yasam alanina sahip
olmasiin yani sira alinan yemlerin ruminasyon sirasinda agiza getirilmesini ruminasyon
sonrasinda ise rumen ve omasuma taginmasini saglamaktadir. Ayrica yemlerle alinan ¢ivi,
plastik, tas vb. gibi yabanci cisimlerin ruminasyon sirasinda agiza gotiiriilmeden bu

boliimde saklanmasi saglanir (Kutlu ve ark., 2005).

1.1.3. Omasum

Omasum, oOncelikle alinan yemlerin pargalanip ufalanmasi ile birlikte, basta su
emilimi olmak lizere bazi emilim olaylarinin da gerceklestigi, sonrasinda bu yemlerin
sindirim sisteminin asag1 kisimlarina aktarilmasinin  saglandigi  boliimdiir. Bu
fonksiyonlarimin disinda bazi fonksiyonlari hala tam anlamiyla bilinememektedir (Kutlu ve

ark., 2005).

1.1.4. Abomasum

Abomasum, midenin pepsinojen ve HCI asit salgilanmasin1 saglayan boliimiidiir.
Sindirim sisteminde pH degerlerinin en disik oldugu ve kismi gastrik yikimin

gerceklestigi bolme konumundadir. Ergin ruminantlarda 6n mide gérevini iistlenen rumen,



preruminantlarda gelismemis oldugundan abomasum aktif mide gdrevini tistlenmektedir.
Bu nedenle gen¢ ruminantlarda emilen siitiin, rumen fermantasyonuna ugramadan
dogrudan abomasuma ulasmasi saglanir. Preruminantlarda kaba ve kesif yem aliminin
baslamasi ile birlikte 6n mide olan rumen gelismeye baglar. Gelisim siirecinin kuzu ve
oglaklarda 9 haftalik donemde, buzagilarda ise 6-9 aylik donemden sonra tamamlandig:

gozlenmektedir (Kutlu ve ark., 2005).
1.2. Rumen Mikroorganizmalari

Kompleks bir mikroorganizma yasam alanina sahip olan rumen, biiylik miktarda
bitkisel materyalin tutulmasim1 ve bu materyalin bilinyesinde bulundurdugu
mikroorganizmalar tarafindan pargalanmasini saglar. Ayrica rumen, mikroflorasinda
barindirdig1 anaerobik mikroorganizmalar tarafindan kullanilan enerjinin korunmasina

yardime1 olan anaerobik bir yagam alani formatindadir (Selinger ve ark., 1996).

1.2.1. Rumen Bakterileri

Rumen mikroflorasinin en biiyiikk boliimiinii olusturan bakterilerin bugiine kadar
yaklagik olarak yarisi kiiltiire alinabilmis olmasina ragmen kiiltiire alinamayan bakterilerle
ilgili bilimsel veriler smirhdir (Kobayashi, 2006). Morfolojik agidan sekillerine gore
cubuk, kok, kokobasil ve spiral olarak ayrilan bakterilerin boyutlart 0.3-50 pm arasinda
degismektedir (Krause ve Russell, 1996).

Rumende fakiiltatif anaeroblar da bulunmasina ragmen rumen bakterilerinin ¢ogu
zorunlu anaerob olup, fakiiltatif anaerob bakterilerin sayilart 107 -10° arasinda
degismektedir (Ozel ve Saricicek, 2009). Ikiyiizden fazla bakteri tiirii rumenden izole
edilmigstir. Bakteriler, etki ettikleri substrata, gram boyasi ile boyanma durumlarina,
sekillerine, irettikleri son 1iriin c¢esidine gore simiflandirilmaktadirlar (Alatas ve

Umucalilar, 2011).

Rumen bakterilerinin bazilari, seliiloz gibi polimerleri hidrolizlerinin sonucunda
olusan sekerleri de ugucu yag asitlerine fermente ederler. Rumende en yaygin olarak
bulunan iki seliilolitik anaerob; Fibrobacter succinogenes ve Ruminococcus albus’ tur. Her
iki bakterinin de seliilaz liretmesine ragmen, F. succinogenes gram negatif bir bakteridir ve
sellilozu parcalamak icin yapisinda periplazmik bir seliilaz bulundurmaktadir. Bunun i¢in
seliilozu sindirirken Fibrobacter hiicreleri seliiloz fibriline tutunmalidir. R. albus ise seliilaz

enzimini hiicre disia yani rumene salgilar ve seliilozu sindirir. Her iki durumda da serbest



glikoz iiretilir ve bundan da fermentatif anaeroblar faydalanir (Madigan ve Martinko,

2010).

1.2.2. Rumen Arkea Grubu

Arkea grubu yapisal 6zellikleri nedeni ile bakterilerden ve Okaryotik canlilardan
ayn sekilde siiflandirilmaktadir (Eckburg ve ark., 2003). Arkea grubu 28 cins ve 113 tiir
olarak smiflandirilmistir ancak bunun yalnizca 5 cinse bagh 7 tiir kadar az bir kismi
rumenden izole edilmis ve kiiltiire alinmistir (Janssen, PH, ve Kirs, M., 2008). Rumende
fermantasyon sirasinda agiga ¢ikan ve hidrojenin uzaklastirilmasinda gorev alan
metanojenler arkea grubu biinyesinde yer alir. Metanojenler rumen fermantasyonunun
stirekliligini saglarken, ruminantlar tarafindan kullanilabilen bir enerji kaynagi olmadigi

i¢cin ruminantlar agisindan enerji kaybina sebep olur (Kamra, 2005).

1.2.3. Rumen Protozoa Grubu

Protozoa grubu 10°-10° mI™” populasyon bityiikliigii ile ruminantlarin canli agirlik
artisinda ve alinan besinlerin sindiriminin kolaylastirilmasinda pozitif bir etkiye sahiptir
(Williams, 1986). Protozoa grubunda kame¢1 yogunlugu 10°-10* ml™ olan kameili protozoa
bulunmakla birlikte biiyiik cogunlugu silli protozoa olup sillerin miktar1 10°-10° ml™ dir ve
bu siller patojen olmayip anaerobdurlar (Ogimoto ve Imai, 1981). Ayrica protozoa grubu,
bakterileri sindirebilme 6zelliginden dolay1 bakteri varliginin istenilen seviyede tutulmasini
saglamada gorev alir (Coleman, 1975; Dehority, 1998). Protozoalarin gruplarindan aminio
asitleri iyl dengelenmis silli grup konak hayvanin beslenmesinde 6nemli roloynarken
bunun nedeninin bakterilere gore kiyasla daha 6nemli azot kaynagi olmasidir (Hungate,
1978).uygun kosullar saglandigunda sililer toplam fermentasyon iiriinlerinin %60’ 11

meydana getirirken mikrobiyal azotun %40’ 11 olusturmaktadir (Hungate, 1966)

1.2.4. Rumen Bakteriyofajlar:

Rumen bakteriyofajlar1 besinlerin par¢alanmasini sagladiklari i¢in zorunlu patojen
olarak da bilinen ve farkli bakterilere etki eden ayn1 zamanda hem rumen igerisinde bakteri
varliginin istenilen seviyede tutulmasimi hem de rumen i¢in gerekli olmayan bakterilerin
azaltilmasini saglayan viriislerdir. Bakteriyofaj sayis1 her hayvan i¢in spesifiktir ve bu say1

beslenme sirasinda ve sonrasinda degiskenlik gostermektedir (Kamra, 2005).



1.2.5. Anaerobik Gut-Funguslar:
1.2.5.1. Tarihgesi

IIk olarak Liebetanz (1910) ve Braune (1913) tarafindan ruminal sivida
gozlemlenen bir grup kiigiik hareketli mikroorganizma kamgili protozoa olarak
tanimlanmistir ve Sirasiyla Sphaeromonas communis ve Callimastix frontalis olarak rapor
edilmistir. Anaerobik gut-funguslarmn ilk gecerli tanimi Orpin (1974-1975) Neocallimastix
frontalis ismiyle yapilmistir. Orpin’in devam niteligindeki caligmalarinda bu yapinin hiicre
duvarinda kitin varhi@imin goézlemlenmesi sonucunda bu mikroorganizmalarin fungus
oldugu netlesmesine ragmen rumenin diger dnemli populasyonlariyla kiyaslandiginda cins
ve tiirlerinin belirlenmesinde kullanilacak olan kriterler iizerinde bilimsel bir fikir birligi
saglanamamistir (Ho ve Barr, 1995). Cins ve tiirlerin belirlenmesindeki bu kriterler hala

tartisma konusudur.
1.2.5.2. Morfolojisi

Morfolojik olarak anaerobik gut funguslar filamentli ve kiiresel olmak iizere iki
temel gruba ayrilirken monosentrik ve polisentrik olmak tizere iki gruba da ayrilmaktadir.
Monosentrik funguslar bir tane spor kesesi igerirken polisentrikler ise birden fazla spor
kesesi yani lireme bolgesi icermektedirler (Li ve ark., 1997). Rizoid yapilarinin filamentli
veya kiiresel olmasi disinda zoosporlarinin tek kamgili veya ¢cok kamgili olmasi anaerobik

gut funguslarmi birbirinden ayirmada da kullanlir (Theodorou, 1996).
1.2.5.3. Taksonomisi

Anaerobik funguslarin cins diizeyinde tanimlanabilmesi i¢in 151k mikroskobu
kullanilarak yapilan goriintiileme yeterlidir (Orpin, 1994). Yapilan morfolojik goriintiileme
ve molekiiler tanimlama sonucu elde edilen anaerobik gut funguslarin taksonomisi ¢izelge

1.1°deki sekilde belirlenmistir.



Cizelge 1.1 Morfolojk ve molekiiler tanimlamasi yapilmis anaerobik funguslarin
taksonomi ( Joshi ve ark., 2018)

Alem Fungi
Filum Neocallimastigomycota
Smif Neocallimastigomycetes
Takim Neocallimastigales
Familya Neocallimastigaceae
Cinsler Caecomyces (monosentrik, tek kamgilt zoospor)

Neocallimastix (monosentrik, cok kamg¢ili zoospor)
Piromyces (monosentrik, tek kamgili zoospor)
Orpinomyces (polisentrik, ¢ok kameili zoospor)
Anaeromyces (polisentrik, tek kamgili zoospor)
Cyllamyces (polisentrik, tek kame¢il1 zoospor)
Feramyces (monosentrik, ¢cok kamgili1 zoospor)
Pecoramyces (monosentrik, tek kamgili zoospor)
Oontomyces (monosentrik, tek kamgili zoospor)
Buwchfawromyces (monosentrik, tek kamgili zoospor)

Liebetanzomyces (monosentrik, tek kamgil1 zoospor)

1.2.5.4. Yasam Dongiisii

Yasam dongiisii hareketli bir zoospor safhasi ve yasam dongiisii lizerine hareketsiz
vejetatif tallus safthasi olmak iizere 2 asamadan olusan anaerobik gut-funguslarinin digk1 ve
rumendeki miktarlarinin  belirlenmesi rumen bakterilerinden daha giictiir. Fungus
miktarinin tespiti i¢in yapilan sayim islemi zoosporlarimi sayarak (birimi tallus olusturma
tinitesi; TFU) ve bir seri dilisyon islemi (birimi en muhtemel sayi; MPN) uygulanarak 2

metotla yapilir (Orpin, 1975; Theodorou ve ark., 1990).

Anaerobik gut-funguslari, yasam dongiilerinin hareketli doneminde bitki pargasina
flagellar kutuptan tutunup (Munn ve ark., 1981) sonrasinda ¢imlenerek spor kesesi ile

rizoidleri igeren biiylik vejetatif bir yap1 (fungal tallus) olustururlar. Zoospor ¢imlenmesi



endojen veya eksojen olabilir. Yani ¢ekirdek tallus’a gé¢ eder yada sporangia’da kalir. Bu
c¢imlenme sekli Neocallimastix funguslarinda gozlenmektedir (Ozkose ve ark., 2001).
Anaerobik gut-funguslarmin yasam dongiilerini tamamlamalar1 besiyeri c¢ozeltisinde
kullanilan enerji kaynagina bagli olarak kiiltiire alindiktan sonra yaklasik 18-32 saati

kapsamaktadir (Ozkose ve ark., 2001).
1.2.5.5. Ekolojisi

Anaerobik gut funguslar ruminant hayvanin sindirim kanalinda (rumen, retikulum,
omasum vb.) bulunan bitki pargalarinin tizerinde yayilis géstermektedir (Gruninger ve ark.

2014).
1.2.5.6. Rumen Agisindan Onemi

Beslenme sekli agisindan herbivor olan hayvanlarda sindirim sistemleri beslenmek
icin aldiklar1 bitkisel materyallerin yapisina ve sindirim sirasinda parcalanan besinlerin
biyokiitle biiyiikliiklerine baglidir. Ruminant hayvanlar aldiklar1 besinleri uzun siire
sindirime ugratirlar. Sindirim igleminin biiylik kismi alman besinlerin yaklasik 60-90 saat
sindirime ugratildigrt rumen kismidir. Alinan bitkileri etkin bir sekilde sindirebilen
herbivorlarin basinda gelen rumunintlar Rumenlerindeki mikroorganizmalar sayesinde
fermentasyona ugratarak asetik asit biitirik asit metan ve CO; ‘e doniistliriilmekte olup
fermentasyon sonucunda enerji ve karbon kaynagi olarak kullanilmak {izere ugucu yag

asitlerinin kana emilimi saglanmaktadir (Bergman, 1990).

Ruminantlarin beslenmesinde alinan bitkisel besinlerin lif bakimindan zengin olan
bitki hiicre duvarlart bu hayvanlarin sindirim sisteminde Ozellikle Rumenlerinde
barindirdiklar1 mikroorganizmalar sayesinde parcalanmaktadir. Rumenin barindirdigt
mikroorganizmalardan anaerob gut funguslari salgiladiklar1 enzimler sayesinde bitki hiicre

duvarlar ve seliilozun sindirimi saglamaktadir.
1.2.5.8. Molekiiler Kimligi

Anaerobik funguslar Neocallimasgitomycota ‘nin dallarinda farkli gruplar igeren,
Neocallimasticaceae familyasinin morfolojik ve molekiiler verilerle iyi1 desteklenen
anaerobik fungus gruplari iceren benzersiz bir filogenetigi kapsamaktadir (Li ve Heath,
1992). Neocallimasticaceae familyasina yerlestirilen tiim cinsler tallus, rizoid ve

zoosporlarina gore siniflandirmaya alinmistir.



1.3. Lipitler

1.3.1. Lipitlerin Genel Ozellikleri

Lipitler, canlilarin yasam dongiisiiniin devami i¢in en 6nemli yap:1 tasi ve enerji
kaynagidir. Lipitler, enerji depolamaya uygun, yiiksek diizeyde enerji ihtiva eden insan ve
hayvan beslemede onemli ana unsurlardandir. Genellikle suda ¢éziinemeyen ancak bazi
organik ¢oziiciiler ile (eter, benzen, kloroform gibi) ¢dzilinebilen yapilar lipit (veya yag)
olarak isimlendirilmektedir (Ozdemir ve Denkbas, 2003). Kat1 ve sivi formda bulunabilen
lipitler, trigliserit bakimindan zengin bilesiklerdir. Lipitlerin icerdigi yag asidi miktar1 o
lipide ait fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini belirlemek i¢in dnemlidir (Karaca ve Aytag,
2007).  Hiicre zarmin yapisal igerigi konumunda olan lipitler, genellikle canl

mikroorganizmalarin disinda koruyucu bir kalkan gibi gorev yaparlar.

Gliserol ve yag asitleri lipitleri olusturan 2 temel 6gedir. Gliserol hem yaglari hem
de yag asitlerinin yapisinda gozlenmektedir. Tiim yaglarda ayni formda yer alan gliserol,
yag asitlerinde ise farkli bir formdadir (Baydar, 2000). Yag asidi i¢in en énemli unsur ise
yapisinda bulundurdugu karboksil grubu (-COOH) tastyan diiz bir hidrokarbon zinciridir.
Yaglarda dominant karakterdeki yag asitleri, ¢ift karbon atom sayili ve karboksil ihtiva

eden yag asitleridir (Nas ve ark., 2001).

1.3.2. Lipitlerin Siniflandirilmasi
Lipitler, basit ve bilesik (kompleks) lipitler olmak iizere ikiye ayrilir:

1. Basit Lipitler: Yaglar (yag asitlerinin gliseol ile yaptiklar1 esterler olarak bilinen
trigliserit veya notr yaglar) ve Mumlar (yag asitlerinin gliserolden bagka alkollerle

yaptiklari esterler) basit lipitleri olusturmaktadir.

2. Bilesik Lipitler: Alkol ve yag asidinden baska gruplar1 blinyesinde bulunduran

ve yag asitlerinin esterleri olan lipitlerdir. Bilesik lipitler ise 4 gruba ayrilmaktadir:

a) Fosfolipitler: Fosforik asit ve nitrojen igeren lipitlerdir.

b) Glikolipitler: Yag asitleri ile bir karbonhidrat ve nitrojenin birlesmesiyle olusan

c) fosfororik asit igermeyen lipitlerdir.

d) Lipoproteinler: Lipitlerin kanda taginma sekli olan ve lipit-protein bilesimi
yaglardir.

e) Steroidler (Steroller): Alkol fonksiyonu biiylik molekiillii bir alkol olan

lipitlerdir. En 6nemli bilinen steroid kolesteroldiir.



1.3.3. Yag Asitlerinin isimlendirilmesi
Yag asitlerinin isimlendirilmelerinde 3 6nemli kriter bulunmaktadir:

1. Yag asidinin tasidig1 karbon atomu sayisi

2. Yag asidine ait zincir uzunlugu

3. Yag asidinin icerdigi ¢ift bag sayisi

Doymus yag asitleri i¢in karbon sayisini belirten ismin sonuna —anoik eki,

doymamis yag asitlerinde ise karbon sayisini belirten ismin sonuna —enoik eki getirilir.

Yag asitlerinin numaralandirilmasi1 ise ya karbon atomlar1 karboksilik gruptan
baslayarak (A numaralama sistemi) ile ya da karboksilik uca en uzakta bulunan metil

grubundan baglayarak (o veya n numaralama sistemi) yapilir.

1.3.4. Yag Asitlerinin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Doymus ve doymamis yag asitlerinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri birbirinden

tamamen farklidir.

Fiziksel agidan; doymus yag asitlerinin merkezindeki tek baglar kendi etrafinda
hareket edebilme yetene§ine sahip oldugundan dolay1 esnek bir yapida bulunmakta ve
sayica birgok form kazanabilmis durumdadir. Doymamis yag asitleri merkezlerinde ise bir
veya birden fazla ¢ift bag bulundurduklarindan dolayi, doymus yaglar gibi esnek hareket

yetenegine sahip olmayan rijit bolgeleri vardir.

1.3.5. Yag Asitlerinin Simiflandirilmasi

Yag asitleri ya karbon zincirlerine gore ya da doymus-doymamislik 6zelliklerine

gore ayrilmaktadir (Cizelge:1.2).

Cizelge:1.2 Karbon sayisina gore yag asitlerinin siniflandirilmasi

Isimlendirme Karbon Sayisi
Kisa Zincirliler 2ve4d

Orta Zincirliler 6-12 arasinda
Uzun Zincirliler 14-22 arasinda
Cok Uzun Zincirliler 24-26 arasinda

1.3.5.1. Doymus Yag Asitleri

Genellikle C,H,,0, seklinde formiilize edilirler. Doymus yaglarda molekiil

agirhiginin degisimi (zincir uzunlugunun degisimi) yag asidinin viskozite, kirilma indisi ve



erime noktas1 gibi 6zelliklerine de etki ettiginden, bir yagin fiziksel halini (kat1 veya s1v1)
ve sertligini de belirleyici roldedir (Oysun 1987, Metin 1996). Onemli doymamis yag

asitleri ve 0zelliklerinden bazilari ¢izelgede verilmektedir (Cizelge:1.3).

Cizelge: 1.3 Onemli doymus yag asitlerinin baz1 6zellikleri (Nas ve ark. 2001,

Demirci 2006)
Yag Asidi Zincir Uzunlugu /| Erime Noktas1 | Kaynagi
Cift Bag Sayis1
Biitirik Asit 4:0 -8 Siit yagt
Kapronik Asit 6:0 -2 Siit yagt
Palmitik Asit 16:0 63 Hayvansal ve bitkisel
Stearik Asit 18:0 70 Hayvansal ve bitkisel

1.3.5.2. Doymamis Yag Asitleri

Yapilarinda bir veya birden fazla ¢ift bag iceren doymamis yag asitleri genellikle
bitkisel kaynaklidir ve oda sicakliginda sivi halde bulunurlar. Hidrojenize yontemiyle kati
yada sivi hale doniistiiriilebilme 6zellikleri bulunmakta olup erime noktalarini ¢ift bag

sayilar etkilemektedir (Cizelge:1.4).

Cizelge:1.4 Onemli doymamis yag asitlerinin bazi dzellikleri (Nas ve ark. 2001, Demirci

2006)

Yag Asidi Zincir Uzunlugu / | Erime Noktas1 | Kaynagi
Cift Bag Sayisi

Palmitoleik Asit | 16:1 1 Balik ve hayvansal yaglar
Oleik Asit 18:1 13 Hayvan ve bitki yaglar
Linoleik Asit 18:2 -6 Soya yag1
Linolenik Asit 18:3 -11 Keten ve soya yagi
Arasidonik Asit | 20:4 -50 Hayvansal yaglar
Vaksenik Asit 18:1 40 Hayvansal

Yag asitlerinin agik formiiliinde bulunan karbon atomlar1 arasinda, ¢ift bag
bulunmasi doymamis yag asidi oldugunu gostermekte ve bu baglarda bulunan hidrojen

atomunun konumu ise cis ve trans izomerini gostermektedir (Sekil 1.1).
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1.3.5.3. Trans Yag Asitleri

Trans yag asitleri, trans yapilarinda en az bir ¢ift bag bulundurmaktadir. Cift bag
acis1 cis izomerlere gore daha kiiciik yapida, acil zinciri daha dogrusal olan trans yaglar;
esit sayida karbon, hidrojen ve oksijen atomlarina sahip iki farkli izomer yapidadir (Larque
ve ark, 2001). Trans yag asitleri sert bir kimyasal yapiya sahiptir. Trans yag asitleri siit
kaynakli yaglardan, hayvansal etlerden ya da hidrojenasyon gibi 3 farkli kaynaktan
meydana gelebilmektedir (Tasan ve Daglioglu, 2005).

Doymamis yag asitlerinin biyohidrojenasyonu icin bakterilerin tarafindan
hayvansal yaglardaki ester baglarinin hidrolizi gereklidir. Bu sayede doymamis yag
asitlerinin doymus yag asitlerine doniismesine ve trans yag asitlerinin meydana gelmesi

gozlemlenmektedir (Sanders, 1988).
1.4. Konjuge Linoleik Asit (KLA)

Konjuge Linoleik Asit (KLA) gevis getiren hayvanlarin iiriinlerinden elde edilmis
olup ozellikle siit iiriinleri basta olmak sartiyla bircok gidada bulunmaktadir (Chin ve ark.,
1992). Ruminant hayvanlarin rumenlerindeki mikroorganizmalarin ¢oklu doymamis yag
asitlerini (PUFA) biyohidrojenasyona ugratilmasiyla aciga c¢ikmaktadir (Watkins ve Li,

2002). KLA antikanserojenik etkisinin yani sira metabolizmanin yag oraninin diisiiriilmesi
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ve kas oraninin artirilmast (Park ve ark., 1997),bagisiklik sistemin diizenlenmesi (Cook ve

ark., 1993) gibi bir¢ok fonksiyonun gerceklesmesini rol oynamaktadir.

1.4.1. KLA’nin Yapisi

Iki ¢ift bag iceren (C18:2, c-9, c-12) ve 18 karbona sahip ayn1 zamanda esansiyel
bir omega-6 yag asidi olan linoik asit konjuge forma dontiserek KLLA y1 olusturmaktadir.
Cis yada trans formda olan ¢ift baglar KLA’ nin biyolojik aktivasyonunu gostermekteyken
(Jenson, 2002) konjuge olan ¢ift baglar karbon zincirinde 9-10, 11-12 yada 11 ve 13
baglarda ve farkli cis-trans yapilar halinde bulunmaktadir (Pariza ve Hargraves, 1985;
Chamruspollert ve Sell, 1999; Boliikkbas1 ve ark, 2005; Koknaroglu, 2007) ve bilinen 28
izomerden yalnizca c-9, t-11 ve t-10, c-12 izomerlerinin biyolojik aktivitesi belirlenmis
(Banni, 2002) olup yiyeceklerde en fazla bulunan oktadekadienoik asit c-9, t-11 biyolojik
aktivitesi en yiiksek izomerdir (Aydin, 2005; Turhaner ve Ozdogan, 2007).

1.4.2. KLA’nin Biyosentezi

KLA’nin  biyosentezi  Ozellikle  ruminant  hayvanlarda, Rumen
mikroorganizmalarinin linoleik asitle biyohidrojenasyonu sonucu olusan oktadekadienoik
asite ve linolenik asitle biyohidrojenasyonu sonucu trans formdaki vaksenik asite
dontigmesi olarak iki yolla olmaktadir. Eser miktarda denecek kadar sinirli olan ve
biyohidrojenasyona ugramayan kisim ise A desaturaz enzimi salgilanarak konjuge forma
donlismiis oktadekadienoik asite doniismektedir (Grinari ve Bauman, 1999; Khanol,

2004).

1.4.3. Rumende KLA Biyohidrojenasyonu

Ruminant hayvanlarin rumenlerine aldigi besinlerin icerdikleri doymamis yag
asitlerinin rumenlerinde barindirdiklar1 mikroorganizmalar araciligiyla doymus yag
asitlerine doniistiiriilmesi islemine biyohidrojenasyon olarak tanimlanmaktadir (Weimer,
1998). 1ilk olarak Kepler ve Tove (1967) tarafindan yapilan arastirmalarda
biyohidrojenasyon cis-9, trans-11-KLA izomerinin Butyrivibrio fibrisolvens isomeraz
aktivitesi sonucu olustugu bulunmakta olup daha sonraki aragtirmalarda biyohidrojenasyon
stirecinin tek bir mikroorganizma tarafindan gergeklestirilmedigi bulunmustur (Kepler ve
ark., 1966, Lawson ve ark., 2001). Biyohidrejenasyon siirecinde A ve B olmak {izere iki
grup Rumen bakterisi gorev alirken linoleik asit ve linolenik asit katilimi ile ara {irtinler

meydana gelmekle birlikte doymamis yag asitlerinin biyohidrojenasyon isleminde her iki
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grup gorev almaktadir (Bauman ve ark., 2003). Linoleik asitin son iiriin olan a-linolenik
asite hidrojenize edilmesini saglayan A grubu bakteriler olarak bilinirken trans-11 C18:1
son lrlinii olan stearik asitin olusmasinda goérev alan ise B grubu bakterileri olarak

bilinmektedir (Bauman ve ark.,1999).

Rumen gut funguslari biyohidrojenasyonda A grubu bakteriler ile ayni gorevi
istlenmekte oldugu ilk kez Nam ve Garnsworthy (2007b) tarafindan yapilan bir ¢aligma ile
belirtilmistir. Rumen funguslariin gelisim gdsterirken ayni zamanda linoleik asiti sirasiyla
KLA ve vaksenik asite doniistiirdiikleri gozlenmekle beraber funguslarin gelisimleri
sirasinda besi ortaminda biiyiime faktorlerinin artirilmasinin biyohidrojenasyon siirecini

durdurduguda gozlenmistir (Nam ve Garnsworthy, 2007a).

1.4.4. Dokularda KL A Sentezi

KLA’ dokulardaki byosentezi A9-desaturaz araciligiyla trans-11 C18:1’in birgok
enzim kompleksinin katilmasiyla olusan desaturasyon ile olup dokularda dagilimi tiirden
tire degismektedir. Gelisme donemindeki ruminantlarda adipoz dokular sentez bdlgesi
iken laktasyon doneminde meme bezleri sentez bolgesi olarak belirlenmistir (Bauman ve

ark., 1999).

1.4.5. Gidalarda KLA Varhg

Gevis getiren hayvanlardan elde edilen tiikketime uygun gidalar yliksek miktarlarda
KLA igermektedir ve biyolojik olarak aktif olan ¢9-t/1 izomerini barindirmaktadir. Gevis
getiren hayvanlardan elde edilen siit iiriinlerinde KLA miktar1 oldukca yiiksek olup
ozellikle peynir KLA bakimindan oldukg¢a zengin igerige sahiptir. Siit iirlinlerindeki KLA
yogunlugu 2.9-11.3 mg/g diizeyinde ve aktif izomeri toplam KLA’nin % 73-93
olustururken sigir yaginda KLA yogunlugu 3.1-8.5 mg/g olarak aktif izomeri toplam
KLA’nin %57-85 olusturmaktadir. Gevis getirmeyen hayvanlarda bu oranlar oldukca
diisiik seyretmektedir (Chin ve ark., 1992).

1.4.6. KLA’nin Biyolojik Etkileri

Doymamis yag asidi olan linoeik farkli izomerlerinden olusan ve sentez yeri gevis
getiren hayvanlarin rumeni ve meme dokular1 olan KLA 6zellikle meme, deri , mide kolon,
gbgiis ve prostat kanserlerinini 6nledigi yoniinde deneysel calismalar s6z konusudur (Mir
ve ark.,1999; Cherian ve ark., 2002). Bircok bilimsel arastirmada KLA izomerlerinin

vucuttaki yag oranini azaltarak protein, mineral oranini artirarak kas doku oranini artirdigi
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gbzlemlenmigtir (Cherian ve ark., 2002; Lee ve ark., 2006). Keza, Blankson ve arkadaslar1
(2000) yapilan bir calismada KLA aliminin viicuttaki yag kitlesini kabul edilebilir oranda
azalttigin1 ve 12 hafta siiren bu calismayla en uygun yag oraninin 3.4gr/giin oldugunu
belirlermislerdir. KLA’nin doku ve iirtinlerde oksidasyonun inhibe edildigi antioksidan
ozelligi oldugu bildirilmis olup devam eden g¢aligmalarda KLA’nin pismis etlerde de
antioksidan 0zelligi sayesinde oksidasyona karsi direncin artirildigr bildirilmistir (Mir ve

ark., 1999; Du ve Ahn, 2000).
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2. ONCEKI CALISMALAR

Rumenik asit olarak da bilinen ve biyohidrojenasyonun ara iirlinlerinden biri olan
konjuge linoleik asit (Conjugated linoleic acid, KLA) linoleik asidin pozisyonel ve
geometrik izomeridir. KLA’daki konjuge olmus ¢ifte baglar 9. ile 11., 10. ile 12., yadall.
ile 13. karbon arasinda cis yada trans konfiigiirasyonunda olabilir. Linoleik asidin cis-9,
trans-11 izomeri daha c¢ok antikarsinojenik &zelligi ile taninmaktadir (Devery ve ark.,

2001; Durgam ve Fernandes, 1997).

Daha oOnceki bilgilerin aksine yapilan son arastirmalar, ruminant olmayan
hayvanlarin ve insanlarin bagirsaklarinda bulunan mikroorganizmalarin da linoleik asitten

cok smirli diizeyde de olsa KLA sentezleyebildigine rastlanilmistir (Aydin, 2005).

Et ve siit tirlinlerinden elde edilen KLA miktarlar1 bir gram yagda 2.9 ile 5.6 mg
arasinda degisirken bu miktarlar, yumurta ve tavuk etinde sirasiyla, 0.6 ve 0.9 mg

civarinda oldugu bildirilmistir (Aydin ve Ozsan, 2003).

KLA’nin ¢ift baglar1 cis yada trans formunda olabilir. Ancak bu baglardan bir
tanesinin trans formunda bulunmasi bu bilesigin biyolojik olarak aktif oldugunu belirtir

(Jenson, 2002).

KLA, bircok gidada dogal olarak sinirli miktarlarda bulunmakla birlikte insan
viicudunda sentezlenemedigi bildirilmistir (Fritsche ve ark.,1999). Bu yilizden ruminant
hayvanlardan elde edilen et, siit ve 6zellikle siit iirlinleri insan diyetleri icin KLA’nin ana
kaynaklarini teskil ederler (Chin ve ark., 1992; Benito ve ark., 2001). KLA izomerleri
ruminant hayvanlarin rumenlerinde linoleik ve linolenik gibi ¢oklu doymamis yag
asitlerinin rumen bakterileri tarafindan biyohidrojenasyonu esnasinda meydana gelen ara
triinleri oldugu saptanmistir. Ancak yapilan son ¢alismalar, c-9,t-11 ve t-10, c-12
izomerlerinin dokulardaki A9 desaturaz enzimi vasitasiyla trans-vaksenik ( C18:1, t-11)
asitten de sentezlenebildigini bildirmistir (Mir ve ark., 1999; Grinari ve ark., 2000;
Chouinard ve Van, 20006).

Ruminant hayvanlarin rumeninde olusan ve bagirsaklardan emilerek dokularda
depo edilen KLA’nin insanlar tarafindan et, siit ve tirlinleri olarak tiiketilmesi sonucunda
insan saglig1 iizerindeki olumlu etkisi son yillarda ilgi odag: haline gelmistir. Bu teorinin
cikis noktast KLA nimn deney hayvanlarinda kanser olusumu ve gelisimini Onleme

ozelliginin ispatidir (Pariza ve ark., 1990).
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KYA (konjuge yag asidi)’lar arasinda en ¢ok bilinen ve iizerinde g¢alismalar
yapilanlar1 linoleik asidin KYA formu olan KLA izomerleridir. Yine bitki tohumu
yaglarinda mevcut olan linolenik asitin konjuge izomeri olan konjuge linolenik asitin de

(KLNA) biyolojik 6zelliklere sahip oldugu bilinmektedir (Kishino ve ark. 2003).

KLA rumendeki Butyrivibrio fibrisolvens ve baska rumen bakterileri
(Ruminococcus albus) gibi tarafindan linoleik asitin stearik asite biyohidrejenasyonu
sirasinda ara madde olarak veya t11 C18:1’in endojen doniistimiinden olusmaktadir (Chin

ve ark. 1992, Lin ve ark. 1995, Parodi 1997).

KLA’nin sentezi temel olarak rumendeki mikrobiyal flora ile linoleik asitten ve
meme bezlerindede vaksenik asitten (VA) sentezi seklinde oldugu i¢in en temel kaynagi

ruminantlardan saglanan siit ve siit tirtinleri oldugu tespit edilmistir (Griinari ve Bauman

1999).

Linoleik asitten rumende olusan KLA’nin ¢ok biiyiik bir kismi vaksenik asit ve

stearik aside biyohidrojene seklinde gézlemlenmistir (Palmquist 1993).

Cizelge 2.1 Bazi ¢ig et tiirlerindeki ortalama KL A miktar1 (Schmid ve ark,. 2006)

REFERANS KUZU | SIGIR DANA | DOMUZ TAVUK | HINDI | AT
Chin ve ark (1992) 5,6 2,9-4,3 2,7 0,6(mg/g yagda) | 0,9 2,5
Shantha ve ark (1994) 5,8-6,8"
Dufey (1999) 11,00 [3,6-6,2*° 0,7° 0,6°
Ma ve ark (1999) 1,2-3,0°¢
Raes ve ark (2003) 4,0-10.0*°
Badiani ve ark (2004) | 4,32
Fritsche ve Steinhardt | 12,0° 6,5¢ 1,2/ 1,5 mg/g | 1,5° 2,0¢
(1998) YAME
Rule ve ark (2002) 2,7-5,6*>¢ 0,7
Wachira ve ark (2002) | 8,8-
10,8°
Knight ve ark (2004) | 19,0°

YAME : yag asidi metil ester, aFarkli tiertim sistemlerinin/iilkelerinin eti, bfarkli

hayvanlardan farkli karkas-gévde parcalari, cyalniz c9t11-18:2 dl¢iilmiistiir,dyalniz c9t11-

18:2 ve t10c12-18:2 dlclilmiistiir
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Etteki KL A miktarini etkileyen ¢ok sayida besin 6gesi bulunmaktadir (Cizelge 2.1).
Genellikle, kaslardaki KL A miktarinin yliksek olmasi intramaskiiler yag miktarinin yiiksek

olmasina neden oldugu diisiiniilmiistiir (Raes ve ark. 2004)
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3. TEZIN AMACI VE ONEMIi

Insanlarin fizyolojik ve zihinsel gelisimleri tiikettikleri besin madde iceriklerine
bakildiginda yeterli ve dengeli 6l¢iide olmalidir. Metabolizmanin metabolik aktivitesinin
normal Ol¢iilerde saglanabilmesi i¢in protein, enerji, vitamin, mineral mikro ve makro
besin igeriklerine sahip ve besleyici Ozelligi disinda metabolizmaya fizyolojik yarar
saglayabilecek fonksiyonel gidalar tiiketilmesi gerekmektedir.  Fonksiyonel gidalari
olusturan bilesiklerden biriside iizerinde bir¢ok bilimsel ¢alisma yapilan ve 6zellikle gevis

getiren hayvanlarin iirlinlerinde bulunan konjuge linoleik asit (KLA) izomerleridir.

Bu caligmada yeni bir anaerobik gut fungus izole ederek izole edilen fungusun
mikroskobik ve morfolojik oOzelliklerinin tespiti arastirilarak molekiiler tanimlamasi
yapilmas: amaglanmistir. izole edilen anaerobik gut fungusunun cins diizeyindeki
tanimlanmas1 yapilarak, elde edllen izolatin konjuge linoleik asit liretimindeki etkisi ve

irettigi linoleat izomeraz enzimi iizerinde ¢alisma amaclanmistir.
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4. MATERYAL VE METOD

4.1. Materyal

4.1.1. Kullamilan Kimyasallar

Ticari olarak yiiksek saflik derecesine sahip olan kimyasal maddeler Sigma
(Almanya) ve Merck (Almanya)’den tedarik edilmistir. Molekiiler calismalar igin

kullanilan farkli kimyasal maddeler gerekli yerlerde gosterilmistir.

4.1.3.Kullanilan Anaerobik Gut Fungus

Universitemizin (Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Zootekni Boliimii) Biyoteknoloji ve Gen Miihendisligi Laboratuvari (BIGEM) da yapilan
izolasyon ¢alismasi sonucu elde edilen anaerobik gut fungus saflagtirildiktan sonra
GMLF54 kodu ile kiiltiire alinmistir. Bu c¢alismada kullanilmak iizere izole edilen ve
kiltiire alinan GMLF54 kodu ile adlandirilan anaerobik gut fungus inek diskisindan elde
edilmis olup ¢ok kamgcili zoosporlu filamentli rizoidal gelisim gosteren monosentrik

Neocallimastix cinsi olarak belirlenmistir.

4.2. Metod

4.2.1. Fungus izolasyonu i¢in Gerekli Diski Orneklerinin Toplanmasi ve Saklanmasi

Kahramanmarag c¢evresinden toplanan inek diski Ornekleri kese kagitlarina
konularak 1 saat igersinde laboratuvara getirilmistir. Laboratuvara getirilen diski
orneklerinden izolat elde edilmek {iizere ornekler bekletilmeden izolasyon isleminde
kullanilmistir ve kalan diski ornekleri tekrar kullanilabilmesi i¢in -20°C’de mufaza

edilmistir.

4.2.2. Rumen Sivisinin Hazirlanmasi ve Muhafaza Edilmesi

Kullanilan besiyeri i¢in gerekli olan rumen sivist Kahramanmaras mezbahanesinde

kesilen ruminant hayvanlarin rumen igerigi alinarak temin edilmistir.

Elde edilen rumen igerigi Oncelikle iki katli tiilbentten siiziilerek igerisindeki
partikiillerden arindirilarak oksijen almayan ve icerisine konulan sivinin sicakligint uzun
siire koruyan kapali bir kap icerisine alinmistir. Laboratuvara getirilen rumen sivisi

oncelikle erlenmayerlerin igerisine birakilarak yaklasitk 60 dk boyunca ¢okelmesi
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beklenmistir. Cokelme gozlenen kisim alinarak 50 ml’lik plastik falkon tiipleri igerisinde

3500g’de 10 dk santrifiij (Hermle; Z 200A) islemine tabi tutulmustur.

Santrifiij isleminden sonra ¢okelme gozlenen sivinin st tabakasi ¢okelen kisma
karistirilmadan temiz bir erlenmayere alinmistir. Bu islem elde edilen rumen sivisinin
berrakligina gore ii¢ defa tekrar edilmistir. Son islem 50 ml olacak sekilde plastik
falkonlara boliinerek -20°C’de depolanarak muhafaza edilmistir (Sekil 4.1)

Sekil 4.1 Kahramanmaras mezbahanesinde kesilen ruminant hayvanardan elde edilen

rumen s1visinin anaerobik kosullarda gerekli asamalardan gecirilerek temin edilmesi

4.2.3. Anaerobik Besiyerinin Hazirlanmasi

Anaerobik besiyeri hazirlamada kullanilmak tizere 6n hazirlik olarak iki farkli
sollisyon hazirlanmigtir. Farkli bilesim ve miktarlarda kimyasallar kullanilarak hazirlanan

mineral soliisyon I ve mineral soliisyon II (+4°C) de saklanmistir.
4.2.3.1. Mineral Soliisyon I

Mineral Soliisyon I, 3gr K,HPO, (di-Potasyum hidrojen ortofosfat) , 1 It’ye
tamamlanacak sekilde dH,O ile manyetik karistirici yardimi ile homojen bir sekilde

karistirilarak ( Velp-2040 Vortex) hazirlanip +4°C de muhafaza edilmistir.
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4.2.3.2. Mineral Soliisyon II

Mineral soliisyon II, 3gr KH,PO, (Potasyum di-hidrojen ortofosfat) , 6 gr
(NH4)2SO4 (Amonyum Sulfat) , 6 gr NaCl (Sodyum Kloriir), 0.6gr MgS0O4.7H,0
(Magnezyum Siilfat) , 0.6gr CaCl,.2H,O (kalsiyum kloriir) 1 1t’ye tamamlanacak sekilde
dH,O (saf su) ile manyetik karistirict yardimi ile homojen bir sekilde karistirilarak (Velp-
2040 Vortex) hazirlanip +4°C de muhafaza edilmistir.

4.2.3.3. Anaerobik Besiyerinin Hazirlanmasi

Orpin  (1976) esas almarak hazirlanmis anaerobik besiyerinde, besiyeri
yogunlugunun 5mg/ml enerji kaynagi olacak sekilde, elenmis tozlarindan arindirilmis
bugday samani ve glikoz kullanilmistir. Enerji kaynagi olarak bugday samani kullanilan
besiyerinde bugday samani 6n hazirlik olarak Hungate tiiplerine (16 x 125 mm, Bellco
Glass Inc., Vineland, NJ. U.S.A) eklenmistir, enerji kaynagi glikoz olan besiyerinde glikoz
hazirlanan besiyeri igerisine eklenmistir. Enerji kaynag: olarak bugday samani kullanilan
besiyeri 121°C ‘de 15 dk, glikoz kullanilan besiyeri karamelizasyona neden olmamak
amaciyla 110 °C’de 10 dk. Otoklav (Niive OT 4060) islemine tabi tutulmustur (Orpin ,
1976).
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Cizelge.4.1. Anaerobik besiyeri hazirlanmasinda kullanilan bilesenler ve miktarlar

S1v1 Besi Yeri Kat1 Besi Yeri
(1000 ml) (1000 ml)
Mineral Solusyon I ml 150 150
Mineral Solusyon II ml 150 150
Resazurin (% 0,1) ml 1 1
Rumen Sivisi ml 150 150
Saf Su ml 550 550
NaHCO; gr 6 6
Pepton gr 10 10
L-Sistein HCI1 ar 1 1
Maya Ekstrakti ar 2.5 2.5
Agar ar - 20
Enerji Kaynagi gr 2-5 2-5
Mineral Solusyon I K,HPO4 ar 3.0
Saf Su ml 1000
Mineral Solusyon II NaCl gr 6.0
(NH4)2SO4 ar 6.0
KH,PO4 gr 3.0
CaCl, gr 0.6
MgS04.7H,0  gr 0.6
Saf Su ml 1000

Besiyeri hazirlanirken 2-5gr (1< icin) enerji kaynagi (glikoz) , 2.5 gr maya
ekstrakti, 10 gr pepton, 6 gr NaHCO3 (sodyum Hidrojen Karbonat), 1 gr L-sistein HCI

tartilmis ve L-sistein disinda tartilan biitiin bilesenler erlen igerisine konulmustur.

Sise igerisine 150 ml mineral soliisyon I , 150 ml mineral soliisyon I ve 150 ml
rumen sivist ilave edilmis ve isiticili manyetik karistirict tizerinde 1 1t saf suda
¢Ozdiirilmiistiir. Besiyeri ortamindan ¢6ziinmiis oksijenin uzaklastirilmas: karbondioksit
gazi ile saglanmistir. Hazirlanan besiyeri kaynama noktasina ulaginca 1 gr L-sistein ve son

olarakta oksijen indikatorii olan 1 ml Rezazurin ¢6zeltisi besiyeri karistmina eklenmistir

(Cizelge 4.1).
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Rezazurin ile hazirlanan ¢ozeltinin rengi sirasiyla mor, mavi, pembe ve soluk sar1
renge doniismektedir. Tamamen sar1 renge donen besiyeri karbondioksit gaz1 altinda 8 ml
olarak Hungate tiiplerine dagitilmistir. Tipler sterilizasyon igin otoklav islemine tabi

tutulmustur (Orpin, 1976).

4.2.4. Anaerobik Kosullarda Diskidan Fungus izolasyonu ve inkiibasyonu

Theodorou ve ark. (1993)’nin seyreltme yonteminden yararlanilarak yapilan
anaerobik fungus izolasyonu, 5 gr digki 6rnegi anaerobik ortamda enerji kaynagi olmayan
40ml besiyeri igerisinde ¢ozdiiriilerek baslanmustir (Sekil 4.2). Hazirlanan karigimdan
%10’luk kisim olacak sekilde karigim alinarak igerisinde saman konulmus Hungate
tiiplerine anaerobik ortamda aktarilarak birinci diliisyon iglemi gergeklestirilmistir. Birinci
diliisyon i¢in kullanilan toplam karigimdan %10’luk kisim olacak sekilde karigim alinarak
anaerobik ortamda yeni 40 ml besyeri (enerji kaynagi olmayan ) igerisine eklenmistir ve
samanli Hungate tiliplerine dagitma islemi tekrarlanarak ikinci diliisyon islemi
gergeklestirilmstir. Ikinci diliisyon i¢in kullanilan toplam karisimdan %10’luk kisim olacak
sekilde karisim alinarak anaerobik ortamda tekrar 40 ml besiyeri (enerji kaynagi olmayan)
icerisine eklenmistir ve yine samanli Hungate tiiplerine anaerobik ortamda eklenerek
liclincii son dillisyon islemi gergeklestirilmistir. Bu sekilde seyreltme islemi yapildiktan

sonra antibiyotik karigimi ile muamele edilerek 39°C’ de 3-7 giin inkiibasyona

brrakilmastir.

Sekil 4.2. kahramanmaras ili cevresinden elde edilen inek diskisindan yapilan fungus
izolasyonunda digkinin izlasyona hazirlanmasi
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4.2.5. Anaerobik Gut Funguslarinin Alt Kiiltiir Calismasi

Izolasyonu yapilip inkiibe edilen funguslarin saflastirma islemine kadar gegen
siirede yasamlarin1 devam ettirebilmesi ve bulunduklar1 besiyeri ortamina adaptasyonunun
saglanmasi i¢in alt kiiltiir ¢alismas1 uygulanmistir. Bu islem fungus gelisimi gozlenen
tiiplerden enjektor yardimiyla 0.5ml alinarak gerekli olan enerji kaynag: ile hazirlanmis ve
uygun sicakliga getirilmis Hungate tiiplerindeki besiyer icerisine aktarilarak inkiibatorde

(Niive EN110) muhafaza edilmistir.

4.2.6. Fungal izolatlarin Saflastirilmasimasi

Bu metodun uygulanabilmesi i¢cin daha onceden hazirlanmis igerisinde % 0.5
(gr/ml) glikoz ve % 1.5 (gr/ml) agar bulunan anaerobik besiyeri kullanilmistir. Bu besiyeri
her bir Hungate tiipiine 2 ml olacak sekilde esit olarak dagitilmis ve 110 °C’de 10 dk
sterilizasyon islemine tabi tutulmustur. Daha sonra hazirlanan bu besiyeri saflastirma
islemi yapilacagi zaman sicak su banyosu ( JP Selectra, 85°C) igerinde eritilmis ve fungus
ekimine uygun sicaklik i¢in 40-45°C’ ye kadar sogutulmustur. Uygun ekim sicakligina
getirilen Hungate tilipleri icerisindeki agarli besiyerine, ekim yapilacak tiipii yatik tutacak
sekilde 0.2 ml fungus ekimi yapilmistir ve seri bi sekilde buz dolu olan kiivet igerisinde
yatik olarak tiipiin yilizeyinde ince bir tabaka olusturacak sekilde dondurulmustur.
Saflagtirma iglemi yapilmis funguslar gelisimleri gozlenmek tlizere 39°C’de 3-5 giin etlivde
inkiibasyona birakilmistir. Temeli Hungate (1969)’a dayanan Joblin (1981)’in “Roll
Tip”’metodu uygulanarak saflastirma islemi yapilan funguslar CO;’li ortamda o6ze
yardimiyla besiyeri igerisine aktarilmistir. Saflagtirma islemi yapilan kiltiiriin saf

oldugundan emin olunmasi i¢in bu iglem iki kez tekrarlanmistir.

4.2.7. Gelistirilen Funguslarin Goriintiilenmesi

Saflastirma islemi sirasinda kati ve sivi besiyerinde gelisim gosteren funguslar
morfolojilerine gore koloniler halinde mikroskop (Olympus CK-2) yardimiyla gelisimleri

gbzlenmistir. Daha sonra gerekli olan koloni saflastirilmistir.

4.2.8. Antibiyotik Muamelesi ile Bakteri inhibisyonu

Gerek saflagtirma isleminde fungusun besiyeri aktarimindan sonra gerekse alt
kiiltiire alma ¢aligmasi yapildiktan sonra anaerobik fungus geligsmesi sirasinda herhangi bir
bakteriyel kontaminasyon ile karsilasilmamasi i¢in antibiyotik karisimi kullanilmustir.

Karisimda kullanilan Kloramfenikol, Ampisilin, Streptomisin ve Eritromisin’in nihai
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konsantrasyondaki miktarlar1 asagida belirtilmistir (Cizelge 4.2). Karisimin igerdigi
kimyasallardan Klorofenikol ve Streptomycin suda ¢oziinmeyen kimyasallar olmasi
sebebiyle c¢ozdlirme islemi %25 (v/v) etanol kullanilarak yapilmistir ve karisimin
sterilizasyonunun saglanmasi amaciyla 0,22 um gézenek capl filtre kullanilarak en kiiglik

captaki mikroorganizmadan sterilizasyon saglanarak dagitilmistir.

Cizelge.4.2. Anaerobik gut funguslarin bakteriyel kontaminasyon riskini ortadan
kaldirmak i¢in hazirlanan antibiyotik karigim igerigi

Kimyasal Miktar (g) 100ml i¢in
Kloromfenikol 0.5

Amfisilin 0.5

Eritromisin 1

Streptomisin 0.7

4.2.9. Anaerobik Funguslarin Cins Diizeyinde Simiflandirilmasi

Anaerobik gut funguslarin sahip olmus oldugu vejatatif satha ve zoospor kamgi

sayilarina gore yapilan cins diizeyindeki siniflandirma ¢izelge 4.3’te verilmistir.
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Cizelge.4.3 Anaerobik gut funguslarin siniflandirilmasi i¢in kullanilan baz1
morfolojik 6zellikler.

Vejatatif satha Monosentrik 2 numaradan devam
Polisentrik 5 numaradan devam
2 | Zoosporlar1 >4 kamgiya sahip olanlar1 Neocallimastix
Feramyces
Zoosporlar1 <4 kamg1ya sahip olanlar1 3 numaradan devam
3 | Vejatatif sathada kiiresel rizoidlere sahip 4 numaradan devam
olma
Vejatatif sathada filamentli rizoidlere sahip Piromyces
olma Liebetanzomyces
Kese boyunlarinin spor keselerinden bir Buwchfawromyces

septum ile ayrilmasi

Rizodial yap1 igerisinde spor kesesi benzeri Oontomyces

yapilarin goriilmesi

4 | Vejetatif sathada monosentrik biiyiime Caecomyces
Vejetatif sathada polisentrik biiyiime Cyllamyces
5 | Zoosporlari tek kamgiya sahip olanlar Anaeromyces
Pecaromyces
Zoosporlari ¢ok kamgiya sahip olanlar Orpinomyces

4.2.10. Anaerobik Gut Funguslarin Stoga Alinmasi

Enerji kaynagi olarak saman kullanilarak hazirlanmis besiyerinde gelistirilen

funguslar stoga alinmak iizere karyoviyal tiiplerine aktarilmistir.

CO; ‘li ortamda karyoviyal tiipleri igerisine 1 ml % 15°1ik (v/v) steril gliserol ilave
edilmistir ve samana tutunarak gelisen funguslar samanla birlikte karyoviyallere alinmigtir.
Stok alma islemi bittikten sonra karyoviyaller kamislarda muhafaza edilerek -20°C’de
(Haeke Messtechnik GMBH) dondurulmustur ve daha sonra kullanilmak {izere donan

karyoviyal kamislar1 azot tankina birakilmistir.

Azot tankinda s1v1 azot icerisinde muhafaza edilen funguslar kullanilmak {izere tank
icerisinden ¢ikarilarak oda sicakliginda eritilmistir. Daha dnce 39°C’ de etlivde 1sitilmis
besiyeri igerisine aktarilmistir. Aktarma islemi karyoviyallerin igerisindeki samanlarin
CO’li ortamda ucu yakilarak steril edilen 6ze yardimiyla aktarilmistir. Aktarma sirasinda
herhangi bir kontaminasyona ugramamasi i¢in ekim islemi bittikten sonra Hungate

tiiplerine 0.5ml antibiyotik karisimi eklenmistir ve 39°C’de inkiibasyona birakilmistir.
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4.3. Molekiiler Metodlar

4.3.1. DNA lzolasyonu

DNA izolsyonu icin enerji kaynag glikoz kullanilarak hazirlanan besiyerine ekilen
ve 48 saat 39°C’de inkiibe edilen anaerobik funguslar 1000g’de 10 dk santrifiij edilerek
2ml ‘lik ependorf tiiplerine 6ze yardimiyla alinmistir. DNA izolasyonu Doyle ve Doyle
(1987) tarafindan gelistirilen CTAB (hexa-decyltrimethylammonium bromide) metodu
esas alinarak yapilmistir. 2mI’lik ependorflara toplanan hiicrelere iki defa steril saf su ilave
edilip 1000g’de tekrar santrifiijj (Hettich) edilmistir. Atiklar dokiliip yikama islemi

bittikten sonra ependorf igerisine steril edilmis cam bilyeler birakilmistir(Sekil 4.3).

Daha sonra bilye birakilan efendoflar sivi azot igersine birakilmistir (Sekil 4.3).
Sivi azottan ¢ikarilan ependorf tiiplerinin disina vurularak bilyelerin hareket etmesi

saglanmustir.

Bilyeler hareket edecek hale geldikten sonra hiicre kiricida (Retsch MM301) hiicre
kirma islemi yapilmistir. Hiicre kiricidan alinan oOrnekler tekrar sivi azot igerisine
birakilmis ve ayni islemler tekrarlanarak toplamda iki kez hiicre kirma islemi

tekrarlanmistir (Sekil 4.3).

Bu sekilde hiicre duvarlar kirilan hiicrelere 700 ul CTAB izolasyon tamponu (0.1
M Trish HCI, pH 8.0; 104 M NaCl; 0.02 M EDTA; % 2 CTAB) eklenmis ve 60 dk
boyunca 70°C’de inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonras1 500 pl kloroform ilave edilmis ve vortekslenmistir (Velp) ve 70
°C’de 5 dk isitildiktan sonra 1000g’de 10 dk santrifiij edilmistir. Ust sividan 500 pl
alinarak yeni 2 ml’lik ependorf tiiplerine alarak tizerine 300ul izoproponal eklenmis ve

1000g’de 10 dk santrifiije tabi tutulmus ve st s1ivi dokiilmiistiir.

Tuzlar1 uzaklastirmak i¢in 6rnekler 1 ml %70 etanol ile 70°C’de 20 dk bekletilerek
yikanmigtir. Cokelmis DNA peleti 1000g’de 10 dk santrifiij edilmis ve {ist s1v1 atiklarindan
arindirilmistir. Etanoliin tamamen ugurularak uzaklastirilmasi i¢in ependorflarin kapaklari
acik birakilarak bekletilmistir. Elde edilen DNA uzun siire saklamak amaciyla 50 ul TE
tamponu (1 mM TrisHCI, pH 8.0; 0.1 mM EDTA) veya kisa siirede kullanilacaksa dH20

igerisinde ¢oziilerek ileride kullanilmak iizere -20 °C’de de saklanmustir.
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Sekil 4.3. CTAB metoduna gore DNA izolasyonu yapilirken hiicre duvarmin kirilarak
DNA ‘nin elde edilebilmesi amaciyla hiicre kirma islemi

4.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Uygulamasi

Polimeraz Zincir Reaksiyonu i¢in gerekli protokol islemleri sirasi ile dnce kimyasal
maddelerin miktarlar1 ve reaksiyon i¢in gerekli olan amplifikasyon basamaklar1 verilmistir
(Cizelge 4.5). Buna gore gerekli kimyasallar ve miktarlari; 41 pl dH,O, 1 pmol ileri ve
geri primerler, 1 pl kalip DNA, 5 pl 10X tampon, 1 pl dNTP ve 0.5 ul Tag DNA
polimeraz (5 U/ml) karisimi ile gerceklestirilmistir. Hazirlanan karisim cizelgede verilen
PZR cihaz1 (Favorgen) ¢alisma sartlarina gore gerceklestirildi. ITS bdlgesine ait primer

dizisi ¢izelge 4.4’te verilmistir.

Cizelge 4.4 ITS bolgesine ait primer dizisi

Bolge Primer Oligo dizisi Tm
adi ‘C)

ITSF 5°-CTA CCG ATT GAA TGG CTT AGT G -3* | 58°C

ITS ITSR 5°-AGT TCA GCG GGT ACT CTT ATC TG-3’ | 58°C

Cizelge .4.5 Kullanilan PZR ¢aligma sartlar

IIk denatiirasyon Denatiirasyon | Yapisma | Uzama Son Uzama
Sicaklik (°C) 95 94 59 72 72
Zaman (dk) 4 1 0,5 1 5
Dongii 1 35 1
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4.3.3. Jel Elektroforez Uygulamasi

Sambrook ve arkadaslarina (2001) gore hazirlanan agaroz jel elektroforez cihazi
(Delta electronica) kullanilarak PZR ile ¢ogaltilan DNA parcasimnin biiylikliik ve miktari

belirlenmistir.

4.4. Anaerobik Gut Funguslarinda KLA Sentez Metodlar1

4.4.1. LA Stok Soliisyon Hazirlamasi

Anaerobik funguslarin linoleik asitle muamelesi sirasinda besiyeri icerisinde
homejen olarak dagilmasini saglamak amaciyla stok soliisyon hazirlanmistir. Hazirlanan
bu soliisyonda ¢ozdiirme islemi % 2 (v/v)’lik Tween 80 kullanilarak yapilmistir. Nihai
konsantrasyonda % 0,1 g/ml linoleik asit olan stok soliisyon hazirlanmig ve -20 °C’de

saklanmustir.

4.4.2. Anaerobik Mikroorganizmalarin KL A Sentez Siireci

KLA ‘nin sentez siireci olarak linoleik asit stok sollisyonu ve enerji kaynagi glikoz
olan besiyerine ekimi yapilmis 39°C’de 48-72 saat gelistirilmis fungus hazirlanmistir.
Daha onceden hazirlanarak Hungate tiiplerine her biri 10 ml olacak glikozlu besiyeri
hazirlanarak 39°C’de 1sitilmistir. Sicaklik sabit 37°C olacak sekilde 7 farkli dk (0,5, 15,
30, 45, 90, 120 dk) i¢in 6 farkli miktarda (O pl, 10 pl, 20 pl, 40 pl, 80 ul) ve 3 tekerriir
olacak sekilde stok soliisyon eklenmistir. Stok soliisyon eklenen Hungate tiiperine 0.5 ml

anaerobik fungus ekimi yapilmistir ve 38°C de 72 saat inkiibasyona birakilmaistir.

Inkiibasyon sonunda etiivden ¢ikarilan Hungate tiipleri 1000g’de 10 dk santrifiij
(Niive NF 800) islemine tabi tutulur. Cokelme gdzlenen tiiplerden iist sivilar dokiilerek 1
ml saf su eklenip ¢okelen hiicreler ependorf tiiplerine alinmigtir. Toplanan hiicreler 100 pl
linoleik asit stok soliisyon eklendikten sonra sirasiyla 375ul kloroform:metanol (1:2, v/v)
eklenip vortekslenmistir. Vorteksleme isleminden sonra ependorf tiiplerinin kapaklari
acilarak 125 pl kloroform eklenerek tiiplerin kapaklar1 kapatilmis ve vorteksleme islemi
tekrarlanmigtir. Son olarak vortekslenen ornekler igerisine 125pul steril saf su eklenerek
vortekslenmistir. Ependorf tiipleri 7500°g de 3 dk santrifiij islemi uygulanmistir. Santrifiij
isleminden sonra alt sivi yeni ependorf tiiplerine alinmustir. Ornekler icerisindeki
kloroform azot gaziyla uzaklastirilmistir. Konsantre hale gelmis orneklerin bulundugu
ependorf tiipleri igerisine ¢ozdiirme islemi yapmak i¢in 200ul Hekzan eklenerek tekrar

vortekslenmistir.
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4.4.3. KLA’min Spektrofotometrik Analizi

Azot gazi kullanilarak yogunluga ulastirilan 6rnekler 200ul hekzan igerisinde
¢Ozdiiriildiikten sonra her 6rnekten ticer tekerriir ve kontrol grubu olacak sekilde 233nm
dalga boyunda spektrofotometre cihazinda okuma yapilmistir. Bu islem UV spektrum

(Spektrofotometre, Spectra Max),teknigi esas alinarak yapilmistir (Vang ve ark., 2007).

4.4.4. Anaerobik Mikroorganizmalarin Farkh pH ‘larda KL A Sentez Siireci

Orpin (1976) standart protokole gore hazirlanan enerji kaynagi glikoz olan 1 1t
besiyeri 200ml’lik bes adet beherlere dagitilarak (Sekil 4.4) HCl ve NaOH ¢d6zeltilerinden
damlatilarak kalibrasyonu yapilmis pH olger ile pHS.6, pH6.0, pH6.4, pH6.8, pH7.2 olacak
sekilde pH diizeylerine getirilmistir (Sekil 4.5). Daha sonra pH diizeyleri ayarlanan
besiyeri 10ml ve 3 tekerriir olacak sekilde Hungate tiiplerine dagitilmistir. Dagitim islemi
biten Hungate tiipleri otoklav islemine tabi tutulup 38°C’de inkiibe edilmistir. Uygun
sicakliga getirilen besiyeri icerisine 40 pl ve 80 pl stok soliisyon eklenerek her bir Hungate
tiipiine 0.5 ml fungus ekimi yapilmistir ve 38°C’de 72 saat inkiibasyona birakilmustir.
Inkiibasyon siireci sonunda Hungate tiipleri 12000g’de 10 dk santrifiij edilerek ¢okelme
gozlenen tiiplerin siipernatant kisimlar1 dokiilerek 1ml saf su eklenmistir. Cokelen ve 1 ml
saf su eklenen pelet kisim temiz ve steril edilmis ependorflara alinarak 12000g’de 10 dk
santrifiij edimistir. Ornekler daha sonra kullanilacaksa santrifiij islemi biten ependorflardan

ist s1v1 dokiilerek -20°C’de saklanmustir.
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Sekil 4.4. Erlenmayer siselerine dagitilarak 5 farkli sekilde pH diizeyi ayarlanacak enerji
kaynag glikozlu kullanilarak hazirlanan besiyeri ¢ozeltisi

i

Sekil 4.5. pH diizeyleri ayarlanmak {izere erlenmayer siselerine alinan besiyer ¢ozeltisine
HCL ve NaOH eklenerek pH olger ile ayarlanmasi (a), pH diizeyi ayarlanmis ¢ozeltinin
anaerobik kosullarda Hungate tiiplerine dagilmasi (b)
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4.4.5. Farkh pH’larda KLA’nin Spektrofotometrik Analizi

KLA sentez siirecinde son santriflij isleminden sonra alt sivist yeni ependorfa
alinarak azot gazi yardimiyla konsantre forma doniistiiriilmiistiir. Icerisinde konsantre
forma doniistiiriilmiis Orneklerin bulundugu ependorf tiipleri igerisine 200ul hekzan
eklenerek vortekslenerek KLA standardina gore spektrofotometre cihazinda okuma
yapilmustir. Bu islem her 6rnek i¢in 3 tekerriir ve bir kontrol grubu hazirlanarak ve UV

spektrum (Spektrofotometre, Spectra Max),teknigi esas alinarak yapilmstir.
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5. BULGULAR ve TARTISMA

5.1. izolasyon I¢cin Gerekli Digkinin Toplanmasi ve AGF izolasyonu

Kahramanmaras ili c¢evresideki yetistirilen ruminant hayvanlardan temin edilen
inek diskis1 digkidaki suyun emilmemesi amaciyla kese kagitlarinda laboratuvara
getirilerek anaerobik gut fungus elde edilmek iizere Orpin (1976) esas alinarak hazirlanan
besiyeri Thedoru ve ark. (1993) seyreltme yontemine gore anaerobik ortamda izolasyon
islemi yapilmistir (bkz. 4.2.4.). Izolasyon islemi icin gerekli miktar kullanildiktan sonra
kalan digk1 6rnekleri -20°C’de muhaza edilmistir. Rumen funguslar digskida rektuma gecis
sirasinda sirasinda havaya ve kurumaya karst direngli yapr kazanmis olup bu yapilarini
haftalarca hatta aylarca koruyabilme 6zelligine sahiptirler (Davies ve ark., 1993a; Milne ve
ark., 1989). Anaerobik gut fungus izolasyonu sirasinda karsilasilabilecek en 6nemli tehlike
bakteri kontaminasyonu olup bakteri gelisimi fungus gelisimini inhibe etmektedir
(Dehority ve Tirabasso, 2000). Bakteri kontaminasyonunun Onlenmesinde birgok
kombinasyon denenmis olup en uygun kombinasyon igerisinde fungus gelisiminde bakteri
olusumuna engel olan streptomycin ve penisilinide iceren kombinasyon kullanilmistir
(Akin ve Rigsby, 1987) (bkz. 4.2.8.). Rumen funguslar1 enerji kaynaginin glikoz veya
saman kullanilmas1 durumuna goére degismekle birlikte glikoz igeren besiyeri i¢in 5 giin,
saman igeren besiyeri i¢in 15 giin canliligin1 devam ettirebilmektedir (Milne ve ark., 1989).
Kiiltiire alinan canliligint uzun siire devam ettirebilmesi i¢in 2-4 gilin periyotlarinnda
diizenli olarak alt kiiltiire alinmistir (Thedoru ve ark., 1992) (bkz. 4.2.5). Kontaminasyon
gbzlenmeyen kiiltiirler roll tiip metodu kullanilarak saflastirma iglemine tabi tutulmustur ve
sicaklik optimum 39°C’de olmak kosuluyla kiiltiiriin canliligi korunmustur. Bu ¢alismada
da kullanilan Neocallimastix cinsi funguslarin zoosporlarinin kist olusturabilmesi ve
c¢imlenme godsterebilmesi i¢in sicakligin 30-40°C arasinda optimum sicaklik olarak 39°C

kullanilmistir (Lowe ve ark., 1987b).
5.2. izolatin Morfolojik Tanimlanmasi

Bu calismada kullanilan funguslarin morfolojik tayininin yapilmasinda 151k
mikroskobu kullanilmistir. Agarli kati halde olan besiyeri igesinde koloniler halinde
gelisim gosteren anaerobik gut funguslar1 kolonilerine gore cins diizeyinde monosentrik
olarak tanimlanmis olup fakli enerji kaynaklar1 kullanilan sivi besiyeri icerisinde gelisim
gosteren anaerobik gut funguslari rizoidal yapilarina gére monosentrik filamentli rizoidal

sekillenme gosteren Neocallimastix cinsi olarak teshis edilmistir. Tek bir spor kesesi
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olusturan monosentrik anaerobik gut fungus GMLF54 olarak isimlendirilmistir. Morfolojik
yapilara gore farkli tallus gelisimi gosteren anaerobik gut funguslari monosentrik ve
polisentrik olarak ikiye ayrilmakta olup 1sik mikroskobuyla gozlenebilmektedir (Ho ve
Barr, 1995). Isik mikroskobuyla gozlenen bu funguslarin tek bir spor kesesi olusturan
monosentrik yada birden fazla spor kesesi olusturan polisentrik olarak cins bakimindan
tanimlamas1 yapilirken tiir diizeyindeki tanimlamasinda 151tk mikroskobu yeterli

olmamaktadir (Barr ve ark., 1989; Wubah ve ark., 1995).
5.3. Tanimlanmis AGF’nin Kiiltiire Alinmasi

Morfolojik tayini yapilan funguslar ¢aligma bitimine kadar molekiiler ¢aligmalarda
kullanilmak iizere alt kiiltiir uygulamasi yapilarak canli tutulmasi amaciyla alt kiiltiire
almmugtir. Gerektiginde tekrar kullanilmak igin GMLF54 olarak isimlendirilen AGF sivi
azot igerisinde saklanmak iizere BIGEM Kkiiltiir koleksiyonu igerisine dahil edilmistir. Elde

edilen izolatin mikroskop goriintiisii Sekil 5.1°de verilmistir.
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Sekil 5.1. GMLF54 Neocallimastix frontalis susunun mikroskop goriintiisii

Enerji kaynag1 bugday samani kullanilan besiyeri igerisinde gelistirilen funguslar
gerektiginde kullanilmak iizere sivi azot igerisine birakilmadan 6nce kriyoprezervasyon
islemine tabi tutulmus olup hiicrelerin osmatik soktan koruyabilecek donma/¢oziilme
sirasinda su tutulumunu saglayacak, i¢cerdigi suyun buz kristalleri halini almasin1 azaltarak
ve hiicre icerisine hizli bir sekilde diffiize olan kriyoprotektan madde olan %15 (v/v) ’lik
gliserol kullanilmistir. Bu islem anaerobik kosullarda kiiltiire alinacak funguslarin hiicre
yapisinin bozulmasina ve herhangi bir kontaminasyona neden olmamasi amacglanacak

koryoviyal tiiplere aliarak yapilmistir.
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Sekil 5.2. Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi BIGEM kiiltiir koleksiyonunun sivi
azot (-196°C) tanki icerisinde muhafaza edilmesi

Glason ve arkadaslarinin (2007) yaptigi g¢alismalarda kiiltiirlerin  korunarak
saklanmasinda kriyoprezervasyon yontemi en iyi sonu¢ veren yontemdir. Farkli
kriyoprotektan maddeler ve farkli oranlarda %10 (v/v) ’luk gliserol kullanarak Philips ve
Gordon (1988) ve %5 (v/v)’lik dimetil siilfoksit DMSO kullanarak sivi azot igerisinde
muhafaza ettikleri Yarlett ve arkadaglarinin (1986) yaptigi bilimsel c¢aligmalar
bildirilmistir. Elde edilen izolatlar KSU BIGEM Kkiiltiir koleksiyonunun sivi azot tanki

icerisinde muhafaza edilmistir (Sekil 5.2)
5.4. DNA izolasyonu ve PZR ( Polimeraz Zincir Reaksiyonu )

Gliserol kullanarak karyoviyal tiipler icerisinde sivi azot tankinda muhafaza edilen
kiiltiirler tank icerisinden ¢ikarilarak ¢oziilmesi beklendikten sonra anaerobik kosullarda
Orpin (1976) esas alinarak hazirlanmis ve enerji kaynagi buyday samani kullanilan
besiyeri i¢erisnde kiiltiiriin canlanmast islemi yapilmistir ve 39°C inkiibatore birakilmigtir.
Gelisim gosteren Hungate tlipleri ayrilarak enerji kaynagi glikoz kullanilan besiyeri
icerisinde gelisimi inverted 151k mikroskop yardimiyla gézlenmistir. Hungate tiipleri 151k
mikroskobu altinda zoosporlar gozlendikten sonra olusan biyokiitle santrifiij edilerek pelet
kisim ependorf tiiplerine alinarak hiicre toplama islemi yapilmistir ve toplanan hiicrelerin
hiicre duvarlar1 sivi aot yardimiyla kirilarak CTAB metodu esas alinarak DNA izolasyonu
yapilmstir. CTAB metodu esas alinarak yapilan DNA izolasyon ydntemi anaerobik gut

funguslarinin DNA izolasyonunda kullanilan en klasik yontem (Doyle ve Doyle, 1987)
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olmakla birlikte farkli olarak ticari genomik DNA izolasyon kitleri de (Favorgen, Tayvan)

kullanilmaktadir.

DNA izolasyonu yapilan anaerobik gut funguslarinda morfolojik tanimlama i¢in
yalnizca 151k mikroskobu yeterli olmamaktadir bu nedenle tam bir morfolojik tanimlama
yapilabilmesi i¢in farkli molekiiler caligmalar da gerekmektedir. Wubahh ve ark.(1991c)
Yaptig1 caligmalar da Rumen funguslarinin morfolojik tanimlamasinin 11k mikroskobu
kullanilarak yapilabilecegi ancak sadece cins diizeyinde olup tiir diizeyinde yeterli
olmadig1 belirtilmistir. DNA izolasyonu sonrasinda DNA ‘y1 ¢ogaltmak ve morfolojik
tanimlama yapilmas1 amaglanarak protokol esas alinarak PZR islemi yapilmistir (bkz
4.3.2). Tanimlama islemi i¢in 5.8S, ITS1, ITS2 ve 18S bolgelerini iceren primer
kullanilmistir. PZR islemi yapilan DNA jel elektroforez yontemiyle agaroz jelde
goriintiilenmistir (Sekil 5.3).

GMLF 54
M b

a

800 bg

Sekil 5.3.N.frontalis’e (a,b,c ve d ayni1 izolot) ait 5.8S(185 bg) , ITS1(215bg), ITS2(225bg)
ve 18S(175bg) bolgelerini igeren ITS ad1 verilen kapsamli primer yardimui ile toplamda
yaklagik olarak 800 b¢ uzunlugundaki bdlgenin PZR goriintiisii.

PZR ve jel goriintiileme islemleri yapildiktan sonra net bir morfolojik tanimlamada
niikleotid baz dizilemesinin belirlenmesi gen dizi analiziyle olmustur ve gen dizi
sonuclarina gore GMLF54 Neocallimastix frontalis olarak net bir tanimlama verilmis olup
sekans dizilimi (Sekil 5.6) ve NCBI blast sonucu (Sekil 5.5) verilmistir. GMLF54 susunun

ITS bolgesine ait kromotogramin bir kismi sekil 5.4°te verilmistir.
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20 30 40 50 60 0 80 90 100 110 120
TCTGGCACAGAATTAAACTG CTAAAAAGTTGGGGCAAACTTG GTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCG GAAGGATC

Sekil 5.4. GMLF54 (Neocallimastix frontalis) DNA’sina ait PZR islemi sonucunda kismen
ITS1 boélgesine ait kromotogram

% NCBI Blast:Nucleotide Sequence X +

& - C & blastncbinim.nih.gov/Blast.cgi & W

[a]

Descriptions Graphic Summary Alignments

Reports | Organism | Taxonomy |

100 sequences selected @

Organism Blast Name Score Number of Hits Description
Eungi fungi 109
- Neocallimastigales chytrids 59
. . uncultured Neocallimastigales chytrids 950 24 uncultured Neocallimastigales hits
. Neocallimastix sp. NYR3 chytrids 902 1 Neocallimastix sp. NYR3 hits
. Neocallimastix sp. NYR2 chytrids 878 1 Neocallimastix sp. NYR2 hits
. Neocallimastix sp. NYR5 chytrids 852 1 Neocallimastix sp. NYRS hits
. Piromyces irregularis chytrids 850 1 Piromyces irregularis hits
. Neocallimastix frontalis chytrids 848 23 Neocallimastix frontalis hits
. Neocallimastix sp. NYF1 chytrids 833 1 Neocallimastix sp. NYF1 hits
. Neocallimastix sp. NYR1 chytrids 771 1 Neocallimastix sp. NYR1 hits
. Neocallimastix sp. NYF2 chytrids 763 1 Neocallimastix sp. NYF2 hits
. Neocallimastix sp. NYF4 chytrids 756 1 Neocallimastix sp. NYF4 hits
. Neocallimastix sp. NYF3 chytrids 752 1 Neocallimastix sp. NYF3 hits
- Neocallimastix sp. NYR4 chytrids 719 1 Neocallimastix sp. NYR4 hits
. Neocallimastix sp. GE13 chytrids 712 1 Neocallimastix sp. GE13 hits
. Neocallimastix sp. AF-CTS-HAN2  chytrids 693 1 Neocallimastix sp. AF-CTS-HAN2 hits
. uncultured fungus fungi 941 50 uncultured fungus hits

Sekil 5.5. GMLF54’e ait sekans diziliminin NCBI veri tabaninda blast sonucu
N.frontalis’e ait oldugunu gostermektedir.
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CGCGGATGGCAATTTTTTTCTGGCACAGAATTAAACTGCTAAAAAGTTGGGGCAAACTTGGTCATTTAGAGGAA
GTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAAAATATCACTCGATTGAAAGTG
ATTTAATAATCATCCTACCCTTTGTGAATTTGTTGTTTGAAATAATTTTTTTTTGACGTGGAATAAAATTAAATTTAG
TTATGGCTTTGCCTATCCCTAATTTGGTTGGTTTGTTGTAAAAGACAAGTGAATCATTTAAGGAAGAGGCTTTCCT
AAAAAGTTGATTTTTTTCCCAAGGACTTAAAAGACCTTTTTTTAAAATTAAACTTTTGTATTCATTTGTCTAAAATA
ATTTTAAAAATAATTTTAAAAACAGCTTTTGACGATGGATCTCTGGGTTCTCACAACGATAAAAAACGCAACAAA
ATGCGAAAAGTAATGTAAATTGCACAATACGTGAATCATCAAATCTTCAAACGCTTATGGCACTTTTTTAGTTAAC
TAAGAAAGTATGTCTGTTTGAGTATCACAAAAATATTCTCATAAAAACATTTTTGTTTTTAGGGTTATGAGTGTTTT

ACAACGATTACCATTTTGTTTCATTTTAATTTCATTTTAATTAAAACCTTATGGTTTTATTAATTAAAATTGGATAAA
ATTTTCCCCTAAAAAAGGAATAATTTTTCAGTTTTATTTAGACAAATCTCGGTCCGATTTTAAAGGAAATTTTTTTT
AAATAACTTGATCTCAAAATTCAAAAATAAAAAATTACCCCTAAACTAAAA

Sekil 5.6. GMLF54 (Neocallimastix frontalis) susunun ITS bolgesi DNA dizileme sonucu.

Cizelge 5.1. GMLF54 (Neocallimastix frontalis) susunun soy agaci ¢izelgesi

59 JNS560948.1 Anaeromyces sp. NRFI-8
100 _{: Anaeromyces sp jf1
9% b Anaeromyces |{. mucrunatus
o8 Oontomyces anksr abs
4100{: Oontomyces anksri

43 e MH468765.1 Liebetanzomyces polymorphus strain G1SC
Caecomyces sp.cyr

40 97 Cllyamyces aberensis
100 Clyamyces sp.cb3b1

EU414755.1 Buwchfawromyces eastonli clone A1
<9 . —— Feramyces sp. nhy-2018 strin f3a

100 Feramyces sp. nhy-2018 strin ds10
_‘{: Feramyces sp. nhy-2018 strin rdas
— Piromyces cryptodigmaticus 329
. 100 L—— Piromyces cryptodigmaticus 276

{ Pecoramyces ruminatium s4b
9 Pecoramyces ruminatium s4f

Pecoramyces espl.f1

100

Pecoramyces ruminatium abs

59 e OfpINOMyces sp.kf2

Orpinomyces sp.nanpS8
2 Orpinomyces sp.nanpS7
VWC Orpinomyces sp.kf3
Neocalimastix sp.nyrS
100 _:Neocumam sp.nyrd
92 Neocalimastix sp.ge13
[ Neccalmastix frontaks

100 —— GMLF 54
NR 132054.1

100

0,3
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GMLF 54 ‘e ait soyagaci grafigi. ITS bolgesi esas alinarak hazirlanan soyagact MEGA 6
program destegi ile UPGMA methodu kullanilarak en az 500 bootstrap yapilmistir.
Soyagacinda GMLF 54 ile N.frontalis clade uzunluklar1 gosterilmistir (Cizelge 5.1).

5.6. Linoleik Asitin Farkh Siirelerde AGF Gelisimi Uzerine Etkileri

Bu calisma kapsaminda kullanilan ve morfolojik tanimlamasi yapilmis olan
GMLF54 numarali anaerobik gut fungusu gelisimi {izerinde linoleik asitin etkilerini
gbozlemleme siirecinde Oncelikle linoleik asitin kullanilan besiyeri soliisyonu igerisinde
homojen dagilmasi amacglanmistir. Linoleik asiti misellestirme islemi icin %2(v/v)’lik

Tween 80 kullanilmistir (bkz 4.4.1).

Enerji kaynagi olarak glikoz kullanilarak Orpin (1976) esas alinarak hazirlanip
Hungate tiiplerine dagitilan besiyeri ¢ozeltisi i¢erisine 0 pl (kontrol), 10 pl, 20 pl, 40 ul, 80
ul 100 pl olarak misellestirilmis linoleik asit stok sollisyonu ve gelisim gostermis GMLF54
susundan 0.5 ml enjektdr yardimiyla eklenerek inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
stireci olan 72 saatlik siire boyunca 151k mikroskobu yardimiyla gézlenmis ve stok soliisyon
miktar1 arttikga besiyeri soliisyonunda gozle goriiliir diizeyde bulaniklik ve fungus
gelisiminde inhibisyon gézlemistir. Bu durumun Rumen funguslarun linoleik asitin toksik
etkisinden kaynaklanan bir duyarliliga neden oldugunu agiga c¢ikarmaktadir. Geligimi 72
saat gozlenen hungate tlipleri hiicre toplama isleminden baslayarak gerekli islemler
yapilarak sabit sicaklikta 0 dk, 5dk, 15dk, 30dk, 45dk, 60dk, 90dk ve 120dk olmak iizere 8
farkl1 zamanlamalarda sicak su banyosunda bekletilmistir. KLA miktar1 spektrofotometre
sonuclar1 alinmak {izere igerisindeki kloroform uzaklastirilarak konsantre hale getirilmistir
(bkz 4.4.2). Konsantre hale gelen Ornekler hekzan igerisinde ¢ozdiiriilerek mikroplate
igerisinde 233nm dalga boyunda (Wang ve ark., 2007) okuma yapilarak sonuglar elde
edilmistir (bkz 4.4.3). Elde edilen sonuglara gore Neocallimastix sp. cinsi rumen
funguslarinda toksik etki gosteren linoik asitin sabit sicaklikta uzun siire bekletilen rumen

funguslarinin gelisimlerinin durdugu gézlenmistir.

Anaerobik gut funguslarinda (GMLF54) 0.’dk da linoleik asitin KLA’ya déniisme
degeri ile farklit miktarlar arasindaki iliski sekil 5.7.’te verilmistir. Grafigin olusumunda
kullanilan analizlerde sicaklik faktorii 37°C sabit tutularak bir kontrol grubu ve farklh
miktarda 10 pl, 20 pl, 40 pl, 80 ul 100 ul linoleik asit stok soliisyonu kullanilmistir. Ug
tekerriir olarak yapilan analizler sonunda bulunan spektrofotometrik sonuglarin ortalamast

aliarak absorbans degerleri olugturulmus olup daha 6nceden hazirlanmig olan denklemde
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(y=0,0022x+0,057) bagimsiz y degiskeni yerine konularak optik dansite (O.D) degeri
bulunmustur. Sonuglara bakildiginda sicaklik faktorii sabit tutularak herhangi bir siire esas
alinmadan 6l¢tim yapilmis ve eklenen linoleik asit miktar1 40 pl oranina kadar ortamdaki
iirlin miktarinda artis gézlenmistir. Linoleik asit miktar1 80 pl ‘ye ¢iktiginda linoleik asitin
toksik etkisi ile ortamdaki {iriin miktarinda hizli bir diisiis gézlenirken substrat miktar1 100

ul’ye c¢iktiginda linoleik asitin toksik etkisi ile reaksiyon olumsuz etkilenmis ve {iriin

1,5 -
233nm
1 =
0,5 -+
o - [ .
(0] 10 20 40 80 100

Linoleik asit miktari (mikrogr/ml)

olusmamustir.

0.D

Sekil 5.7. AGF’da 0.dk’da linoleik asitin KLLA’ya donlisme grafigi

Anaerobik gut funguslarinda (GMLF54) 5.’dk da linoleik asitin KLA’ya doniisme
degeri ile farkli miktarlar arasindaki iligski sekil 5.8’de verilmistir. Grafigin olusumunda
kullanilan analizlerde sicaklik faktorii 37°C sabit tutularak bir kontrol grubu ve farkli
miktarda 10 pl, 20 ul, 40 pl, 80 pl 100 pl linoleik asit stok soliisyonu kullanilmistir.
Bulunan spektrofotometrik sonu¢ ortalamalarinin absorbans hesaplamalar1 regresyon
denkleminde sabit sicaklikta 5 dk muamele edilmesi sonucu gozlenen iiriin miktarmdaki
bir onceki grafikteki siire esas alinmadan yapilan sonugla kiyaslandiginda linoleik asitin
sicaklikla muamelesi sonucu 40 pl ‘ye kadar daha fazla iirlin artis1 gosterdigi gézlenmistir.
Substrat miktar1 40 pl ve 37°C sabit sicaklikta 5 dk muamele edildiginde ortamdaki {iriin
artisinin dogrusal denklemin iizerinde bir artis oldugu gosterdigi gozlenmistir. Substrat
miktar1 80 pl’ye ciktiginda sicakligin linoleik asit ile birlikte ortamdaki iirlinde azalma
gozlemlenirken ve 100 pl substrat ortamda inhibitor etki olusturmus ve {iriin agiga

¢ikmamustir.
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Sekil 5.8. AGF’da 5.dk’da linoleik asitin KL A ya donilisme grafigi

Anaerobik gut funguslarinda (GMLF54) 15.’dk da linoleik asitin KLA’ya doniisme
degeri ile farkli miktarlar arasindaki iliski sekil 5.9°da verilmistir. Grafigin olusumunda
kullanilan analizlerde sicaklik faktorii 37°C sabit tutularak bir kontrol grubu ve farklhi
miktarda 10 pl, 20 pl, 40 ul, 80 ul, 100 pl linoleik asit stok soliisyonu kullanilmistir. Sabit
sicaklikta 15 dk muamele edildiginde sicakligin enzim aktivasyonunu artirmasi nedeniyle
hizli bir artig gdzlenmis olup substrat diizeyi 40 pl ‘ye kadar iirlin miktarinda olusan artis
40 pl substratta tirlin miktar1 artis pik seviyeye ulagsmustir ancak 40 pl iizerinde toksik
etkiye duyarlilik gostererek ortamdaki iirlin miktarinda hizli bir diisiis gézlenmektedir.
Substrat diizeyindeki artis inhibitdr etki gostererek linoleik asit miktar1 100 pl’ye

ulastiginda ortamda {iriin olugsmamustir.
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Sekil 5.9. AGF’da 15.dk’da linoleik asitin KLA ya doniisme grafigi
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Anaerobik gut funguslarinda (GMLF54) 30.’dk da linoleik asitin KLA’ya donlisme
degeri ile farkli miktarlar arasindaki iliski ve sekil 5.10’da verilmistir. Grafigin
olusumunda kullanilan analizlerde sicaklik faktorii 37°C sabit tutularak bir kontrol grubu
ve farkli miktarda 10 pl, 20 pl, 40 upl, 80 ul, 100 pl linoleik asit stok soliisyonu
kullanilmistir. Sabit sicaklikta 30 dk muamele edildiginde ortamdaki iiriin miktarinda
dalgalanan bir artis gézlenmekle beraber enzim aktivasyonunun ve iirlin miktarindaki
artisin en fazla oldugu safha olarak gozlemlenmistir. Substrat miktarinin 40 pl’ ye kadar
artirilmasi herhangi bir duyarlilik olusturmazken substrat miktarinin 40 pl’den sonrasi
toksik etki aciga c¢ikarmakta ve ortamdaki iirlin miktarinda hizli bir azalig
gozlemlenmektedir. Linoleik asit miktar1 100 pl’ye ulastiginda inhibisyon nedeniyle

ortamda {iriin miktar1 olusmamustir.
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Sekil 5.10.AGF’da 30.dk’da linoleik asitin KLA ya doniisme grafigi

Anaerobik gut funguslarinda (GMLF54) 45.’dk da linoleik asitin KLA’ya donlisme
degeri ile farkli miktarlar arasindaki iligki sekil 5.11°de verilmistir. Grafigin olusumunda
kullanilan analizlerde sicaklik faktorii 37°C sabit tutularak bir kontrol grubu ve farkli
miktarda 10 pl, 20 pl, 40 pl, 80 pl, 100 pl linoleik asit stok soliisyonu kullanilmustir.
Yapilan analizlerde sabit sicaklikta bekleme siiresi 30 dk’da pik diizeyde artis
gozlemlenirken 45 dk’dan itibaren sicaklik enzim aktivasyonunda olumsuz etki gostererek
ortamdaki iirlin miktar1 azalan oranda artis gostermektedir. Substratin toksik etkisi
sicaklikla muamele siiresinin uzamasiyla ortamdaki iirlin artisin1 hizli bir sekilde diisiirerek

100 pl’ye ulastiginda ortamda iiriin olusumu gozlemlenmemektedir.
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Sekil 5.11. AGF’da 45.dk’da linoleik asitin KL A ya doniisme grafigi

Anaerobik gut funguslarinda (GMLF54) 60.’dk da linoleik asitin KLA’ya doniisme
degeri ile farkli miktarlar arasindaki iliski sekil 5.12°de verilmistir. Grafigin olusumunda
kullanilan analizlerde sicaklik faktorii 37°C sabit tutularak bir kontrol grubu ve farklh
miktarda 10 pl, 20 pl, 40 pl, 80 pl 100 upl linoleik asit stok soliisyonu kullanilmigtir.
Spektrofotometrik sonucglara goére sabit sicaklikla muamele islemi 45 dk ve sonraki
stirelerde ortamdaki {riin miktar1 azalan oranlarda artis gostermektedir. Substrat
diizeyindeki toksik etkiye duyarlilik ve sicaklik siiresinin enzim aktivasyonu iizerindeki
olumsuz etkisi nedeniyle ortamdaki iiriin miktar1 azalan oranda artis gosterirken substrat
miktar1 40 pl’den sonra hizli bir azalma gozlemlenmis ve substrat miktar1 100 pl

inhibisyon gozlemlenmistir.
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Sekil 5.12. 60.dk’da linoleik asitin KLLA ya doniisme grafigi

Anaerobik gut funguslarinda (GMLF54) 90.’dk da linoleik asitin KLA’ya donlisme
degeri ile farkli miktarlar arasindaki dogrusal iliski ve bu iliskiye ait denklem sekil 5.13’de
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verilmistir. Grafigin olusumunda kullanilan analizlerde sicaklik faktorii 37°C sabit
tutularak bir kontrol grubu ve farkli miktarda 10 pl, 20 pl, 40 pl, 80 ul 100 pl linoleik asit
stok soliisyonu kullanilmigtir. Sicaklikta muamele siiresinin uzamasi ortamda {iriin

miktarmin agiga ¢ikmasinda engelleyici etki gostermektedir.
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Sekil 5.13. 90.dk’da linoleik asitin KLLA ya doniisme grafigi

Anaerobik gut funguslarinda (GMLF54) 120.°dk da linoleik asitin KLA’ya
dontisme degeri ile farkli miktarlar arasindaki dogrusal iliski ve bu iligkiye ait denklem
sekil 5.14.’te verilmistir. Grafigin olusumunda kullanilan analizlerde sicaklik faktorii 37°C
sabit tutularak bir kontrol grubu ve farkli miktarda 10 pl, 20 pl, 40 pl, 80 ul, 100 pl linoleik
asit stok soliisyonu kullanilmistir. Sabit sicaklikta 120 dk muamele edilmesi ve substratin

toksik etkisi ile {riin olusumunu inhinbe etmis ve ortamda iirlin olusumu

gbzlemlenmemistir.
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Sekil 5.14. 120.dk’da linoleik asitin KLA ya donligme grafigi
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Bu ¢alismada yapilan analizler sonucunda sicaklik 37°C sabit tutularaksekiz farkli
stire icin farkli miktarlarda substrat kullanilarak linoleik asitin AGF’lart i¢in KLA ya
dontistimii incelenmistir. Absorbans ve O.D degerleri hesaplanarak grafik olusturulmustur.
Analizlere gore ortamdaki iirlin miktar1 substrat ve sicaklikla muamele siiresine gore
degisiklik gostermektedir. Sicaklikla muamele siiresinin 30dk ‘ya kadar ve substrat
miktarinin 40ul’ye kadar oldugu analizlerde ortamdaki {iriin miktarinda olumlu diizeyde
artis gosterdigi belirlenirken, sicaklikla muamele siiresinin 45dk, 60dk, 90dk ve 120dk
oldugu durumlarda 40 ul ve 80 pl araliginda ortamdaki {iriin miktarinda hizli bir azalis
gozlenmektedir. Substrat diizeyi 100 pl oldugunda linoleik asitin toksik etkisi sicaklikla
siire etkisine bakilmaksizin ortamda {iriin olusturmamaktadir. Bu durum AGF’larmin

sicaklik siiresi ve linoleik asite ne derece duyarli olduklarini géstermektedir(Sekil 5.15).
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Sekil 5.15. AGF’larinda sabit sicaklikta farkl: siirelerde ve farkli substrat diizeylerinde
linoleik asitin KLLA’ya doniisme grafigi

5.5. Farkh pH ve Linoleik Asitin AGF Gelisimi Uzerine Etkileri

Enerji kaynagi olarak glikoz kullanilarak hazirlanmig olan besiyeri soliisyonu
Hungate tliplerine dagitilmis ve hazirlama isleminden sonra kalibrasyonu yapilmis pH
Olcer cihazinda pH 5.6, pH 6.0, pH 6.4, pH 6.8, Ph 7.2 diizeylerinde bes farkli pH
diizeylerine getirilmis ve pH diizeyi istenilen seviye ye getirilmis besiyeri igerisine 0.5ml
GMLF54 anaerobik gut fungusu eklenmis ve 72 saat boyunca gelisimi gozlenmistir.
Gelisimi gozlenen Ornekler 72 saat sonunda hiicreler santrifiij edilerek toplanmis ve azot
gaz1 yardimiyla konsantre forma doniistiiriilmiistiir (bkz 4.4.4). Spektrofotometre cihazinda

okuma yapilmak {iizere protokol esas alinarak gerekli calismalar yapilmis ve sonuglar
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233nm dalga boyunda okuma yapilmistir (bkz 4.4.5). Okuma yapilarak alainan sonuglar

hazirlanan standarda goére hesaplanmis ve sonuglar grafikler seklinde hazirlanmistir.

Anaerobik gut funguslarinda (GMLF54) pHS5.6 diizeyinde ayarlanan besiyeri
igerisinde linoleik asiti KLA’ya doniisme degeri ile farkli miktarlar arasindaki iligki sekil
5.16.’da verilmistir. Grafigin olusumunda kullanilan analizlerde sicaklik faktorii 37°C sabit
tutularak besiyeri pH5.6 olacak sekilde bir kontrol grubu ve farkli miktarda 40 pl, 80 ul
linoleik asit stok soliisyonu kullanilmistir. Spektrofotometrik absorbans degeri
olusturulmus ve optik dansite (O.D) elde edebilmek igin gerekli standart denklemi
(y=0,0022x+0,057) belirlenmisitr. Analizde ortamdaki {riin miktarindaki degisim
gozlemlenirken ortam pHS5.6 olarak ayarlanmigtir. Ortam pHS5,6 iken anaerobik gut
funguslar1 gelisimi i¢in uygun bir ortam olusamdig1 i¢in ortamdaki {iriin miktar1 diisiik
miktarda ve azalarak seyretmistir.substrat miktar1 80 pl ya c¢iktiginda ise ortamda iirlin

gbzlenmemektedir.
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Sekil 5.16. Besiyeri pH5.6 diizeyinde linoleik asitin KLA ya doniigtiirme grafigi

Anaerobik gut funguslarinda (GMLF54) pH6.0 diizeyinde ayarlanan besiyeri
icerisinde linoleik asiti KLA’ya doniisme degeri ile farklt miktarlar arasindaki iligki sekil
5.17.’te verilmistir. Grafigin olusumunda kullanilan analizlerde sicaklik faktorii 37°C sabit
tutularak besiyeri pH6.0 olacak sekilde bir kontrol grubu ve farkli miktarda 40 pl, 80 ul
linoleik asit stok soliisyonu kullanilmigtir. Ortam pH6.0 iken bir 6nceki grafikte pHS.6 ‘ya

gore lirlin miktar1 azalan bir artis géstermektedir.
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Sekil 5.17 Besiyeri pH6.0 diizeyinde linoleik asitin KL A ya doniistiirme grafigi

Anaerobik gut funguslarinda (GMLF54) pH6.4 diizeyinde ayarlanan besiyeri
icerisinde linoleik asiti KLLA’ya doniisme degeri ile farklt miktarlar arasindaki iligki sekil
5.18.’te verilmistir. Grafigin olusumunda kullanilan analizlerde sicaklik faktorii 37°C sabit
tutularak besiyeri pH6.4 olacak sekilde bir kontrol grubu ve farkli miktarda 40 ul, 80 ul
linoleik asit stok soliisyonu kullanilmistir. Ortam pH seviyesinin pH6.4 olarak ayarlanmasi
ile ortamdaki iirlin miktarinda artig gdzlenmektedir. Substrat miktar1 artik¢a ortamda agiga
¢ikan iirlin miktarinda azalma gdstermekle beraber pH6.4’te ortam pHS5.6-pH6.0 diizeyine

gore Uriin artis1 gdzlenmektedir.
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Sekil 5.18 Besiyeri pH6.4 diizeyinde linoleik asitin KLA ya doniistiirme grafigi

Anaerobik gut funguslarinda (GMLF54) pH6.8 diizeyinde ayarlanan besiyeri
icerisinde linoleik asiti KLA’ya doniisme degeri ile farklt miktarlar arasindaki iligki sekil
5.19’te verilmistir. Grafigin olusumunda kullanilan analizlerde sicaklik faktorii 37°C sabit

tutularak besiyeri pH6.8 olacak sekilde bir kontrol grubu ve farkli miktarda 40 pl, 80 ul
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linoleik asit stok soltisyonu kullanilmistir. Ortamdaki {iriin miktarinda artisin gozlendigi ve
tirtin miktarinin pik seviyeye ulastigi ortam pH6.8 olarak gézlemlemektedir. Anaerobik gut
funguslariin gelisiminin en uygun oldugu ortam pH6,8 olmasi nedeniyle ortamdaki iiriin
miktarinin pik seviyeye ulastigi gériimektedir. Substrat miktarinin son konsantrasyonda 40
pl, 80 pl olarak eklenmistir ve ortamda {irlin miktarinda artig gozlenmistir. Ortamda uygun

pH sartlar1 ayarlanmasi substrat miktarina bagli olarak KLLA oraninda artis gostermektedir.
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Sekil 5.19 Besiyeri pH6.8 diizeyinde linoleik asitin KL A ya doniistiirme grafigi

Anaerobik gut funguslarinda (GMLF54) pH7.2 diizeyinde ayarlanan besiyeri
icerisinde linoleik asiti KLLA’ya doniisme degeri ile farklt miktarlar arasindaki iligki sekil
5.20°de verilmistir. Grafigin olusumunda kullanilan analizlerde sicaklik faktorii 37°C sabit
tutularak besiyeri pH7.2 olacak sekilde bir kontrol grubu ve farkli miktarda 40 pl, 80 pl
linoleik asit stok soliisyonu kullanilmistir. Anarobik gut funguslarinin gelisim gosterdigi
optimum pH6.8-7.0 olan ortamin bu diizey iizerine ¢ikmasi ortamdaki {irlin miktarini
olumsuz etkiledigi gozlenmistir. Substrat miktarindaki artig tirlin miktarinda azalma

olusturmustur.
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Sekil 5.20 Besiyeri pH7.2 diizeyinde linoleik asitin KL A ya doniistiirme grafigi

Calismada sicaklik faktorii dikkate alinmaksizin ortamin pH diizeyleri degistirilerek
bes farkli pH ayarlanarak son konsantrasyonda 40 ul ve 80 pl substrat kullanilarak ortamda
KLA miktar1 6l¢timii yapilmistir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda en uygun pH diizeyinin
AGF’larmin gelisimi i¢in uygun diizey olan pH6.8 oldugu ve linoleik asitin toksik etkisine
kars1 duyarliligin en az seviyeye indirgendigi gozlenmektedir. Ayn1 zamanda ortamdaki
tiriin miktariin pik seviyeye ulastig1 pH diizeyininde pH6.8 oldugu gozlenmistir. Ortamin
pH diizeyinin optimum seviye olan pH6.8-7.0 iizerinde olmas1 ortamdaki {iriin miktarinda
hizl bir diisiis a¢i1ga ¢ikarmakta olup substrat miktarindaki artigla beraber toksik etkininde
inhibitér madde olarak agiga ¢ikmasi iirlin miktarinda azalma neden olmaktadir (Sekil

5.21).
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Linoleik asit miktar: pgr/ml

Sekil 5.21 AGF’larinda besiyerinin farkli pH diizeylerinde ayarlanmasi sonucu linoleik
asitin KLA’ya donlisme grafigi
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6. SONUC ve ONERILER

Gliniimiiz sartlarinda 6zellikle de son yillarda foksiyonel gidalara hizla artan talebin
fonksiyonel gidalarin kalp-damar hastaliklari, kanser tedavileri, bagisiklik sistemi, vucut
komposizyonu iizerine bir¢ok olumlu etkisinin bulunmasiyla olmaktadir. Fonksiyonel
gidalar besleyici 6zelliklerinden farkli olarak bir¢ok hastaliga yakalanma riskini azaltan ve
insan vucuduna fizyolojik yararlar saglayan besinlerdir. Bu ¢alisma kapsaminda da bu
besinlerden bir tanesi olan KLA varlig1 tizerine ¢alisilmis olup esansiyel bir omega-6 yag
asidi olan linoleik asitin yapisal bir izomer gruplar1 olan ve biyolojk olarak aktif olan cis-9,
trans-11 izomeridir. KLA 0Ozellikle hayvansal gidalarda fazla bulunmakla birlikte

ruminanlardan elde edilen et ve siit tirlinlerinde oldukca fazla bulnmaktadir.

Bu ¢aligma siiresince yapilan analizler rumen fungus izolasyonu ile baslayarak elde
edilen Neocallimastix frontalis GMLF54 susu kullanilarak sabit sicakliklarda farkli
dakikalarda bekletilerek toksik etkisi olan linoleik asitin sicaklik siiresine linoleik asit
miktar artisina duyarli oldugu gozlenmistir. Kullanilan linoleik asit miktariin artmasi
gelisim i¢in toksik etki gosterirken bunun yaninda sicaklik siiresinin artmasi da gelisimde

inhibisyona neden olmustur.

Yine bu calismada yapilan analizler de rumen funguslarimin normal diizeyde
gelisim gosterdigi besiyeri ortaminin pH diizeyinin degistirilmesi ve linoleik asit ile
muaele edilmesi sonucunda ortamdaki pH dalgalanmalarinin ve linoleik asitin toksik

etkisinin gelisimi durdurucu etkisi gézlemlenmistir
Insan saghg ve gelisimi iizerine bircok pozitif etkisi olmasiyla biiyiikk dnem
kazanan fonksiyonel bir gida olan KLA iizerine yapilan bilimsel ¢aligmalarin artirilmasiyla

insan saghigr iizerinde c¢ok daha fazla pozitif etkilerinin netlik kazandirilmasi

gerekmektedir.
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