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Ozet: Bu caligma, Tiirkiye'nin Tunceli ilindeki at diskilarmdan anaerobik gut fun-
guslarmin (AGF) izolasyonu, karakterizasyonu ve enzim 6zelliklerine odaklanmak-
tadir. At disgkisindan Piromyces cinsine ait iki izolat MUBAM_F1 ve MUBAM_F2,
morfolojik ve molekiiler teknikler kullanilarak izole edilmis ve kismen
tanmimlanmugtir. ITS bolgesinin Blast analizi, her iki izolatinda Piromyces cinsi iger-
isinde bir tiir oldugu dogrulamustir (sirasiyla %98.24 ve %98.87 benzerlik). Enzimatik
analizler, her iki izolat i¢in de 6nemli ksilanaz ve karboksimetil seliilaz aktivitesinin
oldugunu gostermistir. MUBAM F1, toplam 47.13+0.10 umol/dak/ml (spesifik ak-
tivite: 2153.93 pmol/dak/mg protein) ksilanaz aktivitesi gosterirken, toplam 35.56
pmol/dak/ml (spesifik aktivite: 1626.52 pmol/dak/mg protein) karboksimetil seliilaz
aktivitesi gostermistir. MUBAM_F2, 57.534+0.08 pmol/dak/ml'de daha yiiksek top-
lam ksilanaz aktivitesi gostermis (spesifik aktivite: 2630.11 pumol/dak/mg protein)
ancak 23.93+1.41 pmol/dak/ml'de daha diisiik karboksimetil seliillaz aktivitesine
(spesifik aktivite: 1098.66 pmol/dak/mg protein) sahip oldugu belirlenmistir.
Calismada elde edilen veriler, Piromyces sp. MUBAM_F1 ve MUBAM_F2'nin ksi-
lanaz ve karboksimetil seliilaz enzimlerinin umut vadeden kaynaklari oldugunu
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Anaerobik gut funguslar; piromyces sp.; at; ksilanaz ve kar-
boksimetil seliilaz

Fibrolytic Activity and Molecular ldentification of Anaerobic Gut Fungi
(Piromyces spp.) in Pure Culture Samples, Isolated from Local Horse

Faeces of Tunceli

Abstract: This study focuses on the isolation, characterization, and enzyme proper-
ties of anaerobic gut fungi (AGF) isolated from horse feces in Tunceli province,
Turkiye. Two Piromyces strains, MUBAM_F1 and MUBAM _F2, isolated from horse
feces were identified using morphological and molecular techniques. Blast analysis of
the ITS region confirmed that both isolates are belong to the genus Piromyces
(98.24% and 98.87% similarity, respectively). Enzymatic analyses showed significant
xylanase and carboxymethyl cellulase activities for both isolates. MUBAM_F1
showed total xylanase activity of 47.13+0.10 umol/min/ml (specific activity: 2153.93
pmol/min/mg protein) while total carboxymethyl cellulase activity of 35.56
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pmol/min/ml (specific activity: 1626.52 pmol/min/mg protein). MUBAM_F2 was
determined to have higher total xylanase activity at 57.53+0.08 pmol/min/ml (specific
activity: 2630.11 pmol/min/mg protein) but lower carboxymethyl cellulase activity at
23.93£1.41 pmol/min/ml (specific activity: 1098.66 pmol/min/mg protein). The data
obtained in the study indicate that Piromyces sp. MUBAM_F1 and MUBAM_F2 are
promising sources of xylanase and carboxymethyl cellulase enzymes.

Keywords: Anaerobic gut fungi; piromyces sp.; horse, xylanase and carboxymethyl
cellulase

1. Giris

Herbivor canlilar arasinda ruminant ve ruminant olmayan bir¢ok hayvan bulunmaktadir. Bu her-
bivor canlilarin sindirim kanali1 da anatomik olarak farkliliklar gdstermektedir. Ruminant hayvanlarin
mideleri dort bolimden olugmakta iken diger hayvanlarin mideleri tek bdlmeden olugmaktadir [1].
Herbivorlar bitkisel besin tiiketimi agiz, dsafagus, mide, ince bagirsak ve kalin bagirsak seklinde bir
sindirim kanal1 yolu izlemekte ve agiz kismiin bitkisel iirlinlerin mekanik olarak ilk sindirim yeri
olduklar1 giiglii az1 disleri sayesinde sindirimin ilk basamagii gergeklestirmektedir [2]. Atlar,
mikrobiyal fermantasyon yoluyla bitki yapisal polisakkaritlerinden enerji ve besin elde etmelerini
saglayan genislemis arka bagirsak adaptasyonuyla, otlak ortamlarinda serbest dolagan otcullar olarak
evrimlesmistir. Arka bagirsak (hindgut); birlikte sindirim kanali hacminin {igte ikisini olusturan iki ana
fermentatif odadan, ¢ekum ve kolondan olusur. Arka bagirsagin toplam kapasitesi 200 L'nin
iizerindedir [3] ve diyet parcaciklarinin ortalama gegis siiresinin (23-48 saat) %75'ini olusturur [4].
Arka bagirsak bakterilere, anaerobik funguslara, metanojenik arkelere ve protozoalara ev sahipligi
yapar. Bunlardan anaerobik funguslar (Neocallimastigomycetes), eksiksiz ve ¢ok etkili bitki hiicre
duvar1 bozunma enzim setleri sayesinde bitki liflerini parcalama agisindan en giiglii olanlardir [5-7].
Atin arka bagirsaginda dogumdan [8] sonraki birkag¢ hafta i¢inde bulunmalarina ragmen, anaerobik
funguslara iligkin mevcut bilgilerin neredeyse tamami ruminant hayvanlara dayali ¢alismalardan elde
edilmektedir.

Anaerobik funguslarin 20 cinsi, filamentli monosentrik (Neocallimastix, Piromyces, Oontomyces,
Buwchfawromyces, Ghazallomyces, Aklioshbomyces, Agriosmyces, Capellomyces, Joblinomyces,
Khoyollomyces, Tahromyces, Aestipascumyces, Paucimyces), filamentli polisentrik (Orpinomyces,
Anaeromyces ve Pecoramyces) ve soganli (Caecomyces ve Cyllamyces) miselyum igerenler de dahil
olmak iizere, yetistirilen temsilcilere dayanarak gegerli bir sekilde tanimlanmigtir [5,9], yakin zamanda
yeni monosentrik cins Feramyces [10] ve Liebetanzomyces [11] ile genisletilmistir. Bununla birlikte,
bu cinsler, Neocallimastigomycetes i¢indeki potansiyel olarak yeni, heniiz kiiltiirlenmemis kugaklara
ait olan veri tabanlarindaki ¢ok sayida ve giderek artan sayida kopyalanmis Internal Transcribed
Spacer (ITS1) bolge 1 dizilerinin gdsterdigi gibi anaerobik fungus ¢esitliliginin yalnizca bir kismim
temsil etmektedir. Anaerobik Gut Fungus (AGF)’larin filogenetik analizi yapilirken en fazla kullanilan
dizilim metodudur. ITS bolgesi korunakli olmakla beraber AGF’lar arasindaki farkliliklar1 bu bolge
iizerindeki galigmalarin dnemini artirmistir. ITS bdlgesi i¢in her canliya ait 6zel primer tasarlanmaya
gerek olmamasi ve kromozomal kiitliphaneye gerek duyulmamasi da bu bolgenin tercih edilmesinde

onemli bir etkendir. Yetistirilen anaerobik fungus cinsleri, at 6rneklerinde sinirli olarak bulunmustur
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(Caecomyces'in %4-12'si, Neocallimastix'in %2'si, Piromyces'in %0.3"4, Anaeromyces'in %0.1-0.3'%).
Bu sonuglar, atlarin sindirim sisteminin biiylik 6l¢iide yeni, heniiz kiiltiire edilmemis anaerobik fun-
guslar tarafindan isgal edildigini ve bunlarin daha 6nce 6n bagirsak otcullarindan tanimlananlardan
farkli oldugunu gostermektedir. Piromyces, otgullarin sindirim kanallarinda bulunan anaerobik gut
funguslarin bir cinsidir. AGF’lar, ruminant hayvanlarin bitki materyallerinin sindirmesinde katkida
bulunurlar [12]. Simdiye kadar Piromyces fizerine yapilan arastirmalarin birgogu tiir tanimlama,
metabolik yollar1 ve enzim aktivitelerini kapsamaktadir. Piromyces mae ve Piromyces dumbonica,
sirastyla sporangium tizerindeki papilla benzeri yapilar ve C seklinde uzun bir sirkumflagellar halka
gibi benzersiz morfolojik 6zelliklerle ayirt edilen ilk tanimlanan tiirler olarak ortaya ¢ikmaktadir [13].
Sahra esseklerinin kurtulmus digkisindan izole edilen bagka bir tiir olan Piromyces rhizinflata, morfol-
ojik ve ultra yapisal 6zellikleri bakimindan farklilik gdsteren bir tiirdiir [14]. Atlarin kor bagirsagindan
izole edilen ve digerlerinden belirgin morfolojik ve metabolik &zelliklere sahip yeni bir anaerobik
mantar olan Piromyces citronii’dir [15]. Piromyces polycephalus, ayirt edici kiiresel ila oval bazal
govdesi ve ¢cok sporangiath sporangiyumlariyla karakterize edilen bir diger yeni tilirdiir [16,17]. Atlarmn
anaerobik gut fungus ¢esitliliginin molekiiler bazli analizi (ITS1 bazl klon kiitiiphaneleri) digki nu-
muneleri iizerinde gerceklestirilmistir [18]. Ancak hala, at gibi tek toynakli otoburlarda tanimlanmasi
gereken birgok AGF bulunmaktadir. Ayrica Piromyces tiirlerinin metabolik ve enzimatik yetenekleri,
konakgilarinin sindirim siireglerindeki dnemlerini ve biyoteknolojideki potansiyelleri hakkinda eksik
bilgiler bulunmaktadir. Yukarida belirtilen durumlar géz oniine alindiginda at gibi tek toynakli (Pe-
rissodactyla) otoburlardan izole edilen AGF’lar hakkindaki bilgiler ¢cok azdir. Bu agidan bu ¢aligmada
Tunceli bolgesindeki ¢iftliklerde bulunan at diski 6rneklerinden AGF izolasyonu yapilarak morfolojik,

molekiiler tanimlanmasi ve fibrolitik 6zelliklerinin arastirilmasi amaglanmaistir.

2. Materyal ve Metod
2.1. Diski 6rneklerinin toplanmasi

Diski 6rnekleri, Tunceli bolgesinde bulunan halk elinde yilik hayvan olarak kullanilan atlardan
(10 farkli 6rnek) alinmigtir. Yaklagik 20 gram taze digski 6rnekleri toplanmistir. Numuneler etiketli
plastik kaplara yerlestirilerek laboratuvara nakledilmis ve izolasyona tabi tutulmustur. Kullanilmayan

ornekler tekrar kullanilmak {izere -20 °C’de muhafaza edilmistir.

2.2. Anaerobik besi ortaminin hazirlanmasi

Anaerobik fungus ortami daha dnceden tarif edildigi gibi (150 ml/L rumen sivisi, 6 g/L NaHCOs,
2,5 g/L yeast extract, 10 g/L pepton, 1 g/L L-sistein hidrokloriir ve 1 mg/L resazurin, 150 ml/L) min-
eral cozeltisi I. %0,3 K,HPO,, 150 ml/L mineral ¢6zeltisi II: %0,3 KH,PO,, %0,6 NaCl, %0,6
(NH4),SO4, %0,06 CaCl, ve %0,06 MgSO,) tamamen oksijensiz formda hazirlanmistir [52] . Anaero-
bik besi yeri Hungate tiipleri (16 x 125 mm, Bellco Glass Inc., Vineland, NJ. U.S.A.) igerisine son
konsantrasyon 5 mg/ml olacak sekilde enerji kaynag1 (glikoz, seliiloz, ksilan ve bugday samani) ko-
yulmast ile elde edilmistir. Samanli besi ortami1 121 °C’de 15 dk, glikozlu besi ortami ise 110 °C’de 10
dk otoklav edilmistir [19].
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2.3. Anaerobik fungus izolasyonu, saflastirmasi, alt kiiltiire almasi ve morfolojik tanimlanmasi
Toplanan digki 6rneklerinden AGF izolasyonu igin anaerobik teknikler kullanilarak 39°C'lik
inkiibasyon sicakligi saglanmistir. Besi ortamlarinda bakteriyel kontaminasyonun oniine ge¢mek
amaciyla antibiyotik karigimi (kloramfenikol: 100 pg/ml, ampisilin: 100 pg/ml, streptomisin: 140
pg/ml, eritromisin: 200 pg/ml) kullamlmistir. Izolasyon Theodorou ve ark.'min [20] seyreltme yont-
emine gore yapilmistir. Bu yonteme gore 10 g diski 6rnegi anaerobik ortamda 100 ml bazal siv1 be-
siyerinde eritilerek 10™, 10?, 10, 10, 10°, 10 da seyreltmeler yapilmis ve i¢lerinde bugday bulunan
Hungate tiiplerine aktarilmistir ve inkiibatérde 39°C'de 3-20 giin inkubasyona birakilmistir. Ureme
goriilen kiiltirler, Hungate ydontemi esas alinarak Joblin'in "Roll Tube" ydntemi kullanilarak
saflagtirilmigtir. Bu saflastirma iglemi her numune icin ili¢ kez tekrarlanmistir. Cins diizeyinde
saflagtirmasi tamamlanan AGF'nin tanimlanmasi i¢in drneklerin koloni morfolojileri ile siv1 ve kati
ortamdaki farkliliklar1 morfolojik olarak incelenmistir. Saflagtirilmis olan anaerobik funguslarin cins
diizeyinde tanimlanmas1 Leica 151k mikroskobu altinda yapilmistir.  Anaerobik funguslarin morfolo-
jik tanimlanmasi1 Comlekgioglu ve ark., [21] ve Bhagat ve ark., [22] gore yapilmigtir. Tanimlanan
ornekler gerek ilerdeki caligmalar gerekse caligmada kullanilmak iizere uzun siireli stoklama igin,
saflagtirilan kiiltiirler, enerji kaynagi olarak bugday samani iceren Hungate tiiplerine aktarilmigtir.
Yeterli miktarda iireme gdsteren kiiltiirlerden samanda ¢imlenen anaerobik funguslar pipetle birlikte
alinarak anaerobik kosullar altinda steril cryovial tiiplere aktarilmigtir. Bu tiiplere 1 ml %15 (h/h) glis-
erol eklenmigtir. Karyoviyallerin kapaklar kapatildiktan sonra 6nce -20°C'de dondurulmus sonrasinda

ise s1v1 nitrojen igerisine konularak uzun siireli stoklar olusturulmustur.

2.4. DNA Ekstraksiyonu

DNA, iireticinin talimatlarina gore QIAamp DNA Tabure Mini Kiti (Qiagen, Hilden, Almanya)
kullanilarak saf AGF Kkiiltiirlerindeki hiicre kisimlarindan ¢ikarildi. Ekstraksiyondan once, her nu-
munenin 200 mgh lizis tamponunda homojenize edildi ve 6zellikle mantar hiicre duvarlar i¢in tam
hiicre lizisi saglamak amaciyla boncuk dévme teknigi kullanilarak mekanik pargalanmaya tabi tutuldu
[23]. Ekstrakte edilen DNA'min varligi ve konsantrasyonu agar jel elektroforezi ve bir NanoDrop
spektrofotometresi (Thermo Scientific, Wilmington, ABD) ile dogrulanmustir.

2.5. AGF ITS bdélgesi Amplifikasyonu ve Molekiiler tanimlamasi

AGF ITS bolgesi, fungus Omneklerinin molekiiler olarak belirlemek ic¢in polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) amplifikasyonu kullanilmigtir. Amplifikasyon igin kullanilan primerler, anaerobik
mantarlarin ribozomal DNA'sin1 hedeflemek iizere 6zel olarak tasarlanmis olan daha onceki ¢alisma
[24] baz alinarak kullanilmistir (Tablo 1). Bu primerler, 6zgiilliikleri nedeniyle mantar ITS bolgesi
amplifikasyonu i¢in kullanigh primerlerdir. PZR reaksiyonlari, 20 pL. PZR Master Mix (Thermo Sci-
entific), her primerden 1 pL (10 uM), 1 pL sablon DNA ve 18 pL niikleaz igermeyen su igeren 40 pL
reaksiyon karisiminda gergeklestirilmistir. PZR dongii kosullart: 94°C'de 5 dakika boyunca ilk dena-
tirasyon adimi, ardindan 94°C'de 30 saniye boyunca 35 denatiirasyon dongiisii, 58°C'de 30 saniye
boyunca yapigsma ve 72°C'de 1 dakika uzatma, son olarak 72°C'de 10 dakika uzatma adimi. Tiim PZR
reaksiyonlar1 bir Bio-Rad termal dongii cihazi (Bio-Rad, Hercules, ABD) kullanilarak
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gergeklestirilmistir. Her PZR numune 6rnegi iki kez tekrarlandi ve daha sonra amplifikasyon 6rnekleri

agaroz jel elektroforezi ile dogrulandi.

Tablo 1. Anaerobik gut funguslardaki ITS bolgesinin PZR amplifikasyonunda kullanilmis olan pri-

merler
Primer adi  Primer dizisi (5°...3%) Tm (°C) Uzunluk Kaynak
ITS F 5-CTA CCG ATT GAATGG CTT AGT G-3 58 ~830 bp [24]
ITS R 5-AGT TCA GCG GGT ACT CTT ATC TG-3 58

2.6. AGF ITS bolgelerinin Dizilenmesi ve Filogenetik Analizi

Izole edilen ve morfolojik tanimlamalar1 gergeklestirilen AGF drneklerinin PCR amplifikasyon-
lari, ileri ve geri primerleri (Tablo 1) kullanilarak her iki yonde dizilendi. Dizileme reaksiyonlari
BigDye® Terminator v3.1 Dongii Dizileme Kiti (Applied Biosystems, Foster City, ABD) kullanilarak
gergeklestirildi ve bir ABI PRISM 3130 Genetik Analiz Cihazi (Applied Biosystems) iizerinde analiz
edilmistir. Elde edilen diziler, Clone Manager 10 ve Chromas yazilimi kullanilarak elle diizenlendi ve
birlestirildi. Taksonomik tanimlama igin, ITS dizileri Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
kullanilarak GenBank veritabaniyla karsilagtirilmistir. %97'den fazla benzerlige sahip diziler bilinen
tiirler olarak kabul edilmistir.

2.7. Filogenetik analizler

Anaerobik gut funguslar arasindaki evrimsel iligkileri aragtirmak i¢in, ITS dizileri kullanilarak
bir filogenetik agac¢ olusturulmustur. Coklu dizi hizalamas1 MUSCLE algoritmasi kullanilarak olustu-
rulmus ve filogenetik analiz, MEGA'da (slirim 6.0) uygulanan maksimum olasilik ydntemi
kullanilarak gerceklestirilmistir [25, 26]. Dallar igin istatistiksel destegi degerlendirmek amaciyla 1000

tekrarla onyilikleme analizi gergeklestirilmistir.

2.8. Attan izole Edilen AGF’larin Enzim Aktiviteleri

Izole edilen, tiim Piromyces spp. samanli, seliiloz ve ksilan iizerinde yetistirildikten sonar ksi-
lanaz ve seliilaz aktiviteleri belirlendi. Daha 6nceki galismalarda [27,28] belirtildigi gibi, DNS yont-
emi [29] kullanilarak hiicre 6rneklerinin, ksilanaz ve seliilaz aktivitelerinin optimum pH ve sicaklik
degerleri hesaplanmistir. Tiim enzim analizleri iki tekrar ve Ui¢ paralel ile gerceklestirilmistir. Enzim

aktivitesi birimi 1 dakikada elde edilen 1 pmol indirgenmis seker olarak kabul edilmistir.

2.9. Protein Tahmin Yontemi
Enzim preparatlarinin protein konsantrasyonlari, sigir serum albiimini (10, 25, 50, 75, 100, 250,
500, 750 ve 1000 mg/ml) iceren ticari bir protein analiz kiti (Favorgen Biotech. Corp.) kullanilarak

belirlenmis ve 595 nm'de spektrofotometrik olarak okunmustur.

2.10. istatistiksel Analiz
Deneyde kullanilan tiim islemler {i¢ tekrarli olarak yapilmis olup, sonuglar ortalama+tstandart

sapma olarak verilmistir.
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3. Bulgular ve Tartisma

3.1. Anaerobik gut funguslarin izolasyonu, Morfolojik ve Filogenik dzellikleri

Tunceli ilindeki ¢ift¢ilerdeki yiik hayvani olarak kullanilan 10 farkl at digkist 6rneginden sadece
2 adet AGF izolasyonu yapilmistir. MUBAM F1 ve MUBAM_F2 seklinde adlandirilan AGF 6rnekle-
ri stoklanmig ve saflagtirma islemi gergeklestirilmigtir. Anaerobik mantarlar (Neocallimastigomycota)
atlarin arka bagirsaginda yaygin olarak bulunsa da [30], diskilarindan izolasyon sinirl sayida olmustur
[31,32]. Morfolojik tamimlama, anaerobik gut funguslarimin cins diizeyinde belirlenmesinde kullanila-
bilecek bir yontemdir. At midesinden izole edilen AGF'nin morfolojik tanimlamasi cins diizeyinde
tanimlama anahtarlar kullanilarak yapilmistir [21,22]. Atlarin digski 6rneklerinden izole edilen her bir
fungusun farkli caplarda oldugu ve ¢ok hizli cogaldig1 belirlenmistir. Onceki ¢alismalar atlardan izole
edilen Piromyces spp. 6rneklerinin 15 giinden daha kisa, ¢cok daha hizli bir biiyiime oranina sahip ol-
dugunu da gostermistir [33]. AGF izolatlarinin (Munzur Universitesi Biyoteknoloji Arastirma Merkezi
Funguslari: MUBAM_F1 ve MUBAM_F2) 39°C'de anaerobik siv1 besiyerinde bir ay ekimden sonraki
mikroskobik morfolojileri Sekil 1'de gdsterilmektedir. Sonuglar, izole edilen iki farkli AGFnin benzer
morfolojilere de sahip oldugu goriilmiistiir (Sekil 1). Saflagtirilmis koloni 6rneklerini daha ayrintili
olarak tanimlamak icin floresans mikroskop (Leica floresans mikroskobu) kullanilmistir. Zoosprolari-
nin tek kamgili, vejetatif formlarinin filamentli rizomiselyumlari oldugu goriilmiistiir (Sekil 1A-B).
Piromyces, monoflagelle zoosporlara ve filamentli rizoit sistemine sahip monosentrik bir mantardir
[34]. Bu morfolojik 6zellikler, 1990'larda ITS1 dizi verilerinin filogenetik analizine dayanarak cinsin
polifiletik oldugu bildirilmesine ragmen, cinsin tanimlayici bir 6zelligi olarak kabul edilir. Benzer
ozelliklere sahip 2015°ten beri yeni fungus cinsleri olan Buwchfawromyces, Oontomyces, Pecoramy-
ces, Liebetanzomyces, Agriosomyces, Aklioshbomyces, Capellomyces, Joblinomyces, Khoyollomyces
ve Tahromyces [35,36] tanimlanmis olmasi morfolojik 6zellikleri lizerinden tanimlama yapilirken
dikkatli olunmasimi gerektirmektedir. Mikroskobik olarak, Piromyces cinsindeki tiirler cogunlukla tek
kameili zoosporlar iiretir (Sekill A), ancak ara sira iki kamgili zoosporlar da iiretebilirler. Piromy-
ces, hem endojen hem de ekzojen (Sekil 1 B) sporangiyumlara sahip monosentrik bir tallusa sahiptir
[34]. Bahsi gecen morfolojik 6zellikler MUBAM_F1 ve MUBAM_F2 6rneklerinde de goriilmiistiir.

A B .
s o Sporganium
Kamgi

Zoospor\

/

" Filargentli bir rizomiselyum

.
Sekil 1. Bugday samani tizerinde kiiltiire edilmis filamentli bir rizomiselyuma sahip monosentrik ~ anaerobik

bir mantarin 151k mikroskobu goriintiisii (A: Zoospor, B: Gelismekte olan AGF).
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Calisma sonunda izole edilen ve morfolojik olarak tanimlanmasi yapilan AGF 6rneklerinin DNA
izolasyonu basart ile yapilmis ve ITS bdlgesine ait primerler kullanilarak yaklasik 830 b¢ uzunlugunda
bir bolge elde edilerek DNA dizileme islemi yapilmistir. Molekiiler tanimlama ve filogenetik analizler
icin ham veriler diizelenmis ve NCBI-BLAST analizi yapilmistir. MUBAM_F1 ve MUBAM _F2 sus-
larinin ITS bolgelerine ait BLAST analiz sonuglari siraliyla, %98.24 (Ac. No. MT085685.1)
ve %98.87 (Ac. No. MT085679.1) oraninda Piromyces sp. oldugu belirlenmistir. NCBI veri banka-
sindaki daha 6nceki ITS bolgeleri kullanilarak elde edilen filogenetik agacta ¢alismada izole edilen
AGF’larin Piromyces cinsi igerisinde oldugunu agikca gostermektedir (Sekil 2). Baska bir ifadeyle her
iki izolatta yiiksek destek degerleri gostererek, monofiletik gruplardan olusan en azindan cins diize-
yinde daha once tanimlanmis AGF cinsleri igerisinde kendilerine yer bulmuslardir (Sekil 2). At’lar
tizerine yapilan daha onceki caligmalarda bu ¢alismay1 dolayisiyla at diskisindan Piromyces sp. drnek-
lerinin izole edilmesini destekler niteliktedir. Bugiine kadar at bagirsagindan en az alti cins izole edil-
mis ve tanimlanmustir.
ces, Orpinomyces , Neocallimastix , Anaeromyces , Caecomyces ve Khoyollomyces) [15,37]. Ayrica
yeni nesil dizileme teknolojilerinin gelistirilmesiyle birlikte, yeni birka¢ tiiriin varlig1 ortaya cikar-
tilmig ancak tanimlanmasi yapilmamistir [38]. Hess ve ark. [39] tarafindan simdiye kadar belirlenen

AGF genom verileri degerlendirilerek yapilan bir ¢alismada, atlarda yaygin olarak Piromyces fin-

Agriosomyces
Aestipascuomyces
I H Joblinomyces

‘ Neocallimastix
1 4,—{ Ghazallomyces
‘ Orpinomyces
——
‘ Feramyces
[ ’—4 Tahromyces
| ‘ Buwchfawromyces
‘ Liebetanzomyces
Anaeromyces
< Capellomyces

JEE— "MT085684 Piromyces sp. isolate’
‘MT085688 Piromyces sp. isolate’
: "MT085682 Piromyces sp. isolate’
‘MUBAM F1'
"MT085683 Piromyces sp. isolate’
‘MUBAM F2'

—— MT085681 Piromyces sp. isolate’
'MT085687 Piromyces sp. isolate’

4< Piromyces

Caecomyces

nis'in [40] bulunabilecegini gostermislerdir.

Pecoramyces

4‘—‘ Cyllamyces
Kyollomyces
Aklioshbomyces

Sekil 2. Filogenetik agac dizileri

Onceki calismalarda belirlenen AGF cinslerindeki tiirlerin ITS bélgelerinin DNA dizileri, bu ¢a-
lismada tanimlanan AGF suglart MUBAM_F1 ve MUBAM_F2'nin ITS dizileriyle birlikte analiz edil-

di. Jukes-Cantor modeli ve maksimum olabilirlik yontemi kullanilarak 1000 onylikleme tekrari ile bir
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filogenetik aga¢ olusturuldu. Bu ¢aligmadan elde edilen ITS dizileri agagta sar1 renkle vurgulanmistir

ve daha once tanimlanan AGF ITS boélgeleriyle benzerlikleri gosterilmistir.

3.2. Tammmlanan Anaerobik gut funguslarin enzimatik potansiyeli

At diskisindan izole edilen Piromyces sp. MUBAM F1 ve MUBAM F2, bitki hiicre duvart po-
lisakkaritlerinin par¢alanmasi i¢in 6nemli enzimlerden olan ksilanaz ve karboksimetil seliilaz aktivite-
leri gostermektedir. Tablo 2°de 6zetlendigi gibi, caligmada elde edilen anaerobik gut fungus izolatlari-
nin dnemli ksilanaz ve karboksimetil seliilaz aktiviteleri sergiledigi goriilmiistiir. Ancak, MUBAM_F1
her iki enzim agisindan daha yiiksek spesifik aktivite sahip oldugu, bunun sonucunda MUBAM_F2'ye
kiyasla birim protein basina daha fazla aktif enzim tirettigini géstermektedir. Bunun sebebi, Piromyces
sp. MUBAM _F1’i tarafindan iiretilen enzimlerin yapisindaki farkliliklar, ifade seviyeleri veya trans-
lasyon sonrast modifikasyonlar gibi faktorlerden olabilir [41]. Piromyces gibi anaerobik gut mantarlar,
karmasik enzim sistemleri nedeniyle lignoseliilozik biyokiitleyi par¢alama konusundaki olaganiistii
yetenekleriyle bilinirler [42,43]. Otgullarin sindirim kanallarindan izole edilen Piromyces tiirleri tize-
rine yapilan galismalarin birgogunda bakteri veya diger fungus tiirleriyle ko-kiiltiir yapilarak elde edi-
len enzim kapasitesini [44], bu calismadaki izolatlar tek baglarmma gdstermistir. MUBAM F1 ve
MUBAM F2 sirasiyla 47,13 umol/dak/ml ve 57,53 pumol/dak/ml toplam ksilanaz aktiviteleri gdster-
mektedir (Tablo 2). Bu degerler benzer mantar suslar1 i¢cin daha 6nce bildirilen araliklardan 6nemli
ol¢lide daha yiiksektir. Bu, izolatlarin at sindirim sistemindeki spesifik adaptasyonlari, susa 6zgii gen
diizenlemesindeki farkliliklari, enzim performansini artiran translasyon sonrasi1 modifikasyonlar nede-
niyle iistiin ksilanaz {iretimi sergiledigi soylenebilir [45]. Yine diger AGF ile yapilan ¢alismalar ince-
lendiginde, koyun rumeninden izole edilen Neocallimastix frontalis'in iki susunda seliilaz tiretiminden
ve sigir rumeninden izole edilen Caecocmyces cinsininde karboksimetil seliilaz (CMCase) ve ksilanaz

aktivitelerinden fazla oldugu goriilmistiir [46,47].

Tablo 2. At diskilarindan izole edilen  Piromyces sp. MUBAM F1 ve MUBAM F2’nin hiicresel
toplam (umol/dak/ml) ve spesifik (umol/dak/mg protein) ksilanaz ve karboksimetil seliilaz aktiviteleri

Ksilanaz Karboksimetil seliilaz
izolasyonlar  Toplam Aktivite Spesifik Aktivite Toplam Aktivite Spesifik Aktivite
2153.93+101. 1626.52+93.1
MUBAM_F1 47.13+0.10 35.56+0.27
97 0
2630.11£134. 1098.66:118.
MUBAM_F2 57.53+0.08 T 23.93+1.41 .

Piromyces MUBAM F1 ve MUBAM F2 orneklerinin ksilanaz ve karboksimetil seliilaz
enzimler i¢in sicaklik ve pH optimum degerleri incelendiginde, her iki izolat da 50°C'de optimum
karboksimetil seliilaz aktivitesi gosterirken, ksilanaz yoniinden MUBAM F1 50 °C'de, MUBAM_F2
ise 40 °C'de optimum aktivite gostermektedir (Sekil 3A ve 3B). Ksilanaz aktivitesi i¢in optimum pH,
MUBAM F1 icin yaklasik 6.0 ve MUBAM_F2’de yaklasik 6.5 olarak belirlenmistir. Karboksimetil
seliilaz aktivitesi i¢in optimum pH her iki sus icin de yaklasik 6.0'dir. Ksilanaz ve karboksimetil
seliilaz i¢cin pH optimumlari izolatlar arasinda bariz bir farklilik goriilmemistir. Bu enzimler i¢in pH
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optimumu 5,5 ile 7,0 arasindadir ve bagirsak ortaminin hafif asidik ila ndtr kosullarini yansitmaktadir
[48]. izolatlarimizin enzim aktivite profilleri atlardaki sindirim sisteminin fizyolojik kosullarina iyi
adapte olduklarin1 dogrular [49]. Ayrica her iki susun pH aktivite profilleri (Sekil 3C ve 3D)
incelendiginde, her iki enzim i¢in de belirgin optimum pH araliklan ile karakteristik ¢an egrileri
gosterdigi goriiliir. Bu bulgular, her izolatin enziminin belirli bagirsak kosullar1 altinda optimum
sekilde islev gorecek sekilde evrimlestigini gostermektedir (49). Piromyces rhizinflata ile yapilan bir
calismada [50] iki farkli seliilaz gen bolgesinin (Cel5B ve Cel6A), optimum aktivite kosullari, CelSB’
icin pH 6,0 ve 50 °C ve Cel6A’ i¢in pH 6,0 ve 37-45 °C olarak belirlemislerdir. Yine baska bir
caligmada Piromyces rhizinflata ait [51] gen boélgesi CelcdN'C’ i¢in optimum aktivite kosullar1 pH 5,5
ve 50°C olarak bulunmustur. Calismada elde edilen veriler, Piromyces spp. MUBAM_F1 ve
MUBAM F2'nin ksilanaz ve karboksimetil seliillaz enzimlerinin umut vadeden kaynaklar1 oldugunu
gostermektedir. Ayrica aktiviteleri ve degisen kosullara uyum saglayabilmeleri géz 6niine alindiginda,
biyokiitle bozunumu, biyoyakit iiretimi ve gida isleme gibi endiistriyel uygulamalar i¢in potansiyel
adaylar haline getirmektedir. Gelecekteki caligmalarda, bu enzimlerin kinetik ozellikleri ve
kararliliklar1 da dahil olmak iizere daha fazla karakterizasyonu, belirli uygulamalarda kullanimlarini

optimize etmek i¢in 6nemli olacaktir.

Ksilanaz —+—MUNBAM_F1 Karboksimetil Seliilaz —+—MUNBAM_F1

100 —m—MUNBAM_F2 100 ~m=MUNBAM_F2

9
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Sekil 3. Piromyces sp. MUBAM_F1 ve MUBAM_F2’ye ait ksilanaz (A) ve karboksimetil seliilaz (B) enzimleri-
nin farkli inkiibasyon sicakliklarinda gosterdigi aktiviteler. Yine ayni funguslara ait ksilanaz (C) ve

karboksimetil seliilaz (D) enzimlerinin farkli pH araliklarindaki aktiviteleri

4. Sonuc ve Tartisma

Sonug olarak, bu calisma, atlardaki anaerobik gut mantar topluluklar1 hakkindaki bilgimize
onemli bir katkida bulunmaktadir. Bulgular, kiiltiirlenmemis AGF tiirlerinin rolleri ve sindirim siire-
cindeki etkileri konusunda daha fazla arastirma yapilmasi gerektigini ortaya koymustur. Piromyces
sp. MUBAM_F1 ve MUBAM_F2'den elde edilen veriler, bilimsel literatiirde bildirilen diger izolatlar-
la karsilastirildiginda daha yiiksek enzimatik 6zellikler sergilemektedir. Calismada atlardan izole edi-
len bu AGF’larin ksilanaz ve seliilaz aktiviteleri daha 6nce tanimlanan Piromyces sp. suslarindan daha

yiiksek aktiviteye sahip olmasi, biyoteknolojik uygulamalar i¢in potansiyelini vurgulamaktadir. Gele-
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cekteki genomik ve proteomik analizler, bu yiiksek enzimatik aktivitenin altinda yatan mekanizmalar1

ortaya cikarabilir ve bunun bir sonucu olarak endiistriyel kullanilmalarinin 6niinii acabilir.

Cikar Catismasi
Yazar bu makaleyle ilgili herhangi bir ¢ikar ¢atismasi olmadigini bildirir.

Arastirma ve Yayin Etigi Beyam

Yazar bu ¢alismanin arastirma ve yayin etigine uygun oldugunu beyan eder.
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