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OZET

Pre-fermente sivilar (PFJ), silaj fermantasyonunu optimize etmek amaciyla yaygin bigimde
kullanilan dogal biyolojik inokulantlardir. Bu ¢alismada, yonca, ¢ayir otu ve misir silajindan
tiretilen PFJ oOrneklerindeki aktif bakteriyel popiilasyonlar, hiicresel metabolik aktiviteyi
dogrudan yansitan RNA temelli 16S rRNA Real-Time PCR (RT-qPCR) yontemiyle
degerlendirilmistir. Calisma kapsaminda hazirlanan bitki ekstrelerine fermantasyonun
uyarilmas i¢in melas ve glikoz ilave edilerek, karisimlar 30 °C'de 5 giin boyunca anaerobik
inkiibasyona birakilmistir. TRIzol reaktifi ve bead-beating teknigiyle gergeklestirilen RNA
izolasyonunu takiben cDNA sentezlenmis ve SYBR Green tabanli RT-qPCR analizleri
yiriitiilmiistiir. Elde edilen molekiiler bulgular, tim PFJ varyantlarinda sigmoid karakterli
amplifikasyon egrileri ve hedef genin 6zgiilliigiinii dogrulayan tekil erime (melting curve)
pikleri olustugunu gostermistir. Substrat kompozisyonlarina gore degiskenlik sergileyen esik
dongiisii (Ct) verileri incelendiginde; 6zellikle zengin fermente edilebilir karbonhidrat profiline
sahip misir silajindan tiretilen PFJ orneklerinde laktik asit bakterileri kaynakli en giicli
mikrobiyal aktivite tespit edilmistir. Yoncadan elde edilen sivilarda gozlemlenen nispeten
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yilksek Ct degerleri ise ilgili materyalin dogal hiicresel tamponlama kapasitesiyle
iligkilendirilmistir. Sonu¢ olarak, inaktif veya Olii hiicrelerden kaynaklanabilecek analitik
yanilgilar1 bertaraf eden RNA hedefli bu yaklagimin, fermentatif sistemlerdeki fonksiyonel
mikrobiyatanin karakterizasyonunda son derece 6zgiil, duyarli ve giivenilir bir yontem oldugu
kanitlanmustir.

Anahtar Kelimeler: Pre-fermente sivi, RNA, 16S rRNA, aktif mikrobiyota,
silaj fermantasyonu, RT-qPCR.

EVALUATION OF THE ACTIVE BACTERIAL POPULATION IN DIFFERENT
PLANT-BASED (CLOVER, TIMOTHY GRASS, CORN SILAGE) PRE-FERMENTED
LIQUID (PFJ) SAMPLES USING RNA-BASED 16S RRNA REAL-TIME PCR
ANALYSIS

ABSTRACT

Pre-fermented juices (PFJs) are natural biological inoculants widely utilized to optimize silage
fermentation processes. In this study, the active bacterial populations within PFJ samples
produced from alfalfa, meadow grass, and corn silage were evaluated using RNA-based 16S
rRNA Real-Time PCR (RT-qPCR) methodology, which directly reflects cellular metabolic
activity. To stimulate fermentation, molasses and glucose were added to the prepared plant
extracts, and the mixtures were subjected to anaerobic incubation at 30 °C for 5 days. Following
total RNA isolation using TRIzol reagent with bead-beating homogenization, cDNA was
synthesized and SYBR Green-based RT-qPCR analyses were conducted. The molecular
findings demonstrated the generation of sigmoid amplification curves and singular melting
curve peaks confirming target gene specificity across all examined PFJ variants. Upon
analyzing the cycle threshold (Ct) data, which varied according to substrate compositions, the
most intense microbial activity was detected in PFJ samples produced from corn silage due to
its highly fermentable carbohydrate profile. Conversely, the relatively higher Ct values
observed in alfalfa-derived samples were attributed to the inherent cellular buffering capacity
of the material. Consequently, it was demonstrated that this RNA-targeted approach, which
eliminates analytical biases caused by inactive or dead cells, serves as a highly specific,
sensitive, and reliable method for the functional characterization of the microbiota in
fermentative systems.

Keywords: Pre-fermented juice, RNA, 16S rRNA, active microbiota, silage fermentation,
RT-qPCR.
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1. GIRiS

Kaba yem tedariginin giivence altina alinmasi ve ruminant beslemesinin yil boyu kesintisiz
stirdiiriilebilmesinde temel bir strateji olan silaj fermantasyonunun kalitesini maksimize etmek
amaciyla, biyolojik inokulantlarin kullanimi giderek yayginlagmaktadir (Kiraz & Kutlu, 2016;
Kog et al., 2019). Bu baglamda, taze bitki materyallerinden elde edilen 6zsuyun kisa siireli
anaerobik fermantasyona tabi tutulmasiyla hazirlanan pre-fermente sivilar (PFJ), igerdikleri
yiiksek orandaki epifitik laktik asit bakterisi (LAB) sayesinde fermantasyon siire¢lerinde etkin
bir rol tstlenirler (Muck et al., 2018). Silaj fermantasyonu esnasinda ortama ilave edilen bu
aktif LAB florasinin hizlica ¢ogalmasi ve ortam pH'sin1 ani bir sekilde diisiirmesi; bozulmaya
yol agan istenmeyen mikroorganizmalarin baskilanmasi ile besin madde kayiplarinin
azaltilmast agisindan kritik bir 6neme sahiptir (Oru¢ & Avci, 2024a, 2024b; Filya, 2003; Kung
et al., 2018). Nitekim silaj yapim agamasinda uygulanan PFJ'nin, icerdigi LAB popiilasyonu
sayesinde laktik asit iiretimini artirdigi, anaerobik stabiliteyi gelistirdigi ve fermantasyon
kalitesini olumlu yonde etkiledigi pek ¢ok calismada bildirilmistir (Denek et al., 2012; Muck et
al., 2018).

Bununla birlikte, pre-fermente sivilarin mikrobiyal kompozisyonu tek tip bir profil ¢izmez;
aksine, hammadde olarak kullanilan bitkisel materyale gore dnemli biyokimyasal farkliliklar
gosterir. Ruminant beslenmesinde yaygin olarak tercih edilen yonca, ¢ayir otu ve musir silaji
gibi kaliteli kaba yem kaynaklari; icerdikleri suda ¢oziinebilir karbonhidrat (SCK) oranlari,
dogal epifitik mikrofloralar1 ve tamponlama kapasiteleri bakimindan birbirlerinden belirgin
sekilde ayrilirlar (Jones, 1991; Pahlow et al., 2003). S6z gelimi, misir silaji zengin SCK
muhteviyati sayesinde laktik asit bakterileri i¢in son derece kolay fermente edilebilir bir substrat
olustururken; yliksek protein icerigine ve gli¢lii bir hiicresel tamponlama kapasitesine sahip
olan yonca gibi yem bitkileri, ideal fermantasyon ortaminin saglanmasi agisindan oldukg¢a zor
materyaller arasinda siniflandirilmaktadir (Kung et al., 2018; Muck et al., 2018).

Farkl1 substrat tiplerinin PFJ sistemlerinin fonksiyonel dinamikleri {izerindeki etkilerini tam
olarak kavrayabilmek, bu sivilarin barindirdigi mikrobiyal topluluklarin dogru bir sekilde
tanimlanmasina  baghidir. Gilinlimiizde cevresel mikrobiyal popiilasyonlarin
karakterizasyonunda kullanilan geleneksel kiiltiir temelli yontemler, mikroorganizmalarin
yalnizca belirli bir kismini tespit edebilmekte ve canli ile 6lii hiicre ayrimini saglamada biiytik
oranda yetersiz kalmaktadir (Abdulamir et al., 2010). Bu durum, arastirmacilar yiiksek
duyarlilik ve 6zgiilliik sunarak mikroorganizmalarin hizli bir sekilde teshis edilmesine olanak
taniyan gercek zamanli PCR (RT-qPCR) gibi kiiltiirden bagimsiz molekiiler tekniklere
yoneltmistir (Herbel et al., 2013). Ne var ki, standart DNA temelli analizlerde hiicre 6liimii
sonrasinda bile varligint koruyabilen DNA molekiillerinin amplifiye olabilmesi, canli
mikroorganizma popiilasyonunun gercek yapisinin degerlendirilmesinde ciddi bilimsel
siirliliklar yaratmaktadir (Dias et al., 2020).

S6z konusu analitik kisitlamalari agsmanin en giivenilir yolu, hiicresel metabolik aktivite ile
dogrudan korelasyon gosteren RNA temelli yontemlerin kullanilmasidir (Marshall et al., 2021).
Ribozomal RNA'nin (rRNA) hedef alindig1 analizler, yalnizca metabolik olarak canli ve aktif
mikroorganizmalarin saptanmasina imkan tanir(Herbel et al., 2013). Ribozomal RNA'nin
DNA'ya gore daha az stabil olmasi, inaktif veya 6lii hiicrelerden kaynaklanabilecek yaniltici
sinyalleri azaltma potansiyeline sahiptir(Marshall et al., 2021). Fermentatif ekosistemlerde
Lactobacillus spp. gibi bakteriyel topluluklar, fermantasyon kalitesinin ve biyolojik etkinligin

43



I1ALIA

degerlendirilmesinde 6nemli bir unsurdur(Daliu et al., 2025). Buna paralel olarak, RNA temelli
16S rRNA RT-qPCR yontemleri yalnizca mikrobiyal mevcudiyeti degil, ayn1 zamanda aktif
mikrobiyal fraksiyonu da ortaya koyarak fonksiyonel yapinin netlestirilmesine katki sunar
(Herbel et al., 2013; Nyanzi et al., 2020; Anwar et. al., 2025).

Glincel literatiirdeki bu gereksinimler 1s18inda kurgulanan bu ¢alismada; yonca, ¢ayir otu ve
misir silajindan elde edilen farkli PFJ Grneklerindeki aktif bakteriyel popiilasyonun RNA
temelli 16S rRNA Real-Time PCR yontemi ile belirlenmesi amaglanmigtir. Bu dogrultuda,
farkl bitkisel substratlarin aktif mikrobiyal yapi tizerindeki dogrudan etkilerinin incelenmesi
ve RNA temelli molekiiler analizlerin PFJ sistemlerinin fonksiyonel mikrobiyal
karakterizasyonundaki analitik etkinliginin ortaya konulmasi hedeflenmistir.

2. MATERYAL VE METOT
2.1. PFJ (Pre-Fermente Sivi) Orneklerinin Hazirlanmasi

Bu c¢alismada kullanilan pre-fermente sivilar (Pre-Fermented Juice; PFJ), Calismada bitki
materyali olarak cayir otu, yonca (Medicago sativa L.) ve musir silaji kullanilmistir. Her bir
bitki materyalinden 1000 g alinarak 1000 mL steril saf su ile karigtirllmis ve steril blender
yardimiyla yaklasik 2 dakika homojenize edilmistir. Homojenizasyon sonrasi elde edilen
karigimlar steril tiilbentten siiziilerek steril falkon tiiplerine aktarilmistir.

Cayir otu ve musir silajindan elde edilen sivilara %3 oraninda melas, yonca 6rneklerine ise %3
oraninda glikoz ilave edilmistir. Hazirlanan karigimlar anaerobik kosullarda 30 °C’de 5 giin
siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda elde edilen PFJ ornekleri analiz
asamasina kadar 0—4 °C’de muhafaza edilmistir (Denek et al., 2012; Muck et al., 2018;
Ohshima et al., 1997). Her bitki materyali i¢in iki tekrar hazirlanmis ve toplam alt1 PFJ 6rnegi
molekiiler analizlerde kullanilmigtir.

2.2. PFJ Orneklerinden RNA izolasyonu

PFJ Grnekleri analiz 6ncesinde vortex yardimiyla homojenize edilmis ve her 6rnekten steril
RNase-free tiiplere 5 mL aktarilmistir. Toplam RNA izolasyonu, iiretici firma protokoliine
uygun olarak TRIzol reaktifi (Nucleogene Tri-Reagent, NGE-023) kullanilarak
gergeklestirilmistir. Bu amagla 1 mL PFJ 6rnegi lizerine 1 mL lizis soliisyonu (400 mM Tris-
HCI (pH 8.0), 60 mM EDTA (pH 8.0), 150 mM NaCl, %1 SDS ve 20 upL proteinaz K)
eklenmistir. Ornekler bead-beating yontemi ile homojenize edilmis ve oda sicakliginda 5
dakika inkiibe edilmistir.

Homojenizasyon sonrasi 6rnekler santrifiij edilerek olusan pelet ayrilmig ve pelet iizerine 1 mL
TRIzol reaktifi eklenmistir. Daha sonra Orneklere 200 pL kloroform ilave edilerek tekrar
homojenizasyon uygulanmis ve 6rnekler 12.000 x g’de, 4 °C’de 15 dakika santrifiij edilmistir.
Elde edilen iist sulu faz yeni tiiplere aktarilmis ve RNA c¢oktiirme islemi i¢in esit hacimde
izopropanol kullanilmistir. RNA peletleri %75 etanol ile yikanmis, ardindan DNase uygulamasi
gerceklestirilmistir. Elde edilen RNA 6rnekleri RNase-free su igerisinde ¢oziindiiriilmiis ve
kalite-konsantrasyon ol¢iimleri NanoDrop spektrofotometresi ile degerlendirilmistir.
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2.3. cDNA Sentezi ve Realtime PCR Analizi

Izole edilen toplam RNA &rneklerinden ¢cDNA sentezi, Transcriptor First Strand cDNA
Synthesis Kit (Roche, Germany) kullanilarak iiretici firma protokoliine uygun sekilde
gerceklestirilmistir. Reaksiyon karisimi; 4 pL 5% RT Buffer, 1 pLL ANTP karigimi, 1 pL. random
hexamer primer, 2 ng toplam RNA, 1 pL enzim karisimi ve niikleaz igermeyen su ile toplam
20 pL hacme tamamlanmigstir. Reaksiyonlar termal dongii cihazinda sirasiyla 55 °C’de 15
dakika, 85 °C’de 5 dakika ve 4 °C’de bekletme kosullarinda gerceklestirilmistir. Elde edilen
cDNA ornekleri analiz asamasina kadar —20 °C’de muhafaza edilmistir.

Bakteriyel aktif popiilasyonun belirlenmesi amaciyla 16S rRNA gen bolgesine yonelik SYBR
Green tabanli Real-Time PCR analizi gergeklestirilmistir. PCR reaksiyonlar1 toplam 20 pL
hacimde hazirlanmis olup reaksiyon karisimi; 10 ul. SYBR Green PCR Master Mix (Roche,
Germany), 2 uL cDNA, 1’er pL ileri ve geri primer ile niikleaz igermeyen su icermistir.
Amplifikasyon islemleri Rotor-Gene Q Real-Time PCR cihazinda (Qiagen, USA)
yuriitilmiistir.

PCR protokolii baslangi¢ denatiirasyonu i¢in 95 °C’de 10 dakika uygulanmis, ardindan 40
dongii boyunca 95 °C’de 15 saniye, 50 °C’de 30 saniye ve 72 °C’de 30 saniye olacak sekilde
sirdlriilmiistiir. Amplifikasyon sonunda melting curve analizi gerceklestirilerek {iiriin
ozgilligl degerlendirilmistir. Negatif kontrol olarak niikleaz igermeyen saf su kullanilmistir.

Calismada kullanilan primer dizileri tabloda verilmistir.
Tablo1. Realtime PCR primer niikleotid dizisi (Wasfi, vd. 2018)

Hedef Gen Primer Dizisi (5°-3’)

16S rRNA F: CCTACGGGAGGCAGCAGTAG

16S rRNA R: CAACAGAGCTTTACGATCCGAAA

2.4.Istatistiksel Degerlendirme

Bu calisma, PFJ orneklerinde aktif bakteriyel varligin RNA temelli molekiiler yontemlerle
kalitatif olarak belirlenmesine yonelik yiiriitiilmiis olup elde edilen veriler tanimlayici olarak
degerlendirilmistir. Amplifikasyon egrileri, Ct degerleri ve melting curve analizleri cihaz
yazilimi araciligiyla yorumlanmaistir.

3. BULGULAR

Bu ¢alismada farkl bitki kaynaklarindan hazirlanan pre-fermente sivi (PFJ) 6rneklerinde aktif
bakteriyel popiilasyonun belirlenmesi amaciyla RNA temelli 16S rRNA Real-Time PCR analizi
gerceklestirilmistir. PFJ 6rneklerinden izole edilen toplam RNA’lardan sentezlenen cDNA’lar
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kullanilarak yapilan SYBR Green tabanli amplifikasyon analizlerinde tiim orneklerde
bakteriyel 16S rRNA gen bdlgesine ait pozitif amplifikasyon sinyalleri elde edilmistir. Ayrica
amplifikasyon iirlinlerinin 6zgiilliigii melting curve analizleri ile degerlendirilmis ve elde edilen
RNA/cDNA 6rneklerinin miktarlar1 NanoDrop spektrofotometrik analizleri ile belirlenmistir.

Resim 1-2. Realtime PCR Latobasillius spp. Amplifikasyon Sonuglar
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Real-Time PCR analizlerinde tiim PFJ o6rneklerinde amplifikasyon egrilerinin esik ¢izgisini
gectigi belirlenmistir. Amplifikasyon egrilerinin sigmoid karakter gostermesi, hedef 16S rRNA
gen bdlgesinin basarili sekilde ¢ogaltildigimi ortaya koymustur. Ozellikle bazi drneklerde
amplifikasyon egrilerinin erken dongiilerde yiikselmeye baslamasi, baslangigtaki bakteriyel
RNA miktarinin daha yiiksek oldugunu gostermektedir. Buna karsilik bazi 6rneklerde Ct
degerlerinin daha ge¢ olugsmasi, bakteriyel yogunlugun nispeten diisiik olabilecegini
diistindiirmektedir.

PFJ Ornekleri arasinda amplifikasyon profillerinin farklilik gostermesi, kullanilan bitki
materyalinin mikrobiyal kompozisyonu ile iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir. Cayir otu,
yonca ve musir silaji kaynakli PFJ orneklerinde pozitif amplifikasyon sinyallerinin elde
edilmesi, tiim 6rneklerde metabolik olarak aktif bakteriyel popiilasyonun bulundugunu ortaya
koymustur.
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Melting curve analizlerinde Orneklerin biiylik ¢cogunlugunda tek ve belirgin pik olusumu
gozlenmistir. Benzer erime sicakliklarinda meydana gelen bu pikler, amplifiye edilen PCR
tiriinlerinin 6zgiil oldugunu ve hedef bdlgenin basarili sekilde ¢ogaltildigini gdstermektedir.
Ozellikle dominant tek pik olusumu, primerlerin hedef bdlgeye spesifik baglandigim
desteklemektedir.

Bununla birlikte bazi1 6rneklerde diisiik sicaklik bolgelerinde kiigiik ek piklerin veya genislemis
egrilerin olustugu belirlenmistir. Bu durumun primer-dimer olusumu, diisiik diizeyde non-
spesifik amplifikasyon veya oOrnek kaynakli heterojen bakteriyel popiilasyondan
kaynaklanabilecegi degerlendirilmektedir. Ancak genel melting curve profilleri dikkate
alindiginda, analiz edilen PFJ 6rneklerinde elde edilen amplifikasyon tiriinlerinin biiyiik oranda
spesifik oldugu goriilmiistiir.

PFJ orneklerinden elde edilen toplam RNA ve sentezlenen cDNA 6rneklerinin NanoDrop
analizlerinde yeterli konsantrasyon degerlerine sahip oldugu belirlenmistir. Elde edilen niikleik
asit miktarlarinin Real-Time PCR analizleri i¢in uygun diizeyde oldugu goriilmistiir. Bazi
orneklerde RNA konsantrasyonlarinin daha yiiksek bulunmasi, ilgili PFJ 6rneklerinde daha
yogun mikrobiyal aktivitenin varhigi ile iligkili olabilecegi seklinde degerlendirilmistir.

NanoDrop analizlerinde elde edilen absorbans degerleri, drneklerin genel olarak molekiiler
analizler i¢in kullanilabilir kalitede oldugunu gostermistir. Bununla birlikte RNA kalitesinin
daha ayrintili degerlendirilebilmesi i¢in 6zellikle 260/280 ve 260/230 absorbans oranlarinin
dikkate alinmasinin 6nemli oldugu diistiniilmektedir.

Elde edilen tiim bulgular birlikte degerlendirildiginde, farkli bitki kaynaklarindan hazirlanan
PFJ orneklerinde canli ve metabolik olarak aktif bakteriyel popiilasyonun bulundugu
belirlenmistir. RNA temelli 16S rRNA Real-Time PCR analizleri, PFJ orneklerinde aktif
bakteriyel varligin basarili sekilde tespit edilebildigini gdstermistir. Ozellikle amplifikasyon
egrileri ile melting curve analizlerinin birlikte degerlendirilmesi, elde edilen PCR iirlinlerinin
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biiylik dlgiide 6zgiil oldugunu ve PFJ Orneklerinin yiiksek diizeyde aktif mikrobiyal icerik
tagidigin1 ortaya koymustur.

4. TARTISMA

Silaj fermantasyonunu optimize etmek amaciyla hazirlanan pre-fermente sivilarin (PFJ)
mikrobiyal ekolojisi, giiniimiize dek genellikle geleneksel kiiltiir yontemleri veya standart DNA
temelli yaklagimlarla incelenegelmistir. Ancak bu ¢caligmada farkli bitki kaynaklarindan (yonca,
cay1r otu, musir silaji) iiretilen PFJ drneklerinin barindirdigi mikrobiyal topluluklar, hiicresel
metabolik aktiviteyi merkeze alan RNA temelli 16S rRNA Real-Time PCR (RT-qPCR)
metodolojisi kullanilarak degerlendirilmis ve tim oOrneklerde fonksiyonel agidan aktif
popiilasyonlarin varlig1 kanitlanmistir (Cocolin et al., 2013; Wang et al., 2023). Standart DNA
molekiiler analizlerinin en biiyiik handikabi, inaktif durumdaki veya hiicre 6liimii ger¢eklesmis
popiilasyonlardan arta kalan genetik materyalin de PCR dongiilerinde cogaltilmasi ve
dolayisiyla ortamdaki canli mikrobiyal dinamigin fizyolojik gerceklikten uzak bir sekilde
yorumlanmasina yol agmasidir (Fey et al., 2004; Ji et al., 2018). Ribozomal RNA'nin son derece
kisa olan yar1 6mrii, elde edilen amplifikasyon sinyallerinin yalnizca hiicresel fonksiyonlarini
sirdiren aktif mikroorganizmalardan gelmesini garantilemekte olup, fermentatif
ekosistemlerin gergek biyo-potansiyelini yansitmada essiz bir analitik tstiinliik sunmaktadir
(Miralles et al., 2019).

Molekiiler analizler neticesinde Ornekler arasinda gozlemlenen belirgin Ct (esik donglisii)
varyasyonlari, substrat olarak kullanilan bitki materyalinin biyokimyasal yapisinin aktif
mikrobiyota gelisimi lizerinde ne derece kilit bir rol oynadigini agik¢a ortaya koymaktadir.
Ozellikle musir silajindan elde edilen PFJ érneklerinde saptanan oldukga diisiik Ct degerleri, bu
materyalin sahip oldugu zengin fermente edilebilir karbonhidrat profilinin laktik asit bakterileri
icin son derece elverisli bir cogalma substrat1 yarattigin1 dogrulamaktadir (Mu et al., 2022).
Buna karsin, yonca bazli 6rneklerde kaydedilen nispeten yiiksek Ct degerleri, bu yem bitkisinin
dogasinda yer alan yiliksek hiicresel tamponlama kapasitesi ve sinirli suda ¢oziinebilir
karbonhidrat icerigi ile iliskilendirilebilirken; ¢ayir otunda saptanan orta diizey amplifikasyon
profilleri, epifitik mikroflora ve yapisal kompozisyon farkliliklarinin beklenen bir sonucu
olarak degerlendirilebilir (Nascimento Agarussi et al., 2019).

Fermantasyon kinetigini ivmelendirmek adina PFJ hazirlik asamasinda ortama dahil edilen
melas ve glikoz gibi ek karbonhidrat kaynaklari, ortamdaki laktik asit bakterilerinin metabolik
yollarin1 uyararak fermantasyon siirecinin stabilizasyonuna kritik diizeyde katki sunmustur
(Martinez et al., 2011). Ilave olarak, inkiibasyon icin tercih edilen 30 °C ortam sicakligimin,
mezofilik fermentatif bakterilerin gelisimi agisindan ideal bir ekolojik nis olusturdugu ve
spesifik mikrobiyal canlilig1 maksimize ettigi gézlemlenmistir (Ndoye et al., 2011).

Teknik ve analitik giivenilirlik baglaminda incelendiginde; bitkisel dokulardan
kaynaklanabilecek yiiksek fenolik bilesikler ve karmasik polisakkaritler gibi potansiyel PCR
inhibitorlerine ragmen, uygulanan bead-beating destekli TRIzol ekstraksiyon yOnteminin
hiicresel lizis agamasinda yiliksek verim sagladigi ve molekiiler ¢aligmalar i¢in optimum
kalitede RNA eldesine imkan tanidigi kanitlanmistir (Jin et al., 2010). Melting curve (erime
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egrisi) analizlerinde elde edilen keskin ve tekil pikler, tasarlanan spesifik primerlerin hedef 16S
rRNA dizisine yiiksek bir 6zgiilliikle baglandiginin en somut kanitidir. Nadiren gzlemlenen
diisiik yogunluklu ek pikler ise yontemin bir zafiyeti olmaktan ziyade, bitki bazli karmagik
fermentatif matrislerin dogasinda barindirdig1 mikrobiyal heterojenitenin hiicresel boyuttaki bir
yansimasidir (Sohier et al., 2014; Yap et al., 2022).

Arastirma bulgular1 genel bir cercevede degerlendirildiginde; ¢alismada kurgulanan RNA
hedefli RT-qPCR stratejisinin, PFJ sistemlerindeki rastgele bir mikrobiyal mevcudiyeti
raporlamanin Gtesine gegerek, bizzat aktif ve islevsel mikrobiyal fraksiyonu haritalandirdigi
goriilmektedir. Bu canli bakteriyel topluluklarin molekiiler diizeyde yiiksek dogrulukla
saptanabilmesi; silaj inokulantlarinin biyolojik performanslarinin 6ngoriilmesi, fermantasyon
kalitesinin standardize edilmesi ve probiyotik preparatlarin sahadaki etkinliklerinin dogru bir
perspektifle dl¢iimlenmesi siireclerinde bilimsel literatiire derinlikli ve degerli bir metodolojik
acilim kazandirmaktadir (Chen et al., 2023; Comtet-Marre et al., 2017; Pega et al., 2017).

5. SONUC

Bu calismada, yonca, ¢ayir otu ve misir silajindan hazirlanan pre-fermente sivi 6rneklerinde
aktif bakteriyel popiilasyon RNA temelli 16S rRNA real-time PCR yontemi ile basarili sekilde
belirlenmigtir. Tiim Orneklerde pozitif amplifikasyon sinyallerinin elde edilmesi, PFJ
sistemlerinin metabolik olarak aktif bakteriyel topluluklar igerdigini ortaya koymustur. Ayrica
amplifikasyon ve melting curve analizleri birlikte degerlendirildiginde, kullanilan yontemin
yiiksek diizeyde 6zgiilliik ve duyarlilik sagladigi belirlenmistir.

Farkl1 bitki materyallerine bagl olarak gdzlenen Ct degisimleri, substrat 6zelliklerinin aktif
mikrobiyal popiilasyon iizerinde dogrudan etkili oldugunu gostermektedir. Ozellikle misir silaji
kaynakli Orneklerde daha yiiksek mikrobiyal aktivitenin belirlenmesi, fermente olabilir
karbonhidrat igeriginin fermentatif bakterilerin gelisiminde Onemli rol oynadigini
desteklemektedir.

Elde edilen bulgular, RNA temelli 16S rRNA RT-qPCR yonteminin fermentatif sistemlerde
aktif bakteriyel topluluklarin belirlenmesinde etkili ve giivenilir bir yaklasim oldugunu
gostermektedir. Bu yontem, yalnizca mikrobiyal varligi degil, ayn1 zamanda canli ve
fonksiyonel bakteriyel fraksiyonu da ortaya koymasi nedeniyle PFJ sistemlerinin mikrobiyal
karakterizasyonunda Onemli avantaj sunmaktadir. Dolayisiyla RNA temelli molekiiler
analizlerin, fermentasyon biyolojisi, silaj mikrobiyolojisi ve biyolojik inokulant ¢calismalarinda
gelecekte daha yaygin kullanim potansiyeline sahip oldugu degerlendirilmektedir.

49



IALIA

Iatirmal nf Aradamic lInian Acenciatinnm

KAYNAKLAR

Abdulamir, A. S., Yoke, T. S., Nordin, N., & Bakar, F. A. (2010). Detection and quantification
of probiotic bacteria using optimized DNA extraction, traditional and real-time PCR

methods in complex microbial communities. African Journal of Biotechnology, 9(10),
1481-1492.

Anwar, S., Lamaudiere, M., Hassall, J., Dehinsilu, J., Bhuller, R. K., Hold, G. L., Vazquez-
Campos, X., Mahnert, A., Moissl-Eichinger, C., Gall¢, B., Kainz, G., Pjevac, P.,
Hausmann, B., Schwarz, J., Kohl, G., Berry, D., Vancuren, S. J., Allen-Vercoe, E.,
Nielsen, N., ... Sergaki, C. (2025). DNA reference reagents isolate biases in microbiome
profiling: A global multi-lab study. mSystems, 10(11), e00466-25.

Aydin, S. S. (2023). The effect of the addition of fermented natural lactic acid bacterial liquid
and some lactic acid bacterial inoculants on alfalfa silage quality, in vitro digestibility and
gas production. Journal of Agricultural Sciences, 29(3), 811-820.

Aydin, S. S., & Denek, N. (2022). Amount of lactic acid bacteria in fermented natural lactic
acid bacteria liquids prepared with varying sucrose inclusion at different incubation
periods. Medycyna Weterynaryjna, 78(9), 456-460.

Chen, H., Kang, L., Li, K., Feng, T., Ni, Z., Gao, E., & Fang, Z. (2023). Accurate quantification
on the change of some live pathogenic microbial flora in fermented feed. International
Journal of Food Science and Technology, 58(7), 3552-3559.

Cocolin, L., Alessandria, V., Dolci, P., Gorra, R., & Rantsiou, K. (2013). Culture independent
methods to assess the diversity and dynamics of microbiota during food
fermentation. International journal of food microbiology, 167(1), 29-43.

Comtet-Marre, S., Parisot, N., Lepercq, P., Chaucheyras-Durand, F., Mosoni, P., Peyretaillade,
E., ... & Forano, E. (2017). Metatranscriptomics reveals the active bacterial and
eukaryotic fibrolytic communities in the rumen of dairy cow fed a mixed diet. Frontiers
in microbiology, 8, 67.

Daliu, P., Souto, E. B., & Santini, A. (2025). Novel applications of Lactobacillus in the food
industry. Journal of Asian Scientific Research, 15(1), 111.

Denek, N., Can, A., Avci, M., & Aksu, T. (2012). The effect of fresh and frozen pre-fermented
juice on the fermentation quality of alfalfa silage. Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Dergisi, 18(5).

Dias, C. O., Scariot, M. C., de Mello Castanho Amboni, R. D., & Arisi, A. C. M. (2020).
Application of propidium monoazide coupled with quantitative PCR to evaluate cell

viability of Bifidobacterium animalis subsp. lactis in a non-dairy probiotic
beverage. Annals of Microbiology, 70(1), 22.

Fey, A., Eichler, S., Flavier, S., Christen, R., Hofle, M. G., & Guzman, C. A. (2004).
Establishment of a real-time PCR-based approach for accurate quantification of bacterial
RNA targets in water, using Salmonella as a model organism. Applied and environmental
microbiology, 70(6), 3618-3623.

50



JALIA

lotirnal of Academiec |Inion Acenciation

Filya, 1. (2003). The effect of Lactobacillus buchneri and Lactobacillus plantarum on the
fermentation, aerobic stability, and ruminal degradability of low dry matter corn and
sorghum silages. Journal of dairy science, 86(11), 3575-3581.

Herbel, S. R., Vahjen, W., Wieler, L. H., & Guenther, S. (2013). Timely approaches to identify
probiotic species of the genus Lactobacillus. Gut Pathogens, 5(1), 27.

Ji, Y., Park, S., Park, H., Hwang, E., Shin, H., Pot, B., & Holzapfel, W. H. (2018). Modulation
of active gut microbiota by Lactobacillus rhamnosus GG in a diet induced obesity murine
model. Frontiers in microbiology, 9, 710.

Jin, M., Zhao, Z. G., Qiu, Z. G., Wang, J. F., Chen, Z. L., Shen, Z. Q., ... & Li, J. W. (2010).
Rapid method to extract high-quality RNA from activated sludge. Huan Jing ke Xue=
Huanjing Kexue, 31(1), 260-265.

Jones, D. J. C. (1991). The Biochemistry of Silage (2nd edn), by P. McDonald, AR Henderson
& SJE Heron. 340 pp. Kingston, Kent: Chalcombe Publications (1991).£ 49.50 (UK)£
55.00 (elsewhere)(hardback). ISBN 0 948617 22 5. The Journal of Agricultural
Science, 117(3), 386-386.

Kiraz, A. B., & Kutlu, H. R. (2016). Bakteriyel inokulant kullaniminin silajlarda fermantasyon
ozellikleri lizerine etkileri. Harran Tarim ve Gida Bilimleri Dergisi, 20(3), 230-238.

Kog, F., Karapinar, B., Okuyucu, B., & Korucu Erdem, D. (2020). The effects of kefir addition
on the fermentation characteristics and aerobic stability of alfalfa silages.

Kung Jr, L., Shaver, R. D., Grant, R. J., & Schmidt, R. J. (2018). Silage review: Interpretation
of chemical, microbial, and organoleptic components of silages. Journal of dairy
Science, 101(5), 4020-4033.

Marshall, N. T., Vanderploeg, H. A., & Chaganti, S. R. (2021). Environmental (¢) RNA
advances the reliability of eDNA by predicting its age. Scientific reports, 11(1), 2769.

Martinez, N., Martin, M. C., Herrero, A., Fernandez, M., Alvarez, M. A., & Ladero, V. (2011).
qPCR as a powerful tool for microbial food spoilage quantification: Significance for food
quality. Trends in Food Science & Technology, 22(7), 367-376.

Mira Miralles, M., Maestre-Carballa, L., Lluesma-Gomez, M., & Martinez-Garcia, M. (2019).
High-throughput 16S rRNA sequencing to assess potentially active bacteria and
foodborne pathogens: A case example in ready-to-eat food. Foods, 8(10), 480.

Muy, L., Wang, Q., Cao, X., Li, H., & Zhang, Z. (2022). The potential of pre-fermented juice or
Lactobacillus inoculants to improve the fermentation quality of mixed silage of agro-
residue and lucerne. Frontiers in Microbiology, 13, 858546.

Muck, R. E., Nadeau, E. M. G., McAllister, T. A., Contreras-Govea, F. E., Santos, M. C., &
Kung Jr, L. (2018). Silage review: Recent advances and future uses of silage
additives. Journal of dairy science, 101(5), 3980-4000.

Nascimento Agarussi, M. C., Gomes Pereira, O., Paula, R. A., Silva, V. P., Santos Roseira, J.
P., Fonseca e Silva, F., & Ribeiro, K. G. (2019). Novel lactic acid bacteria strains as
inoculants on alfalfa silage fermentation. Scientific Reports, 9, 8007.
https://doi.org/10.1038/s41598-019-44520-9

51



IALIA

lotirnal of Acadeamie lInion Acenciatinn

Ndoye, B., Rasolofo, E. A., LaPointe, G., & Roy, D. (2011). A review of the molecular
approaches to investigate the diversity and activity of cheese microbiota. Dairy Science
& Technology, 91(5), 495-524.

Nyanzi, R., Jooste, P. J., & Buys, E. M. (2021). Invited review: Probiotic yogurt quality criteria,
regulatory framework, clinical evidence, and analytical aspects. Journal of Dairy
Science, 104(1), 1-19.

Ohshima M, Kimura E and Yokota H.1997. A method of making good quality silage from direct
cut alfalfa by spraying previously fermented juice. Animal Feed Science and Technology
66: 129-37. DOI: https://doi.org/10.1016/S0377-8401(96)01111-X

Orug, A., & Avci, M. (2024a). Sanhurfa kosullarinda ikinci iirlin olarak yetistirilen yem
bezelyesi (Pisum arvense L.) + arpa (Hordeum vulgare L.) karigimi hasillarina farkl
oranlarda melas ilavesinin silaj kalitesi lizerine etkisinin arastirilmasi. MAS Journal of
Applied Sciences, 9(3), 486—500. https://doi.org/10.5281/zenodo.13253371

Orug, A., & Avci, M. (2024b). Pamuk ekiminde ara iiriin olarak yetistirilen macar figi (Vicia
pannonica Crantz) + tritikale (X Triticosecale Wittm) karisimi hasillarina farkli
seviyelerde melas ilavesinin silaj kalitesi lizerine etkisinin arastirilmasi. MAS Journal of
Applied Sciences, 9(2), 400—413. https://doi.org/10.5281/zenodo.11904700

Pahlow, G., Muck, R.E., Driehuis, F., Elferink, S.J.W.H.O. and Spoelstra, S.F. (2003).
Microbiology of Ensiling. In Silage Science and Technology (eds D.R. Buxton, R.E.
Muck and J.H. Harrison). https://doi.org/10.2134/agronmonogr42.c2

Pega, J., Rizzo, S., Rossetti, L., Pérez, C. D., Diaz, G., Descalzo, A. M., & Nanni, M. (2017).
Impact of extracellular nucleic acids from lactic acid bacteria on qPCR and RT-qPCR

results in dairy matrices: implications for defining molecular markers of cell
integrity. Lwt, 80, 416-422.

Sohier, D., Pavan, S., Riou, A., Combrisson, J., & Postollec, F. (2014). Evolution of
microbiological analytical methods for dairy industry needs. Frontiers in
Microbiology, 5, 16.

Wasfi, R., Abd El-Rahman, O. A., Zafer, M. M., & Ashour, H. M. (2018). Probiotic
Lactobacillus sp. inhibit growth, biofilm formation and gene expression of caries-
inducing Streptococcus mutans. Journal of cellular and molecular medicine, 22(3), 1972-
1983.

Wang, Y., Thompson, K. N., Yan, Y., Short, M. 1., Zhang, Y., Franzosa, E. A., ... &
Huttenhower, C. (2023). RNA-based amplicon sequencing is ineffective in measuring
metabolic activity in environmental microbial communities. Microbiome, 11(1), 131.

Yap, M., O’Sullivan, O., O’Toole, P. W., & Cotter, P. D. (2022). Development of sequencing-
based methodologies to distinguish viable from non-viable cells in a bovine milk matrix:
A pilot study. Frontiers in Microbiology, 13, 1036643.

52



