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Ozet

Bu calismada, rumen sivisi kaynadi olarak; taze rumen sivisi, sivi azot icerisinde dimetilsiilfoksit (DMSO) katkisiz ve katkil (%5), derin
dondurucuda DMSO katkisiz ve katkili (%5) dondurulmug rumen sivisi kullanilmistir. Calismada 4 farkli kaba yem (misir silaji, yonca kuru
otu, mercimek samani, bugday samani), 4 farkli karma yem (sigir besi yemi, sigir stit yemi, toklu besi yemi ve buzagi biyiitme yemi) ve
4 farkl yem hammaddesi (arpa, misir, pamuk tohumu kiispesi, soya kiispesi) yem materyali olarak kullaniimistir. iki asamali sindirim
yonteminde deneme yemleri genel olarak degerlendirildiginde gerek sivi azot icerisinde ve gerekse derin dondurucuda dondurulan
rumen sivilarindan elde edilen in vitro organik madde sindirim (IVOMS) degerleri taze rumen sivisindan elde edilmis degerlerden
disik (P<0.05) bulunmustur. Gaz tretim ydnteminde ise yemlerin tamami i¢in %5 DMSO katkisi ile sivi azot icerisinde dondurulmus
rumen sivisindan elde edilen IVOMS degerleri taze rumen sivisindan elde edilen degerler ile benzer (P>0.05) bulunmustur. Arastirmada
degerlendirilen tiim dondurulmus rumen sivilarindaki toplam anaerob bakteri ve toplam protozoa sayilarinin, taze rumen sivisindaki
toplam anaerob bakteri ve protozoa sayilarina kiyasla azaldigi (P<0.05) gérilmdstiir. Protozoa tiirleri incelendiginde %5 DMSO ilave
edilerek sivi azot icerisinde dondurulmus rumen sivisindaki canli protozoa sayilarinin kontrol grubu ile genel olarak benzer (P>0.05)
oldugu belirlenmistir. Bu arastirmadan elde edilen sonuglara gére, %5 DMSO katkisi ile sivi azot tanki icerisinde dondurulmus rumen
sivilarinin in vitro gaz tretim tekniginde kullanilabilecedi sonucuna varilmistir.

Anahtar sézciikler: Rumen sivisi, in vitro sindirim, Dondurma, Sivi azot, Derin dondurucu, Dimetilsiilfoksit, DMSO

An Investigation on Usage of Frozen Rumen Fluid with Adding
Dimethylsulfoxide and Different Freezing Methods for
Determination of in Vitro Digestibility

Abstract

In this study, fresh rumen fluid, liquid nitrogen frozen rumen fluids with addition of 5% dimethylsulfoxide (DMSO) or without DMSO,
deep freeze frozen rumen fluid addition of 5% DMSO or without DMSO were investigated as inoculum sources. Four roughages (corn
silage, alfalfa hay, lentil straw, wheat straw), four commercial feeds (beef finishing, dairy cattle, ram lamb finishing, calf growing feeds)
and four feed ingredients (barley, corn, cotton seed meal, soybean meal) were chosen as feed materials. Values of in vitro organic
matter digestibility (IVOMD) of feeds using fresh rumen fluid were found generally higher than the values obtained from nitrogen
or deep freeze frozen inoculum sources (P<0.05) in two stage in vitro procedure. Values of IVOMD via gas production technique
were similar (P>0.05) with using liquid nitrogen frozen rumen fluids with addition of 5% DMSO. Number of the anaerobic bacteria
and total protozoa were diminished with both freezing methods comparison with fresh rumen fluid (P<0.05). Species of protozoa
count of fresh rumen fluid and nitrogen frozen with 5% DMSO were found generally similar (P>0.05). According to result of this study
liquid nitrogen frozen rumen fluid with addition of 5% DMSO can be suggest as an alternative inoculum source for the in vitro gas
production technique.
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GIRIS

Ruminant beslemede kullanilan yem maddelerinin
enerji ve sindirim degerlerinin belirlenmesi genellikle in
vivo yontemlerle yapilmaktadir. Ancak in vivo yontemlerin
uygulanmasi zaman alici ve pahali olmasi, arastiricilari in
vitro yontemlere yoneltmistir M. Yem maddelerinin in vitro
sindirim degerlerinin belirlenmesinde mikrobiyal fermen-
tasyon icin taze rumen sivisina ihtiya¢c duyulmaktadir 23,
Yem analizleri yapan arastirma ve kurum laboratuarlarinda
rumen kanull takilmis canli hayvan barindiriima giigligu
bu laboratuarlarda in vitro denemelerin yapilmasini engel-
lemektedir. in vitro sindirim yéntemlerinin uygulanmasinda,
taze rumen sivisi temini icin cerrahi operasyonla hayvanlara
rumen kanili takilmasi, olasi saglik problemlerinin ortaya
¢itkmasi, uzun sireli bakim masraflari ve bu hayvanlarin
kullanimi ile ilgili etik ve hayvan refahi gibi faktorlerin
bulunmasi bu konuda calisanlar icin dezavantaj olarak
kabul edilmektedir ¥, Bu faktorleri gz 6nilinde bulunduran
arastirmacilar taze rumen sivisina alternatif inokulant
kaynaklari (diski ve enzim) lzerine arastirmalar yapmiglar
ancak elde edilen sonuclarin givenli olmadigi sonucuna
varmiglardir ¢, Rumen mikroorganizmalarinin canliliklarini
strdirebilmeleri icin 6zel sartlara (oksijensiz ortam, 39°C
Isl, nem vb.) ihtiya¢ duyarlar. Rumen mikroorganizmalari
icin zorunlu olan bu ortam sartlari rumen sivisinin kriyo-
protektan ilave edilmeksizin dondurularak saklanmasinda
bazi olumsuzluklar olusturmaktadir. Rumen sivisinin dondu-
rulmasinda cesitli kriyoprotektan maddeler (gliserol, dimetil
stilfoksit, propilen glikol, etilen glikol, sukroz ve trehalose)
kullanilmaktadir. Bunlardan gliserol ve dimetil silfoksit
(DMSO) en yaygin kullanim alani bulmustur. Kriyoprotek-
tanlar genel olarak donma islemi sirasinda ya hticre icindeki
siviyl hiicre disina almakta veya hicre icindeki siviyr cok
kiicik partikuller seklinde dondurarak donma esnasinda
intrasellular sivinin buz kristali olusturmasini engelleyerek
hiicre harabiyetini en aza indirgemektedirler 7. Kriyo-
protektanlarin bu 6zellikleri dondurulma ve ¢é6zme islemi
sonrasinda rumen sivisinda bulunan cesitli mikroorganizma-
larin aktivitelerinin devam etme olasiligini arttirmaktadir.

Gerek yemlerin iki asamali in vitro kuru madde
sindirilebilirliklerinin belilenmesinde ve gerekse gaz lretim
tekniginin uygulanmasinda dondurulmus rumen sivisi
kullanilarak yapilmig sinirh sayida ¢alisma bulunmaktadir.
Zeigler ve ark.”! iki asamali in vitro kuru madde sindirim
denemesinde inokulant kaynadi olarak taze rumen sivisi
ve derin dondurucuda %5 gliserol ilave edilerek dondu-
rulmus rumen sivisi kullanmislardir. Arastiricilarin elde
ettikleri sonuclara gore derin dondurucuda katkisiz olarak
dondurulan rumen sivisi ile taze rumen sivisindan elde
edilen IVKMS degeri benzer bulunmus, %5 gliserol katkisi
dondurulan rumen sivisindan elde edilen IVKMS degeri
ise taze rumen sivisindan elde edilen degerden dusik
bulunmustur. Cone ve ark.' tarafindan in vitro gaz Gretim
denemesinde taze rumen sivisini -24°C'de 1, 3, 10, 40 ve
76 gin boyunca dondurarak yaptiklari bir calismada, 10

glinden daha uzun sire dondurulma isleminde gaz Uretim
miktarinin olumsuz yonde etkilendigini bildirmislerdir.
Yapilan diger bir calismada """ gaz Uretim tekniginde 0°C’
de 3, 6 ve 24 saat bekletilen ile -18°C'de 24 saat sure ile
dondurulmus rumen sivilar kullanilmistir. Kontrol grubu
ile 0°C'de 3 ve 6 saat bekletilen rumen sivilarindan elde
edilen sonuclar benzer bulunurken, -18°C'de 24 saat siire
ile dondurulmus rumen sivisindan elde edilen degerler
distk bulunmustur. Bu farkhlik donma asamasinda intra-
selliler buz kristallerinin olusumuna ve buna bagl olarak
olusan hiicre harabiyeti ile aciklanmistir. Prates ve ark.'?
farkli sekillerde dondurulan rumen sivisinin gaz Uretim
tekniginde kullanilabilirligini arastirmak amaciyla yaptiklan
bir calismada, gliserol katilarak sivi azot icerisinde dondu-
rulan rumen sivisindan en yuksek gaz tretimi saglanmustir.
Bunun aksine -20°C'de derin dondurucuda ve gliserol
katilmaksizin sivi azot icerisinde dondurulmus rumen
sivilarindan ise en disuk gaz Uretim degerleri elde edilmistir.
Abdel-Aziz ve ark."® rumen protozolarinin sivi azot ierisinde
dondurulmalarina iliskin yaptiklari bir calismada kriyo-
protektan olarak %4, 5 ve 6 diizeyinde gliserol, DMSO ve
etilen glikol kullanmiglardir. Dondurulma siresi sonunda
¢Ozdurllen protozoalarin canliliklar incelendiginde, %5
DMSO ilavesinin en iyi sonug verdigi bildirilmistir. Benzer
sekilde Nsabimana ve ark.™ rumen protozoalarinin dondu-
rulmasinda kriyoprotektan olarak %4, 5 ve 6 dlzeyinde
DMSO kullanmislar, %5 DMSO katkisinin protozoalarin
canliliklarinin korunmasinda en etkili seviyenin oldugunu
bildirmislerdir. Bu ¢alisma, sivi azot ve derin dondurucuda
dimetil stilfoksit (DMSO) ilave edilerek dondurulmus rumen
sivilarinin, taze rumen sivisina alternatif olarak iki asamali
in vitro sindirim ve gaz Uretim tekniginde kullanilabilirligini
arastirmak amaciyla yapilmistir.

MATERYAL ve METOT

Arastirmada rumen sivisi alinacak 3 bas ivesi toklusuna,
cerrahi operasyonla rumen kanili takilmasi, bakim ve
beslenmeleri ve hayvanlardan deneme siiresince rumen
sivisi alinmasi Harran Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu (HRU-HADYEK)'nun 2009/6 sayili kurul karari
dogrultusunda gerceklestirilmistir. Arastirmada yem materyali
olarak ruminant beslenmesinde yaygin olarak kullanilan
yem hammaddeleri kullaniimistir. Bu amacla 4 farkli kaba
yem (musir silaji, yonca kuru otu, mercimek samani, bugday
samani), 4 farkli karma yem (sigir besi yemi, sigir stit yemi,
toklu besi yemi ve buzagi blyitme yemi) ve 4 farkli yem
hammaddesi (arpa, misir, pamuk tohumu kiispesi, soya
kispesi) kullanilmistir. Yem maddeleri T mm elekten gececek
sekilde degirmende 6gitildikten sonra kuru madde (KM),
ham kil (HK), ham yag (HY), ham protein (HP) ve ham
seliiloz (HS) analizleri Weende analiz sistemine gore ', asit
deterjan fiber (ADF) ve notral deterjan fiber (NDF) analizleri
Van Soest ve Robertson'a '® gére yapilmistir.

Arastirmada in vitro sindirim denemeleri iki asamali
sindirim denemesi ve gaz Uretim teknigi olarak iki deneme
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halinde yiiritilmastir. iki asamali in vitro organik madde
sindirim degerlerinin belirlenmesinde Tilley ve Terry’nin [
bildirdigi, in vitro gaz lretim teknigi Menke ve Steingass’
in 8 bildirdigi yénteme gére uygulanmistir. in vitro
sindirim denemeleri her bir yem maddesi icin 5%er tekerriir
olacak sekilde uygulanmistir. Arastirmada kullanilan rumen
sivisi, glinde iki 6giin halinde sabah 09:00 ve aksam 17:00
saatlerinde yasama payinin %25 fazlasi diizeyinde %40
kesif (toklu besi yemi) ve %60 kaba yem (yonca kuru otu)
ile beslenen rumen kanuli takilmis 60 kg (+3 kg) canh
agirhginda, bir yash 3 bas ivesi erkek tokludan temin
edilmistir. Deneme hayvanlarinin yeme alistirma dénemi
(20 giin) sonrasinda sabah yemlemesinden 1 saat 6nce CO,
gazi altinda alinan rumen sivisi icerisinde CO, gazi ve sicak
su ile i1sitilmis cam sisede toplanarak, termos icerisinde
vakit kaybedilmeden laboratuara getirilmistir. Laboratuara
getirilen rumen sivisi CO, gazi altinda 4 kat tiilbent bezinden
stizlilerek kontrol ve arastirma gruplari icin hazirlanan
falkon tlplerine konulmustur. Kontrol (taze rumen sivisi)
grubunda iki asamali in vitro sindirim yontemi Tilley ve
Terry'nin 7, gaz Uretim teknigi ise Menke ve Steingass’
In 0¥ bildirdigi yonteme gore hemen baglatiimistir. Deneme
gruplari sivi azot icerisinde dimetil stilfoksit (DMSO) katkisiz
ve katkili (%5), derin dondurucuda DMSO katkisiz ve katkil
(%5) dondurulmus rumen sivisindan olusturulmustur. Bu
amacla; arastirma gruplarindaki tiiplere (%5 DMSO katilan
ve katilmayan) rumen sivisi konarak tiplerin lizerinden
CO, gazi gecirilmis ve bu tlpler agizlari kapah olarak
icerisinde 39°C isida su ve buz bulunan kiivetler icerisinde
buzdolabinda +4°C'de 30 dak. bekletilmistir (equilibration
suresi). Buzdolabinda bekletme siiresi icerisinde DMSO
katilan tiiplere %5 oraninda DMSO 10’ar dakikalik ara ile
U¢ asamada otomatik pipet yardimi ile ilave edilmis ve
sonrasinda icerisinde rumen sivisi bulunan tiipler CO, gazi
ile doyurulmustur. DMSO katilmayan tiipler ise sadece
CO, gazi ile doyurulma islemi uygulanmistir. Equilibration
stresi sonunda DMSO katilan ve katilmayan tupler derin

dondurucuda yatay bir sekilde -21°C'de 1 ay siire ile
dondurularak saklanmislardir. Es zamanli olarak sivi azot
icerisinde dondurulacak ttpler ise 6zel olarak hazirlanmig
bir diizenek lizerinde yatay bir sekilde hareket ettirilerek
once sivi azot buhari ile 6n donmaya maruz birakildiktan
sonra tlpler sivi azot stok tanki icerisine atilarak donma
islemi -196°C'de sabitlenmistir. Sivi azot icerisinde dondu-
rulan tupler in vitro sindirim denemelerinin uygulanacagdi
zamana kadar (1 ay) sivi azot tanki igerisinde saklanmistir.
DMSO katkili ve katkisiz olarak sivi azot tanki ve derin
dondurucuda bir ay sure ile dondurulan tipler in vitro
sindirim denemelerinin yapilacagi zamanda 39°C'deki su
banyosu icerisinde 30-45 saniye icerisinde ¢ozdurulerek
kullaniimiglardir. Taze, DMSO katkili ve katkisiz sivi azot
icerisinde ve derin dondurucuda dondurulmus rumen
sivilarindaki aktif rumen sivisi bakterilerinin sayimi Dehority’
nin ' belirttigi metoda gore yapilmistir. Taze, sivi azot
icerisinde ve derin dondurucuda DMSO ilave edilen ve
edilmeyen dondurulmus rumen sivilarindaki toplam
protozoalarin sayimi Boyne ve ark/nin 2% bildirdikleri
yonteme gore, protozoa tiplerinin identifikasyonu ise
Boyne ve ark.?? ile Ogimoto ve Imai 2" tarafindan bildirilen
yontemlere gore yapilmistir.

Elde edilen veriler tesadif parselleri deneme desenine
gore analiz edilmistir. Deneme sonunda elde edilen veriler
deneme modeline uygun olarak varyans analizine tabii
tutulmus, ortalamalarin karsilastirilmasinda Duncan ¢oklu
karsilastirma testi kullaniimistir @2, istatistiksel analizler
SAS 1 paket programi kullanilarak yapilmistir.

BULGULAR

Arastirmada kullanilan yem maddelerinin ham besin
madde icerikleri Tablo 1'de sunulmustur. Calismada deger-
lendirilen yemlerin iki asamali in vitro sindirim yontemi
ile IVOMS degerlerinin belirlenmesinde dondurulma

Tablo 1. Arastirmada kullanilan yem maddelerinin ham besin madde icerikleri (g/kg, KM)

Table 1. The chemical composition of the experimental feeds (g/kg, DM)

Yemler DM HK HY HP ADF NDF HS
Misir silaji 932 63 36 71 288 532 240
Yonca kuru otu 914 87 21 139 390 529 263
Mercimek samani 899 111 27 95 316 476 215
Bugday samani 930 111 25 43 459 753 353
Sigir besi yemi 882 85 28 141 81 239 49
Sigir stit yemi 884 59 28 170 88 212 48
Toklu besi yemi 879 69 32 139 101 310 62

Buzagi blyltme yemi 892 94 37 175 111 299 72
Arpa 900 26 23 104 72 381 52

Misir 873 13 30 81 45 163 21

Pamuk tohumu kispesi 898 60 10 283 291 447 164
Soya kiispesi 871 65 10 476 76 130 36

KM: Kuru madde; HK: Ham kiil; HY: Ham yag; HP: Ham protein; ADF: Asit deterjan fibre; NDF: Nétr deterjan fibre; HS: Ham seluloz
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yontemi ile dimetil silfoksit (DMSO) seviyesinin etkisi
Tablo 2'de sunulmustur. Deneme yemleri genel olarak
ele alindiginda gerek sivi azot icersinde ve gerekse derin
dondurucuda dondurulan rumen sivilarindan elde edilen
iki asamali IVOMS degerleri kontrol grubundan diisiik
(P<0.05) bulunmustur. Sivi azot icerisinde DMSO katkisiz
olarak dondurulmus rumen sivisi kullanilarak elde edilen
iki asamali IVOMS degerleri incelendiginde bazi yemlerin
(musir silaji, buzagi biiyitme yemi, arpa ve soya klspesi)
haricinde elde edilen tim yemler icin bulunan iVOMS
degerleri kontrol degerlerinden duisuk (P<0.05) bulun-

mugtur. Aragstirmada degerlendirilen yemlerin in vitro gaz
uretim teknigi ile IVOMS degerlerinin belirlenmesinde
dondurulma yontemi ile dimetil silfoksit (DMSO) seviyesi-
nin etkisi Tablo 3'te sunulmustur. Deneme yemleri genel
olarak degerlendirildiginde %5 DMSO ilavesi ile sivi azot
icerisinde dondurulmug rumen sivisinin inokulant olarak
kullanildigi in vitro gaz Uretim tekniginde elde edilen IVOMS
degerleri tim yemler icin kontrol degerleri ile benzer
(P>0.05) bulunmustur. Arastirmada kullanilan kontrol ve
dondurulmus rumen sivilarina ait toplam anaerob bakteri
ve protozoa sayilarina iliskin elde edilen veriler Tablo 4'te

Tablo 2. Yemlerin iki asamali in vitro metot ile organik madde sindirilebilirliklerinin belirlenmesinde dondurulma yontemi ile dimetil stilfoksit (DMSO)

seviyesinin etkisi

Table 2. The effects of freezing method and dimethyl sulfoxide (DMSO) level on in vitro organic matter digestibility (IVOMD, %) of feedstuffs via two stage

method
Sivi Azot Derin Dondurucu
Yemler Kontrol SEM
0% DMSO 5% DMSO 0% DMSO 5% DMSO
Misir silaji 72.58° 69.6% 68.59° 59.36¢ 54.66¢ 1.44
Yonca kuru otu 69.04° 66.03° 67.00° 60.03¢ 60.66¢ 0.75
Mercimek samani 75.90° 71.16° 71.41° 66.12¢ 66.10¢ 0.78
Bugday samani 58.73% 55.19° 51.26¢ 36.71¢ 39.32 1.79
Sigir besi yemi 91.96° 89.78° 90.21° 85.75¢ 84.92¢ 0.58
Sigir stit yemi 91.74 88.17° 89.00° 84.64¢ 83.85¢ 0.64
Toklu besi yemi 90.32° 88.0° 87.07* 83.35¢ 85.58¢ 0.50
Buzagi buyltme yemi 88.59° 86.90*° 85.69° 82.00¢ 81.57¢ 0.61
Arpa 90.84° 88.23° 87.41° 81.47° 79.96° 0.94
Misir 95.33? 91.72° 90.30° 84.40¢ 86.41°¢ 0.83
Pamuk tohumu kispesi 70.17° 65.12° 63.72° 61.93b 59.03¢ 0.82
Soya kiispesi 95.512 94.74% 94.04° 94.65% 94.69% 0.16

DMSO: Dimetilstilfoksit; SEM: Standart hata ortalamasi, ©? Ayni satirda farkli harf tasiyan ortalama dederler arasindaki farklilik Gnemlidir (P<0.05)

Tablo 3. Yemlerin in vitro gaz lretim teknigi ile organik madde sindirilebilirliklerinin belirlenmesinde dondurulma yontemi ile dimetil stilfoksit (DMSO)

seviyesinin etkisi

Table 3. The effects of freezing method and dimethyl sulfoxide (DMSO) level on in vitro organic matter digestibility (IVOMD, %) of feedstuffs via gas production

technique
Sivi Azot Derin Dondurucu
Yemler Kontrol SEM
0% DMSO 5% DMSO 0% DMSO 5% DMSO
Misir silaji 61.24° 58.45° 59.86° 40.87¢ 48.01° 1.68
Yonca kuru otu 60.06° 51.76° 57.95° 39.67¢ 44.26¢ 1.63
Mercimek samani 61.07° 56.67° 57.30° 40.66° 43.49° 1.77
Bugday samani 40.64° 37.02° 41.75° 27.03¢ 27.26¢ 1.33
Sigir besi yemi 73.61° 73.96* 71.632 62.80° 64.44° 1.05
Sigir stit yemi 71.44° 72.73° 70.31%® 63.45¢ 66.04° 0.82
Toklu besi yemi 68.56° 68.69% 70.90* 67.34° 65.75P 0.45
Buzagi buyltme yemi 66.62° 63.89° 65.30° 54.37° 54.54° 1.13
Arpa 76.11° 75.35° 74.42° 72.25P 67.50¢ 0.66
Misir 77.71° 74.45° 78.91° 68.21¢ 65.88¢ 1.09
Pamuk tohumu kispesi 52.82° 45.82° 50.71° 37.65¢ 36.28¢ 1.38
Soya kispesi 77.11° 72.57° 77.12° 56.92¢ 56.47¢ 1.93
DMSO: Dimetilstilfoksit; SEM: Standart hata ortalamasi; ¢¢ Ayni satirda farkli harf tasiyan ortalama degerler arasindaki farklilik 6nemlidir (P<0.05)
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Table 4. Toplam canli anaerob bakteri ve protozoa sayilari (cfu/ml) lizerine dondurulma yontemi ile dimetil siilfoksit (DMSO) seviyesinin etkisi

Table 4. The effects of freezing method and dimethyl sulfoxide (DMSO) level on the number of total bacteria and protozoa (cfu/ml)

Sivi Azot Derin Dondurucu
Bakteri ve Protozoa Sayilari Kontrol SEM
0% DMSO 5% DMSO 0% DMSO 5% DMSO

TABS 104.0x108 13.2x108b¢ 21.6x10% 6.4x108 16.8x10°%b¢ 7.46

TPS 380.9x10% 121.3x10%® 130.7x10%® 128.9x10°® 136.4x10°® 20.76

Entodinium spp. 91.6x10% 66.8x10°® 91.2x10% 60.4x10% 65.4x10% 2.77

Epidinium spp. 31.6x10% 29.8x10% 30.4x10%* 8.4x10%* 8.80° 222

Polipastron 4.0x10% 2.2x10%® 2.8x10%* 0.00¢ 0.00¢ 0.34

[sotrichia spp. 2.0x10% 1.0x10%® 0.8x10% 0.00° 0.00° 0.21

Dastrichia spp. 1.2x10% 0.2x10% 0.6x10%" 0.00° 0.00° 0.13
TABS: Toplam Anaerob bakteri sayisi; TPS: Toplam protozoa sayisi; DMSO: Dimetilsiilfoksit; SEM: Standart hata ortalamasi; “< Ayni satirda farkli harf tasiyan
ortalama degerler arasindaki farklilik dnemlidir (P<0.05)

sunulmustur. Toplam anaerob bakteri ve toplam protozoa
sayllar tim dondurulmus rumen sivilarinda kontrol dene-
mesinden disik (P<0.05) bulunmustur. Ancak gerek sivi
azot icerisinde ve gerekse derin dondurucuda uygulanan
dondurma isleminde %5 DMSO ilavesinin rakamsal olarak
toplam anaerob bakteri ve protozoa sayisini arttirdigi
gOrulmustir. Protozoa tirleri incelendiginde Polipastron
tlrd haricinde, sivi azot icerisinde %5 DMSO katkisi ile
dondurulmus rumen sivisindaki protozoa tiirlerinin kontrol
grubuile genel olarak benzer (P>0.05) oldugu gorilmastur.

TARTISMA ve SONUC

Bu calismada iki asamali in vitro yontem ile elde edilen
IVOMS degerleri incelendiginde gerek sivi azot icerisinde ve
gerekse derin dondurucuda dondurulan rumen sivilarindan
elde edilen IVOMS degerlerinin kontrol grubundan diisiik
(P<0.05) oldugu gozlenmistir. Bazi yemlerin (misir silaji,
buzagi blyitme yemi, arpa ve soya kiispesi) sivi azot
icerisinde DMSO ilave edilmeden dondurulmus rumen
sivisindan elde edilen IVOMS degerlerinin kontrol deger-
leri ile benzer (P>0.05) oldugu, ancak bu benzerligin
yemlerin genelini kapsamadigi gézlenmistir. Zeigler ve
arknin ® yapmis olduklar calismada yemlerin in vitro kuru
madde sindirim degerlerinin belirlenmesinde kriyoprotektan
ilave edilmeksizin dondurulmus rumen sivisinin kullanila-
bilecegi, %5 gliserol ilave edilerek dondurulan rumen
sivilarindan elde edilen sonuglarin ise taze rumen sivisindan
elde edilen degerlerden dusiik sonug verdigini bildirmek-
tedirler. Arastirmacilar konsantre yemler icin katkisiz ve
%5 gliserol katkili dondurulmus rumen sivisindan elde
ettikleri in vitro sindirim degerlerinin taze rumen sivisi
ile benzer oldugunu, ancak yiiksek seluloz icerigine sahip
kaba yemlerde in vitro sindirim degerinin diisiik oldugunu,
bu farkhhgin ise dondurulma ve ¢ézme islemi sirecinde
rumen sivisinda bulunan selllotik bakterilerin zarar gormus
olabilecegi varsayimina baglamaktadirlar ®. Jones ve ark!
nin 24 yaptiklan bir calismada taze rumen sivisinin +18°C'de
48 saat boyunca etkinligini yitirmeden saklanabilecegini
bildirmektedirler. Arastiricilar ¥ kaba yemlerin iki asamali

IVOMS degerlerinin belirlenmesinde +18°C'de 48 saat
muhafaza edilen rumen sivisinin kullanilabilecegini ancak
iki asamali in vitro sindirim metodunun mikrobiyal sindirim
asamasindaki 48 saatlik strenin yetersiz oldugunu bildir-
mislerdir. Bazi calismalarda +2%, arastirmacilar kaba yemler
icin iki asamali in vitro sindirim metodunun mikrobiyal
sindirim asamasindaki 48 saatlik siirenin 72 saate cikaril-
masinin gerektigini bildirilmektedir. Benzer sekilde Denek
ve ark.?”! bazi yem maddelerinin in vitro kuru madde
sindirim degerlerinin iki agamali yontem ile belirlenmesinde
derin dondurucuda %5 DMSO ilave edilerek dondurulmus
rumen sivisi kullanmislardir. Arastiricilar 27 kaba yemler
icin 48 saatlik mikrobiyal sindirim asamasinin yeterli
olmadigini, bu slrenin 72 saate cikarildiginda iki asamali
sindirim yonteminde elde edilen sonuclarin taze rumen
sivisindan elde edilen sonuclar ile benzer bulundugu
bildirmektedirler. Bu bildirimler dogrultusunda iki asamali
in vitro sindirim yéntemi ile yemlerin IVOMS degerlerinin
belirlenmesinde mikrobiyal inokulant kaynagi olarak sivi
azotta dondurulmus rumen sivisinin kullanilabilecedi,
ancak 48 saatlik mikrobiyal inkubasyon arttirlmasina iliskin
yeni ¢alismalarin yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu calismada, gaz iretim teknigi ile elde edilen iVOMS
degerleri incelendiginde, sivi azot icerisinde %5 DMSO
ilavesi ile dondurulmus rumen sivisindan elde edilen
IVOMS degerlerinin tamami kontrol degerleri ile benzer
(P>0.05) bulunmustur. Ancak sivi azot icerisinde DMSO
ilave edilmeden dondurulmus rumen sivilarinda ise bazi
yemlerin (yonca kuru otu, misir, pamuk tohumu kuspesi
ve soya kiispesi) IVOMS degerlerinin kontrolden diisiik
(P<0.05) oldugu gorilmustir. Derin dondurucuda gerek
%5 DMSO ilave edilmis ve gerekse DMSO ilave edilmemis
gruplardan elde edilen iVOMS degerleri kontrol degerle-
rinden dislk (P<0.05) bulunmustur. Prates ve ark.'? in
vitro gaz Uretim tekniginin uygulanmasinda sivi azotta
dondurulmus rumen sivisinin taze rumen sivisina alternatif
olabilecegini, Rumen mikroorganizmalarinin etkinligi baki-
mindan sivi azotta dondurmanin derin dondurucuda
dondurmadan daha etkin oldugunu bildirmektedirler. Bu
calismanin sonuglarn incelendiginde elde edilen sonug-
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larin Prates ve ark/nin "2 sonugclan ile benzer oldugu
gorilmektedir. Hervas ve ark/nin " yapmis olduklar bir
calismada, kriyoprotektan ilave edilmeden 0°C'de 3, 6 ve
24 saat ile derin dondurucuda veya -18°C'de 24 saat sure
ile dondurulmus rumen sivisini gaz dretim tekniginde,
0°C'de 3 ve 6 saat bekletilen rumen sivilarindan elde
edilen gaz Uretim degerlerinin kontrol grubu ile benzer
bulunurken, -18°C'de 24 saat stre ile dondurulan rumen
sivisindan elde edilen gaz Uretim degerleri ise disik
bulunmustur. Arastiricilar bu farkliligin sebebini donma
asamasinda rumen mikroorganizmalarinda intraselliler
buz kristallerinin olusumuna ve buna bagl olarak hiicre
harabiyetine baglamaktadirlar. Bu ¢alismada benzer olarak
DMSO katkili ve katkisiz olarak derin dondurucuda bir ay
sire ile dondurulmus rumen sivilarindan elde edilen IVOMS
degerleri kontrol degerlerinden disuk bulunmustur.

Arastirmada kullanilan taze ve dondurulmus rumen
sivilarina ait toplam anaerob bakteri sayilarina iliskin elde
edilen veriler incelendiginde, toplam canli anaerob bakteri
sayilari gerek sivi azot ve gerekse derin dondurucuda DMSO
etkisine bakilmaksizin azaldigi (P<0.05) tespit edilmistir.
Ancak %5 DMSO katkisinin her iki dondurma isleminde de
anaerob canli bakteri sayisinda rakamsal olarak artisa yol
actigr gorilmektedir. Stewart ve ark.”® rumen ortaminda
gram negatif bakterilerin cogunlukta oldugunu ve bu
bakterilerin dondurma ve ¢ézme islemlerinden olumsuz
sekilde etkilendiklerini bildirmektedirler. Rumen sivisinin
0°C ve -30°C 1silarda dondurulmasi ile kot sonuglar elde
edilirken, sivi azot icerisinde (-196°C) yapilan dondurma
isleminde ise mikroorganizmalarin uygulanan dondurma
isleminden fazla etkilenmedigi bildiriimektedir 3%, Protozoa
degerleri incelendiginde sivi azot icerisinde %5 DMSO
ilavesi ile dondurulmus rumen sivisindaki canli protozoa
sayllarinin kontrol grubu ile genel olarak benzer (P>0.05)
oldugu belirlenmistir. Bu benzerlik Entodinium spp.,
Epidinium spp., Isotrichia spp. ve Dastrichia spp. Turlerinde
tespit edilirken, Polipastron tlriinde tespit edilememistir.
Bazi calismalarda B2 rumen protozolarinin %5 DMSO
ilavesi ile dondurulmasi ve sonrasinda ¢ozildiginde
canhliklarinin yuksek diizeyde oldugu belirtilmektedir.
Yine Abdel-Aziz ve ark/nin " rumen protozolarinin sivi azot
icerisinde dondurulmalarina iliskin yaptiklan bir calismada
kriyoprotektan olarak %4, 5 ve 6 diizeyinde gliserol, DMSO
ve etilen glikol kullanmislardir. Cozdurllen protozoalarin
canhliklari incelendiginde %5 DMSO ilavesinin en iyi
sonug¢ verdigi gorilmustlr. Benzer sekilde Nsabimana
ve ark." kriyoprotektan olarak %4, 5 ve 6 diizeyinde
DMSO kullanmislar ve en etkili DMSO seviyesinin %5
oldugunu bildirmislerdir. Yapilan bazi calismalarda rumen
mikroorganizmalari tGzerine DMSO'nun diger kriyo-
protektanlardan daha etkin koruma saglamasini hiicreye
daha hizli nifuz etmesine 233% ve donma islemi sirasinda
hiicre icerisinde buz kristalleri olusturmamasina bagla-
maktadirlar B4,

Bu arastirmanin sonuglarina gore, yemlerin in vitro gaz
uretim teknigi ile IVOMS degerlerinin tespitinde mikrobiyal

inokulant kaynadi olarak sivi azot icerisinde %5 DMSO
katilarak dondurulmus rumen sivisinin kullanilabilecegi
sonucuna varilmistir. Bu sonuglara gore belirli merkezlerde
rumen kanulu takilmis hayvanlardan elde edilecek rumen
sivisina %5 diizeyinde DMSO ilave edilerek sivi azot
icerisinde dondurulmasi ile rumen kantli agilmis donor
hayvan barindirma imkéani bulunmayan arastirma merkez-
lerinin bu inokulantlari kullanarak in vitro sindirim dene-
melerini gerceklestirmeleri miimkiin gériinmektedir.
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