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ÖZET 

Pre-fermente sıvılar (PFJ), silaj fermantasyonunu optimize etmek amacıyla yaygın biçimde 
kullanılan doğal biyolojik inokulantlardır. Bu çalışmada, yonca, çayır otu ve mısır silajından 
üretilen PFJ örneklerindeki aktif bakteriyel popülasyonlar, hücresel metabolik aktiviteyi 
doğrudan yansıtan RNA temelli 16S rRNA Real-Time PCR (RT-qPCR) yöntemiyle 
değerlendirilmiştir. Çalışma kapsamında hazırlanan bitki ekstrelerine fermantasyonun 
uyarılması için melas ve glikoz ilave edilerek, karışımlar 30 °C'de 5 gün boyunca anaerobik 
inkübasyona bırakılmıştır. TRIzol reaktifi ve bead-beating tekniğiyle gerçekleştirilen RNA 
izolasyonunu takiben cDNA sentezlenmiş ve SYBR Green tabanlı RT-qPCR analizleri 
yürütülmüştür. Elde edilen moleküler bulgular, tüm PFJ varyantlarında sigmoid karakterli 
amplifikasyon eğrileri ve hedef genin özgüllüğünü doğrulayan tekil erime (melting curve) 
pikleri oluştuğunu göstermiştir. Substrat kompozisyonlarına göre değişkenlik sergileyen eşik 
döngüsü (Ct) verileri incelendiğinde; özellikle zengin fermente edilebilir karbonhidrat profiline 
sahip mısır silajından üretilen PFJ örneklerinde laktik asit bakterileri kaynaklı en güçlü 
mikrobiyal aktivite tespit edilmiştir. Yoncadan elde edilen sıvılarda gözlemlenen nispeten 
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yüksek Ct değerleri ise ilgili materyalin doğal hücresel tamponlama kapasitesiyle 
ilişkilendirilmiştir. Sonuç olarak, inaktif veya ölü hücrelerden kaynaklanabilecek analitik 
yanılgıları bertaraf eden RNA hedefli bu yaklaşımın, fermentatif sistemlerdeki fonksiyonel 
mikrobiyatanın karakterizasyonunda son derece özgül, duyarlı ve güvenilir bir yöntem olduğu 
kanıtlanmıştır. 

Anahtar Kelimeler: Pre-fermente sıvı, 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. GİRİŞ 

Kaba yem tedariğinin güvence altına alınması ve ruminant beslemesinin yıl boyu kesintisiz 
sürdürülebilmesinde temel bir strateji olan silaj fermantasyonunun kalitesini maksimize etmek 
amacıyla, biyolojik inokulantların kullanımı giderek yaygınlaşmaktadır (Kiraz & Kutlu, 2016; 
Koç et al., 2019). Bu bağlamda, taze bitki materyallerinden elde edilen özsuyun kısa süreli 
anaerobik fermantasyona tabi tutulmasıyla hazırlanan pre-fermente sıvılar (PFJ), içerdikleri 
yüksek orandaki epifitik laktik asit bakterisi (LAB) sayesinde fermantasyon süreçlerinde etkin 
bir rol üstlenirler (Muck et al., 2018). Silaj fermantasyonu esnasında ortama ilave edilen bu 
aktif LAB florasının hızlıca çoğalması ve ortam pH'sını ani bir şekilde düşürmesi; bozulmaya 
yol açan istenmeyen mikroorganizmaların baskılanması ile besin madde kayıplarının 
azaltılması açısından kritik bir öneme sahiptir (Oruç & Avcı, 2024a, 2024b; Filya, 2003; Kung 
et al., 2018). Nitekim silaj yapım aşamasında uygulanan PFJ'nin, içerdiği LAB popülasyonu 
sayesinde laktik asit üretimini artırdığı, anaerobik stabiliteyi geliştirdiği ve fermantasyon 
kalitesini olumlu yönde etkilediği pek çok çalışmada bildirilmiştir (Denek et al., 2012; Muck et 
al., 2018). 

Bununla birlikte, pre-fermente sıvıların mikrobiyal kompozisyonu tek tip bir profil çizmez; 
aksine, hammadde olarak kullanılan bitkisel materyale göre önemli biyokimyasal farklılıklar 
gösterir. Ruminant beslenmesinde yaygın olarak tercih edilen yonca, çayır otu ve mısır silajı 
gibi kaliteli kaba yem kaynakları; içerdikleri suda çözünebilir karbonhidrat (SÇK) oranları, 
doğal epifitik mikrofloraları ve tamponlama kapasiteleri bakımından birbirlerinden belirgin 
şekilde ayrılırlar (Jones, 1991; Pahlow et al., 2003). Söz gelimi, mısır silajı zengin SÇK 
muhteviyatı sayesinde laktik asit bakterileri için son derece kolay fermente edilebilir bir substrat 
oluştururken; yüksek protein içeriğine ve güçlü bir hücresel tamponlama kapasitesine sahip 
olan yonca gibi yem bitkileri, ideal fermantasyon ortamının sağlanması açısından oldukça zor 
materyaller arasında sınıflandırılmaktadır (Kung et al., 2018; Muck et al., 2018). 

Farklı substrat tiplerinin PFJ sistemlerinin fonksiyonel dinamikleri üzerindeki etkilerini tam 
olarak kavrayabilmek, bu sıvıların barındırdığı mikrobiyal toplulukların doğru bir şekilde 
tanımlanmasına bağlıdır. Günümüzde çevresel mikrobiyal popülasyonların 
karakterizasyonunda kullanılan geleneksel kültür temelli yöntemler, mikroorganizmaların 
yalnızca belirli bir kısmını tespit edebilmekte ve canlı ile ölü hücre ayrımını sağlamada büyük 
oranda yetersiz kalmaktadır (Abdulamir et al., 2010). Bu durum, araştırmacıları yüksek 
duyarlılık ve özgüllük sunarak mikroorganizmaların hızlı bir şekilde teşhis edilmesine olanak 
tanıyan gerçek zamanlı PCR (RT-qPCR) gibi kültürden bağımsız moleküler tekniklere 
yöneltmiştir (Herbel et al., 2013). Ne var ki, standart DNA temelli analizlerde hücre ölümü 
sonrasında bile varlığını koruyabilen DNA moleküllerinin amplifiye olabilmesi, canlı 
mikroorganizma popülasyonunun gerçek yapısının değerlendirilmesinde ciddi bilimsel 
sınırlılıklar yaratmaktadır (Dias et al., 2020). 

Söz konusu analitik kısıtlamaları aşmanın en güvenilir yolu, hücresel metabolik aktivite ile 
doğrudan korelasyon gösteren RNA temelli yöntemlerin kullanılmasıdır (Marshall et al., 2021). 
Ribozomal RNA'nın (rRNA) hedef alındığı analizler, yalnızca metabolik olarak canlı ve aktif 
mikroorganizmaların saptanmasına imkan tanır(Herbel et al., 2013). Ribozomal RNA'nın 
DNA'ya göre daha az stabil olması, inaktif veya ölü hücrelerden kaynaklanabilecek yanıltıcı 
sinyalleri azaltma potansiyeline sahiptir(Marshall et al., 2021). Fermentatif ekosistemlerde 
Lactobacillus spp. gibi bakteriyel topluluklar, fermantasyon kalitesinin ve biyolojik etkinliğin 
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değerlendirilmesinde önemli bir unsurdur(Daliu et al., 2025). Buna paralel olarak, RNA temelli 
16S rRNA RT-qPCR yöntemleri yalnızca mikrobiyal mevcudiyeti değil, aynı zamanda aktif 
mikrobiyal fraksiyonu da ortaya koyarak fonksiyonel yapının netleştirilmesine katkı sunar 
(Herbel et al., 2013; Nyanzi et al., 2020; Anwar et. al., 2025). 

Güncel literatürdeki bu gereksinimler ışığında kurgulanan bu çalışmada; yonca, çayır otu ve 
mısır silajından elde edilen farklı PFJ örneklerindeki aktif bakteriyel popülasyonun RNA 
temelli 16S rRNA Real-Time PCR yöntemi ile belirlenmesi amaçlanmıştır. Bu doğrultuda, 
farklı bitkisel substratların aktif mikrobiyal yapı üzerindeki doğrudan etkilerinin incelenmesi 
ve RNA temelli moleküler analizlerin PFJ sistemlerinin fonksiyonel mikrobiyal 
karakterizasyonundaki analitik etkinliğinin ortaya konulması hedeflenmiştir. 

2. MATERYAL VE METOT 
2.1. PFJ (Pre-Fermente Sıvı) Örneklerinin Hazırlanması 

Bu çalışmada kullanılan pre-fermente sıvılar (Pre-Fermented Juice; PFJ), Çalışmada bitki 
materyali olarak çayır otu, yonca (Medicago sativa L.) ve mısır silajı kullanılmıştır. Her bir 
bitki materyalinden 1000 g alınarak 1000 mL steril saf su ile karıştırılmış ve steril blender 
yardımıyla yaklaşık 2 dakika homojenize edilmiştir. Homojenizasyon sonrası elde edilen 
karışımlar steril tülbentten süzülerek steril falkon tüplerine aktarılmıştır. 

Çayır otu ve mısır silajından elde edilen sıvılara %3 oranında melas, yonca örneklerine ise %3 
oranında glikoz ilave edilmiştir. Hazırlanan karışımlar anaerobik koşullarda 30 °C’de 5 gün 
süreyle inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonunda elde edilen PFJ örnekleri analiz 
aşamasına kadar 0–4 °C’de muhafaza edilmiştir (Denek et al., 2012; Muck et al., 2018; 
Ohshima et al., 1997). Her bitki materyali için iki tekrar hazırlanmış ve toplam altı PFJ örneği 
moleküler analizlerde kullanılmıştır. 

 

2.2. PFJ Örneklerinden RNA İzolasyonu 

PFJ örnekleri analiz öncesinde vortex yardımıyla homojenize edilmiş ve her örnekten steril 
RNase-free tüplere 5 mL aktarılmıştır. Toplam RNA izolasyonu, üretici firma protokolüne 
uygun olarak TRIzol reaktifi (Nucleogene Tri-Reagent, NGE-023) kullanılarak 
gerçekleştirilmiştir. Bu amaçla 1 mL PFJ örneği üzerine 1 mL lizis solüsyonu (400 mM Tris-
HCl (pH 8.0), 60 mM EDTA (pH 8.0), 150 mM NaCl, %1 SDS ve 20 µL proteinaz K) 
eklenmiştir. Örnekler bead-beating yöntemi ile homojenize edilmiş ve oda sıcaklığında 5 
dakika inkübe edilmiştir. 

Homojenizasyon sonrası örnekler santrifüj edilerek oluşan pelet ayrılmış ve pelet üzerine 1 mL 
TRIzol reaktifi eklenmiştir. Daha sonra örneklere 200 µL kloroform ilave edilerek tekrar 
homojenizasyon uygulanmış ve örnekler 12.000 × g’de, 4 °C’de 15 dakika santrifüj edilmiştir. 
Elde edilen üst sulu faz yeni tüplere aktarılmış ve RNA çöktürme işlemi için eşit hacimde 
izopropanol kullanılmıştır. RNA peletleri %75 etanol ile yıkanmış, ardından DNase uygulaması 
gerçekleştirilmiştir. Elde edilen RNA örnekleri RNase-free su içerisinde çözündürülmüş ve 
kalite-konsantrasyon ölçümleri NanoDrop spektrofotometresi ile değerlendirilmiştir. 
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2.3. cDNA Sentezi ve Realtime PCR Analizi 

İzole edilen toplam RNA örneklerinden cDNA sentezi, Transcriptor First Strand cDNA 
Synthesis Kit (Roche, Germany) kullanılarak üretici firma protokolüne uygun şekilde 
gerçekleştirilmiştir. Reaksiyon karışımı; 4 µL 5× RT Buffer, 1 µL dNTP karışımı, 1 µL random 
hexamer primer, 2 ng toplam RNA, 1 µL enzim karışımı ve nükleaz içermeyen su ile toplam 
20 µL hacme tamamlanmıştır. Reaksiyonlar termal döngü cihazında sırasıyla 55 °C’de 15 
dakika, 85 °C’de 5 dakika ve 4 °C’de bekletme koşullarında gerçekleştirilmiştir. Elde edilen 
cDNA örnekleri analiz aşamasına kadar −20 °C’de muhafaza edilmiştir. 

Bakteriyel aktif popülasyonun belirlenmesi amacıyla 16S rRNA gen bölgesine yönelik SYBR 
Green tabanlı Real-Time PCR analizi gerçekleştirilmiştir. PCR reaksiyonları toplam 20 µL 
hacimde hazırlanmış olup reaksiyon karışımı; 10 µL SYBR Green PCR Master Mix (Roche, 
Germany), 2 µL cDNA, 1’er µL ileri ve geri primer ile nükleaz içermeyen su içermiştir. 
Amplifikasyon işlemleri Rotor-Gene Q Real-Time PCR cihazında (Qiagen, USA) 
yürütülmüştür. 

PCR protokolü başlangıç denatürasyonu için 95 °C’de 10 dakika uygulanmış, ardından 40 
döngü boyunca 95 °C’de 15 saniye, 50 °C’de 30 saniye ve 72 °C’de 30 saniye olacak şekilde 
sürdürülmüştür. Amplifikasyon sonunda melting curve analizi gerçekleştirilerek ürün 
özgüllüğü değerlendirilmiştir. Negatif kontrol olarak nükleaz içermeyen saf su kullanılmıştır. 

Çalışmada kullanılan primer dizileri tabloda verilmiştir. 

Tablo1. Realtime PCR primer nükleotid dizisi (Wasfi, vd. 2018) 

Hedef Gen Primer Dizisi (5’-3’) 

16S rRNA F: CCTACGGGAGGCAGCAGTAG 

16S rRNA R: CAACAGAGCTTTACGATCCGAAA 

 
 
 
 

2.4.İstatistiksel Değerlendirme 

Bu çalışma, PFJ örneklerinde aktif bakteriyel varlığın RNA temelli moleküler yöntemlerle 
kalitatif olarak belirlenmesine yönelik yürütülmüş olup elde edilen veriler tanımlayıcı olarak 
değerlendirilmiştir. Amplifikasyon eğrileri, Ct değerleri ve melting curve analizleri cihaz 
yazılımı aracılığıyla yorumlanmıştır. 

 

3. BULGULAR  

Bu çalışmada farklı bitki kaynaklarından hazırlanan pre-fermente sıvı (PFJ) örneklerinde aktif 
bakteriyel popülasyonun belirlenmesi amacıyla RNA temelli 16S rRNA Real-Time PCR analizi 
gerçekleştirilmiştir. PFJ örneklerinden izole edilen toplam RNA’lardan sentezlenen cDNA’lar 
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kullanılarak yapılan SYBR Green tabanlı amplifikasyon analizlerinde tüm örneklerde 
bakteriyel 16S rRNA gen bölgesine ait pozitif amplifikasyon sinyalleri elde edilmiştir. Ayrıca 
amplifikasyon ürünlerinin özgüllüğü melting curve analizleri ile değerlendirilmiş ve elde edilen 
RNA/cDNA örneklerinin miktarları NanoDrop spektrofotometrik analizleri ile belirlenmiştir. 

 

Resim 1-2. Realtime PCR Latobasillius spp. Amplifikasyon Sonuçları 

 

Real-Time PCR analizlerinde tüm PFJ örneklerinde amplifikasyon eğrilerinin eşik çizgisini 
geçtiği belirlenmiştir. Amplifikasyon eğrilerinin sigmoid karakter göstermesi, hedef 16S rRNA 
gen bölgesinin başarılı şekilde çoğaltıldığını ortaya koymuştur. Özellikle bazı örneklerde 
amplifikasyon eğrilerinin erken döngülerde yükselmeye başlaması, başlangıçtaki bakteriyel 
RNA miktarının daha yüksek olduğunu göstermektedir. Buna karşılık bazı örneklerde Ct 
değerlerinin daha geç oluşması, bakteriyel yoğunluğun nispeten düşük olabileceğini 
düşündürmektedir. 

PFJ örnekleri arasında amplifikasyon profillerinin farklılık göstermesi, kullanılan bitki 
materyalinin mikrobiyal kompozisyonu ile ilişkili olabileceğini düşündürmektedir. Çayır otu, 
yonca ve mısır silajı kaynaklı PFJ örneklerinde pozitif amplifikasyon sinyallerinin elde 
edilmesi, tüm örneklerde metabolik olarak aktif bakteriyel popülasyonun bulunduğunu ortaya 
koymuştur. 
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Resim 3-4. Realtime PCR Latobasillius spp. Melting Eğrileri  

 

 

Melting curve analizlerinde örneklerin büyük çoğunluğunda tek ve belirgin pik oluşumu 
gözlenmiştir. Benzer erime sıcaklıklarında meydana gelen bu pikler, amplifiye edilen PCR 
ürünlerinin özgül olduğunu ve hedef bölgenin başarılı şekilde çoğaltıldığını göstermektedir. 
Özellikle dominant tek pik oluşumu, primerlerin hedef bölgeye spesifik bağlandığını 
desteklemektedir. 

Bununla birlikte bazı örneklerde düşük sıcaklık bölgelerinde küçük ek piklerin veya genişlemiş 
eğrilerin oluştuğu belirlenmiştir. Bu durumun primer-dimer oluşumu, düşük düzeyde non-
spesifik amplifikasyon veya örnek kaynaklı heterojen bakteriyel popülasyondan 
kaynaklanabileceği değerlendirilmektedir. Ancak genel melting curve profilleri dikkate 
alındığında, analiz edilen PFJ örneklerinde elde edilen amplifikasyon ürünlerinin büyük oranda 
spesifik olduğu görülmüştür. 

PFJ örneklerinden elde edilen toplam RNA ve sentezlenen cDNA örneklerinin NanoDrop 
analizlerinde yeterli konsantrasyon değerlerine sahip olduğu belirlenmiştir. Elde edilen nükleik 
asit miktarlarının Real-Time PCR analizleri için uygun düzeyde olduğu görülmüştür. Bazı 
örneklerde RNA konsantrasyonlarının daha yüksek bulunması, ilgili PFJ örneklerinde daha 
yoğun mikrobiyal aktivitenin varlığı ile ilişkili olabileceği şeklinde değerlendirilmiştir. 

NanoDrop analizlerinde elde edilen absorbans değerleri, örneklerin genel olarak moleküler 
analizler için kullanılabilir kalitede olduğunu göstermiştir. Bununla birlikte RNA kalitesinin 
daha ayrıntılı değerlendirilebilmesi için özellikle 260/280 ve 260/230 absorbans oranlarının 
dikkate alınmasının önemli olduğu düşünülmektedir. 

Elde edilen tüm bulgular birlikte değerlendirildiğinde, farklı bitki kaynaklarından hazırlanan 
PFJ örneklerinde canlı ve metabolik olarak aktif bakteriyel popülasyonun bulunduğu 
belirlenmiştir. RNA temelli 16S rRNA Real-Time PCR analizleri, PFJ örneklerinde aktif 
bakteriyel varlığın başarılı şekilde tespit edilebildiğini göstermiştir. Özellikle amplifikasyon 
eğrileri ile melting curve analizlerinin birlikte değerlendirilmesi, elde edilen PCR ürünlerinin 
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büyük ölçüde özgül olduğunu ve PFJ örneklerinin yüksek düzeyde aktif mikrobiyal içerik 
taşıdığını ortaya koymuştur. 

 

 

4. TARTIŞMA 

Silaj fermantasyonunu optimize etmek amacıyla hazırlanan pre-fermente sıvıların (PFJ) 
mikrobiyal ekolojisi, günümüze dek genellikle geleneksel kültür yöntemleri veya standart DNA 
temelli yaklaşımlarla incelenegelmiştir. Ancak bu çalışmada farklı bitki kaynaklarından (yonca, 
çayır otu, mısır silajı) üretilen PFJ örneklerinin barındırdığı mikrobiyal topluluklar, hücresel 
metabolik aktiviteyi merkeze alan RNA temelli 16S rRNA Real-Time PCR (RT-qPCR) 
metodolojisi kullanılarak değerlendirilmiş ve tüm örneklerde fonksiyonel açıdan aktif 
popülasyonların varlığı kanıtlanmıştır (Cocolin et al., 2013; Wang et al., 2023). Standart DNA 
moleküler analizlerinin en büyük handikabı, inaktif durumdaki veya hücre ölümü gerçekleşmiş 
popülasyonlardan arta kalan genetik materyalin de PCR döngülerinde çoğaltılması ve 
dolayısıyla ortamdaki canlı mikrobiyal dinamiğin fizyolojik gerçeklikten uzak bir şekilde 
yorumlanmasına yol açmasıdır (Fey et al., 2004; Ji et al., 2018). Ribozomal RNA'nın son derece 
kısa olan yarı ömrü, elde edilen amplifikasyon sinyallerinin yalnızca hücresel fonksiyonlarını 
sürdüren aktif mikroorganizmalardan gelmesini garantilemekte olup, fermentatif 
ekosistemlerin gerçek biyo-potansiyelini yansıtmada eşsiz bir analitik üstünlük sunmaktadır 
(Miralles et al., 2019). 

Moleküler analizler neticesinde örnekler arasında gözlemlenen belirgin Ct (eşik döngüsü) 
varyasyonları, substrat olarak kullanılan bitki materyalinin biyokimyasal yapısının aktif 
mikrobiyota gelişimi üzerinde ne derece kilit bir rol oynadığını açıkça ortaya koymaktadır. 
Özellikle mısır silajından elde edilen PFJ örneklerinde saptanan oldukça düşük Ct değerleri, bu 
materyalin sahip olduğu zengin fermente edilebilir karbonhidrat profilinin laktik asit bakterileri 
için son derece elverişli bir çoğalma substratı yarattığını doğrulamaktadır (Mu et al., 2022). 
Buna karşın, yonca bazlı örneklerde kaydedilen nispeten yüksek Ct değerleri, bu yem bitkisinin 
doğasında yer alan yüksek hücresel tamponlama kapasitesi ve sınırlı suda çözünebilir 
karbonhidrat içeriği ile ilişkilendirilebilirken; çayır otunda saptanan orta düzey amplifikasyon 
profilleri, epifitik mikroflora ve yapısal kompozisyon farklılıklarının beklenen bir sonucu 
olarak değerlendirilebilir (Nascimento Agarussi et al., 2019). 

Fermantasyon kinetiğini ivmelendirmek adına PFJ hazırlık aşamasında ortama dahil edilen 
melas ve glikoz gibi ek karbonhidrat kaynakları, ortamdaki laktik asit bakterilerinin metabolik 
yollarını uyararak fermantasyon sürecinin stabilizasyonuna kritik düzeyde katkı sunmuştur 
(Martínez et al., 2011). İlave olarak, inkübasyon için tercih edilen 30 °C ortam sıcaklığının, 
mezofilik fermentatif bakterilerin gelişimi açısından ideal bir ekolojik niş oluşturduğu ve 
spesifik mikrobiyal canlılığı maksimize ettiği gözlemlenmiştir (Ndoye et al., 2011). 

Teknik ve analitik güvenilirlik bağlamında incelendiğinde; bitkisel dokulardan 
kaynaklanabilecek yüksek fenolik bileşikler ve karmaşık polisakkaritler gibi potansiyel PCR 
inhibitörlerine rağmen, uygulanan bead-beating destekli TRIzol ekstraksiyon yönteminin 
hücresel lizis aşamasında yüksek verim sağladığı ve moleküler çalışmalar için optimum 
kalitede RNA eldesine imkan tanıdığı kanıtlanmıştır (Jin et al., 2010). Melting curve (erime 
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eğrisi) analizlerinde elde edilen keskin ve tekil pikler, tasarlanan spesifik primerlerin hedef 16S 
rRNA dizisine yüksek bir özgüllükle bağlandığının en somut kanıtıdır. Nadiren gözlemlenen 
düşük yoğunluklu ek pikler ise yöntemin bir zafiyeti olmaktan ziyade, bitki bazlı karmaşık 
fermentatif matrislerin doğasında barındırdığı mikrobiyal heterojenitenin hücresel boyuttaki bir 
yansımasıdır (Sohier et al., 2014; Yap et al., 2022). 

Araştırma bulguları genel bir çerçevede değerlendirildiğinde; çalışmada kurgulanan RNA 
hedefli RT-qPCR stratejisinin, PFJ sistemlerindeki rastgele bir mikrobiyal mevcudiyeti 
raporlamanın ötesine geçerek, bizzat aktif ve işlevsel mikrobiyal fraksiyonu haritalandırdığı 
görülmektedir. Bu canlı bakteriyel toplulukların moleküler düzeyde yüksek doğrulukla 
saptanabilmesi; silaj inokulantlarının biyolojik performanslarının öngörülmesi, fermantasyon 
kalitesinin standardize edilmesi ve probiyotik preparatların sahadaki etkinliklerinin doğru bir 
perspektifle ölçümlenmesi süreçlerinde bilimsel literatüre derinlikli ve değerli bir metodolojik 
açılım kazandırmaktadır (Chen et al., 2023; Comtet-Marre et al., 2017; Pega et al., 2017). 

5. SONUÇ 

Bu çalışmada, yonca, çayır otu ve mısır silajından hazırlanan pre-fermente sıvı örneklerinde 
aktif bakteriyel popülasyon RNA temelli 16S rRNA real-time PCR yöntemi ile başarılı şekilde 
belirlenmiştir. Tüm örneklerde pozitif amplifikasyon sinyallerinin elde edilmesi, PFJ 
sistemlerinin metabolik olarak aktif bakteriyel topluluklar içerdiğini ortaya koymuştur. Ayrıca 
amplifikasyon ve melting curve analizleri birlikte değerlendirildiğinde, kullanılan yöntemin 
yüksek düzeyde özgüllük ve duyarlılık sağladığı belirlenmiştir. 

Farklı bitki materyallerine bağlı olarak gözlenen Ct değişimleri, substrat özelliklerinin aktif 
mikrobiyal popülasyon üzerinde doğrudan etkili olduğunu göstermektedir. Özellikle mısır silajı 
kaynaklı örneklerde daha yüksek mikrobiyal aktivitenin belirlenmesi, fermente olabilir 
karbonhidrat içeriğinin fermentatif bakterilerin gelişiminde önemli rol oynadığını 
desteklemektedir. 

Elde edilen bulgular, RNA temelli 16S rRNA RT-qPCR yönteminin fermentatif sistemlerde 
aktif bakteriyel toplulukların belirlenmesinde etkili ve güvenilir bir yaklaşım olduğunu 
göstermektedir. Bu yöntem, yalnızca mikrobiyal varlığı değil, aynı zamanda canlı ve 
fonksiyonel bakteriyel fraksiyonu da ortaya koyması nedeniyle PFJ sistemlerinin mikrobiyal 
karakterizasyonunda önemli avantaj sunmaktadır. Dolayısıyla RNA temelli moleküler 
analizlerin, fermentasyon biyolojisi, silaj mikrobiyolojisi ve biyolojik inokulant çalışmalarında 
gelecekte daha yaygın kullanım potansiyeline sahip olduğu değerlendirilmektedir. 
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