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Tarim atiklari, yiiksek enerji icerikleri ve tiretim miktarlari ile diisiik
maliyetleri nedeniyle anaerobik ciirtitiiciiler icin en énemli biyokiitle
olarak degerlendirilmesine ragmen karmastk lignoseliilozik yapilari bu
maddelerin hidroliz asamalarini sinirlandirmaktadir. Hidroliz verimini
artirmak  icin  etkin  lignoseliiloz  degradasyon  stratejileri
gelistirilmektedir. ~ Bu ¢alismanin amaci, Pachnoda marginata
larvalarinin arka bagirsagindan lignoseliiloz parcalayabilen anaerobik
mikrobiyal toplulugun zenginlestirilmesidir. Bu kapsamda, Pachnoda
marginata larvalart 3 hafta siire ile lignoseliilozik substrat ile
beslenmis, sonrasinda disekte edilmistir. Arka bagirsak kiiltiir siselerine
transfer edilmistir. Bakteriyel topluluk cesitliligi 16S rRNA amplikon
dizileme yéntemi ile Illumina MiSeq platformunda analiz edilmis,
metanojenik arkeal topluluk ise T-RFLP yontemi ile incelenmistir.
Kiiltiir siselerinde biyogaz iiretimi zaman ile artis géstermis, tiim
siselerde metan lretimi gozlenmistir. Zenginlestirme prosediirt
sonucunda, kiiltiirtin bakteriyel topluluk profili degisiklik géstermis, li¢
transfer sonrasinda alinan érneklerde Porphyromonadaceae (phylum:
Bacteroidetes)  bollugunun artarak  baskiladigi  gériilmiistiir.
Metanojenik topluluk ise Methanobrevibacter ile baskilanmigstir.
Calismada elde edilen sonuglar, Pachnoda marginata larvasinin
sindirim sisteminden liretilen zenginlestirilmis kiiltiiriin, lignoseliilozca
zengin kompleks biyokiitleyi etkin bir sekide parcalayabildigini
gostermistir.

Anahtar Kkelimeler: Bagirsak mikrobiyotasi, Illumina Miseq,
Lignoseiiloz degredasyonu, Scarabaeidae, T-RFLP, Zenginlestirilmis
kiiltiir.

Abstract

Agricultural wastes are considered as the most important biomass for
anaerobic digesters due to the high energy content, high abundance,
and low costs. However, complex lignocellulosic structure limits the
hydrolysis of these materials. Thus, effective lignocellulose degradation
strategies are developing to enhance the hydrolysis rate. The aim of this
study is to enrich microbial consortia that degrade lignocellulosic
biomass from the hindgut of Pachnoda marginata larvae. Within this
scope, Pachnoda marginata larvae kept on a lignocellulose rich diet for
3 weeks and then dissected. The hindgut compartment was transferred
to culture bottles. Bacterial community compositions were examined by
amplicon sequencing of the 16S rRNA gene on the Illumina MiSeq
platform, methanogenic archaeal communities were determined by the
T-RFLP method. Biogas production was increased over time and
methane production was observed in all bottles. The bacterial
community profile of the enrichment culture was shifted as a result of
the enrichment procedure with particularly the abundance of
Porphyromonadaceae (phylum: Bacteroidetes) increasing during
prolonged subcultivation. The methanogenic community was
dominated by Methanobrevibacter. Our results show the successful
establishment of an enrichment culture from the gut system of
Pachnoda marginata larvae that effectively degrades complex
lignocellulose rich biomass.

Keywords: Enrichment culture, Gut microbiota, [llumina Miseq,
Scarabaeidae, T-RFLP, Lignocellulose degradation.

1 Giris
Bitkisel biyokiitle, yenilenebilir enerji liretiminde en 6nemli
dogal kaynak olarak nitelendirilmektedir. Bitki hiicrelerinin
lignin, seliiloz ve hemiselillozdan meydana gelen kompleks
yapilar1 enzimatik reaksiyonlara diren¢ olusturmaktadir.
Seliiloz ve hemiseliilozik yapilar anaerobik bozunma stirecinde
biyogaza donistiiriilebilirken, kompleks kristalin yap1
biyokiitlenin hidroliz verimini sinirlandirmaktadir [1]. Bu
nedenle, anaerobik clriitliciilerdeki biyogaz veriminin
iyilestirilmesine yonelik mekanik/fiziksel/ kimyasal 6n aritma,
enzim ekleme, spesifik mikroorganizmalar ile
biyoaugmentasyon, silolama gibi farkl teknikler gelistirilerek

*Yazisilan yazar/Corresponding author

sisteme entegre edilmektedir [2]. Anaerobik ciiritiiciiler
lzerine yiritilen son ¢alismalarda biyoaugmentasyon
uygulamalar1 6n plana ¢ikarak, ¢alismalar hidroliz asamasin
etkin olarak gerceklestirebilen dogal sistemlerinden
mikrobiyal kiiltiirlerin gelistirilerek anaerobik ciiriitiiciilere
uygulanmasi lizerine kurulmustur [2]-[5].

Toprak solucani, kinkanath larvalari, termitler gibi ¢ok cesitli
canlilardan olusan toprak makrofaunasi, organik madde
ayrisiminin  basladigi ortam olmasi nedeniyle karbon
dongiisiinde ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir [6],[7]. Toprakta
yasayan omurgasizlarin bagirsak sistemleri, lignoseliilozik
substratlari ayristirabilen enzimler salgilayan
mikroorganizmalar i¢in uygun habitatlardir [8]. Bu canlilarin
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cogunun fiziksel olarak kii¢lik boyutuna gore yiiksek substrat
allm hizlar,, sindirim sistemlerindeki etkin bozunma
mekanizmasi nedeniyle miimkiindiir [9]. Bu nedenle
omurgasizlardaki  lignoseliilozik  biyokiitle =~ bozunmasi
ruminantlar gibi omurgali hayvanlardan daha etkilidir [10].
Lignoseliilloz degradasyonunun ucucu yag asidi (UYA) iiretim
orant cinsinden degeri, ruminantlarda 18 g UYA-
KOI/rumen.giin iken, termitlerde bu degerin olduke¢a ytiksek
oldugu bulunmus, 225 g UYA-KOI/L.giin olarak hesaplanmistir
[10].

Taksonomik siniflandirmada en biiyiik bécek takimi olan
kinkanatlilarin  (Coleoptera), ¢ogu {lyesinin larvalarinin
lignoseliiloz bakimindan zengin substratlar ile beslendigi
Scarabaeidae ailesini de igermektedir [11],[12]. Pachnoda
marginata (Coleoptera: Scarabaeidae) larvalari, bagirsak
sistemlerinde lignoseliilozik bilesikleri etkin bir sekilde
sindirme kabiliyetine sahip olan mikrobiyal topluluga ev
sahipligi yapmakta, bitki fiberlerinin yaklasik %65’ini
parcalayabilmektedir. Bu nedenle, Pachnoda marginata
larvalart mikro-6lcekli biyokiitle doniisiim sistemi olarak
nitelendirilmektedir [13]. Larvalarin bagirsak sistemleri basit
olarak alkali orta bagirsak ile fermantasyonun gerceklestigi
arka bagirsaktan olusmaktadir [11]. Orta-bagirsaktaki yliksek
pH, metanojenik arkeler icin elverigli olmamakla birlikte,
mikrobiyal cesitliligi sinirlandirmaktadir.

Ulusal ve uluslararasi literatiirde, lignoseliilozik substratlar:
etkin olarak parcalayabilen stratejilerin  gelistirilmesi
konusunda artan bilimsel ¢alismalara ragmen, bu substratlarla
beslenen ruminant ve termitler gibi canlilarin sindirim
stratejilerinin biyomimik uygulamalar: alaninda sinirl sayida
calisma mevcuttur [10],[14].

Mikroorganizmalarin simbiyotik etkilesimleri biyoteknoloji ve
biyoaugmentasyon uygulamalarina ilham vermektedir [15].
Gergcek  olgekli anaerobik  clriitlicii  tesislerindeki
biyoaugmentasyon uygulamalarinda bagirsak igeriginin
dogrudan uygulanmas1 pratikte mimkiin degildir. [15]. Bu
nedenle bagirsak mikrobiyotasindaki lignoseliiloz
parcalayabilen mikrobiyal topluluklarin segici olarak
zenginlestirilmesi  [16] ve anaerobik clriitiiciilerde
biyoaugmentasyon uygulamalarinda kullanilmasi etkin bir
strateji olarak goriilmektedir.

Bu calismanin amaci, Pachnoda marginata larvalarinin,
mikrobiyal ¢esitliligin yiiksek oldugu, fermentasyon iinitesi de
olarak adlandirilan arka bagirsagindan lignoseliiloz
pargalayabilen anaerobik mikrobiyal toplulugun
zenginlestirilmesidir. Bu kapsamda, Pachnoda marginata
larvalar1 lignoseliillozik substratla beslenerek bagirsak
mikrobiyotasi bu substrata alistirilmis, diseksiyon sonrasinda
arka bagirsaktan alinan 6rnekler anaerobik kiiltlir ortamina
aktarilmistir. Seri transferlerle lignoselilloz pargalayabilen
mikrobiyal kiltiir gelistirilmistir.

2 Materyal ve metod

2.1  Numunelerin hazirlanmasi

Pachnoda marginata larvalar: ticari bir yetistiriciden temin
edilmistir (Bugs International GmbH, Irsingen/Unterfeld,
Almanya). Lignoseliilozik substrata alismalari i¢in larvalar oda
sicakliginda sadece bugday samani bulunan ortamda 3 hafta
tutulmustur, farkli bir besin eklenmemistir. Larvalarin
diseksiyonu Lemke vd. tarafindan agiklanan yodntemdeki
alikoyma stiresi degistirilerek gergeklestirilmistir [8]. Her birey
bir cam viale yerlestirilmis, 5 dakika boyunca N2-C0:

karisimiyla (% 80/20; h/h) anestezi uygulanmistir. Sonrasinda,
laminer akis kabininde steril diseksiyon aletleri kullanilarak
disekte edilmistir. Arka bagirsak boliimii ayrilarak elde edilen
numunelerin bir kism1 1 mL steril besiyeri iceren ependorf
tiiplerine aktarilmis, burada siispanse edildikten sonra hizli bir
sekilde zenginlestirme calismalarinda kullamilmistir. Diger
kissm ise mikrobiyal karakterizasyon c¢alismalarinda
kullanilmak tizere DNA ekstraksiyonuna kadar -20 °C'de
saklanmistir.

2.2  Anaerobik zenginlestirilmis kiiltiir

Anaerobik zenginlestirme ¢alismalar1 Ozbayram vd. tarafindan
belirtilen protokolde substratta bazi degisiklikler yapilarak
yuritilmiistir [2]. Anaerobik kiiltiir calismalar1 modifiye
edilmis DSMZ 1036 (0.5 g NH4Cl, 0.2 g KH2P04, 0.1 g MgCl2 x
6H:0, 0.2 g KCI, 2.0 g NaCl, 0.2 g maya 0ziitii, 1.0 mL iz element
¢ozeltisi SL10 (DSMZ 320) ve 0.550 mg resazurin 850 mL'de
yliksek saflikta suda ¢Oziinmiistiir) besiyerinde
gerceklestirilmistir. Calismada karbon kaynagi olarak bugday
samani kullanilmistir. Bugday samaninin toplam kati maddesi
%89.6, toplam ugucu kati maddesi (UKM) %69.5, ¢oziinmiis
kimyasal oksijen ihtiyac1 (¢KOI) degeri 7210 mg/L’dir [3].
Metan verimi ise 173-184 mLn CHs4 /g UKM’dir [17]. Larva
sindirim sistemindeki orta bagirsagin alkali kosullarini simiile
etmek icin 0.5 g dgiitiilmis ve otoklavlanmis bugday samani,
12 mL steril su icinde 0.05 g Ca(OH)2 ile muamele edilmis ve
gece boyunca oda sicakliginda tutulmustur. Karbon kaynagi
olarak alkali islem géren bu bugday samani kullanilmistir.

Arka bagirsak numuneleri 6n kiiltiir siselerinde 37 °C’de iki giin
inkiibe edilmistir. Sonrasinda, taze hazirlanmis 50 mL
besiyerine onkiiltiirlerden 1 mL eklenmis ve 37 °C'de 30 giin
boyunca anaerobik kosullarda inkiibe edilmistir. Olasi
kontaminasyonlar1 takip etmek i¢in asilanmayan siseler de
kontrol olarak aymi kosullarda tutulmustur. Deney setleri ii¢
tekrarli yiiriitiilmiistiir. Inkiibasyon siiresince biyogaz iiretimi,
gaz bilesimi, ugucu yag asitlerinin konsantrasyonu (UYA) ve pH
degerleri takip edilmistir [18]. Bu analizler i¢cin 6rnekleme
laminar akis kabininde yapilmis, 6rnekler azot gazi ile
yikanarak havasiz hale getirilen 1 mL siringayla alinmistir. Gaz
kompozisyonunun belirlenmesi i¢in 1 mL biyogaz ornegi,
argonla yikanmis 20 mL’lik cam viallere aktarilmistir.

Gaz kompozisyonu, gaz kromatografi cihazi ile (Micro GC
CP-2002P, Chrompack, Hollanda) belirlenmistir. Cihazda iki
kolon bulunmaktadir. Bu kolonlardan, Molsieve 5A PLOT
(uzunluk: 30 m, ¢ap: 0,53 mm) 30 °C’de Hz, N2 ve CH4'Qi, diger
kolon olan HayeSep A (uzunluk: 15 m, ¢ap: 0,53 mm, 20 um
film) ise 50 °C’de CO2’yi ayirmaktadir. Cihazda tasiyici gaz
olarak argon kullanilmaktadir. Program baslatildiktan sonra,
numune cihaza enjekte edilmistir. Gaz kompozisyonu 1sil
iletkenlik dedektorii ile tespit edilmis, MAESTRO (Chrompack)
yazilimi ile analiz edilmistir. Molsieve kolonunun detektor
modu, diisiik hassasiyete, HayeSep kolonunun yiiksek
hassasiyete ayarlanmistir. Hz, N2, CO2 ve CH4 gazlar1 %100'e
normalize edilmistir. UYA 6l¢limii i¢in siv1 fazdan alinan 900 pL
numune, 4 °C'de ve 20817xg hizda 10 dk. santiflij edilerek
slipernatant 6l¢lim zamanina kadar -20 °C'de saklanmistir.
Olciim giinii, numuneler c¢ozdiirillerek 0.2 pum’lik seliiloz
filtrelerden siliziilmiis, HPLC o6l¢limiinde bu siizlinti
kullanilmistir. Nucleogel Ion 300 OA kolonu (uzunluk: 300 mm,
cap: 7.8 mm, Macherey-Nagel, Almanya) kullanilan
kromatografta, firin sicakligi 70 °C, enjeksiyon hacmi 20 uL'dir.
Eluent olarak 5 pM H2SO4 kullanilmistir (debi: 0.6 mL/dk).
Numune o6l¢limleri 40 dk igerisinde tamamlanmis, refraktif
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index dedektorii ile belirlenen igerikler CLASS-VP yazilimui ile
analiz edilmistir (Shimadzu, Japan). pH ol¢iimleri H138
miniLab cihazi ile yapilmistir (Hach, Almanya).

2.3  Mikrobiyal cesitlilik

Bakteriyel c¢esitlilik 16S rRNA geninin V3-V4 bdlgesini
kapsayan bolge hedeflenerek amplikon dizileme yontemi ile
[llumina MiSeq platformunda analiz edilmistir. Ham sekans
datalar1 6ncelikle [llumina bcl2fastq 1.8.4 yaziliminda islenerek
numuneler birbirinden ayrilmis, sonrasinda indeks ve primer
sekanslari kirpilarak 6zgiin sekanslar tanimlanmistir. Kirpilan
0zgiin sekanslar RDP veri tabani sekanslari
(https://rdp.cme.msu.edu/) ve blastn algoritmasi kullanilarak
hizalanmistir. ~ Sekanslarin  her iki wucunda bulunan
hizalanmamis diziler filtreleme yontemi ile uzaklastirilarak
hata denetimi yapilmistir. 100 bp’dan kiigiik diziler
uzaklastirilmistir. iki yénlii okumalar BBMerge 34.48 ile
birlestirilmistir ~ (http://bbmap.sourceforge.net/).  Fastq
dosyalar1 olusturulduktan sonra QIIME v. 1.9.0 kullamilarak
taksonomik siniflandirma yapilmistir. Taksonomik
siniflandirmada Greengenes referansi [19] ve RDP veri tabani
[20] kullanmilmistir. Operasyonel taksonomik birim (OTU)
USEARCH kullanilarak secilmistir. Benzerlik %97 olarak
alinmistir. Bakteriyel komiinite kompozisyonu Krona grafik ile
gosterilmistir [21]. Alfa cesitlilik indisleri ise R studio
programinda kurumici olusturulan kodlar ile hesaplanmistir.

Metanojenik topluluk ise [22]'de agiklanan protokol izlenerek

terminal restriksiyon uzunluk polimorfizmi (TRFLP) metodu
ile belirlenmistir.

3 Sonuglar

3.1 Zenginlestirilmis kiiltiiriin

karakterizasyonu

fizikokimyasal

Lignoseliilozik biyokiitle pargalayabilen mikrobiyal topluluk,
Pachnoda marginata larvasinin arka bagirsagindan alinan
ornek ile agsilanan bugday samaninin substrat olarak
kullanildig1 besiyerinde zenginlestirilmistir.

Sekil 1'de, ilk zenginlestirme ile {i¢ basarili transfer kiltiirleri
icin biyogaz tliretimi, gaz kompozisyonu, pH degisimi verileri

gosterilmistir. Biyogaz iiretimi zaman ile artis gostermis,
30 giin inkiibasyon sonucunda kiimiilatif gaz liretimi ortalama
114 mL olarak ol¢iilmiistiir. En yiiksek biyogaz iiretimi ilk
zenginlestirme Kkiiltlirinde gdzlenmis, 127 mL olarak
belirlenmistir. 30 giinliikk inkiibasyon siiresinin sonunda
kontrol siselerindeki gaz iiretiminin ise 10 mL’den az oldugu
tespit edilmistir. Calismada, zenginlestirilmis kiiltiirlerden elde
edilen biyogaz miktarinin, Ozbayram vd tarafindan rumen-
orijinli ~gelistirilen kiiltiirlerden daha yiiksek oldugu
gorilmiistir [4]. Uretilen biyogazdaki metan oraninmn
transferler arasinda belirgin bir sekilde degismedigi goriilmiis,
biyogazin ortalama metan igerigi %48 olarak ol¢lilmiistiir.
Biyogazdaki CO2 miktar1 transferler arasinda artis gostermis,
en yiiksek oran 3. transferin 30. giiniinde tespit edilmistir
(%38). Kiiltiirlerden ilk giin alinan 6rneklerde pH degeri
8.5 olarak ol¢llmiis, sonrasindaki oOrneklerde ise pH
degerlerinde diisiis tespit edilmistir. Transfer kiiltiirlerdeki pH
trendine bakildiginda, pH degerlerinde genel olarak
inkiibasyonun ilk haftasinda diisiisii (6.9+0.2) takiben yiikselis
oldugu tespit edilmistir. Bu durum, sirasiyla ugucu yag asidi
(UYA) iiretimi ve tiketiminin ardindan metan {retiminin
gerceklesmesi ile aciklanabilir. inkiibasyon sonunda pH
degerlerinin  7.1-7.5 araliginda oldugu belirlenmistir.
Inkiibasyonun ilk haftasinda alinan érneklerde baslica iiretilen
UYA'larin asetik asit (0.75 * 0.14 g/L) ve propiyonik asit
(0.24 = 0.07 g/L) oldugu tespit edilmistir. 30 giinliik
inkiibasyon siiresi sonunda alinan Orneklerde UYA
belirlenememesinin nedeni sintrofik tiiketim sonucunda metan
iretimi ile agiklanabilir.

3.2 Mikrobiyal Kompozisyon

Calismada, arka bagirsak, zenginlestirilmis kiiltiir ve larvalarin
yetistirildigi toprak numunelerinin mikrobiyal komiinite
profilleri incelenmistir.

Larvalarin  yetistirildigi topraktan alinan numunedeki
bakteriyel toplulugun Proteobacteria (%40) ve Actinobacteria
(%39) filumlarinin baskin oldugu 10 filumla temsil edildigi
gorilmis, bunlar1 Bacteroidetes (%9) ve TM7 (%5) filumlar
takip etmistir (Sekil 2).

g
>

1]
o
o
g

Biyogaz knmpozisyonu [¥i]

Kiinniii la tifhiyogaz iretiond ()
@
=

N T et = Bl = el > i - et W

0 @R 5 o v e e o B e m o e L
o 10 20 30
Zaman (gin) n CH, N
1. Zenginlestirme —g— 1 Trander
1. Zenginlegtirme Kontrol _ & . 1 Trander Hontral

= CO: H: Zaman (giin)
g 2 Transfer = 3. Transfer
— & - 2 Transfer Kontrol - & . 3.Transfer Kontrol

(A): Kiimiilatif gaz iretimi. (B): 30 giinlilk inkiibasyon sonrasi gaz kompozisyonu. (C): pH degerleri (

o: 1. Transfer, A: 2. Transfer, ¢: 3. Transfer).

: 1. Zenginlestirme,

Sekil 1. Zenginlestirilmis kiiltiiriin fizyolojik karakterizasyonu.

Figure 1. Physiological characterization of the enrichment culture.
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Sekil 2. Pachnoda marginata larvalarinin tutuldugu topraktaki
bakteriyel profil

Figure 2.Bacterial community profile of the soil.

Aile diizeyinde, toprak numunesindeki en yiiksek goreceli
bolluga Actinobacteria filumuna mensup Microbacteriaceae
ailesinin  sahip  oldugu tespit edilmistir = (%12).
Streptomycetaceae (Actinobacteria) ve Xanthomonadaceae
(Gammaproteobacteria) aileleri birlikte bakteriyel toplulugun
%15’ini temsil etmektedir. Bunlar1 Sphingomonadaceae
(Proteobacteria) ve  Chitinophagaceae (Bacteroidetes)
izlemektedir. Incelenen numuneler arasinda, toprak
numunesinin en ytiksek cesitlilige sahip ve aerobik bakterilerle
baskin oldugu gézlemlenmistir.

Toprak numunesinde oldugu gibi arka bagirsak numunesinde
de Proteobacteria’nin en baskin filum oldugu gorilmiistir.
Proteobacteria Tlyeleri bakteriyel komiinitenin %43’liik
boliimiinii temsil etmektedir (Sekil 3). Bunlari, Bacteroidetes
(%21), Actinobacteria (%14) ve Fusobacteria (%10) filumlar1
izlemektedir. Aile diizeyinde Enterobacteriaceae’nin bakteriyel
komiinitenin %32’sini temsil ederek en baskin aile oldugu
goriilmiistiir. Porphyromonadaceae lyelerinin ise bakteriyel
komiinitenin %20’sini olusturdugu tespit edilmistir. Bakteriyel
komiiniteyi sirasiyla, Leptotrichiaceae, Fusobacteriaceae ve
Promicromonosporaceae tiyeleri baskilamistir.

Zenginlestirilmis kiiltiirdeki bakteriyel komiinitenin %99.3'liik
kismi1  Firmicutes ve Bacteroidetes'ten olusmaktadir.
Porphyromonadaceae  ailesi  Bacteroidetes  filumunun
neredeyse tamamini temsil ederken, Firmicutes filumu
Clostridia  smifinin  kiiltire alimamamis iyelerinden
olusmaktadir (%48 OPB54 sinifi, %8 Clostridiales) (Sekil 4).

Ruminonneraren g Clostridiacens

Sekil 4. Zenginlestirilmis kiiltiirtin bakteriyel profili.
Figure 4.Bacterial community profile of the enrichment culture.

Amplikon sekans datasindan hesaplanan cesitlilik indisleri
Tablo 1'de 6zetlenmistir. En ytliksek Operasyonel taksonomik
birim (OTU) sayis1 ile indisler toprak ornegi icin
hesaplanmistir. Bdylece {i¢ numune arasinda bakteriyel
cesitliligin en yiiksek oldugu 6rnegin toprak numunesi oldugu
tespit edilmistir. Beklendigi gibi arka bagirsak bakteriyel
toplulugunun zenginlestirilmis kiiltiirden daha cesitli ve zengin
oldugu gozlemlenmistir. Numunelerin metanojenik topluluk
profilleri T-RFLP yontemi ile incelenmis, Sekil 5’te
sunulmustur.
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Sekil 3. Arka bagirsaktaki bakteriyel topluluk profili.
Figure 3. Bacterial community profile of the hindgut.

Sekil 5. Numunelerdeki metanojen kompozisyonu.

Figure 5. Metanogenic community compositions of all samples.
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Tablo 1. Bakteriyel ¢esitlilik indis hesaplamalari.

Table 1. Bacterial diversity indices.

Ornek OTU Shannon-Weiener Simpson Chaol
Arka bagirsak 443 3.52 0.91 539
Toprak 588 4.83 0.98 697
Zenginlestirilmis kiiltiir 133 1.87 0.73 175
Tim numunelerde metanojenlerin biiyiilk bir kismini 4 Sonuglar
Methanobrevibacter (T-RF 470) olusturmaktadir. Toprak

mikroflorasinin, yersolucani gibi toprakta yasayan canlilarin
bagirsak mikrobiomlari iizerine etki ettigi bilinmektedir [23].
Bu da Methanobrevibacter’in Pachnoda marginata larvasinin
arka bagirsagindaki baskinhigini aciklayabilmektedir. Diger
yandan, topraktaki Methanobrevibacter yogunlugu larvalarin
diskilarindan da kaynaklanabilecegi diisiintilmektedir.

Actinobacteria filumunu Microbacteriaceae,
Cellulomonadaceae ve Streptococcaceae’nin domine ettigi
gorillmiistiir. Bu ailelerin iiyelerinin glikoz, maltoz, seliiloz gibi

cesitli  karbonhidratlar1  parcalayabildigi  bilinmektedir
[24],[25]. Actinobacteria iyelerinin bazilar1 metabolik
fonksiyonlarin1  aerobik ortamda gerceklestirmektedir.

Pachnoda marginata larvasinda arka bagirsak, mikrobiyal
seliiloz degredasyonunun gergeklestigi ana bolme olarak kabul
edilmekte, rumen sistemleri ile benzerlik gostermektedir [8].
Arka bagirsak  mikrobiyomunun = %32’sini  olusturan
Enterobacteriaceae tiyeleri glikoz, sellobiyoz gibi cesitli
karbonhidratlar1 fermente edebilen fakiiltatif anaerobik
organizmalardir [26].

Secici zenginlestirme c¢alismalar1 sonrasinda bakteriyel
komiinitenin degistigi, beklendigi lizere cesitliliginin azaldig:
gorilmiistiir.  Aile dilizeyinde tanimlanabilen diziler
incelendiginde, dizilerin biiyiik bir kisminin
Porphyromonadaceae ailesine mensup oldugu belirlenmistir.
Bu aileye mensup iiyeler seker molekiillerini asetik asit,
propiyonik asit, bitiirik asit gibi ¢esitli fermantasyon
Uriinlerine  dontistirebilmektedir [27]. Buna Kkarsin,
Porphyromonadaceae  iiyeleri lignoseliilozik  substrati
dogrudan kullanamaz. Kiltir siselerindeki UYA iiretiminin
Porphyromonadaceae ile zenginlestirilmis  kiiltiirdeki
mikrobiyal topluluk igerisindeki sintrofik iliski sonucunda
meydana geldigi diisiiniilmektedir.

Daha onceki ¢calismalarda, farkl tirdeki ruminantlardan (kegi,
koyun ve inek) ve lignoseliillozik substrata alistirilmis
anaerobik  sistemden lignoselilloz degrade edebilen
metanojenik komiinite gelistirilmistir [2],[4],[5]. Calismalarda
elde edilen rumen-orijinli kiiltlirlerde Porphyromonadaceae
liyeleri zenginlestirilemezken, lignoseliilozik atiga alistirilan
anaerobik reaktdrden alinan asidan zenginlestirilen kiiltiiriin
onemli bir kisminin Porphyromonadaceae iiyelerinden
olusturdugu tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar, toprak ve
arka bagirsak metanojenik topluluklar1 arasinda bir etkilesim
oldugunu ortaya koymus, fakat komiinitenin orijini hakkinda
bir sonuca varillamamistir. Zenginlestirilmis kiiltiiriin
metanojen profili arka bagirsak ile benzerlik gostermekte,
hidrogenotrofik metanojenlerle baskilanmaktadir. En baskin
oldugu tespit edilen Methanobrevibacter tiyeleri fermantasyon
sonucu iretilen format ve hidrojeni kullanarak metan
tretmektedir [28]. Buradan, kiiltiir siselerindeki metan
tretiminin hidrogenotrofik metanojenik yolagi izledigi
anlasilmaktadir.

Calisma sonucunda, Pachnoda marginata larvasinin bagirsak
sisteminden kompleks lignoseliilozik biyokiitleyi basarili bir
sekilde pargalayabilen mikrobiyal kiiltiir zenginlestirilmistir.
Zenginlestirme sirasinda bakteriyel topluluk tizerinde 6nemli
bir degisiklik meydana gelirken, metanojen profili bagirsak
sistemi ile larvalarin lizerinde biiyitildiigi topragin profili ile
benzerlik gostermistir. {leriki caligmalarda, gelistirilen
seliilozik kiiltiiriin anaerobik clirtitiiciilerde biyoaugmentasyon
kiiltiirti olarak kullanimi ve metan {iretimi iizerine etkilerinin
incelenmesi hedeflenmektedir.

5 Conclusions

Overall, microbial culture which can successfully break down
complex lignocellulosic biomass was enriched from the
intestinal tract of Pachnoda marginata larva. While the
enrichment procedure revealed a significant change in the
bacterial community structure, the methanogen profile was
similar to that of the intestinal tract and the soil on which the
larvae were grown. In further studies, it is aimed to use
developed cellulosic culture as a bioaugmentation culture in
anaerobic digesters and assess their effects on methane
production.
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