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MONITORING OF RUMEN BACTERIAL AND FUNGAL POPULATION 
DYNAMICS BY RT-PCR AT MOLECULAR LEVEL 

(PhD. THESIS) 

KARAMAN 

ABSTRACT 

Ruminant animals digest the ingested plat material more efficiently than non-

ruminant herbivores due to their active rumination systems and powerfull fibrolytic 

enzymes produced by microorganisms inhabiting the rumen. Ruminants have a symbiotic 

association with the microorganisms which live in their rumen (which is a highly anaerobic 

environment with low redox potential), particularly where the main diet of the host animal 

contains large amount of plant derived celluloses and hemicelluloses. In return, host animal 

provides inputs of heat, anaerobic conditions, water and energy sources for these microbes. 

Main functional microbial groups of the rumen are bacteria, fungi, archea and protozoa. 

Bacteria and fungi play pivotal role in the biodegradation of ingested plant biomass in the 

gastro intestinal tract of the most herbivores. In this thesis the microbial population 

dynamics of rumen in cows, sheep and goats fed different types of pastures were 

quantitatively determined with the aid of molecular techniques. For this purpose, faecal 

samples collected freshly from cow, sheep and goat (total n=48) located in 6 different 

arrived to laboratory. Remaining part of the faecal samples were kept in -20oC untill 

further usage for total DNA extraction. Main groups of the rumen microbes were 

quantitatively determined both as group and individually at genus/species level using RT-

PCR by using newly designed primers targeting Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus 

albus, Neocallimastix spp. and Orpinomyces spp. As fungal population, Neocallimastix 

spp. were determined mostly (comparing with Orpinomyces spp.) for all faecal samples 

regardlees of animal. Faecal samples, taken from cow and sheep, harboured more 

Fibrobacter succinogenes compare to Ruminococcus albus, although R.albus dominated 

the faecal samples collected from goat. These results will be helpful to extent our 

knowledge about dynamics and structure of rumen microbial ecosystem, and moreover, 

about the relationship between feeding regime and microbal dynamics.    
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1.  

ve ark. 1997).

Bitk

fermantas

b

diyetlerin kolayca fermente edilebilir karbonhidratlarla desteklenmesinin, rumendeki lifli 

 (Kobayashi, 2006). 

konum ve ruminant-

 hayvansal 

 mikrobiyal 

ve ark. 2003; Kobayashi ve ark. 2004). Rumen'in mikrobik 

i yerine 
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2005). 

 

 (-350 mV)  tolere edebilen mikroorganizmalar 

 

 

den beslenebilmektedirler (Bhatti ve 

Khan, 1996). Tanenler, ligninler, saponinler, mimosinler gibi besinsel olmayan 

e de 



3 
 
 
 
 

(Hespell ve ark., 1997). 

1.1. Ruminant Sindirim Sistemi 

Ruminant sindirim sistemi, 

  

Bovidae 

Cervidae 

-

memelilerinkine benzemektedir (Flint ve ark., 2008). Rumende bitki 

simal lokalizasyonu, 

rdan 

n 
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1. 

(www.mun.ca/biology/scarr/Ruminant_Digestion.htm). 

1.1.1. Rumen  

-rumen olarak 

-48 

saat gibi bir z

- -60 

 (KAR, 2013)

emilirler ve kana g
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. 

biridir. Bu mikroorganizmalar, yem bitki polimerlerinin monomerlere ve nihayetinde 

 

Krause, 2014). Rumende pH 5.5-

-41 o ; Murphy ve ark., 1982). 

 

1.1.2. Retikulum 

-

ret

 dokularda 

M

Parish ve ark., 2009). 

1.1.3. Omasum 

 (Parish ve ark., 

2009). 
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1.1.4. Obamasum 

enzimleriyl . 

rumende sindirilmeden gelen by-

eder (Kar, 2013) 

1.2. Rumen Ekosistemi 

10-1011), 
3-106 4-106

(Hespell ve ark., 1997; Orpin ve Joblin, 1997; Williams ve Coleman, 1997). Rumen 

(Seshadri ve 

-pozitif Firmicutes veya Gram-negatif 

 

 

(Hungate, 1955). 

Sirohi ve   silli 

protozoalar  

de bulunan  Entodinium'un (% 69.6) ve 

Epidinium

cins  

(Zhu, 2016). 

ynayan zorunlu 
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. Enzimatik aktivitelerine 

(Denman ve ark., 2003, Denman ve ark., 2007, Ramos-Morales ve ark. 2010, Patra ve Yu, 

2014).Rumen mikroorganizm 4 

2 ve CO2  (Albers 

ve ark. 2007; Ferry ve Kastead, 2007)

rumen metanojenleride , Janssen ve 

bulunan anaerobik funguslar Neocallimastigomycota filumuna, Neocallimastigomycetes 

 

Anaeromyces ve Orpinomyces

Neocallimastix ve % 14.8 Piromyces) 

(Griffith, Ozkose ve ark., 20

Anaeromyces and Orpinomyces), kolonilerin 

 

1.2.1.  

Rumen'de, konak ile bakteriler, protozoa, funguslar, arkea ve bakteriyofajlardan 

sonra sindirim sisteminde bakterilerin kolonizas

; Fonty ve ark., 1988; 



8 
 
 
 
 

gus, protozoa 

 

1.2.1.1. Rumen bakterileri 

yoluyla nispeten sabit k

1984).

 ve beslenme 

1966). 

 neden 

duyar ve - iyelidir. Rumen bakterilerinin 

organik asitleri tolere edebilirler (Kamra, 2005). 

Rumen bakteri

(Bryant, 1959; Stewart ve ark., 1997). 
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(Czerkawski ve Cheng, 1988; McAllister ve ark., 1994). 

ve ksilanaz aktivitesinin % 88- (Williams 

ve Strachan, 1984; Minato ve ark., 1993). 

toplam mikrobiya (Minato ve ark., 1993). 

 

F. succinogenes, R. flavefaciens ve R. Albus

1978; Mosoni ve ark., 1997; Pegden ve ark., 1998

atham ve ark., 1978; Cheng ve 

kabiliyeti F. succinogenes  

R. flavefaciens ve F. succinogenes

R. flavefaciens, ilk temasta 1 dakika 

F. succinogenes 30 dak

Ruminococcus spp. nin F. succinogenes

Shi 

ve ark., 1997).  F. succinogenes

Cheng ve ark., 1983/1984; Gaudet and Gaillard, 1987). Buna 

R. flavefaciens 

ancak, Latham ve ark., 1978a). Bitki lifi 

, F. succinogenes, R. 

flavefaciens ve R. albus Barros and Thomson, 1987; Kawaive ark., 

1987; Sipat ve ark., 1987; Ohmiya ve arkl., 1988; White, 1988; Flint ve ark., 1989; 

Gong ve ark., 1989; McGavin ve ark., 1989).  
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Ruminococcus albus, Fibrobacter 

succinogenes, Ruminococcus flavefaciens, Prevotella ruminicola, Butyrivibrio 

fibrisolvens,  Eubacterium ruminantium ve Eubacterium cellulosolvens, Clostridium 

cellobioparum, Clostridium longisporum,  Clostridium lochheadii 

edir (Stewart ve ark., 1997; Kamra, 2005). 

Ruminococcus amyloplilus, Provella ruminicola, Butyrivibrio fibrosolvens ve 

Streptococcus bovis gibi bakteriler amilolitik aktiviteye sahiptir (Patterson, 1992). 

Butyrivibrio fibrisolvens ve Anaerovibrio lipolytica bakterilerinin lipidleri 

hidrolize ettikleri bilinmektedir (Patterson, 1992). Asetojenik bakteriler Eubacterium 

limosum ve Acetitomaculum ruminis olarak bilinmektedir (Kamra,2005). Asit kullanan 

bakteriler Megasphaera elsdenii, Wollinella succinogenes, Veillonella gazogenes, 

Oxalobacter formigenes, Desulphovibrio desulphuricans, Desulphatomaculum ruminis, 

Succiniclasticum ruminis o   Succinivibrio 

dextrinosolvens, Succinivibrio amylolytica, Selenomonas ruminantium, Lactobacillus 

acidophilus, L. casei,, L. fermentum, L. plantarum, L. brevis, L. Helveticus 

Bifidobacterium globosum, B. longum, B. Thermophilum iken Treponema 

saccharophilum Lachnospira multiparus  

(Kamra,2005). 

1.2.1.1.1. Fibrobacter succinogenes 
Fibrobacter succinogenes'i (eski 

Bacteroides succinogenes Hungate 1947,1950), 

Hungate,1966; Kobayashi ve ark., 2008; 

Stewart ve ark.,1998)

an Fibrobacteres bakteri filumunun tek 

resmi cinsidir  (Cole ve ark.,2003). F. succinogenes B. succinogenes olarak 

-

Cato ve Salmon 1976). Bununla birlikte, Bacteroides cinsi 

. B. succinogenes 
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(Shah ve Collins 1983). Daha sonra, B. succinogenes ve Bacteroides amylophilus'un 

Paster,1985). 

F. succinogenes'in fibrolitik enzimleri en iyi 

. 

(McGavin ve Forsberg, 1988), Huang ve ark.,1990) 

ve bir sellodextrinaz (Huang ve ark.,1988

endo Forsberg ve ark., 1997). Bir 

endoglukanaz geni olan cel- McGavin ve 

ark.,1989) ve F. succinogenes 

Forsberg ve ark., 1997, Lynd ve ark., 2002).  

1.2.1.1.2. Ruminococcus albus 
Ruminococcus albus 

 (Minato ve Suto, 1978). R. albus bir 

anaerobik, kokoid  ve gram pozitif bakteridir (Hungate, 1966;  Desvaux ve ark.,2006). 

tedirler (Dehority, 1973; Ohmiya ve ark.,1985). R. albus da 

 (Thurston ve ark.,1993). R. albus'un 

), R. albus 

 

R. albus . R. 

albus F-

L- Forsberg ve ark., 1997). 

Poole ve ark., 1990), bir 

sellobiosidaz (Ohmiya ve ark., 1982) ve bir L-glukozidaz (Ohmiya ve ark.,1985) 

- Ohmiya ve 

ark.,1990). 
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1.2.1.2. Rumen f  

 (Akin DE ve Borneman WS 1990 

Liggenstoffer AS ve ark., 2010 alar eklem 

Lee SM ve ark.,2015 Liggenstoffer AS ve 

ark., 2010

Van der Giezen M 2009)

funguslarda

dekarboksilaz yoluyla asetat, CO2 ve H2 

gerektirmeyen ve oksi

Youssef NH ve ark., 2013

Liu YJ ve 

ark.,2006).  

 

 (Lowe ve ark., 1987
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-etkili sel

Forsberg, 1997

Dehority ve Tirabasso, 

200 - Neocallimastix 

frontalis ve Piromyces N. 

frontalis ve Piromyces 

lan ve kristal 

 

1.2.1.2.1. A  

 Protozoa, Phycomycetes ve Chytridiomycetes (Barr 1980; Barr 1988; 

Neocallimastix, Piromyces, Ontomyces, 

Buwchfawromyces,Feramyces polisentrik rizoidal cinsler Anaeromyces ve 

Orpinomyces Caecomyces ve polysentrik 

Cyllamyces Dagar ve ark., 2015; Callaghan, 2015). Cinsler thallus morfolojisine, 

holdfa

-

Orpinomyces spp. ve 

Neocallimastix spp. 

Koetschan ve ark., 

 ). 

Griffith ve ark., 2010).  



14 
 
 
 
 

Liggenstoffer AS ve ark., 2010, Koetschan C ve ark., 

2014,  ve ark.,2010).  

1.2.1.2.2. Hayat  

 . Hareketsiz olan, bitki materyali ve 

(Wubah ve Kim 1996)

kist 

(Piromyces, Neocallimastix ve Buwchfawromyces

Anaeromyces ve Orpinomyces te 

fazla sporangezi ol Ozkose 

ve ark., 2001

Ho, 

Bauchop 1991; Ho, 1988 Caecomyces, Cyllamyces), 

(Orpin ve Joblin 1997; Lowe, 

(France, 1990; Theodorou, 1993 -

Lowe, 1987

inmektedir (McGranaghan, 1999

Davies, 1993

Callaghan, 2015; Brookman, 2000; 
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Wubah, 1991

 

 

 
 

1.2.  (Gruninger ve ark., 2014) 

1.2.1.2.3. Anaerobik  

bilinmektedir (Orpin, 1997; Cheng, 2009

olur. Sintrofik ortak-

Nakashimada, 2000). Fakat anaerobik fungus-

ercih edilen 

Cheng 2009; Nakashimada 

Leis 2014). Asetojenik 
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bilinmektedir (Stams, 1994

 

 

agonistik ve 

simbiyotik niteliktedir (Kabir, 2015

Bernalier, 1992). 

F. succinogenes 

N. Frontalis F. succinogenes'i 

F. succinogenes Caecomyces 

F. succinogenes ve Caecomyces spp

(Joblin ve ark., 2002). 

Lee, 2000). Bununla 

 

1.2.1.2.4. Anaerobik 
 

Cullen, 1992) mikrobik ve enzimatik 

 

Orpinomyces 

(357 adet glikozil hidrolaz, 92 karbohidrat esteraz ve 24 pektat liyoz) (Youssef ve ark., 
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2013

-

ekzoglukanazlar, indirgeyici (EC 3.2.1.176) veya indirgenmeyen (EC 3.2.1.91) 

Neocallimastix frontalis 

 glikozil hidrolaz 5 ailesinden (GH5) 

enzimler endo-  Ekso-mekanizma ile 

-glukozidazlar ile glikoza 

hidroliz edilir (Lynd, 2002; Juturu ve Wu, 2014

polisakkarid mono-

Morgenstern, 2014). 

dirler. 

Morgenstern I, 2014). Neocallimastigomycota 

k  Harhangi, 2002; Ljungdahl, 

2008; Borneman, 1990; Borneman, 

-

eklenmesi gereksiz hale gelir (Dashtban M 2009). 

-

Aylward JH 1999). Aerobik 



18 
 
 
 
 

Berg, 2014). 

Fakat bir Neocallimastix sp

(McSweeney, 1994

Nagpal, 2009). 

1.2.1.2.5. Anaerobik  

Clostridiaceae'de (Felix ve 

Ljungdahl, 1993

(Garcia-  Piromyces (Nagy ve ark., 

2007; Steenbakkers, 2002) Orpinomyces, (Ljungdahl, 2008) ve Neocallimastix 

(Aylward ve ark., 1999, Zhou ve ark., 1994) 

(Nagpal, 2009

Haitjema ve ark., 2014). Anaerobik 

Shoham, 1999). Sadece bir t

 olan afinitesini 

Fontes ve Gilbert, 2010). Son zamanlarda, anaerobik 
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Wang 

ve ark., 2014). 

Steenbakkers ve ark., 2001). Ek olarak her 

-

Nagy ve ark., 2007; Haitjema ve ark., 2014

 

ik 

 

oruma 

 

1.2.1.3. Rumen p  

 

holotrich ve entodiniomorphid protozoa 

 

1928; Thurston ve Grain.

miktarlarda amilaz, invertaz, pektin est

r (Williams ve ark., 1985). 
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5 - 106 ml-1 

Bu silliler zorunlu 
5-106 ml-

1 3-104 ml-1

ida ve Entodiniomorphida. 

 

slenmesine 

i

 

1.2.1.4. Rumen  
Rumen

Methanobacterium formicium, Methanobacterium bryantii, 

Methanobrevibacter ruminantium, Methanobrevibacter smithii, Methanomicrobium 

mobile, Methanosarcina barkeri ve Methanoculleus olentangyi  (Joblin 

ve ark.,1990; Jarvis ve ar

miktarlarda (107  109 
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1.2.1.5. rumen m  

 

1.3.  

entodiniyomorfitler, izotrichidlerden daha ak

antogonize olurlar. Bu nedenle, rumende optimum 

bakterilerden Ruminococcus albus ve R. flavefaciens

Stewart ve ark., 1992) 

(Kopecny ve ark., 1996). R. albus, R. flavefaciens

bakteriyosin sentezlemektedir (Odenyo ve ark., 1994). 

Rumen mikroorganizmal
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endojen 1,4-b-

Coleman (1985; 1986) Newbold ve ark. (1989), ve Williams ve Withers 

Entoinium 

longinucleatum, Eudiplodinium maggii, Entodinium bursa ve Eremoplastron bovis de 

Irvine ve Stewart 1991;  Joblin, ve ark., 1990; Joblin ve 

Williams 

fung

Bernalier ve ark.,1992; Bernalier ve ark.,1993).  

Anaerobik funguslar 

 (Bauchop, 

1979; Liggenstoffer ve ark., 2010; Gruninger ve ark., 2014). Bu anaerobik funguslar, 

 (Gruninger ve 

ark., 2014). Neocallimastix frontalis ve Piromyces communis, Methanobrevibacter 

smithii 

., 2011). Fungal 

Bernalier ve ark., 
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(Nagpal ve ark., 2010). Pro

S. Lee ve ark. 

 

1.4.  

. 

fak  (Popova, Martin ve ark., 

olitik 

Lachnospiraceae, Ruminococcaceae ve Fibrobacteraceae 

Prevotellaceae 

 bol 

Prevotella ve Selenomonas cinsi 

lanche, Doreau ve ark., 2012). Diyet kompozisyonundaki 

(Wetzels, Mann ve ark., 2015). Bunl

Lewis ve ark., 2011, Stiverson, Morrison ve ark., 2011, Ellison, Conant ve ark., 2014). 
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-Ruiz 

Ruminococcus flavefaciens

ve ark.,  2010; Piao ve ark.,  2014). Bu, gelecekteki 

konak fizyolojik evresinin rumen mikrobiyal dinamiklerini etkiley

lidir. 

1.5.  

mikrobik grubun 

Cheng ve ark., 

1991 -
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denenmey

 

desteklemektedir (Lee ve ark 2000). 

1.5.1. Bitki  

-

doku tipine, bitkinin 

1992).  

 

-1,4-

(kompleks polifenolik madde). 

isimlend -98 

-

in %15-
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.ss -

-

senkron eylemi gerekmektedir (Barros ve Thomson, 1987; Kawai ve ark., 1987; Sipat 

ve ark., 1987; Ohmiya ve ark., 1988; Flint ve ark., 1989; McGavin ve ark., 1989). 

glikoproteinler ve f  

% 35-50'sini temsil eder (Lynd ve ark., 1999). Bakterilerde, funguslarda ve deniz 

. 

 

(Leschine, 1995). Ruminant hayvanlar, rumende mikroorganizmalar ile simbiyotik bir 

 Ruminant hayvanlar 

en bol polisakkarittir. 

-4 

 

 

gerekmektedir; endoglukanazlar (EC 3.2.1.4; 1,4- -D-glukan-4-

-1,4-
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ekzoglukanazlar (EC 3.2.1.91; 1,4- -D-

-glukosidazlar 

Beguin, 1990).  

1.5.1.2. Ksilan  

-1,4-ksilan 1,4- -D-

sahip heteropolisakkarittir. Omurga, O- -L- -1,2 glukuronik 

asit ya da 4-0-metil D-

ve ark., 1999). -1,4-

hidrol

1,4- -D- -ksilosidaz (EC 3.2.1.37) enzimleri ksilan tipine 

-glukuronidaz (EC 3.2.1.131) ve asetil ksilan esteraz (EC 3.1.1.72) enzimlerinin 

 

1.5.1.3. Lignin  

r rol alan 

polimerlerdir ve 

 

1994).  

e serttir. Bu nedenle 



28 
 
 
 
 

 

poli

-oksitleyen 

Lakkaz veya fenol oksidaz (EC 1.10.3.2) enzimleri fenollerin fenoksi 

 

p-koumarik asitler 

genellikle lignine arabinoksilan ile birlik

p-

p-kumarik asitin daha az sindirilebilen fibrillerde ferulik 

in vitro 

aktivitesini de etkileyebilmektedir (Forsberg ve ark., 1981).  

1.5.1.4. Pektin ve proteinler  
-1,4-D-

-1,2- -ramnoz 

eraz (EC 3.1.1.11), pektini 

Depolimerazlar, endo-poligalakturonaz (EC 3.2.1.15), ekzo-poligalakturonaz (EC 

3.2.1.67), endo ve ekzo metoksi pektinliyaz (EC 4.2.2.10) ve endo pektin liyaz olmak 
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1.5.1.5. Likenan  
Likenan, Cetraria islandica -D-glukopiranoz 

 gelmesiyle 

r. 

-1,4- -D-glukan 4- -

- -1,3 

ark., 1997). 

 

 (Opatpatanakit ve ark., 1994)  
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mpozisyonlara sahip bir 

loz ve pektinler), 

rak asetat, propiyonat ve 

2, H2 ve CH4

 . Propionat 

-  

  

endoglukanazlar (EC 3.2.1.4; 1,4- -D-glukan-4-

boyunca -1,4- t

ekzoglukanazlar (EC 3.2.1.91; 1,4- -D-

-

glukosidazlar (EC 3.2.1.21) ise sellobiyozu hidroliz ederler ve d
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1.6. Rumen  

 

 Lane ve ark., 1985

Tringe 

ve ark.,2008)

Baker ve ark., 2003; Wang ve ark., 

2009). an 16S rRNA gen dizileri, dizileme teknolojisi ile 

 

anscribed spacer) 

F 

arak, Koetschan ve ark. (2014) anaerobik 

fungus'a naerobik Fungus 

 

 

alt 

.3 uslarda 

Bruns ve ark., 1991, Lee ve Taylor, 1992). 
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 1.3.  

1.7. Rumen elirlenmesi 

1.7.1. Manuel olarak belirleme 

r (Orpin, 1975; 

 beraber 

 

-time PZR 

bilgi vermektedir (Denman ve McSweeney, 2006). 

tekniklerle belirleme (Real-Time PZR) 

-PCR/qPCR/qrt-PCR)  

polimeraz zincir reaksiy

-PZR 
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(Holland et al., 1991; Higuchi et al., 1993). 

 (most probable number) 

gram- (khan ve ark., 

 

PZR teknolojisi, konvensiyonel PZR

teknolojisidir. Bu teknolojinin PZR

larak kantitatif analiz yapabilme 

PZR PZR 

PZR

PZR 

(hanna ve ark., 2005).  

PZR 

RN

Rijpens ve Herman, 

2002). Real-time PZR 

, 2005; Selma ve ark., 2008; Kok ve ark., 2013). 
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ve ark., 2011;Han ve Gu, 2013).  

belirlenm PZR 

-PZR 

Leucaena 

leucocephala 

-PZR 

 

rumen mikr

 

-

ancak rumen fermentasyonunda aktiftir. Bu nedenle, bu ekosistemde, rumen mikrobik 
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a mevcut bilgiler 

Prevotella ruminicola, Butyrivibrio fibrisolvens ve Ruminococcus'un, bu cinslerin 

 J. 

toplam rRNA's

(Briesacher, 1992). Belli bir 

PZR primerleri ve bu primerler, rumen mikrobik eko-

PZR 

Illinois, ABD  rumen mikrobik ekol PZR 
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Streptococcus 

bovis PZR ile 

S.bovis 

S.bovis yerine laktat kullanan bir bakteri olan 

Megasphaera elsdenii 

 

 

Tajima ve ark., 2001; Koike ve ark., 2003; Krause ve ark., 2004; Denman ve 

PZR 

2001; Martin ve 

ark., 2001). Martin ve ark. (2002) Bu diyet tipinin, fibrolitik enzim aktivitelerini 

diyetin F. succinogenes ve R. flavefaciens zerindeki 

PZR 

 

PZR kullanarak koyun rumeninde bulunan 

PZR 
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S. 

cerevisiae k beslenen Rumen kolonizasyonu; 

Dawson 1995). 

 

sahiptirler (Williams ve ark., 1991; Michalet-Doreau ve Morand 1997; Bach ve ark., 

 

 

 

-PZR 

-PZR primer-prob 

i boyut 
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2.  

 

d

Eubacterium ruminantium

Butyrivibrio fibrisolven

verilerini elde et

rumen sindiri

ir. 

DGGE ve real time PZR 

 

ark., 1999; Kocherginskaya ve ark., 2001; Tajima ve ark., 2001) ruminal bakteri 
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kler 

., 2003b). 

 Bununla birlikte, 

H (1995) ve Orpin (1994). 

-diamidino-2-phenylindole) veya Hoechst 

grubunun (bisbenzimides)   

Piromyces ve Neocallimastix Orpinomyces ve Anaeromyces 

kontr  

 

otoflo

 Calcofluor White veya Solofenil Flavine 7GFE 500 ve 

 

 

protokolleri uygulanabilir. Bir o  (Leis ve ark., 2014) 

 

Joblin 

1981). 
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dir (Theodorou ve ark., 1995). 

 Sadece Anaerobik fungus belirleme ve topluluk analizine 

PZR 

(McSweeney ve Denman 2006, Koetschan ve ark., 2014). 

Tan ve Cao, 2014)  

 Anaerob

qPZR 

ba

 

Varel ve Dehority (1989) F. succinogenes, R. flavefaciens ve R. albus

F. succinogenes, 

R. flavefaciens ve R. albus

 

ahip 

sindirimi  
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Theorodou (1990), 

 

yapmaz, 

 

  

 

 

 

ir. 

her gram r 3 ila 1.5 x 106 

  

Briesacher ve ark. (1992) Rumende prokaryotik populasyonun beslenme etkilerini 

-

-

 

.04), hidroksimetil-

prokaryotik 16S rRNA konsantrasyonu, saman verildikten sonra 0, 3 ve 9. saatlerde 

Fibrobacter succinogenes 

bakteri 
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Raskin (1994b), 

,  

 S  

(  

Meth

 

 

sarcinaceae). 

 

 

genel f  

Cyllamyces 

  fungus 

 PZR-RFLP 

Cyllamyces  

Mcsweeney (2001) Calliandra calothyrsus (calliandra) 'da yo
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Fibrobacter succinogenes ve Ruminococcus spp. 

 Calliandra takviyeli koyunla

  

-Prevotella 

 

Rumende mikrobiyal protein se

 Calliandra tanenlerinin rumen 

 

Tajima ve ark. (2001)  rumen bakterilerinin spesifik olarak belirlenmesi ve 

PZR  Bu primerler ve 

Real-Time PZR   beslenmenin  

 

F. succinogenes ve R. flavefaciens temelli deneylerinki 

 F. 

succinogenes 

 R. flavefaciens DNA 

ko

  

P. ruminicola

mikta P.bryantii  

iken, P. ruminicola  

spesifik olan E. ruminantium    

 Bir rumen spiroketi olan T. Bryantii konsantrasyonu 

  A. 

lipolytica  S. 

dextrinosolvens  , deneyin sonunda 

 S. bovis tir; 

 S. ruminantium-M. multiacida 
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o  Real-time PZR 

 Bu 

PZR 

 

Ouwerkerk D, Klieve AV ve Forster RJ (2002) Megasphaera elsdenii 

Megasphaera elsdenii  YE34

-time TNA ile, M. elsdenii populasyonunu rumen 

 

Fibrobacter succinogen ruminococ

 24 saat sonra 

Ruminococcus flavefaciens 

Ruminococcus albus 

 

-Time PZR analizinin 

e ve 

 

Youngseob Yu ve ark. (2005) TaqMan - PZR kullanarak 
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nosarcinaceaeand 

PZR sistemi ile tam uyumlu olan evrensel primer ve prob setlerini de 

rek 

(Methanosarci

 

kantita PZR 

Methanosarcinales ve 

Methanosarcinaceae ve Methanosaetaceae 

 

PZR 

 

Tuckwell DS, (
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sahiptir. 

bakteriler Ruminococcus flavefaciens ve Fibrobacter succinogenes

PZR PZR 

PZR 

F. 

succinogenes . flavefaciens'in az 

PZR testinin ilk 

 

ndeki 

Fibrobacter succinogenes, 

Ruminococcus albus ve Ruminococcus flavefaciens

PZR 

R. flavefaciens F. succinogenes'den 

R. albus

 

naleucocephalahybrid-
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PZR 

 

Xue ve ark. (1992), N. patriciarum celA, celB ve celC genlerini E. 

coli

e CelC ise 

-

gende N. patriciarum  

B

 

Tsai ve Calza (1993), N. frontalis

 

Orpinomyces sp. 

PC- -

o  

Dijkerman ve ark. (1996a), Piromyces 

enzimlerinin m
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-glukosidaz enzimleri avisel 

 

Gerbi ve ark. (1996), C. communis

-D-fukosidaz erken 

-D-

-D-

aviselaz ve KMSaz 

 

Ho ve ark. (1996), N. variabilis, P. spiralis, P. minutus ve C. communis 

N. variabilis, P. spiralis ve P. minutus her iki ortamda da 

KMSaz C. communis 

 

Lee 

 

 

Ye ve ark. (2001), Orpinomyces joyonii E.coli

-glukanaz, likenaz, KSMaz ve ksilenaz aktivitesinin 
o
C 
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% 38 iken sodyum hidroksit ile muamele 
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3. MATERYAL VE METOD 

3.1. Materyal 

kimyasallar  

Biyoteknoloji ve Gen 

M

ve Sigma (Almanya) grubundan

sarf malzemeleri Vivantis (Malezya),  Fermentas (USA), Promega (UK), Favorgen 

 

lar 

 lar 

Cihaz Firma 

Konvensiyonel PZR  Favorgen FAPZR 96G 

Real-Time PZR  Esco spectrum 48 

  

Otoklav  

Otomatik dispenser Ismatec; MCP 

 Olympus 

Spektrofotometre Spectra Max 

Elektroforez Biolab; PS 503 

NanoDrop Thermo 

  NF 800 

3.1.3. Bakteri ve  

Koleksiyon  
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Bakteri Kaynak 

Esherichia coli  

Ruminococcus albus  

Fibrobacter succinogenes  

Fungus  

Neocallimastix sp.(GMLF 3)  

Orpinomyces sp.(GMLF 19)  

 

 

 Kimyasal Miktar 

T.E. tamponu Tris 10 gr 

EDTA (0.5 M) 5 gr 

dH2O 1 lt 

T.B.E. (10X) Tris 108 gr 

Boric acid 55 gr 

EDTA 40 ml 

dH2O 1 lt 

dNTP solution dATP (100mM)  

dCTP (100mM)  

dGTP (100mM)  

dTTP (100mM)  

ddH2O  

0.5 M EDTA   

PBS buffer NaCl 150 mM 

Na2HPO4 10 mM 

NaH2PO4 20 mM 

Toplam hacim dH2  
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  24:1 ( v/v) 

Polyformaldehyde  %4 ( v/v) 

CTAB Tris-HCl 100 mm 

NaCl 2 M 

EDTA 20mm 

CTAB %2 

 

Toplam hacim dH2  

PVP (polivinilpolyypyrrolidone)  %1 

- merkoptoetanol  %28 

DNS (dinitrosalisilikasit)  NaOH 1.6 gr 

Sodyum pot. Tart. 30 gr 

DNS 1 gr 

ddH2O 60 ml 

Potasyum fosfat   50 Mm 

 dH2O 1 lt 

Mineral solusyon 1 K2HPO4 3 gr 

ddH2O 1 lt 

Mineral solusyon 2 KH2PO4 3 gr 

(NH4)2SO4 6 gr 

MgSo4 7H2O 0.6 gr 

CaCl2 0.6 gr 

NaCl 6 gr 

dH2O 1 lt 

3.2. Metot 

  

 ve  1) merada olan 

hayvanlar izelge 3.4). 

umen 

mikrobiyal populasyonunda (3.1) 
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erinde Akdeniz iklimi hakimdir 

3.1). 

. 
 

taze 

in -20oC de 

taze 

- odlar 

-20o  
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4.  

   Koordinat E(enlem) 
B(boylam) 

 
 

 3 E:37,6447-B:36,3773 
Koyun  3 E:37,6311-B:36,3503 

 3 E:37,5734-B:36,5113 
 
Elbistan 

 3 E:38,1773-B:37,0683 
Koyun  3 E:38,1575-B:37,0574 

 3 E:38,1368-B:37,1171 
 

 
 3 E:38,1692-B:36,9787 

Koyun  3 E:38,2023-B:36,9634 
 3 E:38,2339-B:36,9435 

 
 

 3 E:37,4226-B:36,8701 
Koyun  3 E:37,4142-B:36,8741 

 3 E:37,4065-B:36,8563 
 

 
 2 E:37,4592-B:37,2579 

Koyun  2 E:37,4592-B:37,2579 
 2 E:37,4592-B:37,2579 

 
 

 2 E:37,6060-B:37,0220 
Koyun  2 E:37,5807-B:36,9935 

 2 E:37,6039-B:37,0035 

antibiyotikler 

 

3.5. Anaerobik fungal ve bakteriyel 
 

Kimyasal Birimi ml)  
Mineral Solusyon 1 ml 150 150 
Mineral Solusyon 2 ml 150 150 

 ml 150 150 
NaHCO3 gr 6 6 

 gr 2.5 2.5 
Pepton gr 10 10 
Resazurin (% 0,1) ml 1 1 
Sistein HCl gr 1 1 

 gr 5 5 
Agar gr - 15 
Saf su ml 550 550 
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-

-

CO2 

2 

-

2 

ize . 

 

3.2.  
 

(Triticum aestivum

o  

3.2.3. Rumen  

  

glikoz, %   

 

 .
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3.2.3.1. LB besi  
 E.coli   

 2

da 121o

dakika st  

. LB besiyeri 

3.2.3.2. Anaerobik Besi ntibiyotikler 

 

antibiyotik 

inokulasyonundan hemen  izolasyon ve 

izelge 

3 rilen antibiy

 

7. 
antibiyotikler  

Antibiyotik  (mg/ml) 
 

Son konsatrasyon (  

Kloramfenikol 500  100  

Ampisilin 500  100  

Streptomisin 700  140  

Eritromisin 1000  200  

 

 

 
LB besiyeri 
(pH: 7.5) 

Kimyasallar Miktar (g/lt) 
Pepton 10  
Sodyum klorid                            10  

                                5 
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3.2.4. Fungus izolasyonu 

3.2.4.1. Anaerobik  

Joblin (1981) 

. Bu metot %0.5 (w/v) sellebiyoz ve 

%1.5 (w/
o

o -50 
o

 
o -

). 

 

3.3.   

r. 

3.2.4.2. Morfolojik ta  

Soif XDS-1B Inverted mikroskop sistemi k

3.4). 
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. 
ve inverted mikroskop (B).  

3.2.4.3. Anaerobik  

e bulunan 

 

(2001), Callagham ve ark (2015), Dagar ve ark. (2015) ve Hanafy ve ark. (2017) 

Cyllamyces, Buwchfawromyces, Oontonomyces, Pecaromyces ve 

Feramyces  
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zelge 3.8. A  

1 Vejetatif safha Monosentrik 2 numaradan devam 

 Polisentrik 5 numaradan devam 

2 
olanlar 

 Neocallimastix 

Feramyces 

olanlar 

 3 numaradan devam 

3 
rizoidlere sahip olanlar              

 4 numaradan devam 

Vejetatif safhada filamentli 
rizoidlere sahip olanlar 

 Piromyces 

keselerinden bir septum ile 
 

 Buwchfawromyces 

 

 Oontonomyces 

4 Vejetatif safhada monosentrik 
 

 Caecomyces 

Vejetatif safhada polisentrik 
 

 Cyllamyces 

5 
olanlar                        

 Anaeromyces 

 Pecaromyces 

 

olanlar                         

 Orpinomyces 
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3.2.4.4. Anaerobik  
Orpin 

(1976  

2 

gerekmektedir  ekil 3.5). 

 
3.5. 

-

-
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3.2.4.5. Fungus  

CO2  (v/v) 

steril gliserol eklendikten sonra -20o

). 

o

o  

 

. 
  

4500 g

Pelle  

i

 86 o
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3.2.4.6. Fungal populasyonun manuel olarak belirlenmesi 

 gr taze 

2 

 
-2, 10-3, 10-4 

- o

er (+) ve (-

 

7.  

3.2.4.7. Rumen  
 E.coli, Fibrobacter succinogenes, Rumimococcus albus 

 

pektrofotometrede (OD600) de 
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3.2.5. DNA izolasyonu 

toplam dna izolasyonunu 
 Jun-ni Tang ve ark. 

  

-20 o ekler (hayvanlardan toplanan 

-20 o  

 

 ve 10  ve 10 adet steril cam bilye 

koyularak 3 dk.  vortekslenerek 400 g  

  ve 400 g 3 dk. 

8000 g 

 -20oC de 20 

8000 g  4 

ml T.E. buffer eklendikten sonra ve -20o  

nceden 65 o

-mercaptoethanol 

-

 ,000 g 10 dakika 

kloroform-isoamil-alkol (24:1, v/v) eklenerek 16,000 g 

nt 1 vol kloroform 

eklenerek 16000 g  

-

dakika beklen ,000 g 

DNA peletleri 
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000 g  kurutulduktan sonra 50 

  RNase ile ye

-  

3.2.5.2. Bakteri  
Ruminococcus albus ve 

Fibrobacter succinogenes 

(OD600  

3.2.5.3. Anaerobik funguslardan genomik dna izolasyonu 

, orijinal olarak 

-decyltrimethylammonium 

 DNA izolasyonu enerji 

 

 400 g ir. 

n tamponu (0.1 M Tris 

HCl, pH 8.0; 1.4 M NaCl; 0.02 M EDTA; % 2 CTAB) . 

boyunca 65-70 o

o  

000 g  

opropanol 

000 de 
o

000 g  
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EDTA) veya dH2  20 o  

  

n plant DNA izolasyon kiti ile genomik 

 

3.2.6  

 PZR 

amplifikasyonu ve Real Time PZR 

 

3.2.6.1. Konvensiyonel PZR 
Polimeraz Zincir Reaksiyonu 2O, 

Tris-  mM MgCl2

-HCl 

l hacimd PZR 

amplifikasyonunda, 94 o  

 

 

 

  ml loading buffer 1 ml olarak [10 mL DNA loading buffer 

PZR 

 Et-
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3.2.6.2  PZR  (Real-Time PZR) 
Konvansiyonel PZR PZR 

komplementeri olarak k ' ve 3' 

.

-Time PZR 

 hacmi 20.5 , 12 2

 95 de 5 dakika 95  de 30 saniye ve 55  de 1 

 

3.2.6.3. Real-Time PZR  
ilk olarak Nanodrop veya spektrofotometre 

 

stokundan bir dizi seyrel ). 
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.  

   

#1 1.0 

#2 0.25 

#3 0.063 

#4 0.016 

#5 0.0039 

#6 0.00098 

#7 0.00024 

 . 

 
3.8. Real Time PZR  

3.2.6.4. Real Time PZR  
Rume  2 adet fungus cinsi 

(Neocallimastix ve Orpinomyces) ve 2 adet r Fibrobacter 

succinogenes Ruminococcus albus) ait ITS ve 
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k . K

(Tuckwell ve 

ark., 2005, Nicholson ve ark., 2009). 

 (Joan E. Edwards ve ark. 2004). 

3.10. Konvensiyonel PZR ve Real-Time PZR  
 

 
Gen 

 
  

Uzunluk 
(bp) 

Fu
ng

us
 

Neocallimastix 
spp 

ITS 

F TGAATCCTTCGGATTGGCTATT 

 
107 R ACGGAAACCTTGTTACGACTT 

P FAM-TGGGCAAACTTGGTCATTTAGAGGAAGT-Q1 

Orpinomyces 
spp 

ITS 

F  AGTATTTATAGCCTTGTGCCTCT 

87 R AACTTAGCACAAATGTATCTAACCC 

P HEX - TGCAGACCTCAATCTCTCCGATTGC- Q2 

B
ak

te
ri

 

Fibrobacter 
succinogenes 

16S 
rRNA 

F CCACATTGGGACTGAGATACG 

128 
R CAGTGGTTTACACACCGAAATG 

P 
TEXAS RED- 
TACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATA- Q1 

Ruminococcus 
albus  

16S 
rRNA 

F GAGCGCAACCCTTACTGTTA 

121  R GTGTGTAGCCCAGGTCATAAG 

P TAMRA- TCTAGCAGGACTGCCGTTGACAAA- Q2 
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3.2.6.5 nalizler 

PZR 

(r2

gelen DNA konsantrasyonu b Esco 

spectrum 48 Real-Time PZR 

 

3.2.7. Enzim  

 

3.2.7.1. Protein tayini 
Protein tayini  

mikroplaka  Bu nedenle 

 solusyonu 

 Bu standart solusyonlar 

her  kalibrasyon denklemi ortaya 
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3.2.7.2. Enzim  
Enzim ekstr

 

l materyal 1 ml 0.05 M potasyum fosfat (pH 6.5) tamponu ile 

00 g de 

 20oC de 

 

3.2.7.3. Enzim aktivitesinin belirlenmesi 
 

R

potasyum fosfat tamponu, pH 6.5) o

 -5 dinitrosalisilik asit (DNS) solusyonu (%30 

sodyum potasyum tartarat, 2 N NaOH, % . 100oC su 

yla 225 

y

 ak 

 

3.2.7.4. Enzimlerin  

 

tamponu, pH 5.5   -HCl 

4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 
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3.2.7.5. Enzimlerin lenmesi 

Enzim substrat

birlikte 30, 40, 50, 60, 70 ve 80o  

 
3.2.7.6. Enzimlerin termal stabilitesinin belirlenmesi 

60 ve 70 o

edildikten sonra kalan enzim aktivitesini belirlemek a
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4. BULGULAR VE TARTI  

 

 

en  

oksijen 

(Milne ve ark., 1989).  

 

laboratuvarda  20 o

emel 
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Lokasyon 
 

Fungus elde edilen 
 

 

 9 7 77,77 
Elbistan 9 3 33,33 

 9 6 66,66 
 9 9 100 

 6 5 83,33 
 6 4 66,66 

 

(Milne ve ark., 1989). 

-

 D

 

 4.2.   

  
 

 16 16 
Koyun 16 11 

 16 7 
Toplam 48 32 

 

 

4.1.2. 
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zincirler halind

fonksiyonel p

 

 Thoudorou ve ark. (1990), bir mililitre ruminal 
4 ile 4.40 x 104 TFU ml-1  

 
3 - 105 ml-1 )  dahilindedir (Joblin, 1981, Orpin, 1977, Orpin ve Joblin. 

edilmektedir (Theodorou ve ark., 1990). 

-1, 10-2, 10-3, 10-4, 10-5, 10-6, 10-7 -1, 

10-2, 10-3, 10-4, 10-5 

erdeki 
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il 4.1.   (TFU) (Sd: Standart 

hata).  

3 ile 107 
3 ndaki 

n

 

 

 

 

 

 

 

 

0

1

2

3

4

5

6

7

8

SA1 SA2 SA3 SE4 SE5 SE6 SF7 SF8 SF9 ST10 ST11 ST12 SP13 SP14 SD15SD16

Mikroorganizma

Sd
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. Koyunlardan  (TFU) (Sd: Standart 

hata). 

2 ile 106 
6 TFU olarak en 

OA
2 D15 

ile OT10 ve OF9 ile OT  

 

. lerden   (TFU) (Sd: Standart hata). 

0

1

2

3

4

5

6

7

OA1 OA2 OA3 OF7 OF8 OF9 OT10 OT11 OT12 OP14 OD15

Mikroorganizma

Sd

0

1

2

3

4

5

6

7

KA1 KT10 KT11 KT12 KP13 KP14 KD15

Mikroorganizma

Sd
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3-106 
6 

ile en f
3  

kalm .

 

4. 

funguslar. 

 

 

kontrol muamele 
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4.2. Konvansiyonel PZR 

Belirlenmesi 

konvansiyonel PZR 

-20o  

 edilen 

PZR 

oyle, 1987) temel 

. DNA 

ekil 4.5  

 
 

5. 
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PZR 

 

4.2.1. Anaerobik  

Referans anaerobik fungus morfolojik ) 

konvansiyonel PZR  belirtild

PZR PZR 

mikroorganizma agaroz jel 

 4.11  

 

  

. Neocallimastix (monosentrik) (A) ve Orpinomyces (polisentrik)  

Primerle   

 PZR 

 

tiril  

hedef 

B A 
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PZR.  

4.2.2. Anaerobik bakterilerin konvensiyonel PZR ile belirlenmesi 

Anaerobik rumen referans bakteri 

).  konvansiyonel PZR 

lere 

) il PZR 

PZR 

mikroorganizma  
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4.8. Ruminococcus albus (A) ve Fibrobacter succinogenes  

 

 

 

PZR.  

A B
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4.2.3. Toplanan 

belirlenmesi 

PZR amplifikasyonu Neocallimastix ve Orpinomyces 

45 o Neocallimastix 

Orpinomyces PZR  . 

 

. Neocallimastix spp.  (primerler 107 bp 
 

 
. Orpinomyce spp.  (primerler 87 bp 
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PZR Neocallimastix 

ve Orpinomyces  

PZR 

 

4.2.4. 

belirlenmesi 

Ruminococcus albus ve Fibrobacter succinogenes o

PZR 

 

 

.  Ruminococcus albus 
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. Fibrobacter succinogenes 

 

 konvansiyonel PZR  

 Ruminococcus albus ve Fibrobacter succinogenes bakterileri hedeflenen 

-PZR   DNA

 

PZR  

PZR teknolojisi 

PZR 

faydalar 

PZR 

R.albus, 

F.succinogenes, R.flavefaciens, Megasphera eldenii 

PZR 

DNA fragmentlerini belirleyebilen (SYBR- otlar 
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PZR ile amplifiye edilen hedef DNA fragmentleri 

PZR 

itatif analiz yapabilmeye imkan 

PZR olarak 

 SYBR-Green ve Taqman belirleme teknikleridir (Chon ve ark., 

2013). Real Time PZR 

kulla  

Real Time PZR -) 

ii-) -) -) 

). PZR , 

PZR 

PZR amplifikasyonunun 

PZR 

PZR 

PZR amplifikasyonu devam eder
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enme 

tir 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

14. Real Time PZR  

    da ESCO 

 

Real Time PZR 

2) Real Time PZR analizlerinde 

PZR 

PZR 

 

2,000,000 

Rn 

 

 

 

1,000,000 
 

 Ct 

0 
Baseline 

No template 

0     20                              40 

 
 

Rn =   

Ct = Threshold cycle 
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4.3.1. Uniplex RT-PZR ile  

Real Time PZR amplifikasyonununda standart DNA konsantrasyonu ile izole 

PZR amplifikasyonunda k

-PZR 

 

Real Time PZR 

-8X). 

kalibras

 

Time PZR (ESCO SPEKTRUM 48) 

PZR amplifikasyonu 

standardizasyonu B - 4.3.2.2  

4.3.1.1. Neocallimastix spp. Real Time PZR  
Neocallimastix sp. PZR analizlerinde fungus cinsine 

eye izelge 3.10  

 elde edilen 

Neocallimastix sp

edilen kromozomal DNA 1:2 d

-

-

4.15). 
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. Neocallimastix sp. Real time PZR  

y=34,157-0,0221x  

. Neocallimastix sp.  

DNA Dilusyonu       Ct DNA Konsantrasyonu 
 

1X 12,96 946,3 
2X 25,61 454,2 
4X 27,64 266,7 
8X 29,52 133,6 
16X 32,69 65,4 
32X 
64X 
128X 

33,68 
34,13 
34,54 

38,3 
13,9 
6,7 

Neocallimastix sp. PZR 

 ve M

Caecomyces 

Neocallimastix ve 

Anaeromyces  

y = -0,0221x + 34,157 
 

0

10

20

30

40

0 200 400 600 800 1000

C
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Neocallimastix Orpinomyces

. 

4.3.1.2. Orpinomyces spp. Real Time PZR  
Real Time PZR analizlerinde Orpinomyces spp. refe  

Orpinomyces sp. 

 

 

. Orpinomyces spp. Real-Time PZR  

- ve DNA 

-

 

. Orpinomyces spp  

DNA Dilusyonu      Ct DNA Konsantrasyonu 
 

1X 9,45 841,4 
2X      18,8 439,6 
4X 24,61 233 
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8X 27,39 124,2 
16X 28,82 62,1 
32X 
64X 
128X 

29,96 
31,14 
32,94 

30 
13,6 
7,3 

 

Orpinomyces .  

4.3.2. Uniplex RT-PZR ile  

Real Time PZR 

-

 

 

4.3.2.1. Ruminococcus albus RT-PZR elirlenmesi 
Real Time PZR Ruminocoocus albus elirlemek 

l Time PZR ile 

kuantifikasyonu 

 

 

il.4.17. Ruminococcus albus RT-PZR  
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Ruminococcus albus 

-

-

y=26,832-0,0537 olarak  

. Ruminococcus albus  

DNA Dilusyonu      Ct DNA Konsantrasyonu 
 

1X 
2X 
4X 

18,13 
21,83 
24,12 

167,1 
88,4 
44,8 

8X 25,31 23,2 
16X 25,83 11,9 
32X 26,27 7,5 
64X 26,93 3,9 
128X 27,52 1,7 

 
 
 
4.3.2.2. Fibrobacter succinogenes Real Time PZR  

Fibrobacter Succinogenes  Real Time PZR analizleri ile 

k 
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. Fibrobacter succinogenes RT-PZR  

Fibrobacter succinogenes 

-

-

 

-  

. Fibrobacter succinogenes  
 

DNA Dilusyonu      Ct DNA Konsantrasyonu 
 

1X 12,49 256,80 
2X 19,15 121,40 
4X 20,95 61,00 
8X 21,82 30,00 
16X 23,46 15,10 
32X 
64X 
128X 

24,86 
25,14 
26,16 

8,10 
4,00 
1,85 

 

y =24,799-0,0489x 
 

 

0

5

10

15

20

25

30

0 50 100 150 200 250 300
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4.  

-Time PZR 

4.7  

7 
 

 
kodu  

DNA 
 konsantrasyonu 

 

(Ct) 

Neocallimastix  Orpinomyces  Ruminococcus 
albus  

Fibrobacter 
succinogenes  

SA1 17,62 26,9 17,86 23,66 21,65 

SA2 30,5 21,07 26,78 20,62 19,50 

SA3 22,18 18,56 32,28 21,88 20,98 

SE4 17,31 19,65 29,66 22,05 22,42 

SE5 68,25 17,53 26,69 30,57 21,26 

SE6 47 16,73 17,36 30,53 24,85 

SF7 34,56 28,09 16,05 23,45 20,97 

SF8 22,25 30,56 32,64 31,90 23,94 

SF9 21,81 30,38 30,98 22,93 26,30 

ST10 14,18 31,02 30,63 21,81 26,72 

ST11 15,93 29,94 31,41 21,44 28,16 

ST12 7,31 14,88 28,32 25,40 28,13 

SP13 12,87 13,56 31,59 22,95 32,22 

SP14 83,68 19,93 30,73 21,90 28,28 

SD15 29,68 21,94 32,67 24,40 31,46 

SD16 34,31 28,85 32,23 22,19 26,42 

S:  

  

Neocallimastix sp -PZR 

Neocallimastix fungusu 

 SP14 
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Neocallimastix 

Neocallimastix  

Orpinomyces spp. -PZR 

Orpinomyces 

16,058

Orpinomyces spp. 

Ruminococcus albus -PZR 

 R. albus

Ruminococcus albus 

r 

konsantrasyonda Ruminococcus albus 

 

-PZR 

Ruminococcus albus

konsantrasyonu ve 19,50 rnek 

Fibrobacter succinogenes 

P13 ve SD  Ct 

 

Uniplex RT-PZR nda Ruminococcus albus toplamda Fibrobacter 

succinogenes R.albus

F.Succinogenes hem de R.flavefaciens
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8
 

 
kodu 

DNA 
konsantrasyonu 

 

(Ct) 

Neocallimastix  Orpinomyces  Ruminococcus 
albus  

Fibrobacter 
succinogenes  

OA1 35,62 28,8 25,98 20,06 27,13 

OA2 30,68 30,26 27,35 19,25 25,54 

OA3 27,18 16,16 25,21 19,59 25,65 

OE4 22,31 17,50 30,22 21,84 27,58 

OE5 87,31 13,29 31,16 27,31 26,77 

OE6 138,56 13,02 30,74 29,74 28,13 

OF7 109,00 13,55 30,59 28,33 24,68 

OF8 330,62 13,43 29,23 29,59 27,58 

OF9 179,00 29,78 30,57 27,60 22,45 

OT10 40,00 22,81 21,43 20,30 22,02 

OT11 35,25 19,91 30,05 20,81 27,02 

OT12 25,87 23,42 29,87 21,45 22,63 

OP13 40,81 23,91 29,48 22,17 20,68 

OP14 121,06 17,19 30,45 24,59 22,03 

OD15 31,50 16,21 31,55 28,33 27,43 

OD16 60,25 20,57 32,63 27,68 26,54 

 

 

Koyunlarda Ruminococcus albus 

RT-PZR A

iktarda Ruminococcus albus 

iken OE 2  standart  Ct 

sinden 
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R.albus 

 

Orpinomyces -PZR sonucunda OT10 

Orpinomyces sp

A1,OA2,OA

miktarda Orpinomyces sp  

 Neocallimastix -PZR 

Neocallimastix 

Neocallimastix spp de 

 O5, 

A1, OA2, OA Neocallimastix sp. 

T12 ve OD

 

Koyunlarda Fibrobacter succinogenes probu ile uygulanan RT-PZR 

amplifikasyonunda 65,3 P

de  Fibrobacter succinogenes tespit 

edilen  

de 

Koike ve Kobayashi (2001) F. succinogenes

si Ruminococlar  nispeten daha az 

 Mosoni ve ark. (2007) ise  koyunlarda  R. 

flavefaciens F. succinogenes' R. 

albus  
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9
 

 
kodu 

DNA 
konsantrasyonu 

 

(Ct) 

Neocallimastix  Orpinomyces  Ruminococcus 
albus  

Fibrobacter 
succinogenes  

KA1 25,62 33,19 30,81 24,2 27,92 

KA2 28,62 30,81 31,25 21,84 25,82 

KA3 34,12 31,46 30,7 22,55 28,03 

KE4 66,37 21,02 29,62 21,22 25,35 

KE5 15,56 25,21 29,82 27,49 23,33 

KE6 60,5 26,14 33,71 22,97 31,55 

KF7 14,25 26,67 32,71 32,08 26,57 

KF8 7,18 29,40 32,18 30,20 27,63 

KF9 25,56 30,60 29,94 20,92 24,26 

KT10 187,37 27,93 28,45 19,03 22,56 

KT11 221,06 28,55 29,93 20,58 22,86 

KT12 156,62 27,98 28,24 20,52 20,96 

KP13 73,18 28,83 30,63 22,50 19,50 

KP14 177,81 29,97 32,39 21,70 20,54 

KD15 65,75 29,47 30,24 19,85 22,92 

KD16 66,37 26,84 30,92 25,10 27,82 

 

  

  Neocallimastix probu ile uygulanan RT-PZR amplifikasyonunda 

66,37 E

A  Neocallimastix 

E4, KE5, KE A1, KA2, KA3 

Neocallimastix sp.  

Orpinomyces spp -PZR 

T T10, KT11, 

KT
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Orpinomyces sp

 

R.albus -PZR amplifikasyonu ile K10 

R.albus T10, KT11, KT

R.albus  

Fibrobacter succinogenes probu 

ile -PZR KP

miktarda Fibrobacter succinogenes

KE6 ve KD

 

Neocallimastix cinsine ait 

bireylerin Orpinomyces

olabilmektedir. 

Kok ve ark, (2013) y Leucaena 

leucocephala hibrid-

PZR in ilk 10 

beslemeden sonra,   oranla 

ml) 4 kat 

. 

 

4.3.4.  
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eklenemez. 

-  

 

Neocallimastix 

DNA konsantrasyonu, :Ct de  

Neocallimastix fungusu 

Neocallimastix 

  

DNA 
konsantrasyonu Ct 
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 Orpinomyces 
konsantrasyonu,   

Orpinomyces 

  

 

R.Albus 
konsantrasyonu,  

DNA 
konsantrasyonu 

DNA 
konsantrasyonu 

Ct 

Ct 
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Ruminococcus albus 

 yer almayan 

  

 

F.succinogenes 
DNA konsantrasyonu,  

SA1, SA2, 

meralarda Fibrobacter succinogenes 

Fibrobacter 

succinogenes 

Fibrobacter succinogenes  

Fibrobacter succinogenes, R. flavefaciens 

ve Ruminococcus albus  RT-PZR ile NDF 

Fibrobacter succinogenes  (Koike ve ark., 

-anu ve ark. (2000), 100: 0, 

yem-

0
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70

80

90

0
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35

DNA 
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10, 4.06 x 1010 ve 4.57 x 10 

indeki hayvanlarda 

Fibrobacter succinogenes 

R. flavefaciens DNA konsantrasyonu, saman diyetindeki hayvanlarda 

ba . Bu nedenle, bu 

F. succinogenes, R. flavefaciens ve R. albus) 

 

F. succinogenes 

9 ve R. flavefaciens  7)  ya da 48 saatte 

(R. albus 6  

(Sung ve ark., 2006

tirilir ve hayvanlar metabolik bozukluklara daha 

 

 -
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Neocallimastix 
DNA konsantrasyonu,   

Koyunlarda OE5, OE6, OF7, 

buna paralel olarak Neocallimastix 

F

  

DNA 
konsantrasyonu Ct 
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4 Orpinomyces  
DNA konsantrasyonu,  

Orpinomyces 

Orpinomyces   

 

5 Ruminococcus albus 
 

DNA 
konsantrasyonu 

DNA 
konsantrasyonu 

Ct 

Ct 
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 Ruminococcus albus

muh

  

 

4.26 F.succinogenes 
konsantrasyonu,   

F.succinogenes 

 

  -
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Neocallimastix 
DNA konsantrasyonu,  

  

 

Orpinomyces 
DNA konsantrasyonu,   
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Orpinomyces 

Orpinomyces 

 

 

 Ruminococcus albus 
:   

 Ruminococcus albus 

 

Ruminococcus 

albus Ruminococcus albus 

 

 

 

DNA 
konsantrasyonu Ct 
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Fibrobacter succinogenes 
 

miktarda Fibrobacter succinogenes 

 

4.4. Multiplex Real Time PZR S  

Multipleks Real Time PZR 

Multipleks Real Time PZR organizma 

Garrido ve ark., 2013; Alves ve ark., 2016). 

Bu teknoloji ile hedeflenen birden fazla amplikonun kalitatif ve kantitatif olarak 

DNA 
konsantrasyonu Ct 
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Time PZR 

gerekmektedir. Real Time PZR 

- 520 

nm), HEX (535 nm -556 nm), Texas RED (597 nm -616 nm) ve Cy5 (646 nm -669 nm) 

-580 nm), BHQ2 (558 nm -670 nm) ve BHQ3 

(670 nm - PZR

PZR 

PZR 

PZR 

PZR 

PZR k PZR 

 

Multipleks Real Time PZR PZR 

Multipleks Real Time PZR Ct 

 -4.12). Rumen 

-28 

ge  

Neocallimastix, Orpinomyces  Ruminococcus albus, Fibrobacter 

succinogenes 
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mikroorga - 

Neocallimastix - Orpinomyces -  

Ruminococcus albus - Fibrobacter succinogenes 1,85-

Neocallimastix (y=34,157-0,0221x), Orpinomyces (y=31,209-0,0266x), Ruminococcus 

albus (y=26,832-0,0537x) ve Fibrobacter succinogenes (y=-0,0489x+24,799) rumen 

 

0 -PZR  
 

kodu  
DNA 
konsantrasyonu 

 

(Ct) 

Neocallimastix Orpinomyces Ruminococcus 
albus  

Fibrobacter 
succinogenes  

SA1 17,62 26,13 18,14 25,27 25,37 

SA2 30,5 18,35 26,99 24,89 23,64 

SA3 22,18 16,05 30,61 24,74 24,14 

SE4 17,31 17,27 26,92 24,73 24,57 

SE5 68,25 16,9 27,72 29,32 26,6 

SE6 47 18,35 18,32 29,45 24,9 

SF7 34,56 26,47 18,26 22,17 21,96 

SF8 22,25 29,35 29,76 28,67 25,27 

SF9 21,81 26,08 28,56 25,03 27,31 

ST10 14,18 29,53 26,06 24,13 22,73 

ST11 15,93 27,56 27,43 24,69 24,34 

ST12 7,31 11,29 25,44 27,68 23,44 

SP13 12,87 12,17 29,48 26,67 31,14 

SP14 83,68 17,51 29,03 25,46 28,38 

SD15 29,68 19,13 30,07 26,34 25,04 

SD16 34,31 27,28 31,34 24,58 23,97 
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 Multiplex PZR 

 Neocallimastix 

rpinomyces 

Ruminococcus 

albus Fibrobacter succinogenes 

 

Orpinomyces 

Ruminococcus albus 

Fibrobacter succinogenes  

Multiplex RT-PZR  Fibrobacter succinogenes arada 

Ruminococcus albus

 (2009)  mandalarda Fibrobacter 

succinogenes R. a tan (106 kopya / ml 

. 

paralel olarak r Fibrobacter succinogenes 

1988)  ila % 6,6 (Briesacher ve ark., 1992)  ve Ruminococcus spp. 

 (Krause, 1999).  
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1 -PZR  
 

kodu 
DNA 
konsantrasyonu 

 

(Ct) 

Neocallimastix Orpinomyces  Ruminococcus 
albus  

Fibrobacter 
succinogenes  

OA1 35,62 26,83 25,95 24,30 28,08 

OA2 30,68 28,97 26,26 19,56 26,77 

OA3 27,18 19,40 27,05 23,36 27,06 

OE4 22,31 21,51 28,39 24,38 26,35 

OE5 87,31 13,58 28,44 24,1 24,41 

OE6 138,56 13,04 28,43 25,99 25,45 

OF7 109 15,09 30,83 32,02 27,76 

OF8 330,62 15,12 26,71 27,94 24,6 

OF9 179 29,78 28,3 27,47 25,17 

OT0 40 22,13 26,53 24,22 24,295 

OT11 35,25 24,45 28,71 20,01 30,55 

OT12 25,87 25,67 25,87 24,1 23,11 

OP13 40,81 25,37 26,25 24,45 23,05 

OP14 121,06 20,23 26,19 25,08 23,79 

OD15 31,50 19,77 28,63 27,49 26,9 

OD16 60,25 24,3 27,35 28,29 26,48 

 

 

 Neocallimastix probu ile 

Neocallimastix 

Neocallimastix  

 Orpinomyces -PZR 

 

Orpinomyces . 
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Ruminococcus albus 

 

Ruminococcus albus  

 Fibrobacter succinogenes 13 ve OP14 

 

2 iplex RT-PZR  
 

kodu 
DNA 
konsantrasyonu 

 

(Ct) 

Neocallimastix Orpinomyces  Ruminococcus 
albus  

Fibrobacter 
succinogenes  

KA1 25,62 29,9 30,17 26,31 28,06 

KA2 28,62 29,13 28,94 24,04 27,26 

KA3 34,12 29,99 30 25,96 31,40 

KE4 66,37 16,93 25,50 23,05 24,82 

KE5 15,56 24,4 26,09 24,09 24,76 

KE6 60,5 23,13 29,67 23,58 27,2 

KF7 14,25 23,33 31,01 28,33 27,07 

KF8 7,18 31,2 33,65 28,61 28,38 

KF9 25,56 28,8 27,12 24,15 25,88 

KT10 187,37 25,82 28,53 24,28 25,7 

KT11 221,06 26,19 28,13 24,97 24,025 

KT12 156,62 26,24 26,48 23,79 21,72 

KP13 73,18 25,31 25,91 22,97 22,89 

KP14 177,81 27,18 28,05 24,32 22,41 

KD15 65,75 26,47 29,72 22,18 24,78 

KD16 66,37 28,61 27,38 24,95 31,43 
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  Neocallimastix 

bul

 

Orpinomyces 

Orpinomyces  

Ruminococcus albus -PZR 

Ruminococcus albus 

 

Fibrobacter 

succinogenes bulunan 

-

 

 

-PZR 
 :Neocallimastix. : Orpinomyces. :R. albus

F.succinogenes) 
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Neocallimastix probu multiplex RT-PZR 

Orpinomyces mplifikasyonda en az 

 

Neocallimastix, F. succinogenes ve R albus R. albus ile F. 

succinogenes 

  

 

2 -PZR 
DNA kons. : Neocallimastix. : Orpinomyces. : R. albus. : F. 

succinogenes). 

  

Neocallimastix probu genel olarak en erken 
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-PZR 
 : Neocallimastix. : Orpinomyces. : R. albus. F. 

succinogenes). 

Ruminococcus albus probu genel olarak 

 . 

Orpinomyces 

Ruminococcus 

albus 

 

4.4.1  

mak tam olarak 

n bir MPN 

DNA 
konsantrasyonu 

Ct 
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 (Dehority ve Orpin, 1997). 

 (Denman ve McSweeney., 2006). 

 

Orpinomyces spp

 Denman ve McSweeney., 

(2006) s elirterek, 

-1 i, fungal 

. 

Sadece monosentrik 

10 mg mL-1  

20 mg mL-1  

Polisentrik ve monosen

 5.9 

azotlu anaerobik funguslara benzerdir (Faichney ve ark., 1997). Genel fungus primer 

Spizellomycetales (Bowman ve ark., 1992) 

anaerobik fungal-



118 
 
 
 
 

chytrid fungusla  genellikle topraktan bulunur, k  

 Webster, 

k  rumende nin, toplam fungus 

biyok 8'ini olu  Joblin, 1988). Bu 

us 
3-107 mL-1 

1990; Orpin ve Joblin, 1997). Ot diyetiyle beslenen koyunlarda, Faichney ve ark. (1997), 

ekilde hesaplamak 

rDNA'

4).  

Ruminococcus 

flavefaciens ve Fibrobacter succinogenes'

ni 

 Her iki F. succinogenes ve R. flavefaciens 

profillerinin 

F. s

oldu

F. succinogenes'in R. flavefaciens'den 2 log10 dah

  R. flavefaciens F. succinogenes'in mevcut 

manda 

Anaerobik fungal real-time PZR 
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 ., 2005). 

besin 

en 

 olarak temsil edebilir (Zoetendal ve ark., 2004).  

bir kombinas rumenden izole edilebilir ve karakterize edilebilir (Lee ve 

Ruminococcus albus yonik asit gibi s

gereksinimlerine sahip olabilir 

Stewart ), plaka 

-

tekn

 (Kocherginskaya ve ark., 2001; Koike ve ark., 2003a; Shin 

PZR 

(k

da ruminal 

(Tajima ve ark., 1999; Tajima ve ark., 2000; Tajima ve ark., 2001; Kocherginskaya ve ark., 

i bakterileri veya rumen 
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PZR-

kl

(Ghali ve ark., 2004). Bununla birlikte, 

ve Yu, 2006). Bilinen izolatlara g

karak

ilgili zorlukla

yedi Entodinium t

 (Dehority, 1994). Bu nedenle, morfoloji ve fenotipleri kullanarak 

-

time PZR 

PZR  (Karnati ve ark., 2003; 

Sylvester ve ark., 2005 - spesifik bir primer (P-SSU-342f) 

- PZR 

Entodinium 

bulunabilmektedir

a bi , 2004), 18S rDNA dizileri esasen Entodinium 

-99 

Entodinium 

bildirilmektedir. PZR-  



121 
 
 
 
 

(Regensbogenova ve ark., 2004; Sylvester ve ark., 2005) ve duodenum profillerinde de 

Sylvester ve ark., 2004). Protozoa- PZR-

PZR ile yeniden amplifikasyonu ve 

 

4.5. Prokaryotik ve Protozoal 

 

kadar mikrobiyologlar 

 (Dehority, 2003). 

/

ekolo  (Tajima 

ve ark, 1999). 

(Chan ve Dehority, 1999; Rychlik ve Russell, 2002). Bu inhibit

(Cookson ve ark, 2004; Kalmokoff ve ark, 2003; Chen ve ark., 2004), mikrobiyal ekoloji 

i in vivo 

(Dehority, 1998; Nsabimana ve ark

 

K

ve ark

iziz) 

(Firkins ve Yu., 2006). 
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Tez 

ler (FAB) ile 

. 

Van Soest, 1994

ve ark

 , 1999; Kocherginskaya 

ve ark, 2001; Michalet-Doreau ve ark, 2001; Koike ve ark

 

 ve ark

ve ark, 2004). 

Dehority (2003),  
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yet

Krause ve ark, 

deksr

benzerlikler ve 

her 

emlerinden 

(Dehority ve ark.

ark., 1989; McBride ve ark., 2003).  

kemotaksis nedeniyle bakterilerden daha  

 ventral rumene veya retikuluma (Dehority, 2003) 

 

nal 

r biyoloji 

 

PZR

 PZR 

 RT-PZR 
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. 

F. succinogenes   (Kobayashi ve ark., 2008). 16S 

PZR 

 

. 

 Ouwerkerk ve ark. (2002), ise Megasphaera 

elsdenii PZR  

M. elsdenii 

 

M. elsdenii YE34 ve B. fibrisolvens PZR 

 M. elsdenii takviyesinin, 

 

PZR arak 

ler 

ve ark., 2009). 

4.6  

 

Neocallimastix spp. 

oranlar

ksilan ve KMSaz 
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) 

Ksilan ve KMSaz litrede 5 mg/ml, 2,5 mg/ml 

1,5 mg/ml, 1 mg/ml, 0,5 mg/ml konsantrasyonlardaki  

enzimlerin aktivitelerine 

 mg/ml konsantrasyonunda  

 
.  Enzim aktiv KMSaz 5 mg/ml) 

 
 

 
.  5 mg/ml) 

o

45 dk. k
 o  -18). 
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3. 
enzim aktiviteleri Neocallimastix 

  

                                

 Toplam aktivite Spesifik aktivite Toplam aktivite Spesifik aktivite 

3 

5 

 

 

 

 

 

 

 

 

7 

9 

 

 

 

 

 

 

 

 

ise 7. 

3. g

   

14
enzim aktiviteleri Neocallimastix 

  

 

 Toplam aktivite Spesifik aktivite Toplam aktivite Spesifik aktivite 

3 

5 

 

 

 

 

 

 

 

 

7 

9 

 

 

 

 

 

 

 

 

enzim aktivitesi 5. 
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15
fungus enzim aktiviteleri Neocallimastix 

  

                                

 Toplam aktivite Spesifik aktivite Toplam aktivite Spesifik aktivite 

3 

5 

 

 

 

 

 

 

 

 

7 

9 
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6. 
enzim aktiviteleri Neocallimastix 

KMSaz aktivitesinin belirlenmesi   

                                

 Toplam aktivite Spesifik aktivite Toplam aktivite Spesifik aktivite 

3 

5 

 

 

 

 

 

 

 

 

7 

9 

 

 

 

 

 

 

 

 

KMSaz 

 

 

17
enzim aktiviteleri Neocallimastix sp. 

KMSaz aktivitesinin belirlenmesi   

                                

 Toplam aktivite Spesifik aktivite Toplam aktivite Spesifik aktivite 

3 

5 

 

 

 

 

 

 

 

 

7 

9 
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ak  

18
fungus enzim aktiviteleri Neocallimastix plam 

KMSaz aktivitesinin belirlenmesi   

                                

 Toplam aktivite Spesifik aktivite Toplam aktivite Spesifik aktivite 

3 

5 

0,42 0,019 

0,68 0,03 

7,60 2,24 

5,19 1,7 

 

 

 

 

7 

9 

0,20 0,11 

0,097 0,02 

2,08 1,06 

1,19 0,44 

 

 

 

 

 

KMSaz 

 

11,71 ile e e 7. g

 

 

50 o

ve ark., 1989; Chen ve ark., 1994; Ye ve ark., 2001). 

 

(Mountfort ve Asher, 1985; Lowe ve ark., 1987c; Borneman ve ark., 1989; Barichievich ve 

Calza, 1990; Chen ve ark., 1994; Ye ve ark., 2001). 

N. patriciarum S. bovis

E. coli  Bu 

 Enzim 
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131 
 
 
 
 

5.  

Real-Time PZR -

PZR n 

 

PZR 

 

Neocallimastix m Orpinomyces 

 Neocallimastix 

 Fibrobacter succinogenes 

 

n 

da 

so -PZR 

mik i  

hayvan besleme
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