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Sigir iskembesinde Endosimbiyont Yasayan Isotricha SPP.
Stein, 1859 (Isotrichidae, Trichostomatida) Uzerine Isik
Mikroskobu Diizeyinde Morfolojik ve Sitolojik Gézlemler (*)
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Ozet: Izmir salhanesinde kesilen 21 vyerli siginn ve iskembesi fistilli Holstein tip bir
inegin iskembe igeriklerinden elde edilen /sotricha prostoma ve [storicha intestinalis
incelenmis ve daha Onceki aragtirmalarla kargilagtiriimigtir.

. prostoma, |. intestinalise coranla daha yassilasmig olup sekli, az ¢ok torsiyonlu bir
Paramecium'u, lintestinalis ise bir boks eldivenini andirir. |ki tdr arasinda hicre uzuniuk
ve eni agisindan bir fark yoktur. Vestioll /. jnfestinalisde 2. I prostornada 1 dudak ile
gevrelenmistir. Yapisma organell altinda ve vestibil bolgesinde yapigma ve beslenme ile
ilgili olabilecek bazi kinetozomal fibril  demetleri  belirlenmigtir.  Enine  kesitlerde,
mikronukleusun u¢ kisimlarinda Faulgen-negatif reaksiyon sergileyen intramikronuklear
fibriler bolgeler gdzlenmistir. S, ¢izgisi (oral sutur) /. intestinalis de sol dudak Uzerinde
bulunur ve kisadir. /. prostomada ise vestibll etrafinda bir halka bigimide olup
uzundur. Amilopektin ve nisasta rezervleri beslenmeden 2-3 saat sonra maksimum
duzeye ulagirlar ve daha sonra derece derece azalmaya baglarlar.

Ulkemizde ve Bati Avrupa'daki fsotricha spp. populasyonlart arasinda sil sirasi sayist ve
fibril sistemlerin gelismiglidi ile /. prostomada S, ¢izgisinin uzuniugu, vestibal siliyatara
ve vestibull cevreleyen dudak sayisi bakimindan evolutif bir farklihdin  bulundugu
belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Iskembe siliyatlari, lsotricha spp., morfolgji ve sitolgji.

Morphological and Cytological Observations by Light Microscopy on
Isotricha SPP. Stein, 1859 (Isotrichidae, Trichostomatida) Living as
Endosymbionts in The Rumen of Cattle

Abstract: /sotricha intestinalis and [sotricha prostorna oObtained from the rumen
contents of 21 native catle which were slaughtered at the Slaughterhouse of lzmir and
a Holstein type cow with a fissulated rumen are examined and compared with previous
investigaitons.

EiBuigalsma ProT‘. Er Nimet OKTEM in darismaniiginda yapilan Yiiksek Lisans Tezi'nin bir kismidir.
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Sigir Iskembesinde Endosimbiyont Yagayan isotricha SPP. Stein, 1859 {Isotrichidae. Trichostomatida) Uzerine Isik
Mikroskobu Diizeyinde Morfolgjik ve Sitolojik Gozlemler

I. prostoma was more flattened then /. infestinalis and its shape looks like a slightly
torsioned  Paramecium, and the latter resembles a boxing glove. There are no
differences on the cell length between the two species. The vestibulum is surrounded
by two lips in /. intestinalis and only one in [. prostoma. It was determined that some
kinetosomal fibrillar bundles beneath the attachment organelle and vestibular region
may be concerned with attachment and feeding. In cross sections, at the ends of the
micronucleus, intramicronuclear fibrillar regions exhibiting Feulgen-negative reaction are
observed. S, line (oral suture) is present on the left lip and is short in [ intestinalis,
while it is circle shaped around the vestibulum and is long in [ prostoma,
Amylopectine and starch reserves reach maximal levels 2-3 hours after feeding and the
they gradually start to decline.

It was determined that there are evolutionary differences on the number of kineties, the
development of fibrillar systems between Turkish and Western Europe populations of
Isotricha spp.. and alsc on the length of S, suture line, the vestibular ciliature and the
number of lips surrounding the vestibulum in [ prostoma.

Key Words: Rumen Ciliates, /sotricha spp., Morphology and Cytology.

Giris

Kinetofragminophorea klassisi altinda ele alinan iskembe siliyatlarindan. yaygin sekilde bu-
lunan holotrich genuslan; Isotricha ve Dasytricha Vestibulifera subklassisi ve Trichostomatida
ordosuna dahil edilmektedir (3). '

Iskembede hemen her zaman bulunan /sofricha genusu iki tUr halindedir. S6z konusu iki
tur vestibulin pozisyonu ile birbirinden ayirt edilirler. Bu organel 1. prostoma Stein, 1861'da
hiicrenin posterior kutbuna, [ infestinalis Stein, 1859'de ise hicrenin 1/3'lUk postero-
lateraline agthr (1).

Konak hayvanin beslenmesi Uzerinde sindirim materyalleri olarak rol oynamalari (6, 12)
yaninda, salgiladiklar gesithi hicredist karbohidraz (11) ve proteolitik enzimlerle (8.9) rumi-
nantin karbohidrat ve protein icerikli gidalarinin da sindirimine ¢énemli katkilari olan iskembe
siliyatlar,, gunumudzde protozoolaji sahasinda en fazla ilgi ¢eken konulardan birini teskil et-
mektedir.

Bu gahgmanin amact, yurdumuzda onemli bir besin kaynagi olarak kullanilan sigirlarin is-
kembesinde endosimbiyont olarak yasayan /sotricha spp.mni sitolgjik ve morfolojik yonden
kargilastirmall bir sekilde incelemek, daha dnce bu konuda yapilmig olan kisith sayidaki ¢alis-
malarin bulgularyla kargilastirmak ve bu protozoonlarin evolusyonliartyla ilgili ileride yapilacak
calismalara katkida bulunacak sekilde bilgiler vermektir.

Materyal ve Metot

lzmir Salhanesinde kesilen 21 vyerli sijirdan ve E. U. Ziraat Fakiltesi hayvan beslenme
agiindaki iskembesi fistiillu Holstein tip bir inekten elde edilen iskembe igeriklerindeki /. in-
testinalis ve [. prostoma, filtrasyon ve santrifijleme teknidi uygulanarak elde ediimislerdir. Bu
materyal ile incelemeler gunlik olarak sUrddralmuagtdr. Gozlemler 6nce in vivo ve daha
sonra da postfiksasyon durumda gergeklestirilmistir. Inceleme igin Jena "NF Binokuler" mik-
roskobu ve "MF" fotoaksesuart ile steromikroskop kullanilmistir. Biyometrik de@erlerin karsi-
lastinimasinda 9695 glven aralikil tek yonil varyans analizi (LSD testi) uygulanmistir.
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Bulgular

Istk mikroskobu ve binokiler altinda in vivo incelenen isotrichlerden /. prostorna, 1. intesti
nalise oranla daha vassi olup. hafif torsiyonlu bir Paramecium'u, I. intestinalis ise daha ziya-
fa, b). |ki tir hicre uzunluk ve enleri agisindan benzerdir

de bir boks eldiveni andinr (

lablo

on kutba yakin bir bdlgede baslar ve daha sonra posterior
da iyodin solusyonu ile daha kalin bir ektoplazma seklin
ver alan interkinetal ektoplazmik kretlerin bu bélgede kay-
ina gelir. Bu bolge hicrelerin sag on dorsolateral ylizeyle
n uzunlukta longitudinal bir "Yapigma Organeli® sekillendi
» [le birbirlerine, bitkisel partiklllere ve hatta nisasta taneleri

t edilir. Sil siralan arasind
modifiye olmalar ile mey

cha intestinalis (a) ve [.prostoma (b)'da cesitli organellerin du

kto-endoplazmik sinir, A= Amilopektin,

Mn= Makronukleus, mn= mikronukleus,



t Yasayan fsofricha SPP. Stein. 1859 (Isotrichidae. Trichostomatida) Uzerine |sik

sekil 2. Isotricha prostomanin on kutuptan gorandminde sag on dorsolateral yuzeyde goriilen Yapigma
organeli (YO), Gumus Empregnasyon, Champy.

Vestibul her iki turde de bir borazan'a benzer ve ucu nukleusun yaninda sonlanir. /. intes-
tinalis'de biri sag ve dideri solda olmak Uzere iki, | prostomada ise periferde dolanan tek bir
dudak ile cevrelenmistir (Sekil 3).

Sitopig 1. intestinalisde hucrenin posterior ucunda bariz bir sekilde gérillmesine ragmen, 1.
prostoma’da bu organeli gormek oldukga zordur. Zira vestibil agikligimin hemen yaninda ve
dorsal tarafin hafif saginda yer alir. Vestibll icine giren diz sil siralarinin biyiik bir kisminin
basglangi; noktasidir (Sekil 3).

Hucrelerin ozmo-regillasyon organelleri olarak is goren kontraktil vakuollerin sayisi, her
iki tOr icinde benzer olup 6-12 arasinda degisir. Bu organeller, genel olarak hicrelerin pos-
teior yarisinda ve bazen 2/3'l0k posteriorunda yer alirlar. Besin vakuollerinin endoplazmadaki
da@iligl, kontraktil vakuollerinkine benzerdir. Herbir kontraktil vakuolin caligmasi, oldukca
yavas ve dizensizdir. Birbirlerinden bagimsiz olarak ¢aligirlar ve pelikile yakin konumlaniriar.
Amoebada belirlenen basit, vesikuler tip (10) bir yapi gosterirler.
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Dorsal

Yenlial

Sekil 3. sotricha prostoma'min posterior kutuptan gorandmunde vestibll ve somatik sil siralarimin organi-
zasyonu. Sq=Preoral sttur. Sp Cral sUtur, Sga= Sitopigacikhg), V= Vestibul agikhgi.

Paramecium sp.’'nin kontrol olarak kullaniidigr Janus Yesili B ile in vivo boyama islemle-
rinde, belirgin bir mitokondriyal boyanma garulmemis ve kistik sekillere de rastlanmamigtir.

Endoplazmada yerlesen amilopektin (1-2pm) ve nisasta (3-50um) rezervleri inegdin beslen-
mesinden hemen sonra artmaya baslar ve takriben 2-3 saat sonra maksimum dizeye ulasir-
lar (Sekil 4). Daha sonra yavas yavag azalirlar. Amilopektin granuller endoplazmanin hemen
her yerinde dagilabilmesine karsin, nisasta tanecikleri daha ziyade hicrelerin posterior yari-
sinda dagiltg gosterirler.

Ekto-ve endoplazma arasinda fbiriler bir sinir bulunur. Bu simirdan aynlan bir kisim fibril,
makronukleus etrafinda karyofor adi verilen bir torba sekillendidir. Makro - ve mikronukleus
bu fibriler yapi i¢erisinde sitoplazmada asili olarak tutulur. Diger bir kisim fibril ise endoplaz-
may!l boydan boya gegerek karsi taraftaki ekto-endoplazmik sinira ulasir. Boylece, i iskelet
Odevi goren bir fibril sistemini sekillendirirler. Bu sistem, /. intestinalisde (Sekil 5a) /. prosto-
ma'ya (Sekil Bb) oranla daha komplikedir; /. prostomada bilhassa ventral tarafta az gelismistir.
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Sekil 4. Jsotricha prostomanin boyuna kesitinde endoplazmada yogun sekilde dadilan agik tonda amilo-
pektin (A) rezervler ve hemen alttaki enine kesitte ise ekto-endoplazmik sinirnn (ees) agiimig ikili
yapisi gortlmektedir (Siginn beslenmesinden ca. 2. saat sonra). Glutaraldehit-Osmium tetraoksit,
Toluidin mavisi.

|. prostomada bir muz biciminde olan makronukleus, ortalama 48.5 pym uzunluk ve 14.6
um genigliktedir, Hicrenin posterior yarisinda uzanir, /. intestinalis de vestibil seviyesinde bu
lunur. Kuremsi ve bazen koseli olup, uzunlugu ortalama 31 pm, eni ise 20.6 pm'dir. IKi
tirde de oval bigimli elan mikronukleus, makronuklear bir ¢okuntl iginde yer alir; yerlesimi
az ok degisebilir. /. prostomada ¢ogunlukla makronukleusun dorsalinde, /. intestinalis'de ise
ventralinde belirlenmistir.

Makronukleus /. prostomada daha heterojen bir yapi gostermekle birlikte, kromatin gra-
ndller iki turde de homojen dadimislardir. /. intestinalisde kromatin granuller, [ prosto-
maninkine oranla daha iridirler. lki tiirde de zayif Feulgen-pozitif reaksiyon veren ¢ok sayida
nukleolus bulunur. Ayrica hermn makronukleusda hem de endoplazmada bakteriler saptanmig-
tir.

Enine kesitlerde, her iki turin mikronukleuslarinin orta bolgesi Feulgen-pozitif reaksiyon
verir, Halbuki ug taraflar bu reaksiyonu gostermezler (Sekil 6). Bu kisimlarda filamentsi ve
grantler bir yapi gérulir, Interfaz bireylerinde gorillen bu bolgeler. intramikronuklear itj mik-
rotublllerinin kalintilan olabilirler.
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Sekil 5. Sa ventrolateral yuzden /. intestinalis de (a) ve sol lateral ylzden /. prostormada (D) fibriler sis

temnlerin gorunisleri. P: Pelikul, ekl: ektoplazma, end: endoplazma, Mn: Makronukleus, mn:
mikronukleus, K: Ka . € Ekto-endoplazmik simir, YOKF: Yapisma Organeli Kinetozomal
Fibril derneti, VIKF: Vestibul kinetozomal fibril demeti, S¢: Sutur gizgisi, VA: Vestibil agiklid,
Sga: Sitopig agikhigi. '

Ekto-endoplazmik sinirin hemen altinda Heidenhein'in Demirli Hematoksilin'i. Altmann ve
Champy-Kull ile aciga ¢ikartilan yogun grandler bir zon bulunur (Sekil 7). Bu graniller yak-
lasik 0.5 pm gapta olup., ayni zamanda peliktlin sekil degistirdigi bolgelerde. nukleus ve
kontraktil vakuoller etrafinda oldukca yofun. diger endoplazmik bolgelerde ise seyrek sekilde
dagiimislardir. Janus Yesili B ile belirgin bir mitokondriyal boyanmanin gorilmemesi ve aero-
bik sartlarda gGstermis olduklar toleranshilik da dikkate alindiginda anaerobik ruminoretiku
lum (on mide) ortaminda yasayan bu protozoonlardaki granullerin mitokondrilerden ziyade,
anaerobik solunum organelleri olarak kabul edilen "Hidrogenozomlar™ olduklan soylenebilir.

Iki turde de dorsal ve ventral sil sirasi sayisi benzer olmakla birlikte (Tablo 1) [, intestina-
lisde bu sayl daha fazladir. Varyans analizi sonuclarindan, bu iki tirtun sil sirasi sayisi baki
mindan kesinlikle farkli olduklari belirlenmigtir. Her iki tUriin de ventral yiizinde Sy (preoral)
adl verilen uzunlamasina bir situr gizgisi bulunur (Sekil 8a ve b). Bu gizgi vestibiile kadar
devam eder. Bu ¢izginin bittigi yerin hemen altinda vestibil igine giren sil siralan ile somatik
sil siralari karg! Kargiya gelerek ikinci bir sutur; Sp gizgisini (oral sttur) olugtururlar. Bu gizgi
I. intestinalis'de sol dudak Uzerinde bulunur ve oldukca kisadir. I. prostomada ise Sq'ire bitti-
@i verin hemen altindan baglar ve vestibul etrafinda bir halka bicimindedir (Sekil 3). Sitopig
bir ¢izgi Uzerinde konumlanir.
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)i Tern

en bagka, yapisma organeli altinda uzanan 1, ve
5b) ve [ intestinalisde 2 (Sekil 5a) tane kinetozo
demetlerde gorilen ve kasiimayl andiran konik

minden farkl olarak kasiima yete

ndoplazmik fibril si
slenme gibi fizyolgjik islevlerde hizmet gorebilecekleri-

abileceklerini, yapisma ve
et etmektedir.

Tartisma ve Sonug

Elde edilen varyans analizi sonuclanndan iki tirin Grain (1)in ifade ettiginin aksine hiicre
acisindan benzer olduklar belirlenmistir.
[ tirde de vestibulin, biri saj ve digeri solda olmak (izere 2 dudak ile gev
elendigini belirtmesine Kargin, posterior kutuptan direkt olarak gdzlenen [. prostoma bireyle-
rinde vestibllin sol taraftan baslayarak saga dogru Kkivrilan tek bir dudak ile gevrelendidi

i

saptanmigtir.
Hicrelerin anteriorunda ve
Crain (1) bu bGlgeye

arastinciar

saginda bir ¢izgi halinde ondulasyon bulundugunu belirten
Ismini vermis olmasina Karsin islevinin ne oldugunu be-
1a spp.’nin belli baz! bitkisel partikullere, hicrelerin dor-
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solateral ylzeylerinde bulunan longitudinal kabarti halindeki bir organel vasitasi ile yapistiklan
saptamislar ve organele "Yapisma Organell’ adini vermiglerdir (12, 13). Williams (12) bu or-
ganelin 24-37 pm uzunluk ve 5 pm genislie sahip oldudunu ifade etmigtir. Sunulan ¢alig-
mada hiicrelerin sagd &n dorsolateral yuzeylerinde, boyle bir organel saptanmig ve isotrichlerin
bu bolge ile birbirlerine, bitkisel partikillere ve hatta nisasta tanelerine yapistiklan gdzlenmis-
tir. Olgulen degerler arasindaki farklilik, biyuk bir olasilikla, organelin farkli zamanlardaki
farkl igleriik derecesine dayandirlabilir. Boylece. Grain (1) tarafindan "Aboral Tepe” olarak
isimlendirilen bdlgenin, aslinda tigmotaktik islev gérev "Yapisma Organeli” ile idantik oldugu
anlasthr.

[sotricha spp.'nde ekto-endoplazmik sininin kesfi ve bur sinirdan tarevienen fibrillerin karyo-
foru sekillendirdiginin anlasiimasindan (5) sonra. Grain (1) bu sinirdan orijinlenen fibriilerin
endoplazmada bir ag olusturduklarini ve bu fibril sisteminin /. prostomada, [ intestinalis
oranla daha az gelismis oldugunu belirtmistir.

Sunulan ¢alismada bu bulgulara ek olarak [ prostoma'da nuklear apareyin gapraz bir fibril
baglantis: ile hicrenin ventraline baglandig! ve ayni zamanda hicrenin anterioru ile posterio-
ru arasinda ventralde uzanarak vestibile ulagan bir fibrilin bulundugu belirlenmistir. Boyle bir
longitudinal fibril /. intestinalis de dorsal tarafta saptanmistir. Buna ilave olarak /. intestina-
lisde agiga ¢ikartilan dider farklar ise sunlardir; sitopigi gevreleyen birkag transvers fibrilin
bulunmasi ve nuklear apareyi dorsal tarafa baglayan karyofor fibrillerinin, Grain'in belirttigi
gibi anterior ve posterior olmak Uzere gruplanmamis olup, az ¢ok homojen bir dadilim gos-
termeleridir.

Grain (1) ayrica kinetozomlardan turevlenen fibril demetlerinden bahsetmis olmakla birlikte
bu fibriler demetlerin sayisi ve gorevleri hususunda bilgi vermekten kaginmistir. Sunulan ca-
lismada bu demetlerin sayist belirlenmis ve stzkonusu siliyatlarn yapigma ve beslenme gibi
islevieriyle ilgili kontraksiyon kabiliyetinde olabilecekleri ifade edilmistis.

Grain (1), Gaumont ve Grain (2) isotrichlerin periferal endoplazmasinda 6zel tipte mito-
kondrilerin bulundugunu ve bu organellerin ekto-endoplazmik sinir altinda bir "Mitokondriyal
zon" olusturduklarini belirtmiglerdir. Anaerobik trichomonad kamgililardan hidrogenozomlarin
tasnif edilmesinden (4) sonra Yarlett ve ark. (14) hidrogenozomlarin /sofricha spp.'de varligi-
nt ve mitokondrilerin bulunmadigint sitokimyasal olarak belirlemiglerdir. Bdylece Janus Yegsili
B ile belirgin bir boyanma gorulmeyen periferal grandler zonun, hidrogenozomtardan olustu-
Ju acikga ortaya ¢lkmis olur. Bu nedenle. "Mitokondriyal zon™ yerine “"hidrogenozomal zon”
terimi kullaniimast uygun olur.

Grain (1) dorsal ve ventral sil sirast sayillannin her iki tirde de benzer olup, yaklagik 100
civarinda oldugunu belirtmistir. Bununla birlikte gerceklestirilen ¢alismada iki tirin dorsal ve
ventral sil sirasy sayisi bakimindan farkli olduklari ve bu sayinin /. intestinalisde daha fazla
oldugu (Tablo 1) saptanmusgtir. Vestibllin posterior kutupta bulunmasi nedeniyle evolutif agi-
dan 1. infestinalise oranla daha gelismis oldudu agik¢a gorulen /. prostoma'da, somatik sil si-
ralarinin daha az olmasi da bu dusinceyi destekler niteliktedir.

Grain (1)nin belirtiginin aksine /prostomada vestibllin tek dudak ile ¢evrelendigi ve
buna paralel olarak vestibull gevreleyen sil siralarinin dizenlenisinin farkl oldugu belirlenmis-
tir. Crain, vestibul etrafinda bulunan sil siralarinin, somatik sil siralart ile edik bigimde yizle-
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3PP. Stein, 1859 (Isotrichidae, Trichostomatida) Uzerine Iik
sler

serek So cizgisi ad verilen bir sutur olusturduklarini ve bu ¢izginin posterior kutba kadar
uzandigini belirtmigtir.  Ancak posterior kutuptan bakilan &rneklerde bu ¢izginin, ventral
ylzde bulunan Sy ¢izgisinin posterior ucuna yakin bir bolgeye kadar uzandigt. sitopigin bu
¢izer Uzerinde konumlandigi ve vestibul igine giren duz sil siralarinin bdyak bir kisminin sito-
pigden kaynaklandiy! saptanmistir (Sekil 3).

Enine gegen kesitlerde, mikronukleusun ug kisimlarinda Paul ve ark. (7)nin Dasytricha ru-
minantium'ca gozlediklerine benzer sekilde Feulgen-negatif reaksiyon sergileyen intramikro-
nuklear fibriler veya granuler bodlgeler gozlenmistir. Bu durum, /sotricha ve Dasytrichanin
yakin akrabaligina bir delil olusturmast agisindan énemiidir.

Elde edilen bulgulardan, tlkemizdeki ve Bat Avrupa'daki [storicha spp. populasyonlarl ara-
sinda sil sirasi sayist ve fibriler sistemlerin gelismisligi ile /.prostomada S, ¢izgisinin uzunlu-
gu, vestibul siliyatlrl ve vestibUll cevreleyen dudak sayisi bakimindan evolutif bir farkin bu-
lundugu ortaya ¢ikarilmistir. Dudak sayist ve vestibUl siliyatury dikkate alindiginda, bu farkli-
hgin 1. prostomada daha fazla oldugu sonucuna varilmistir.
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