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Oz: Bu calismada, Tiirkiye’nin Ege Bolgesi’nde yer alan Aydin Adnan Menderes Universitesi Ziraat Fakiiltesi deneme
alaninda yetistirilen karabugday (Fagopyrum esculentum Moench)’dan hazirlanan silaj orneklerindeki laktik asit bakteri
(LAB) profillerinin M13 ve (GTG)S5 tekrarh dizi primerleri ile PCR-DNA-parmak izi teknigi kullanilarak belirlenmesi ve
baskin suslar hakkinda veri elde edilmesi hedeflenmistir. Caligmada, farkli kuru madde (KM) igeriklerine sahip karabugday
drneklerine 2 farkli konsantrasyonda (1.5x103-1.5x10° kob g™') inokulant ve 2 farkli konsantrasyonda (4-6 L t) formik asit
ilave edilerek hazirlanan 15 farkli silaj 6rnegi kullamlmistir. Tlk olarak 15 farkh silaj 6rneginin KM, pH ve Fleig puanlari,
daha sonra bu 6rneklerin toplam LAB sayilar1 ve LAB’larin cins diizeyinde ¢esitliligi belirlenmistir. Silaj drneklerinden laktik
asit bakterileri oldugu tespit edilen 50 izolat elde edilmis ve LAB ¢esitliligini tiir diizeyinde tespit etmek amaciyla (GTG)5 ve
M13 primerleri kullanilarak bu izolatlarin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) parmak izi profilleri elde edilmistir. Calismada
kullanilan 50 LAB izolati i¢gin M13 primeri ile toplamda 52 lokus, (GTG)S primeri ile 39 lokus tiretilmistir. Markor [M13 ve
(GTG)5] sistemi, farklt LAB tiirlerine ait izolatlar arasinda 6nemli bir degiskenlik saglayan ¢ok sayida fragment liretmistir.
Kluster ve ayrim giicii analizi sonuclarina gore silaj drneklerinin LAB profilinin molekiiler karakterizasyonu i¢in her iki
primerin de [M13 ve (GTG)5] kullanilmasi gerektigi belirlenmistir. Farkli KM oranina (% 20, % 30, % 40) sahip drnekler
mikrobiyal gesitlilik ve kalite agisindan incelendiginde, % 30 KM igerigi 6n plana ¢ikmaktadir. Calismada, % 30 ve % 40 KM
icerikli orneklerde Enterococcus sayisinin artmasi ve buna paralel olarak silaj kalitesinin de artmas silaj kalitesi iizerine
Enterococcus sayisinin etkili olabilecegini gostermektedir. Bu ¢alismada elde edilen izolatlardan iki tanesinin silaj starteri
olabilme potansiyeli bulunmaktadir. Bu veriler 1g1¢mda % 30 KM iceren karabugday silajmim yiiksek LAB cesitliligine sahip
kaliteli bir silaj ve alternatif kaba yem olacag: soylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Silaj, karabugday, DNA-parmak izi, Enterococcus, formik asit

Identification of Lactic Acid Bacterial Profile Effective on the Quality of
Silages Prepared from Buckwheat (Fagopyrum esculentum Moench)
by DNA Fingerprinting Techniques

Abstract: In this study, it was aimed to obtain data about dominant strains and to determine lactic acid bacteria (LAB) profile
in the silage samples prepared from buckwheat (Fagopyrum esculentum Moench), grown in fields of the Faculty of Agriculture
of Aydin Adnan Menderes University in Turkey's Aegean region, by using PCR-DNA-fingerprinting technique through M13
and (GTG)5 repeating sequence primers. In the study, 15 different silage samples prepared by adding 2 different concentrations
(1.5x10°-1.5x10° cfu g) of inoculant and 2 different concentrations (4-6 L t') of formic acid to buckwheat samples with
different dry matter (DM) contents were used. First, DM, pH and Fleig points of 15 different silage samples, then total LAB
numbers and the variety of LABs at genus level of these samples were determined. 50 isolates which were detected to be LAB
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from silage samples were obtained and Polymerase Chain Reaction (PCR) fingerprint profiles of these isolates were obtained
using primers (GTG) 5 and M13 to detect LAB variety at species level. For the 50 LAB, a total of 52 loci with the M13 primer
and 39 loci with the (GTG)5 primer were produced. The markers [M13 and (GTG)5] produced many different fragment
profiles. According to the results of cluster and separation analysis, it was determined that both primers [M13 and (GTG)5]
should be used for molecular characterization of LAB, isolated from silage samples. When samples with different DM ratio
(20%, 30%, 40%) were examined in terms of microbial diversity and quality, 30% DM content came into prominence. The
rise of the number of Enterococcus in samples with 30% and 40% DM content and the increase in silage quality in parallel
shows that Enterococcus number can be effective on silage quality. Two of the isolates obtained in this study have the potential
to become a silage starter. In the light of these data, it can be said that buckwheat silage containing 30% DM will be a quality

silage with high LAB diversity and an alternative roughage.

Keywords: Silage, buckwheat, DNA-fingerprinting, Enterococcus, formic acid

1. Giris

Tirkiye’de son yillarda hayvanciligin gelismesi ile
birlikte hayvan sayisinin artmasi kaliteli kaba yem
ihtiyacint giindeme getirmistir. Kaba yemler,
koyun, sigir, ke¢i ve manda gibi gevis getiren
hayvanlarin beslenmesinde olduk¢a Onemlidir.
Gevis getiren hayvanlarin sindirim sistemleri kaba
yemi en iyi sekilde sindirebilecek yapidadir. Diger
yandan kaliteli kaba yem agigmin giderilmesi amaci
ile yem hammadde ithalati hayvancilik sektoriinde
maliyetlerin artmasina neden olmaktadir (Ozkan,
2020).

Karabugday (Fagopyrum esculentum Moench)
bitkisi mevcut iretilen kaba yemlere 6nemli bir
alternatif olusturmaktadir. Son yillarda ruminant
rasyonlarinda karabugdayin taze, silaj ve tane gibi
farkli  formlar1  kullanilmaya  baslanmistir
(Amelchanka ve ark., 2010; Keles ve ark., 2018).
Leiber ve ark. (2012), rumen fermantasyonu
iizerine karabugdayin etkilerini incelendikleri
calismalarinda; karabugdaym igerdigi fenolik
bilesikler nedeni ile rumende mikrobiyal
popiilasyonu etkilemeden metan gazi olusumunu
distirdigtini belirlemislerdir.

Tirkiye’de kaba yem firetimi yaninda, elde
edilen yemlerin muhafazasi da biiylik 6nem arz
etmektedir. Bu amagla yemlerin silolanmalari, kaba
yem muhafazasinda uygulanan Onemli bir
yontemdir. Silaj bir yem kaynagi olup; tarim
atiklari, yesil yem (su igerigi> %50) ve bitkisel
irlinlerin fermantasyonu sonucu elde edilmektedir.
Yani hayvanlar i¢in suca zengin yemlerden
hazirlanan bir ¢esit tursudur. Silolama 6ncesinde,
bitki materyali ¢ok ¢esitli mikroorganizmalari
icermesine ragmen (Fabiszewska ve ark., 2019),

fermantasyon islemi laktik asit bakterileri
(LAB)’nin  ¢ogalmasini  destekler. LAB,
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Pediococcus, Weissela ve

Streptococcus gibi ¢esitli cinslerden bakterileri
icermektedir (Vandamme ve ark., 2014). Silaj
fermantasyonu anaerobik kosullarda
gerceklesmektedir.  Silolama esnasinda LAB,

karbonhidratlarin  organik asitlere doniisimiini
saglamaktadirlar.

Son yillarda, silaj kalitesini arttirabilmek ve
yem kaybini en aza indirebilmek i¢in ¢esitli katki
maddeleri kullanilmaktadir. Bu katki maddeleri
arasinda Lactobacillus, Pediococcus ve
Enterococcus cinsi mikroorganizmalar gibi laktik
asit bakterilerini i¢eren inokulantlar yer almaktadir
(Vandamme ve ark., 2014).

Yapilan calismalarda LAB inokulantlari; silaj
pH’smi, biitrik asit, asetik asit, amonyak azotu
(NH3-N) ve etanol diizeylerini diistiriirken, laktik
asit/asetik asit ile laktik oranini arttirdigi, ayrica
Lactobacillus’larin sayica artmasini tesvik ederek
silaj fermantasyonunu gelistirdigi tespit edilmistir
(Weinberg ve ark., 1993; Stokes ve Chen, 1994;
Moran ve ark., 1996; Meeske ve ark., 1999; Filya
ve ark., 2000; Filya, 2002a, 2002b). S6z konusu
inokulantlar silajlarin aerobik stabilitelerini ise
bazen arttirirlarken (Moran ve ark., 1996), bazen
etkilememekte (Filya, 2001, 2002b) ve bazen ise
diisiirmektedirler (Weinberg ve ark., 1993; Filya,
2002b).

Silajin  mikrobiyal ekolojisi ve silolama
esnasinda mikroorganizmalarin islevleri hakkinda
cok cesitli caligmalar olmasina ragmen, halen elde
edilen bilgiler sinirlidir (McAllister ve ark., 2017).
Bunun yaninda silaj 6rneklemesi, metot se¢imi,
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) tekniklerinde
kullanilacak primer se¢imine kadar pek c¢ok
asamada sinirlamalar olmasina ragmen, molekiiler
biyolojideki  gelismeler  silajin ~ mikrobiyal
ekolojisinin  anlagilmasinda devrim yaratacagi
diigiiniilmektedir.

Son zamanlarda, bakteriyel suslarin genetik
yapisina gore ayirt edilmesi, yiiksek ayrim giicii
nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir. Bir susun
belirli bir genotiplendirme yontemiyle elde edilen
genetik profili, parmak izi kadar benzersiz
olabilmektedir. Bakterilerin genetik materyali
icerisinde dogal olarak bulunan, tekrarlayan DNA
dizisi bulunmaktadir. Bu diziler genom {izerinde
cok sayida kopya halinde dagilmis bir sekilde
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yerlesmistir. Bu dagimk tekrarlayan DNA
elementlerinin fonksiyonlar1 hala bilinmemekle
birlikte, bunlarin varlig1 bakterilerin DNA parmak
izlerinin  ortaya konulmasi i¢in  kullanish
parametrelerdir (Li ve ark., 2009).

Bu ¢aligmada, Tiirkiye’nin Ege Bolgesi’nde yer
alan Aydin Adnan Menderes Universitesi Ziraat
Fakiiltesi ~ deneme  alanlarinda  yetistirilen
karabugday (F. esculentum Moench)’lardan
hazirlanan silaj orneklerindeki laktik asit bakteri
profillerinin M13 ve (GTG)S5 tekrarli dizi primerleri
ile PCR-DNA-parmak izi teknigi kullanilarak
belirlenmesi ve baskin suslar hakkinda veri elde
edilmesi hedeflenmistir.

2. Materyal ve Yontem

2.1. Materyal

Bu c¢alismada; Aydin  Adnan Menderes
Universitesi Ziraat Fakiiltesi (37°45'N, 27° 45" E;
38 m) deneme alanlarinda ekimi yapilan
karabugday (F. esculentum Moench) bitkisinden
“TUBITAK-1120896” no’lu proje kapsaminda,
Zootekni Boliimii'nde hazirlanan silaj ornekleri
materyal olarak alinmistir (Keles ve ark., 2018).
Tarimsal Biyoteknoloji laboratuvarina getirilen 15
farkli [3 farkli kuru madde (KM) x 5 farkli katki
maddesi (2 katki maddesinin dozlart ve kontrol)]
silaj ornegi laktik asit bakteri izolasyonu ve kalite
parametreleri incelenmesi amaci ile kullanilmistir.
Bu calismada kullanilan orneklerin
hazirlanmasinda katki maddesi olarak 1.5x10° kob
g ve 1.5x10° kob g konsantrasyonlarinda laktik
asit bakteri inokulant, 4 L t' ve 6 L t!
konsantrasyonlarinda formik asit kullanilmistir.

Karabugday silaji hazirlamada ilave edilen
inokulant kompozisyonu: Lactobacillus buchneri
LN4637, ATCC PTA-2494, Lactobacillus
plantarum LP 286, DSM 4784 ATCC 53187,
Enterococcus faecium EF301 DSM 4789 ATCC
55593 (2x10° kob g!)’dur.

2.2. Karabugday silaj 6rneklerinde kuru madde,
pH ve Fleig puam degerlerinin belirlenmesi

Kuru madde oranlarinin hesaplanmasi amaci ile
5 gramlik karabugday silaj 6rnekleri darasi alinmis
kaplar igerisinde etlive yerlestirilmistir. Sabit
agirhiga ulasincaya kadar 105 °C’de kurutulmus,
desikatorde sogutulup tartimlari yapildiktan sonra
gerekli hesaplamalarla KM degerleri belirlenmistir
(Akyildiz, 1984). pH degeri, pH metre (HANNA HI
2211) kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

Silaj 6rneklerinin pH degerleri ile KM oranlari
kullanilarak Esitlik 1 yardimi ile Fleig puani (FP)
hesaplanmistir (Kilig, 1986).

FP=[220+(2 x silaj KM orani-15)]-40 x pH (1)

2.3. Karabugday silaj érneklerinden laktik asit
bakterilerinin izolasyonu

Laktik asit bakterisi sayimi amaciyla, 10 g’lik
silaj o6rnegi 90 ml % 0.1’lik peptonlu suya
aktarilmig  ve Lab-Blender1 ile homojenize
edildikten sonra desimal diliisyonlar hazirlanmistir.
Uygun diliisyonlardan alman 1 ml’lik 6rnekler,
Lactobacillus’larm izolasyonu i¢in De Man-Rogosa
ve Sharpe Agar’a (MRS Agar) (Merck-millipore),
Streptococcus ~ ve  Lactococcus  cinslerinin
izolasyonu i¢in M17 Agar’a (Merck-millipore) ve
Enterococcus cinsi i¢in Kanamycin Esculin Azide
Agar (Merck-millipore) besiyerlerine dokme plak
yontemine gore li¢ paralelli ekimleri yapilmistir.
Inokulasyon sonrast MRS Agar igeren petriler 30
°C’de, M17 agar igeren petriler 35 °C’de ve
Kanamycin Esculin Azide Agar igeren petriler 42
°C’de 3-5 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda laktik asit bakterisi sayimi yapilmigtir
(Bulut, 2003). Tiim mikrobiyolojik sayim sonuglari
kob g! olarak ifade edilmistir. Orneklerdeki laktik
asit bakterilerinin izolasyonu amaciyla, sayim
yapilan MRS, M17 ve Kanamycin Esculin Azide
Agar petrilerinden, koloni sayisinin karekokii kadar

koloni, tanimlama amaciyla secilmigtir.
(Hounhouigan ve ark., 1993). Secilen bu laktik asit
bakterisi  izolatlarinin  safliklarint  belirlemek

amaciyla, MRS ve M 17 Agar petrilerine ¢izme plak
yontemine gore ekimler yapildiktan sonra izolatlar
inkiibatorde iiremeye birakilmistir. Ureme siiresi
sonrasinda petrilerde olusan kolonilerin kiiltiirel ve
morfolojik o6zellikleri incelenmistir. Morfolojik
inceleme amaciyla izolatlara Gram boyama
(Harrigan ve McCance,1976) ve katalaz testleri
uygulanmistir. Gram-pozitif ve katalaz negatif
sonu¢ veren izolatlar, siipheli laktik asit bakterisi
olarak degerlendirilmistir.

2.4. Karabugday silaj érneklerinden izole edilen
laktik asit bakterilerinin DNA’larinin
izolasyonu

Karabugday silaj 6rneklerinden izole edilen ve
laktik asit bakterisi oldugu biyokimyasal testler ile
belirlenen izolatlarin DNA izolasyonlar1 Bakteri
Genomik DNA izolasyon kiti (Thermo Fisher®
Products & Kits) kullanilarak gergeklestirilmistir.

2.5. (GTG)5, M13 parmak-izi analizi

Calismada  kullanilan  karabugday  silaj
orneklerinden izole edilen ve laktik asit bakterisi
oldugu tespit edilen 50 farkli izolatin genomik DNA
izolasyonu  gercgeklestirilmistir.  Elde  edilen
DNA’lar da (GTG)5 ve M13 tekrar serileri PZR ile
cogaltilarak parmak-izi profilleri olusturulmustur.
(GTG)5 ve M13 tekrar serilerinin ¢ogaltilmasinda
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kullanilan PZR karisiminda, 4 pl master mix
(5*FIREPoIR Master Mix/ SOLIS Bio Dyne), 0.75
pl primer (GTGS 5-GTGGTGGTGGTGGTG- 3 ve
M13 5-GAGGGTGGCGGTTCT-3), 2 ul DNA ve
toplam hacim 20 pl olacak sekilde steril ultra saf su
kullanilmigtir. PZR isleminde gradient PZR cihazi
(Techne, UK) kullanilmig ve LAB’leri i¢in 94 °C 2
dakika 6n denatiirasyon, 40 ¢evrim, 94 °C 1 dakika,
42 °C 20 saniye, 72 °C 2 dakika ve 72 °C 10 dakika
olarak gerceklestirilmistir. PZR iiriinleri eletroforez
sisteminde (Thermo) % 1°lik agaroz jel kullanilarak
yuriitillmiistiir ve jel goriintiileme sisteminde bant
profilleri gruplandirilmistir.

Markorlerden elde edilen veri matrisi, NTSY S-
PC wversiyon 2.02 programi (Rohlf, 2000) ile
Jaccard’in benzerlik kat sayist kullanilarak genetik
benzerlik matrisine ¢evrilmistir. Benzerlik matrisi
agirlikli olmayan aritmetik ortalama es grup metodu
(UPGMA) yardimiyla kiimeleme analizi yapilarak
dendrogram elde edilmis ve izolatlar arasindaki
genetik akrabalik  degerlendirilmistir. Izolatlar
arasindaki genetik yakinlik % 80 benzerlik
katsayisina gore hesaplanmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

3.1. Karabugday silaj érneklerinin kuru madde
ve pH degerleri

Bu calisma kapsaminda 15 farkli karabugday
silaj Ornegi kullanilmistir. Farkli kuru madde
igeriklerine sahip orneklerin pH ve fleig puanlari
uygulamalara gore farklilik gostermistir. Buna gore
% 20 kuru maddeli ve herhangi bir uygulama
yapilmayan kontrol grubunda pH degeri 4.8 iken,
bu deger % 30 KM oranina sahip kontrol grubunda
4.7, % 40 KM oranina sahip kontrol gurubunda ise
4.3 oldugu tespit edilmistir. Kuru madde oranindan
bagimsiz olarak silaj yapiminda farkli oranlarda
(4-6 Lt1) asit ilave edilmesi, elde edilen silaj

orneklerinin pH degerini 4.1°e kadar diistirmistiir.
Orneklerin hazirlanmasinda bakteriyal inokulant
ilave edilen gruplarda pH degeri ise KM oranlarina
gore degisiklik gostermistir. Buna gore % 20 KM
iceren 0rneklerde pH 5.3’e kadar yiikselirken, % 30
ve % 40 KM oranina sahip 6rneklerde sirasi ile pH
4.5 ve 4.2’ye kadar diismiistiir (Tablo 1).

Silaj katki maddesi olarak  kullanilan
inokulantlarin basarisi pek ¢ok faktdre baglidir. Bu
faktorler arasinda silolanacak bitki materyalinin
cesidi ve oOzellikleri, klimatik kosullar, epifitik

mikroflora, silolama teknigi ve inokulantin
Ozellikleri yer almaktadir (Henderson ve
McDonald, 1984). Silaj yapiminda LAB

inokulantinin ilavesi, fermentasyon siirecinde laktik
asit oraninin hizli bir sekilde artmast, silaj pH’sinin
diismesi ve yemin korunmasi amaci ile
yapilmaktadir (Filya ve ark., 2000). Fakat bazi
arastirmalarda ise LAB inokulant ilavesinin aerobik
stabiliteyi azalttig1 rapor edilmistir (Weinberg ve
ark., 1993). Bu c¢alisma kapsaminda % 20 KM
icerikli yem Ornegine inokulant ilavesinin pH’y1
digiirmedigi, kontrol grubunda pH 4.8 iken,
inokulant ilavesi ile bu degerin 5.3’e kadar
yiikseldigi goriilmektedir. Calismada, % 20 KM
iceren karabugday silajlarmin LAB inokulanti
ilavesine ragmen kalitesinin disiik oldugu, fakat
KM igeriginin artmasma paralel olarak silaj
kalitesinin yiikseldigi goriilmiistiir. Merry ve ark.
(1993) yaptiklar1 ¢alismada mikrobiyal inokulantin
basarili olabilmesinin bitkisel materyalin suda
¢oziinlir karbonhidrat icerigi ve KM bilesimi ile
baglantili oldugunu gostermistir. Muck (2004)
yaptiklart calismada diisik KM igerikli (% 17.3,
% 24.6 ve % 26.3) musir bitkisinin silaj1 i¢in iki
farkli inokulant (birincisi Propionibacterium jensei,
Pediococcus  pentosaceus  igerirken;  ikincisi
Enterococcus faecium, Lactobacillus plantarum
icermektedir) ilavesinin kontrol grubuna gore silaj

Tablo 1. Calismada kullanilan silaj 6rneklerine ait kuru madde, pH ve Fleig puanlari

Ornek kodu Silaj KM Katki1 Katk1 orani Taze KM pH FP
1 20 Kontrol Katkisiz 23.8 4.8 53
2 20 Bakteri 1.5x10° kob g'! 239 5.1 41
3 20 Bakteri 1.5x10°¢ kob g! 233 5.3 33
4 20 Formik asit 4Lt! 234 4.1 81
5 20 Formik asit 6L t! 23.7 4.2 77
6 30 Kontrol Katkisiz 34.8 4.7 77
7 30 Bakteri 1.5x10° kob g'! 348 4.5 85
8 30 Bakteri 1.5x10° kob g°! 334 4.5 85
9 30 Formik asit 4L t! 33.2 4.1 101
10 30 Formik asit 6Lt! 33.9 4.1 101
11 40 Kontrol Katkisiz 41.7 4.3 113
12 40 Bakteri 1.5x10° kob g! 41.2 4.2 117
13 40 Bakteri 1.5x10° kob g! 40.9 4.2 117
14 40 Formik asit 4Lt! 41.5 4.1 121
15 40 Formik asit 6Lt! 40.9 4.1 121
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pH’larim1 degistirmedigini tespit etmistir. Bitki
materyalindeki karbonhidrat konsantrasyonuna
bagli olarak pH’daki disiisin  hiz1  da
yavaglayabilmektedir. Aerobik mikroorganizmalar
tarafindan ortamdaki suda ¢Ozlinilir
karbonhidratlarin  kullanilmas1  silo igerisinde
Clostridial aktiviteyi baslatmaktadir.
Enterobacteria’lar, maya ve kiifler sayica artmaya
baslar ve silajda biitrik asit fermantasyonu
onlenemez. Bunun sonucunda da silajlar bozulur
(Filya ve ark., 2000). Bingdl ve ark. (2008)
calismalarinda dusiik kaliteli silajlarin kalitesini
arttirabilmek icin % 5 melas ilave ederken, Dumlu
ve ark. (2013) ise yonca bitkisini 8 saat soldurarak
KM igerigini arttirmislardir. Her iki yontemde silaj
kalitesini  arttirmayr  basarmistir.  Karabugday
silajinda da disaridan karbonhidrat kaynag: ilave
edilmeden KM igeriginin yiikseltilmesi sonucunda
silajin  kalitesinin  arttigi  bu ¢alisma ile
gozlemlenmistir.

Calismada, % 40 KM ve asit uygulamasi iceren
grup fleig puani en yiiksek olan grup (121) iken,
% 20 KM ve bakteriyal inokulant uygulamasi
yapilan grubun fleig puani en diisilk grup (33)
oldugu tespit edilmistir (Tablo 1). Orneklerin KM
ve pH degerlerine gore hesaplanan fleig puanlari,
yiiksek KM ve diisiik pH degerlerine sahip olan
silajlarda yiiksek bulunmustur. Kaliteli bir silajda
pH 4.5’ten kiiciik (Tan ve Serin, 2008), KM % 30-
40 ve FP 61-100 arasinda olmas1 (Altinok ve ark.,
2005) gerekmektedir. Bu ozellikler silaj yapiminda
en yaygin kullanilan misirda ortalama olarak pH
3.8, KM % 31 ve FP 100 (Altinok ve ark., 2005),
pH 3.50-3.63 (Ozyazic1 ve ark., 2018); sorgumda
KM % 20.1 ve pH 3.90 (Arslan ve Cakmake1,
2011), FP 86.72 (Algicek ve ark., 1999), pH 3.60-
3.95 (Ozyazic1 ve ark., 2018); tritikalede pH 4.2,
KM % 42.6 ve FP 120.8 (Kara ve ark.,2009); dalli

dart (Panicum virgatum L.) bitkisinde ¢esitlere gore
pH 3.84-4.86, KM % 39.0-51.0 ve FP 88.6-144.7
(Elis ve Ozyazici, 2019) olarak rapor edilmistir.
Bulgularimizda % 30 KM igeren karabugday silaj1
orneginin pH degeri, KM orant ve FP bakimindan
kaliteli oldugu belirlenmistir. Silaji yapilan farkli
KM oranlarina sahip karabugdaym pH degeri ve
fleig puanlari yukaridaki arastirmalarla
karsilastirildiginda % 20 KM karabugday silajinin
incelenen ozellikler bakimindan olduk¢a diisiik
degerlere ve disiik silaj kalitesine sahip oldugu
belirlenmistir.

3.2. Karabugday silaji orneklerindeki LAB
yogunlugu ve cesitliligi ile 6rneklerin KM
oram ve pH arasindaki iliski
Bu ¢alisma kapsaminda ii¢ farkli oranda KM

(% 20, % 30 ve % 40) igeren ve iki farkh

uygulamanin (inokulant ve asit ilaveli) farkli

dozlari ile hazirlanan 15 farkli karabugday silaj
ornegi, l¢  farkli  besiyeri  kullanilarak
mikrobiyolojik agidan incelenmistir. Ayrica LAB
cesitliligi ile oranlar1 birbirleriyle karsilagtirtlmistir
(Tablo 2). MRS Agar kullanilarak yapilan LAB
sayim sonuglarina bakildiginda, silaj yapilacak
iirtiniin KM igerigi ile LAB sayisinin orantili oldugu
goriilmektedir. Calismada % 20 KM igerigine sahip
ham madde kullanilarak hazirlanan silajda LAB
say1s1 2.3 log kob g'! iken, % 40 KM igerigine sahip
ham madde kullanilarak hazirlanan silajda LAB
sayisinin 7.47 log kob g! oldugu tespit edilmistir.

Bakteri inokulant1 ilavesi toplam LAB igerigini

arttirryorken, asit uygulamasinin bakteri sayisini

arttirmadig1 hatta % 40 KM igerikli silaj 6rneginde
bakteri sayisinin 7.47 log kob g'''den, 3.95 log kob

g e diistiigii gozlenmistir (Tablo 2). Filya ve Sucu

(2004) yapmis olduklart misir silajina formik asit

ilavesinin Lactobacilli sayismi1 7.6 log kob g'’dan

Tablo 2. Farkli kuru madde igerikli ve farkli uygulamalarin oldugu silaj 6rneklerinin LAB igerigi

Mikrobiyolojik sonuclar (log kob g!)

Ornek kodu KM Katk1

Kanamisin Eskulin

MRS Agar M17 Agar Azid Agar
1 20 Kontrol 2.3 - -
2 20 Bakteri 5.57 - -
3 20 Bakteri 5.6 - -
4 20 Formik asit 2.3 - -
5 20 Formik asit 2.2 - -
6 30 Kontrol 6.78 - 33
7 30 Bakteri 7.36 2.1 4.2
8 30 Bakteri 7.4 - 4.03
9 30 Formik asit 6.7 - -
10 30 Formik asit 6.85 - 2.7
11 40 Kontrol 7.47 - 2.65
12 40 Bakteri 7.9 - 2.95
13 40 Bakteri 7.92 - 2.23
14 40 Formik asit 3.95 1.6 3.02
15 40 Formik asit 4.2 - 2.66
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4.0 log kob g'a kadar diisiirdiigiinii tespit
etmislerdir. Kuru madde igerigine bagli olarak
Kanamycin Esculin Azide Agar’da {ireyen bakteri
sayilarinda da farklilik goriilmektedir. Buna gore
% 20 KM igerigine sahip silaj ornekleri Kanamycin
Esculin Azide Agar’a ekildiklerinde iireme
saptanamazken, % 30 ve % 40 KM igerigine sahip
silaj orneklerinde yaklasik 2 log kob g'! bakteri
iredigi tespit edilmistir (Tablo 2). Bu sonuglar,
% 20 KM igerikli silaj 6rneklerinde Enterococcus
sayisinin sayilabilecek sinirlarm altinda oldugunu,
diger orneklerde de ¢ok yiiksek seviyelerde
olmadigim1 gostermektedir. Marcinakova ve ark.
(2008), E. faecium EF9296 suglarinin silaj
inokulant1 olarak kullandig1 ¢alismasinda, oldukca
kaliteli silaj elde ettiklerini, silaj pH’sinin ¢ok hizli
bir sekilde diistiiglinii, silaj igerigindeki laktik asit
konsantrasyonun yiiksek, asetik ve biitirik asit
konsantrasyonunun  diisiik  oldugunu  rapor
etmislerdir. Calismamizda % 20 KM igeren silaj
orneklerinde (kontrol grubu da dahil) Enterococcus
sayist sayilabilir limitler altinda iken (Tablo 2);
% 30 ve % 40 KM igerikli 6rneklerde Enterococcus
sayisinin artmasina paralel olarak silaj kalitesinin
de artmasi, silaj kalitesi iizerine Enterococcus
sayisinin da etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Bu calismada % 30 KM igeren karabugday silaji
hazirlamada Lactobacillus buchneri LN463, ATCC
PTA-2494, Lactobacillus plantarum LP 286, DSM
4784 ATCC 53187, Enterococcus faecium EF301
DSM 4789 ATCC 55593 kombinasyonu
kullanilmas1 nedeniyle inokulant kullanilan 6rnegin
pH’st kontrol grubuna goére daha diisiik oldugu
saptanmustir. Filya ve Sucu (2007) bugday silaji ile
ilgili yaptiklar1 c¢aligmada; % 35.5 KM igeren
bugday orneklerinde baslangic pH’lart 6.52 iken,
L. plantarum, L. buchneri, Propionibacterium
acidipropionici ve formik asit uygulanan gruplarda
sirastyla pH degerlerinin 3.96, 4.67, 4.55 ve 3.94
olarak tespit etmislerdir.

3.3. Karabugday silaji 6rneklerinden izole edilen
laktik asit bakterilerinin DNA parmak izi
profilleri

MRS Agar, M17 Agar ve Kanamycin Esculin
Azide Agar besiyerlerinin yiizeyinde iireyen, gram-
pozitif ve katalaz negatif sonu¢ veren izolatlar
saflastirilmistir. Elde edilen saf izolatlarin her birisi
kodlanarak toplam 50 adet izolat iizerinde
gerceklestirilen DNA  parmak-izi c¢aligmasi ile
karabugday silaj drneklerinin LAB ¢esitliligi tespit

edilmeye  calistimigtir.  (GTG)S ve MI13
primerlerinin analizleri ile elde edilen tim bantlar,
ikili ~ veri  matrisi  olusturmak  amaciyla

pozisyonlarda mevcut (1) veya yok (0) olarak
skorlanmigtir. Her primer 6rnek kombinasyonu en
az iki farkli PZR amplifikasyonu tekrarlanmis ve

sadece tekrarlanabilir bantlar degerlendirilmistir.
izolatlarin genetik profillerini analiz etmek igin
(GTG)S ve M13 uygunlugunu degerlendirmek i¢in
markdrlerin -~ performanst  degerlendirilmistir.
Calismada kullanilan 50 izolat i¢in M13 primeri ile
toplamda 52 lokus (GTG)5 primeri ile 50 izolat i¢in
toplamda 39 lokus iiretilmistir (Tablo 3). Markdr
sistemi, farkli LAB tiirlerine ait izolatlar arasinda
onemli bir degiskenlik saglayan ¢ok sayida
fragment tretmistir (Sekil 1-6).

Tablo 3. Calismada kullanilan (GTG)S ve MI13
markdrlerine ait bilgiler

. Primer sekansi PPB
Primer (5'-3") TB PB (%)
GTGGTGGTG
GTGS GTGGTG 39 23 58.9
GAGGGTGG
M13 CGGTTCT 52 40 76.9

TB: Toplam bant sayis1, PB: Polimorfik bant sayisi, PPB: Polimorfik bant
ytizdesi

15 16 17 18 gtg5 marker ladde

293 4¢3 6.7 & 9 10 1112 13 14

Sekil 1. Farkli silaj 6rneklerinden izole edilen 1 ile 18
aras1 kodlu laktik asit bakterilerinin (GTG)5 parmak-
izi profili

Sekil 2. Farkl: silaj 0rneklerinden izole edilen 19 ile
30 aras1 kodlu laktik asit bakterilerinin (GTG)5
parmak-izi profili
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37 38 39 40 41 42 43 44 46 47 48

gtg5 marker ladd

Sekil 3. Farkli silaj 0rneklerinden izole edilen 31 ile
48 arasi kodlu laktik asit bakterilerinin (GTG)5
parmak-izi profili

ml3
T8 910

11 1213 14 15 16

Sekil 4. Farkli silaj 6rneklerinden izole edilen 1 ile 16
arasi kodlu laktik asit bakterilerinin m13 parmak-izi
profili

ml3 marker
ladder 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 3003

Sekil 5. Farkli silaj 0rneklerinden izole edilen 17 ile
32 aras1 kodlu laktik asit bakterilerinin m13 parmak-
izi profili

ml13 marker

ladder 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46

47 48 49 50 ladder

Sekil 6. Farkli silaj 6rneklerinden izole edilen 33 ile
50 aras1 kodlu laktik asit bakterilerinin m13 parmak-
izi profili

LAB izolatlarinin (GTG)5 primeri ile % 80
benzerlik katsayisina gore bir tekli tip ve 4 kiime
igerisinde olmak tizere toplam 5 farkli genotip (G1,
G2, G3, G4 ve GS5) igerisinde gruplandigi
belirlenmistir. Bu genotiplerin sirasiyla 19, 9, 2, 14
ve 6 izolat icerdigi, G1 no’lu genotipin baskin
genotip oldugu saptanmistir (Sekil 7). En fazla sus
cesitliligine % 30 KM igeren hammaddeden elde
edilen silajlarda rastlanirken, en az gesitliligin ise
% 20 KM igeren hammaddeden elde edilen
silajlarda oldugu saptanmistir.

LAB izolatlarinin M13 primeri ile % 80
benzerlik katsayisina gore bir tekli tip ve 6 kiime
icerisinde olmak tizere toplam 7 farkli genotip (M1,
M2, M3, M4, M5, M6 ve M7) igerisinde
gruplandigi belirlenmistir. Bu genotiplerin sirasiyla
19, 14, 6,1,3,2 ve 5 izolat igerdigi, M1 no’lu
genotipin baskin genotip oldugu saptanmistir (Sekil
8). MI3-DNA fragment profillerinin ayrim
giiciiniin (GTG)5-DNA fragmentlerine gore daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Santos ve ark. (2019)’nin M13 ve (GACA)4
primerlerini  kullanarak ~ yapmis  olduklar1
caligmalarinda, M13 primeri ile elde edilen DNA-
parmakizi profilinin ayrim giicliniin (GACA)4
kullanilarak yapilandan daha yiiksek oldugunu
tespit etmiglerdir. Turkoya ve ark. (2012),
(GACA)4 primeri ile LAB izolatlar1 arasindaki
farkliligr acikca ortaya koymak zor iken, M13
parmakizi profili ile izolatlarin intraspesifik
farkliliklarint ortaya koymada kullanish oldugunu
rapor etmislerdir.

Yukarida yapilan ¢alismalarin sonuglart bizim
DNA-parmakizi profili ¢alismamizin sonuglari ile
paralellik gostermektedir. M13-DNA fragment
profillerinin  ayrim  giiciniin ~ (GTG)5-DNA
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MRSI0-1
MRSi-
[RSI1Y

Coefficent

MRSS7
—‘:1-1R5114
———— RS0

(] 100

Sekil 7. 50 izolat i¢in (GTG)5 primeri ile veri matrisine dayali UPGMA agac1

fragmentlerine gore daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Ornegin; 37 (MRS8-11) no’lu izolatin
(GTG)5-DNA fragment profili 31 ya da 45 no’lu
izolatlarn (GTG)5-DNA fragment profilleri ile
ayni olsa da, ayni &rnegin M13-DNA fragment
profili  diger  biitin  izolatlarin  fragment
profillerinden farkli oldugu tespit edilmistir.

Bu nedenle tek tekrarli dizi profili LAB
cesitliligini ortaya koyma konusunda yeterli
degildir. En az iki farkli tekrarli dizi profili
incelenerek bakteri cesitliligine karar vermek

sonuglarin  giivenirliligini  arttiracaktir.  Ayrica
sonuglara gore LAB izolatlarinin
gruplandirilmasinda M13  DNA  parmakizi

profillerinin elde edilmesi hizli ve alternatif bir
metot oldugu goriilmektedir.

4. Sonuclar

Karabugday silajimin kalite ve LAB cesitliliginin
incelendigi bu arastirmada, % 30 KM igeriginin ve
Enterococcus sayisimin silaj kalitesinde onemli

oldugu tespit edilmistir. Tki farkli primer [M13,
(GTG)S5] kullanilarak yapilan LAB cesitliligi
incelemesinde farkli bant profili elde edilmistir. Bu
arastirma karabugday silajinin LAB profilinin daha
iyi anlasilmasina ve gelecekte yapilacak bilimsel
calismalara katki saglayacaktir. Yapilan analizler
ve incelemeler sonucunda, 33 ve 34 no’lu
izolatlarn hem % 30 hem de % 40 kuru maddeli
silaj orneklerinde yer almast ve baskiliklari

nedeniyle, bu izolatlar yeni  inokulant
kombinasyonu  hazirlamada  kullanilabilecek
suslardir. Ayrica elde edilen izolatlarin yeni

calismalara silaj starteri olarak katki saglayacagi
sOylenebilir.
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Sekil 8. 50 izolat i¢in M 13 primeri ile veri matrisine dayali UPGMA agac1
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