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OZET

Rumen funguslar1 ruminant canlilarin sindirim sisteminde yayilis gdsteren dkaryot domain
(alan) grubuna ait mikroorganizmalardir. Bu mikroorganizmalar lignoseliilolitik-fibrolotik
enzim gruplarina sahiptirler. Sahip olduklar1 bu enzimler giiniimiizde karbonhidrat aktif
enzim (CAZyme) ailesine {iye olmakla beraber endiistriyel ve biyoteknolojik alanlarda
alternatif enzim kaynaklar1 olarakta gorev alabilmektedirler. Ek olarak bu
mikroorganizmalarin anaerobik in vitro kosullarda kiiltire alinmalari ve halen devam
izolasyon c¢aligmalart sayesinde ilgili canlilarin kiiltiir koleksiyonu olusturma ¢abalarininda
olduk¢a 6nemli oldugu bilinmektedir. Bundan dolay1 ¢alismamizda Tunceli iline ait kirsal
bolgelerde yayilis gosteren kegilerin diski 6rneklerinden rumen fungus (Piromyces sp.
izolat1) izolasyonu gergeklestirilmis ve ilgili fungusun sahip oldugu likenaz enziminin in
vitro ortamda karakterizasyonu saglanmistir. MUBAM 4 kiiltiir koleksiyon numarasi verilen
Piromyces sp. izolatin1 tarafindan salgilanan likenaz enziminin ¢alistig1 optimum sicaklik
degerinin 50°C ve pH degerinin ise 7.0 oldugu tespit edilmistir. Enzimin optimum ¢alisma
sicakligindaki en yiiksek spesifik aktivitesi 310,1 pmol/dk/mg protein oldugu
gozlemlenmistir. Optimum c¢alistigt pH degerinin ise en yliksek spesifik enzim aktivitesi
100,4 umol/dk/mg protein olarak bulunmustur. Enzimin oprimum ¢alistigi sicaklik
degerinde termal stabilitesinin %10 oraninda rolatif aktivite kaybina ugradigi da tespit
edilmistir. Sonug olarak enzimin biyoteknoloji veya endiistriyel alanlarda kullanilmasi i¢in
uygun sicaklik ve pH degerine sahip oldugu ancak termal stabilitesininde meydana gelen

diisiistin 6nemli oldugu belirtilmistir.

Anahtar kelimeler: Anaerobik fungus, Piromyces sp., Likenaz, Biyoteknoloji
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ABSTRACT
LICHENASE ENZYME PRODUCTION, CHARACTERIZATION AND
BIOTECHNOLOGICAL AVAILABILITY OF ANAEROBIC FUNGI ISOLATED
FROM MOUNTAIN GOATS IN TUNCELI

Rumen fungi are microorganisms belonging to the eukaryote domain group that spread in
the digestive tract of ruminant creatures. These microorganisms have lignocellulolytic-
fibrolotic enzyme groups. Although these enzymes are members of the carbohydrate active
enzyme (CAZyme) family, they can also serve as alternative enzyme sources in industrial
and biotechnological fields. In addition, it is known that these microorganisms are cultured
in anaerobic in vitro conditions and are still very important in the efforts to create a culture
collection of related organisms, thanks to the ongoing isolation studies. Therefore, in our
study, rumen fungus (Piromyces sp.) was isolated from stool samples of goats distributed in
rural areas of Tunceli province and the lichenase enzyme of the related fungus was
characterized in vitro. It was determined that the optimum temperature value at which the
lichenase enzyme secreted by the Piromyces sp., which is given the MUBAM 4 culture
collection number, in which 50°C and the pH value is 7.0. It was observed that the highest
specific activity of the enzyme at the optimum operating temperature was 310.1
pmol/min/mg protein. The highest specific enzyme activity was found to be 100.4
pumol/min/mg protein at the optimum pH value. It has also been determined that the thermal
stability of the enzyme suffers a relative activity loss of 10% at the optimum operating
temperature. As a result, it was stated that the enzyme has a suitable temperature and pH
value for use in biotechnology or industrial areas, but the decrease in thermal stability is

important.

Keywords: Anaerobic fungus, Piromyces sp., Lichenase, Biotechnology
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1. GIRIiS

1.1. Rumenin Yapisi

Ruminantlar, bitkisel materyaller ile beslenmeye adapte olmus herbivor canlilardir.
Bu uyumun temeli, bitki materyallerini pargalayabilen bir sindirim sistemi ve bu sistemde
simbiyotik olarak yayilis gosteren mikroorganizmalardir (Kohl ve Dearing, 2016).
Ruminantlarin  sindirim kanali Rumen (iskembe), Retikulum (Bérkenek), Omasum
(Kirkbayir) ve Abomasum (Sirden) olmak tizere 6zellesmis dort farkli bélmeden meydana
gelmigstir (Agarwal ve ark., 2015). Beslenme sirasinda alinan bitkisel materyal ilk olarak
Rumen bolgesine gelerek muhafaza edilip, yumusatilir. Bu bélmede simbiyotik olarak
yayilis gosteren mikroorganizmalar sayesinde sindirime tabi tutulur ve ruminasyon islemi
icin Osafagusun ters peristaltik hareketi ile agiza tekrardan gonderilir. Daha sonra besin
yutularak sirasi ile Retikulum ve Omasum’a gecer ve besinde bulunan suyun geri emilimi
saglanir (Julliand ve ark., 1998).

Sindirim kanalinin ortalama olarak %70’lik kismin1 meydana getiren rumen
(iskembe) bolgesi bitkisel biyokiitlenin katabolizmasinda olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir
(Madigan ve ark.,2003). Ayrica rumen negatif redoks potansiyeli, 6.0-7.0 arasinda degisen
bir pH ve 39°C sicakligina sahiptir (Huang ve ark., 2018).

1.2. Rumen mikroorganizmalari

Rumen, herbivorlar tarafindan tiiketilen besinlerin yapisinda bulunan karbonhidrat,
protein ve seliilloz gibi organik bilesiklerin par¢alanmasinda gorevli olan mikrobiyal bir
ekosisteme sahiptir (Calabro ve ark., 2012). Bu eckosistem igerisinde bulunan

mikroorganizmalarin isimleri Tablo 1.1. *de verilmistir.



Tablo 1.1. Rumen ekosisteminde yayilig gosteren mikroorganizmalar ve bulunma

miktarlari

Mikroorganizma adi Bulunma miktar
Bakteriler 10%°-10"* bakteri/mL
Protozoalar 10*-10° protozoa/mL
Funguslar 103-10° zoospor/mL
Arkea 108-10° hiicre/mL
Bakteriyofaj 108-10° bakteriyofaj/mL
Mikoplazma 10°-108 CFU/mL

Rumen ekosistemin meydana gelmesi sirasinda ruminant canlinin beslenme yas1 da
oldukca dnemlidir. Clinkii yeni dogan memeli herbivor bir canlinin ilk besin maddesi anne
stitii oldugu i¢in sindirim kanalinda Lactobacillus gibi bakterilerin oran1 daha yiiksektir
(Hobson ve ark., 1982). Ancak sindirim kanalindaki rumen bakterileri disinda bulunan diger
mikroorganizmalarin ruminantlar arasindaki transferi su kanallari, digki, salya gibi ¢esitli
yollar ile aktarildigi disiiniilmektedir (Cholewinska ve ark., 2020). Ruminant canlilar
arasinda gegisleri tamamlanan mikroorganizmalar optimum diizeyde gelisimleri i¢cin rumen
ortamini kullanirken sahip olduklar1 enzimsel aktiviteleri sayesinde ruminant canlilarin
ihtiyact olan besin 6gelerini karsilarlar. Bu da rumen mikroorganizmalari ile ruminantlar

arasinda miitkemmel bir simbiyotik iliski oldugunu gostermektedir (Russell ve ark., 2009).

1.2.1.Rumen Bakterileri

Rumende yayilis gosteren prokaryotik hiicre yapisina sahip rumen bakterileri
mikrobiyal ekosistemde en fazla bulunan (Cizelge 1.1) canli grubunu olusturmaktadir
(Zhong ve ark., 2018). Rumen bakterilerinin siniflandirilmasinda sekilleri, peptidoglikan
tabakalarinin boyanmasi, etkili olduklar1 substrat gesitleri, solunum sekilleri ve enzim

aktiviteleri sonucu olusan son tiriinleri etkilidir (Wang ve ark., 2019).

1.2.2.Rumen Arkeleri

Canlilarin simiflandirilmasinda bakteri, arkea ve Okaryotlar olmak {izere ii¢ biiyiik

domain (alan) bulunmaktadir. Arkeler bu domainler arasinda prokaryot hiicre yapisi ile



Okaryot hiicre yapisi arasinda gecis yapisina sahiptir (Eckburg ve ark., 2003). Farkli
habitatlarda yayilis gosteren bu prokaryotik grup bugiine kadar 28 cins diizeyinde tespiti
yapilirken, 5 cins diizeyi rumende yayilis gostermektedir (Mao ve ark., 2021). Rumende

bulunan bu grup igerisinde en fazla metanojenik arkeler bulunmaktadir (Kamra, 2005).

1.2.3. Rumen Protozoalari

Rumende yayilis gosteren dkaryot hiicre yapisina sahip protozolar sil (Ciliophora) ve
kamg¢1 (Mastigophora)’larina gore iki biiyiikk taksonomik basamagi olusturmaktadirlar
(Garcia ve ark., 2018). Rumende 10°-10° (hiicre/ml) oraninda Ciliophora grubuna ait
protozolar mevcuttur (Ogimoto ve Imai, 1981). Rumen protozolar1 sahip olduklar enzimler
sayesinde bitkisel materyalin yadimlanmasinda gorev almaktadir (Williams, 1986). Ayni
zamanda rumen bakterilerinin birey sayilarinin dengede tutulmasinda da etkilidir (Colemon,

1975; Dehority, 1998).

1.2.4.Rumen Bakteriyofajlari

Obligant (zorunlu hiicre i¢1) parazit olarak tanimlanan rumen bakteriyofajlari hem
rumende yayilis gosteren metanojenik arkelerin birey sayisinin dengede tutulmasi (Kamra,
2005) hem de bakteriler arasinda kalitsal ¢esitligin (transdiiksiyon) saglanmasinda goérev

almaktadirlar (Nandi ve ark., 2020).

1.2.5. Rumen Mikoplazmalar:

Gram-pozitif bakterilerden koken almis ve hiicre duvari bulundurmayan bakteri
toplulugu olarak bilinmektedirler. Ruminal mikoplazmalar, bilinen tek zorunlu anaerobik
mikoplazmalar olmalari bakimindan da olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir. Mikoplazmalar
cogunlukla patojen olmalarina ragmen, rumenden izole edilenler fermentatif ve bir konakg1

olmadan gelismektedirler (Joblin ve Naylor, 2002).



1.2.6. Rumen Funguslar

Rumende yayilis gosteren 6karyot tek hiicreli rumen funguslari, bitkisel substratin
lizerine kolonizasyonlar1 ve enzimatik aktiviteleri sayesinde seliiloz, hemiseliiloz gibi

karbonhidratlarin pargalanmasinda oldukca etkili bir gruptur (Kar ve ark., 2021).

1.3. Rumen Funguslarimin Tarihcesi

Kamgili protozoa grubuna ait oldugu disiinillen Sphaeromonas communis
(Liebetanz, 1910) ve Caliilmastix frontalis (Braune, 1913) olarak isimlendirilen rumen
funguslar1 daha sonraki donemlerde Orpin (1975) tarafindan protozoa olmadiklari tespit
edilmis ve Neocallimastix frontalis olarak litaratiire girisi yapilmistir. Orpin (1975)’e gore
rumen funguslarinin morfolojik yapilar1 ve fizyolojik 6zelliklerinin protozolardan farkli
olmasi ayn1 zamanda hiicre duvarinin yapisindaki polimer maddenin de kitin olmas ile

rumen funguslarinin taksonomik olarak farkli basamaktaki yeri belirlenmistir (Orpin, 1977).

1.4. Rumen Funguslariin Ozellikleri

1.4.1. Morfolojileri

Rumen funguslar filamentli ve kiiresel olmak tizere iki farkli morfolojiye sahiptir.
Filamentli ve kiiresel rumen funguslar1 zoospor iiretiminde gorevli olan spor kesesinin
durumuna goére monosentrik veya polisentrik tallus yapisin1 olusturmaktadir. Rumen
funguslarin tiremesinde gorevli olan zoosporlar ise kamg1 sayisinin durumuna gore tek veya

cok kamcilt olarak isimlendirilmektedirler (Voigt ve ark., 2021).

1.4.2. Ureme ve Gelismesi

Rumen funguslarinin yasam dongiisli vejatatif ve genaratif olmak tizere iki fakli
evrenin birbirini takip etmesi sonucu meydana gelmektedir (Gruninger ve ark., 2014). Bu
evreler baslik 1.4.1°de verilen monosentrik ve polisentrik tallus yapisina ait funguslarda

farklilik gosterebilmektedir (Sekil 1.1.).



Monosentrik tallus yapisina sahip rumen funguslar1 zoosporogenes adi verilen ve
zoosporlarin salinimi olarak bilinen bu basamakta salinan zoosporlar rumen s1visi igerisinde
kemotaksis hareketi ile bitki hiicre duvarina dogru yonelim yaparlar (Orpin ve Bountiff,
1978). Yonelim hareketindan sonra bitki hiicre duvarina kolonize olmaya ¢alisan zoosporlar

vejatatif evreyi gergeklestirmis olurlar.

Polisentik tallus yapisina sahip rumen funguslarinda zoospor salinimi monosentrik
tallus yapili rumen funguslarina oranla ¢ok nadir gozlemlenmektedir (Ho ve Bauchop,
1991). Ciinkii polisentrik tallus yapili rumen funguslarinin zoospor gelisimi terminal veya
intercalar olmak tizere iki fakli sekilde olmaktadir. Baska bir ifade ile zoosporlar rumen
fungusun farkli yerlerine go¢ ederek yeni spor keselerinin olusumunu saglamaktadir (Barr

ve ark., 1989).
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Sekil 1.1. Rumen funguslarinda {ireme ve gelisme (Gruninger ve ark.,2014; Karaman,
2018)

1.5. Rumen Funguslarimin Siniflandirilmasi

Rumen funguslarinin sahip oldugu tallus yapisi ve zoosporlarindaki mevcut kamg1
sayis1 sayesinde cins diizeyinde, molekiiler diizeyde caligmalar ile tiir ve alt tiirlerinin
taksonomik basamaktaki yerleri belirlenir (Smith ve ark., 2020). Rumen funguslarinin

5



cevresel faktorlerden kolay etkilenmeleri ve tallus morfolojilerinde meydana gelen

farklilasmadan dolay1 cins diizeyinde siniflandirma yapilirken bazi aksakliklar meydana

gelmektedir (Ho ve ark., 2000). Bundan dolay1 siniflandirma yapilirken rumen fungusuna
ait olan ITS (Internal Transcribed Sequence 1-2) bolgeleri (Brookman ve ark., 2000), RNA
(5.8S, 28S rRNA) bolgeleri (Dore ve Stahl, 1991) ve PCR-RFLP (Ozkose ve ark., 2003)

yontemi gibi farkli molekiiler c¢alismalardan faydalanilmaktadir. Giiniimiize kadar

morfolojik ve molekiiler caligmalar sonucu 20 farkli rumen fungusun cins diizeyinde tespiti

yapilmis ve Tablo 1.2°de verilmistir.

Tablo 1.2. Giinlimiize kadar cins diizeyinde tanimlanmis rumen funguslart (n=20) ve

taksonomik basamaktaki yerleri

Alem Fungi

Sube Neocallimastigomycota

Sinif Neocallimastigomycetes

Takim Neocallimastigales

Aile Neocallimastigaceae

Cins Caecomyces (Monosentrik, Tek kamgili zoopor, Gold ve ark., 1988)

Neocallimastix (Monosentrik, Cok kamgili zoospor, Barr, 1981)
Piromyces (Monosentrik, Tek kamgili zoospor, Barr ve ark.,1988)
Orpinomyces (Polisentrik, Cok kamg¢ili zoospor, Breton ve ark., 1989)
Anaeromyces (Polisentrik, Tek kamgili zoospor, Breton ve ark., 1989)
Cyllamyces (Polisentrik, Tek kamgili zoospor, Ozkose ve ark., 2001)
Feramyces (Monosentrik, Cok kamgili zoospor, Hanafy ve ark.,2018)
Pecaromyces (Monosentrik, Tek kamgili zoospor, Hanafy ve ark., 2017)
Oontomyces (Monosentrik, Tek kamgili zoospor, Dagar ve ark., 2015)

Buwchfawromyces (Monosentrik, Tek kamgili zoospor, Callaghan ve ark.,
2015)

Liebetanzomyces (Monosentrik, Tek kamgili zoospor, Joshi ve ark., 2018)
Ghazallomyces (Monosentrik, Cok kamgili zoospor, Hanafy ve ark., 2019)
Aklioshbomyces (Monosentrik, Tek kamgili zoospor, Hanafy ve ark., 2019)
Agriosmyces (Monosentrik, Tek kamgil1 zoospor, Hanafy ve ark.,2019)
Capellomyces (Monosentrik, Tek kamgili zoospor, Hanafy ve ark., 2019)
Joblinomyces (Monosentrik, Tek kamgili zoospor, Hanafy ve ark., 2019)
Khoyollomyces (Monosentrik, Tek kamgili zoospor, Hanafy ve ark., 2019)
Tahromyces (Monosentrik, Tek kagmis1 zoospor, Hanafy ve ark., 2019)




Aestipascumyces (Monosentrik, Cok kam¢ili zoospor, Hanafy ve ark., 2020)
Paucimyces (Monosentrik, Tek kamgili zoospor, Hanafy ve ark., 2020)

1.5.1. Rumen Fungus Cinsleri ve Ozellikleri

1.5.1.1.Caecomyces sp.

Gold ve ark. (1988) inek rumeninden elde ettikleri Caecomyces sp. izolati

monosentrik tallus morfolojisine sahip ve mono flagellath zoospor iiretmektedirler.

1.5.1.2.Neocallimastix sp.

Monosentrik tallus morfolojisine sahip ve ¢ok kamgcili (polifilagellata) zoospor
tireten Neocallimastix sp. (Barr, 1981) izolatlar1 bitkisel materyallerin yadimlanmasi igin
gerekli olan seliilolitik veya hemi-seliilolitik enzimleri kullanilmaktadir (Vinzelj ve ark.,
2020).

1.5.1.3.Piromyces sp.

Inek rumeninden izole edilen, monosentrik tallus morfolojisine sahip ve tek kamgilt

(monoflagellate) zoospor iireten rumen fungus izolatidir (Barr ve ark., 1989).

1.5.1.4.0rpinomyces sp.

Koyun rumeninden izole edilen ilk polisenterik tallus morfolojisine sahip olan ve
poliflagellata yapili zoospor iireten rumen fungusudur (Barr ve ark., 1989). Polisentrik
rumen funguslarin sadece spor keselerinde (sporangia) degil aymi zamanda
rizomiselyumlarinda da ¢ekirdekleri vardir. Cekirdeklerin bu hareketi, monosentrik
funguslarin aksine, ¢oklu sporangialarin olusmasini gergeklestirmistir. Orpinomyces
sp.izolatina ait O. joyoni ve O. intercalaris olarak iki farkli tiirii mevcuttur (Ho ve ark.,
1994).



1.5.1. 5. Anaeromyces sp.

Koyun rumeninden izole edilen rumen fungus izolat1 polisentrik tallus morfolojisine
ve monoflagellata yapili zoospora sahiptir (Breton ve ark .1990). Ayn1 zamanda Ho ve ark.

(1990) bu izolatin Ruminomyces sp. izolatinin sinonimi oldugunu belirtmislerdir.

1.5.1. 6. Cyllamyces sp.

Sigir digkisindan izole edilen bu izolat kiiresel rizoid polisentrik tallus morfolojik
tallus yapist ve monoflagellata zoospor iiretimi gergeklestrimektedirler (Ozkose ve ark.,
2001). Bu izolat ayn1 zamanda filogenetik olarak morfolojisi Caecomyces sp.’ye molekiiler

diizeyde ise Piromyces sp. izolatina yakindir (Edwards ve ark., 2019).

1.5.1.7. Feramyces sp.

Berberi koyunu (Ammotragus lervia) ve yaban kegisine (Dama dama) ait rumen ve
disk1 6rneklerinden izole edilen bu izolat monosentrik tallus morfolojisi ve poliflagellata
yapil1 zoospora sahiptir. Ayn1 zamanda galaktoz, arabinoz, aljinat ve pektin dahil olmak
tizere bir dizi mono-, oligo- ve polisakaritleri metabolize etme yetenegi gosterdigide

bilinmektedir (Hanafy ve ark., 2018).

1.5.1.8. Pecaromyces sp.

Sigir ve koyun diskisindan izole edilmis olan bu izolat monosentrik tallus ve

monoflagellata yapili zoospora sahiptir (Hanafy ve ark., 2017).

1.5.1. 9. Oontomyces sp.

Camelus dromedarius (Hint devesi)’un 6n mide bdlgesinden izole edilen bu izolat
monosentrik tallus morfolojinse sahip ve tek kamgili zoospor tiretmektedirler (Dagar ve ark.,
2015). Morfolojik olarak dnemli bicimde Piromyces cinsinin liyelerine molekiiler diizeyde

Anaeromyces sinifina daha yakin oldugu bilinmektedir.



1.5.1. 10. Buwchfawromyces sp.

Buffolo digkisindan izole edilmis olan bu izolat monosentrik tallus morfolojisi ve
monoflagellata yap1 zoospora sahiptir (Callaghan ve ark., 2015). Morfolojik olarak
Piromyces'e benzeyen ancak genetik olarak oldukca farkli olan bu izolat ilk olarak Bati
Galler'de bufalo giibresinden ve daha sonra ayni bolgede koyun, sigir ve atlardan izole
edilmistir. LSU ve ITS dizisinin filogenetik analizi, B. eastonii izolatlarinin ¢ok merkezli

Anaeromyces spp. oldugunu gostermistir (Edwards ve ark., 2008).

1.5.1.11. Liebetanzomyces sp.

Keci diskisindan izole edilmis olan bu izolat filamentli monosentrik thallus gelisimi
gostermistir ve tek kamgili zoosporu bulundurmaktadir. Morfolojik incelemelerde
Piromyces, Buwchfawromyces, Oontomyces ve Pecoramyces cinslerine benzerlik gosterdigi
bilinmektedir. Molekiiler diizeyde ise bu izolat Anaeromyces'e yakin bir kdkenini ortaya
cikarmustir (Joshi ve ark., 2018).

1.5.1.12.Ghazallomyces sp.

Mihver geyiginin diskisindan izole edilmis bu izolat monosentrik tallus morfolojisi

ve poliflagellata yapili zoospora sahiptir (Hanafy ve ark., 2019).

1.5.1. 13. Aklioshbomyces sp.

Beyaz kuyruklu geyik diskisindan izole edilen bu izolat monosentrik tallus ve tek
kamgili zoospora sahiptir (Hanafy ve ark., 2019). Aklioshbomyces sp. izolatlar1 dogada
nadiren dagilmis gibi goriinse de, izole edildigi geyik diski 6rne§inde bol miktarda

bulunmaktadir (Hanafy ve ark., 2020).



1.5.1.14. Agriosmyces sp.

Yaban domuzu ve kegi diskisindan izole edilmis olan bu izolatin monosentrik yapili

tallusu ve tek kamgili zoosporu mevcuttur (Hanafy ve ark., 2019).

1.5.1.15. Capellomyces sp.

Capellomyces sp. izolati ana morfolojik ozellikleri, birka¢ farkli rumen fungus
cinsinde ortak olan; monosentrik tallus, filamentli rhizoidal sistem ve monoflagellath
zoosporlar olarak ifade edilmektedir (Hanafy ve ark., 2019).

1.5.1.16. Joblinomyces sp.

Koyun ve keg¢i digkisindan izole edilen bu izolat monoflagalellata yapili zoospor ve

monosentrik tallus morfolojisine sahiptir (Hanafy ve ark., 2019).

1.5.1.17. Khoyollomyces sp.

Et ve zebra diskilarindan izole edilmis bu izolat monosentrik tallus ve tek kamgili

zoospora sahiptir (Hanafy ve ark., 2019).

1.5.1.18. Tahromyces sp.

Hindistanda endemik tiir olan bir dag kecisine (Nilgiritragus hylocrius) ait diskidan
izole edilmis olan bu izolat monosentrik tallus morfolojisi ve monoflagellat yapili zoospora
sahiptir (Hanafy ve ark., 2019).

1.5.1.19. Aestipascumyces sp.

Yabani bir biiyiik boynuzlu koyuna (Teksas, ABD) ait rumen sivisi ve bir alpaka

diskisindan (Baden-Wiirttemberg, Almanya) izole edilmis olan bu izolat monosentrik tallus

morfoloji ve poliflagellata yapili zoospora sahiptir (Stabel ve ark., 2020).
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1.5.1.20. Paucimyces sp.

Antilop digskisindan izole edilmis olan bu izolatin monosentrik tallus yapili bir
morfolojisi ve monoflagellat yapili zoospora sahip oldugu bilinmektedir (Hanafy ve ark.,

2021).

1.6. Bitki Hiicre Duvar Yapisi ve Katabolizmasi

Bitki hiicre duvarlarinda bulunan en karakteristik organik bilesik seliiloz
molekiiliidiir. Bu molekiil B-1,4-bagli glukan zincirlerinin meydana gelmis kristal bir

mikrofibril yapiya sahiptir (Somerville, 2006).

Hiicre duvarinda seliiloza ek olarak, iki genel kategoride gruplanan polisakkarit
yapili bilesikler mevcuttur. Bunlar pektin grubu igersinde bulunan homogalakturonan ve
rhamnogalacturonan (Harholt ve ark., 2010) ve hemiseliilloz grubu igerisinde bulunan
ksiloglukanlar, glukomannanlar, ksilanlar ve karigik baglantili glukanlardir (Scheller ve

Ulvskov, 2010).

Bitki hiicre duvarlar1 ayrica cesitli enzimler ve yapisal proteinler dahil olmak {izere
bircok protein ve glikoprotein igerir (Rose ve Lee, 2010). Ornegin arabinogalaktan
proteinleri, plazma zarinda ve hiicre duvarinda bulunan yapisal olarak karmasik molekiiller
olup hiicre yiizeyindeki tanima ve sinyallesme olaylarinda 6nemli roller oynadiklari

diistiniilmektedir (Ellis ve ark, 2010).

Seliilozdan sonra, ksilan dogada en yaygin bulunan temel polisakkaritlerden biridir.
Kara bitkilerinin hiicre duvarlarinda, lignin ve seliiloz arasinda ikincil hiicre duvarlarinda
bulunur (Wong ve ark., 1988). Lignin, odunlagsmis bitki hiicrelerinin {i¢iincii en énemli
kimyasal bilesenidir. Lignin, aromatik alkollerin serbest radikallerinden rastgele olusan
oldukca dalli ve karmasik bir hidrofobik polimerdir. Bu karmasiklik, lignini olusturan
monomerlerin sayisindan degil, bu monomerlerin baglanma seklinden kaynaklanmaktadir

(Vanholme ve ark., 2008).

Ayn1 zamanda B-D-glukopiranozlarin -1,4 ve -1,3 glikozit baglar1 ile lineer olarak
bir araya gelen likenan organik bilesigi de genel olarak yulaf ve arpa gibi bitkilerin hiicre

duvarinda mevcut olarak bulunmaktadir. Yapisinda bulundurdugu B-1,4 baglarinin orani
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olduk¢a yiiksektir yaklasik olarak (% 70) (Perlin ve Suzuki, 1962). Likenanin
katabolizmasinda gorevli olan enzim grubuda (-glukanaz veya likenaz (EC 3.2.1.73) olarak
bilinmektedir (Chen ve ark., 1997).

1.7. Rumen Funguslarin Hiicre Duvar1 Katabolizmasindaki Yeri

Rumen funguslar bitkisel materyal tizerinde kolonize olarak (Sekil 1.1) bitkisel
substratin katabolizmasinda etkili rol oynadiklar1 bilinmektedir (Bauchop, 1984). Ozellikle
Joblin (1989)’in in vitro ¢alismalarinda Caecomyces sp. izolatina ait rumen funguslarin bitki
hiicre duvarinda kolonize oldugunu ve hiicre duvarini pargalandigi rapor etmislerdir.
Theodorou ve ark. (1989)’da Neocallimastix sp. izolatinin saman hiicre duvariin yapisinda
bulunan polisakkarittin ortalama olarak %70’e yakin kismimin enzimatik olarak yikildigin
belirtmislerdir. Buna gore rumen funguslar1 rumen igerisinde bulunan mevcut
polisakkaritlerin par¢alanmasinda gorevli olan enzimlerinin biiyiikk bir ¢ogunlugunu
rizoidlerde, rizomiselyumlarinda bulundurarak hiicre disina sekrasyon yapabilmektedirler.

Ek olarak rumen funguslarimin tiremesinde gorevli olan zoosporlarin da polisakkaritlerin

parcalanmasinda gorevli olan enzimleri bulundurdugu da bilinmektedir (Williams ve Orpin,
1987).

Sekil 1.2. Rumen fungusun in vitro ortamda bitkisel materyal {izerine kolonizasyonu
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1.8. Rumen Funguslarin Lignoseliilotik Enzimleri ve Potansiyel

Kullanimlar:

Rumen funguslari bitki biyokiitlesini birincil olarak katabolize eden, rizoidal biiyiime
yoluyla bitki dokusunu agma ve lignoseliilozik biyokiitlenin farkli bilesiklerini parcalamak
ve ayirmak i¢in bir enzim grubu iiretme yetenegine sahiptir (Cheng ve ark., 2009). Rumen
funguslar1 hetero/homo-polisakkarit yapili bilesiklerin hidrolizinde gorevli olan enzim
cesitlerini sentezleyebilmektedir (Sharada ve ark., 2013). Genellikle seliilazlar olarak
adlandirilan bir grup enzim, seliilozdaki -1,4 glikozidik baglari, ti¢ farkli enzim tipini iceren
lic ayr1 enzimatik aktivite yoluyla sinerjik olarak katabolize ederler. Seliillaz enzim grubu
icerisinde bulunan endoglukanazlar (EC 3.2.1.4) seliiloz iplik¢iklerinin amorf bolgelerini
katabolize ederek oligosakkaritleri meydana getirirken ve ekzoglukanazlar enzimatik (EC
3.2.1.176; EC 3.2.1.91) selobiyozu olustururken selobiyohidrolazlar (EC 3.2.1.21) ise glikoz

molekiiliinii olusumunu saglamaktadir (Wang ve ark., 2014).

Rumen funguslar1 bitki hiicre duvarinin yapisinda bulunan heteropolisakkarit
hemiseliiloz bilesiginin katabolik faaliyetinde de aktif rol oynamaktadir. Bu polisakkaritin
yapisinda bulunan B-glukanlari, mannanlar1 ve ksilanlar1 pargcalamak icin gerekli olan

enzimleri sentezledigi bilinmektedir (Aylward ve ark., 1999).

Seliilolitik ve hemiseliilolitik enzimlerin ¢ogu, seliilozom olarak bilinen ¢ok enzimli
bir kompleksin pargasidir. Seliilozomlar ilk olarak Clostridiaceae bakteri ailesinde
tanimlanmis ve rumen funguslar1 bu 6zelligi gosteren tek okaryotik temsilcileri olmustur
(Felix ve ark., 1993). Giiniimiize kadar seliilozomlar Piromyces sp., Orpinomyces sp. ve

Neocallimastix sp. izolatlarina ait bazi tiirler i¢in tanimlanmistir (Dollhofer ve ark., 2015).

Rumen funguslar1 ligninin katabolizmada aktif rol oynayamayabilmektedir. Ciinkii
lignin yapisinda bulunan aromatik halkanin pargalanabilmesi i¢in ortamda oksijen’e ihtiyag

duyulmaktadir (Berg ve ark., 2014).

Ayrica rumen funguslar1 hemiseliiloz ve lignin arasindaki bagi kesen ve bu iki
bilesigi ayirarak seliilloz ve hemiseliillozu daha fazla bozunma i¢in daha kolay erisilebilir hale
getiren feruloyl esteraz (EC 3.1.1.73) enzimi de iirettigi (Nagpal ve ark., 2009) ve likenaz

(glukanaz) enzimi de hiicre duvarmin hidrolizinde aktif rol oynadigi bilinmektedir
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(Ljungdahl, 2008). Zhou ve ark. (1994), Neocallimastix sp. izolatina ait olan celA gen

bolgesinin hem seliilaz hem de likenaz aktivitesi gosterdigini rapor etmiglerdir.

Dijkerman ve ark. (1996), Piromyces sp.’ye ait Seliilaz enzimlerinin substrat tutunma
hizlarimin diisiik olmasina ragmen enzim aktivitesinde herhangi bir diisiis olmadigin1 tespit
etmiglerdir. Chen ve ark. (1997), Orpinomyces sp. izolatina ait likenaz enzimi sentezleyen
gen bolgesinin tespitini gergeklestirerek ilgili gen bolgesinin E.coli susuna klonlanmasini
saglamiglardir. Likenin ve arpa beta-glukan hidrolizinin ana iirtinleri olan trioz ve tetraoz
olusunumu gozlemleyerek ilgili enzimini kodlayan LiCA gen bolgesinin bildirilen ilk 1,3-

1,4-beta-D-glukanaz oldugunu tespit etmislerdir.

Blum ve ark. (1999), Neocallimastix sp. ve Piromyces sp. izolatlar1 tarafindan
sentezlenen likenaz enziminin varhigimi gozlemyerek ilgili genin izolasyonunu
saglamislardir. Liu ve ark. (2001), Piromyces sp.’ye ait karboksimetil seliilaz enzimini
kodlayan gen bdlgesini tespitini gerceklestirmislerdir. ilgili gen bdlgesinden sentezlenen
enzimin in vitro ¢alisma sartlarin1 rapor etmislerdir. Buna gére enzimin optimum aktivite
kosullart pH 5.5 ve 50°C oldugu, 55°C'de 10 dakika muamele edildiginde enzim
aktivitesinin yaklasik olarak %50’sinin kayboldugunu gézlemlemislerdir. Herhangi ve ark.
(2003), Piromyces sp. isolatina ait ksilozun ksiloz izomeraz ve D-ksilulokinaz araciligiyla
metabolize etigini rapor etmislerdir. Ayn1 zamanda Ksiloz izomeraz enzimi sentezleyen gen
bolgesinin Saccharomyces cerevisiae ‘a klonlanmasi sonrasinda 25+13 nmol min/mg protein
degerinde enzimsel bir aktivite gosterdigini tespit etmislerdir. Cheng ve ark. (2003),
Piromyces sp. izolatina ait seliillaz enzimini sentezleyen gen bdlgelerinin (celSB, cel6A)
klonlanmasi gerceklestirmislerdir. ilgili gen bolgelerinin iiye oldugu glikozit hidrolaz enzim

ailerinin tespitini saglamislardir.

Ljungdahl (2008), Orpinomyces sp. izolatina ait ¢ok sayida seliilolitik ve
hemiseliilolitik enzimler (ksilanaz, likenaz, mannanaz) {lizerinde ¢alismalar yapmislardir.
Comlekgioglu ve ark. (2010), Orpinomyces sp. (GMLF18) izolatina ait beta-(1,3-1,4)-
glukanazi (licA) kodlayan bir gen bdlgesinin izolasyonun gerceklestirmislerdir. E. coli'de
eksprese edilen enzim, en yiiksek aktiviteyi pH 5.0-6.0'da ve 40-50 °C sicakliklarda
gosterdigini rapor etmislerdir. Ayni1 zamanda enzimin 40 °C'de stabil oldugu ancak LicA
aktivitesinin %12'si 50 °C'de 20 dakikada kayboldugunu gozlemlemislerdir. Comlekgioglu
ve ark. (2017), Neocallimastix sp ve Orpinomyces sp. izotlarina ait olan XynA-7 ve CelA-5
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gen bolgeleri iizerindeki ¢alisma sirasinda CelA-5 gen bdlgesi iizerinden sentezlenen
enzimin seliiloz disinda likenan subtrati iizerinde de etkili oldugunu gézlemlemislerdir. ilgili

gen bolgesinin likenaz aktivitesine sahip oldugunu rapor etmislerdir.

Xue ve ark. (2017), Piromyces sp.’ye ait transformanttan seliilaz enziminin yiiksek
aktivite gosterdigini ve halostabilite kabiliyetini korudugunu da gozlemlemislerdir.
Calismalarinda Piromyces sp.’ye ait seliilaz sentezleyen gen bolgelerinin, promotor glaA ile
yapilandirilmis bir vektor tarafindan verimli bir sekilde eksprese ederek. Ekzoglukanaz ve
endoglukanaz orijinal susun sirasiyla 0.21 U/mL ve 4.51 U/mL'sinden transformantin
sirastyla 0.81 U/mL ve 19.10 U/mL'sine yiikseltildigini tespit etmislerdir. Kar ve Torcan
(2022), Neocallimastix spp. izolatina ait likenaz enziminin in vitro ortamda ¢aligma sartlarini
rapor etmislerdir. Ilgili enzimin spesifik enzim aktivitesini maksimum 157.36+3.83

umol/min/mg protein olarak gézlemlemislerdir.

1.9. Glukanaz’larin Kullanim Alanlari

1.9.1. Glukanazlar’in Gida Endiistrisinde Kullanilmasi

Tohumlardan yag ve suyunun ayristirilmasi, meyve sularinda dekantasyon,
tohumlarin esit su emiliminin saglanmasi, soya sosu gibi fermente soya gidalarinin
tiretiminde soya fasulyesinin kabuklarmin uzaklastirilmasi, hindistan cevizi ve soya
fasulyesinden protein ayristirtlmasi, misirdan nisasta tiretilmesi, gida katki maddesi olarak
kullanilan ezilmis lignoseliiloz malzemenin ayristirilmasi, biyoetanol iiretimi i¢in substrat
elde edilmesi, polisakkaritlerin, proteinlerin, enzimlerin ve aroma maddelerinin salinmasini
kolaylastirmak icin bitkilerin hiicre duvarlarii uzaklagtirmasinda aktif olarak

kullanilmaktadir (Bhat ve Bhat, 1997).

1.9.2. Glukanazlar’in i¢cecek Endiistrisinde Kullanilmasi

Endo-B-(1,3)-(1,4)-glukanazlar  bitkilerin tohumlarinda bulunan endosperm
hiicrelerinde a-amilazin nisastaya erisimini kolaylastirdiklar1 i¢in igecek mayalama
endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir  (Beckmann ve ark., 2006). Ayrica

rekombinant mayadan tiiretilen -1,3- ve p-1,4-glukanazlar, sarap aromasini arttirmak, bira
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filtrasyonunu ve arpada yer alan -1,3 ve -1,4 hidrolizininde de kullanilmaktadir (Bhat ve
Bhat, 1997).

1.9.3. Glukanazlar’in Hayvan Yemi Endiistrisinde Kullanilmasi

Likenaz, B-glukani diger glukanazlardan daha fazla hidrolize ettigi igin, kiimes
hayvanlar1 ve domuz yemi iiretiminde giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir (Beckmann
ve ark., 2006). Baska bir ifade ile gevis getirenlerin ve tek mideli hayvanlarin yem
sindirilebilirligini artirmak, lignoseliiloz maddeleri 6n isleme tabi tutmak, tohumlar1 ayirmak
ve gevis getirenlerin seliiloz kullanimini artirmak i¢in silaj yapiminda kullanilirlar (Bhat ve
Bhat, 1997).

1.9.4. Glukanazlar’in Tekstil Endiistrisinde Kullanilmasi

Fazla boyay1 kumaslardan uzaklastirmak (biyotaslama), coklu yikamalardan sonra
pamuklu kumastan mikrolifleri ¢ikarmak, renk parlakligimi artirmak ve yumusakligi geri

kazandirmak i¢in kullanilirlar (Bhat ve Bhat, 1997).
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2. TEZIN AMACI VE ONEMIi

Rumen funguslar1 (Anaerobik Fungus) memeli herbivorlarinin bagirsaklarindaki en
etkili lif sindirici mikroorganizmalardir. Bu onlarin bitki yapilarinin i¢ine girme yetenegi ile
iligkili olan birlesik mekanik ve enzimatik aktivitelerinden kaynaklanmaktadir (Orpin, 1975;
Ho ve ark., 1988; Lee ve ark., 1999). AF kesfedilmelerinden bu yana, anaerobik mantarlar
hayvan beslenmesi ve biyoenerji uygulamalari i¢in ham bitki biyokiitlesini kolayca
parcalama yetenegine sahip olduklar1 tespit edilmistir. Bu mikroorganizmalar, ¢esitli
teknolojiler i¢in kullanilabilecek c¢ok sayida biyosentetik potansiyele sahiptirler; bu

ozellikleri icerisinde 6n plana ¢ikan nokta ise enzimsel 6zellikleridir.

Likenaz, anaerobik funguslarin ¢alisilan tiim endopolisakkarithidrolaz enzimleri
icerisinde aktif olan enzimlerden biridir. Bu ac¢idan degerlendirildiginde, bu caligmanin
amaci1; Tunceli’de yayilis gosteren dag kecilerinden izole edilen Piromyces sp.’lere ait
likenaz enzimlerinin karakterizasyonu ve biyoteknolojik agidan kullanim potansiyellerini

degerlendirmektir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1.Kullamlan Kimyasalar

Bu calismada kullanilan kimyasallar aksi ifade edilmedigi siirece yliksek saflik
derecesinde kullanilmak tizere Sigma (Almanya) ve Merck (Almanya) firmalaridan temin

edilmistir.

3.2. Metot

3.2.1. Orneklerinin Toplanmasi ve Saklanmasi

Tunceli ¢evresinde yayilis gosteren dag kegilerine ait diski ornekleri anoksik saklama
kaplarina konularak yaklasik olarak 60 dk igerisinde laboratuara ulastirilmistir. Oksijen ile
temasi en az diizeyde olan drneklerden rumen fungus izolasyon islemi yapilmistir. Daha
sonra izolasyonu ve morfolojik olarak siiflandirilmasi yapilan rumen funguslar1 -20°C’de

muhafaza edilmistir.

3.2.2. Rumen Sivisinin Hazirlanmasi

Calismamizda kullanilan rumen sivisimi temini Tunceli mezbahanesinde kesilen
ruminant hayvanlara ait olan rumen (iskembe)’den saglanmistir. Rumen sivisinin alinmasi
sirasinda s1v1 igerisnde bulunan biiytik yapili partikiillerin uzaklastirllmasi i¢in ¢ift katli bir
tillbent yardimu ile siiziilerek erlenmayere aktarimi gergeklestirilmistir. Yaklagik olarak 2
saat boyunca ¢okelmesi beklenen rumen sivisi plastik falkon tiiplerine (50 mL) esit hacim
olacak sekilde aktarilmistir. Daha sonra falkon tiipleri 10 dk boyunca 3500 g’de santrifiij
islemine tabi tutulmustur (en az 2 kere). Santriflijleme sonrasi iist sivilar farkli bir falkon

tiiplerine transfer edilerek -20°C’de muhafaza edilmistir.
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3.2.3. Anaerobik Besiyeri ve Ozelligi

Orpin (1976) tarafindan rumen funguslarin in vitro ortamda optimum gelisim gosterdigi

basal besiyeri kullanilmistir. Besiyeri igerigi Tablo 3.1.’de verilmistir.

Tablo 3.1. Rumen funguslarin in vitro ortamda optimum gelisim gosterdigi besiyeri ve

icerigi

Kimyasallar

Miktar/Birimi (1 L)

Mineral Solusyon-A
Mineral Solusyon-B
Rumen s1visi
NaHCOs

Yeast Extract

dH.0

150 ml/L
150 ml/L
150 ml/L
6 g/L
2,59/L
550 ml/L

Mineral Solusyon-A

Miktar/Birimi (1 L)

K2HPO4

3g/L

Mineral Solusyon-B

Miktar/Birimi (1 L)

KH2PO,
(NH4)SO4
MgSO..7H.0
CaCl;

NaCl

3g/L

69/L
0,69/L
0,4g/L

69/L

Rumen funguslart i¢in in vitro basal besiyeri hazirlanirken Sistein-HCI ve Resazurin
hari¢ Tablo 3.1.’de verilen biitiin kimyasallar uygun oranlarda erlen igerisine alinarak

kaynatilmistir. Ortamin anoksik olamasi i¢in hazirlanan besiyeri igerigi siirekli olarak CO-
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gazi ile doyurulmustur. Ortamda oksijen uzaklastirlmasi i¢in ayni zmanda oksijen tutucu
olarak bilinen Sistein-HCl eklenmistir. Sistemden oksijenin uzaklagtirtlmis oldugunu tsepit
etmek icin Resazurin eklemesi yapilmistir. Anoksik kosullar bozulmaksizin hazirlanan
besiyeri Hungate tiiplerine veya uygun serum siselerine ¢alisilmasi planlanan hacim seklinde

doldurularak (CO2 gazi veilerek) 110°C’de 10 dk boyunca otoklavlanmistir.

3.2.4. Diskidan Rumen Fungus izolasyonu ve Inkiibasyonu

Digkidan rumen fungus izolasyonu i¢in 10 gr diski 6rnegi 100 mL baslhik 4.2.3°de
verilen basal besiyerinde ¢ozdiirilmiistiir. Daha sonra eldeki siispansiyondan 10 mL alinarak
icerisinde sadece saman (10 gr) bulunan Hungate tiiplerine anoksik kosullar bozulmaksizin
seyreltme islemine tabi tutulur. Bu islem 101,102,103~ 107 olacak sekilde
gerceklestirilir. Seyreltme islemi sonunda elde edilen biitiin 6rnekler 39 °C’de 3-7 giin

boyunca inkiibasyona birakilir (Theodorou ve ark., 1993).

3.2.5. Rumen Funguslarimin Saflastirilmasi ve Alt Kiiltiire Alnmasi

Joblin (1981) garafindan rumen funguslarinin saflastirilma i¢in kullanilan ‘Roll Tiip’
yontemi esas alinmistir. Bu yonteme gore anoksik kosullar bozulmaksizin Hungate tiipti
igerisine  %1.5 agar (g/mL) ve % 0.5 glikoz (g/mL) iceren ortam hazirlanarak
otoklavlnanmistir (110°C’de 10dk). Otoklav sonrasi ortalama 40 °C’ye ulasan Hungate
tiipleri igerisine 0.5 mL baslik 4.2.4°de inkiibasyonu sona ermis ve saflastirilacak rumen
fungus inokiilasyonu yapilmistir. Inokiilasyon sonrast Hungate tiipleri buz dolu bir kap
icerisnde yatay olarak hizli bir sekilde dondiiriilmiis ve agarin donmasi saglanmistir.
Ortamdan bakterilerin uzaklastirilmas: i¢in uygun oranda antibiyotik ekimi yapilmistir.
Saflasgtirma iglemi sonrasi ¢alisilmasi planan rumen funguslari Hungate (1969) ve Bryant

(1972)’a dayal1 alt kiiltiir islemine tabii tutulmustur.

3.2.6. Antibiyotik

Calismamizda kullanilan antibiyotikler ve konsantrasyonlar1 Tablo 3.2°de
verilmistir. Antibiyotiklerin sterilizasyon islemi i¢in 0,22 um capli enjektor filtresi

kullanilmistir.
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Tablo 3.1. Antibiyotikler ve konsatrasyonlari

Antibiyotik Son konstrasyon
(ng/mL)
Kloramfenikol 100 pg/mL
Ampisilin 100 pg/mL
Streptomisin 140 pg/mL
Eritromisin 200 pg/mL

3.2.7. Rumen Funguslarimin Cins Diizeyinde Tanimlanmasi

Calismamizda rumen funguslarinin cins diizeyinde tespiti morfolojik tallus ve

zoosporlarinin sahip oldugu kamg1 sayisina gore yapilmaistir.

3.3. Enzim Analizleri

3.3.1. Enzim Ekstratlarinin Hazirlanmasi

Enzim aktivitesinin degerlendirilmesi siipernatant (hiicre dis1) ve hiicresel (hiicre i¢1)
olmak tizere iki farkli sekilde gergeklestirilmistir. Siipernatant aktivite igin in vitro
kosullarda gelisimi saglanan rumen funguslar1 1200g’de 10 dk boyunca santrifiij edilmistir.
Santrifiij islemi1 sonras1 Uist kisim uzaklastirilmis ve ayri1 bir ependorfa aktarilmistir. Hiicresel
aktivitenin hesaplanmasi i¢in elde kalan peletin mekanik par¢alanmasinin gergeklestirilmesi
saglanmistirt. Bunun igin steril ependorf tiipiine aktarilan peletler sivi azot yardimi ile
mekanik parcalanma islemine tabii tutulmustur. Daha sonra iizerine 25mM’lik potasyum
fosfat tamponu (pH 6.5) eklenerek 10000g’de 2 dk boyunca santrifiijleme yapilmistir. Islem
sonrast Ust kisim baska bir steril ependorfa aktarilarak  -20°C’de muhafazasi

gerceklestirilmistir.
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3.3.2. Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Enzim aktivitesini tespiti Miller (1959)’a ait Dinitrosalisilik asit (DNS) yontemi ile
gergeklestirilmistir. Deney (DG) ve kontrol grubu (KG) olmak iizere analizler
gerceklestirilmistir (En az 3 tekerriir oalacak sekilde). DG i¢in 225ul uygun substrat ve 25ul
ornek (stipernatant/hiicre) ilave edilerek 50°C’de 45 dk siire boyunca sicak su banyosunda
inkiibasyona tabii tutulmustur. Inkiibasyon islemi tamamlanan 6rneklere 250pul DNS
eklenmistir. KG igin 225ul substrat ve 250ul DNS ilavesi yapilarak DG i¢in uygulanan
inkiibasyon iglemi uygulanmistir. KG inkiibasyon sonrasi 25ul 6rnek ilavsei yapilarak hem
DG hem de KG 5 dk boyunca kaynar su igerisinde bekletilmistir. Kaynar su banyosunf-dan
cikarilan DG ve KG tizerine 600ul dH20 eklenerek 540 nm dalga boyunda spektrofometre

Olctimil yapilmistir.

3.3.3. Enzimin Optimum pH Degerinin Belirlenmesi

Enzimin ¢alistig1 optimum pH degerinin belirlenmesi i¢in asetat tamponu (pH 3.5—
5.0), sodyum fosfat tamponu (pH 4.5-7.0) ve TrisHCI tamponu (pH 7.5-8.0) kullanirak
substratlar hazirlanmistir (son konsantrasyonlar1 50mM).

3.3.4. Enzimin Optimum Sicakhiginin Belirlenmesi

Optimum sicakligin tespiti i¢in farkli inkiibasyon sicakliklar1 kullanilmistir. Bunun

icin kullanilacak sicaklik degerleri 30, 40, 50, 60, 70 ve 80°C olacak sekilde ayarlanmistir.

3.3.5. Enzimin Termal Stabilitesinin Belirlenmesi

Enzimin sahip oldugu termal stabilitesinin tespiti i¢in enzimler 40, 50, 60 ve 70°C’lik
dort farkl sicaklikta 6n inkiibasyon islemine tabii tutulmustur. Bu islem sirasinda belirtilen
her sicaklik degerini 5, 10, 15 ve 20 dk olmak flizere farkli siirelerdeki durumlarini
degerlendirilmistir. Farkli siire ve sicaklikta inkiibasyona birakilan enzimler daha sonra buz

tizerine alinarak DNS metoduna tabii tutulmustur.
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3.4. Protein Tayini

Bradford (1976) tarafindan gelistirilen ve toplam protein konsantrasyon (TPK) tespiti
i¢in Sigma hazir kiti kullanilmistir. Bunu igin farkli yogunluklarda Bovim Serum Albumin
(BSA) kullanilmis ve regrasyon grafigi elde edilmistir. TPK sonucu olusan standart grafigi
Sekil 3.1°de verilmistir.

0,14

0,12 . Y= 0,127x

R?= 0,935
0,1
0,08 L ] /

0,06

0.D

0,04

0,02

0 10),7) 0,4 0,6 0,8 1 1,2

BSA konsantrasyon

Sekil 3.1. Farkli yogunluklarda Bovim Serum Albumin (BSA) kullanilmis ve regrasyon
grafigi
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular

4.1.1. Rumen funguslarin aktiflestirilmesi ve Kiiltiire Alinmasi

Munzur  Universitesi, Biyoteknoloji ve Gen Miihendislizi (MUBAM)
Laboratuvarinda Tunceli’de bulunan dag kecilerinden toplanan diskilardan izole edilen ve
siiflandirilan rumen funguslarinin %15°lik gliserol (v/v) igeren karyoviyallerde anoksik
kosullar saglanarak stok kiiltiir koleksiyonu olusturulmustur (Comlekgioglu ve ark., 2008).
Calismada kullanilan Piromyces sp. (MUBAM 4) izolat1 sonraki ¢aligmalarda kullanilmak
tizere kiiltiir koleksiyonu olusturulmustur. Sivi azot (-196°C) tanki igerisinde muhafaza
edilen Piromyces sp. izolat1 azot tankin igerisinden c¢ikarilip, oda sicakligina (25°C)
gelinceye kadar bekletildikten sonra sterilizasyon islemine dikkat ederek samanli besi yerine
aktarilmigtir. Ortamon anoksik kosullarin saglanmasi i¢in samanli besiyerine CO2 (2 atm)
gaz1 (Balch ve Wolfe,1976) verilerek, herhangibir bakteriyel kontaminasyonun engellemesi
icin bashik 3.2.6’da verilen antibiyotik basmagi uygulanmistir (Bauchop ve
Mountford,1981). In vitro ortam kosullarinda rumen funguslarinin hem besin gereksinimleri
hem de asiiksel biiyiime hizindan dolayr bashk 3.2.5°de belirtildigi gibi belli zaman
araliklarinda alt kiiltiir calismasi1 gergeklestirilmistir (Comlekei ve ark., 2008).

4.1.2. Piromyces sp. izolatina ait likenaz enzim iiretimi ve karakterizasyonu

Rumen funguslar tarafindan sentezlenen glikozit hidrolaz enzimlerinin etki
mekanizmasi in vitro ortamda da gézlemlenebilmektedir (Karaman ve ark., 2022). Rumen
funguslari tarafindan iiretilen fungal enzimlerin hem ruminant hem de endiistriyel alnalarda
kullanim1 oldukg¢a 6nemlidir (Cheng ve ark., 2015). Bundan dolayr MUBAM 4 Kkiiltiir
koleksiyonu ile kodlanmis olan rumen fungusun sahip oldugu likenaz enziminin kantitatif

analizi gergeklestirilmistir.
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4.1.2.1. Piromyces sp. izolatina ait likenaz enziminin optimum sicakhigin

belirlenmesi

Piromyces sp. (MUBAM 4) izolatina ait likenaz enziminin farkli sicakliklardaki
siipernatant (HD) ve hiicresel (HI) spesifik enzim aktivitesi (umol/dk/mg protein) Sekil

4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.1. Piromyces sp. izolatina ait likenaz enziminin farkli sicakliklardaki siipernatant
(HD) ve hiicresel (HI) spesifik enzim aktivitesi

Piromyces sp.’ye ait likenaz enzimin siipernatant (HD) enzim aktivitesinin 60°C
hari¢ galisilan biitiin sicaklik arahiginda hiicresel (HI) aktiviteye gore daha fazla oldugu
gbzlemlenmistir. Ayn1 zamanda ortam sicakligmn 30°C oldugu zaman diliminde Hi’nin
spesifik enzim aktivitesinin 66,89 umol/dk/mg protein, HD’nin ise 98,5 pmol/dk/mgprotein
oldugu tespit edilmistir. Ilgili enzimin optimum calistig1 sicaklik degerinin 50°C oldugu ve
bu sicaklikta Hi enzim aktivitesinin 241,2 umol/dk/mg protein, HD enzim aktivitesinin ise
310,1 pumol/dk/mg protein oldugu goriilmiistiir. Ortam sicakligmin yiikselmesine bagli
olarak likenaz enziminin etkinli§inde de azalmalar gdzlemlenmistir. Ozellikle 70°C’de HD
enzim aktivitesi 88,4 pmol/dk/mg protein iken HI enzim aktivitesi 98,7 pmol/dk/mg protein
olarak bulunmustur. Ortam sicakliginin 80°C olmasi ile HD ve HI enzim aktiviteleri sirasi

ile 48,1 ve 32,7 umol/dk/mg protein oldugu tespit edilmistir. Ek olarak ilgili izolata ait



toplam enzim aktivitesi degerlendirilmeside ger¢eklestirilmis ve elde edilen sonuglar Sekil

4.2’de verilmistir.
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Sekil 4.2. Piromyces sp. izolatina ait likenaz enziminin farkli sicakliklardaki stipernatant
(HD) ve hiicresel (HI) toplam enzim aktivitesi

Piromyces sp. izolatina ait sicaklik-toplam enzim aktivitesine gore ortam sicakliginin
50°C olmasi ile enzim aktivitesinin diger sicaklik degerlerine gore daha fazla etkinlik
gosterdigi (HI: 39,4Sekil 4. 1 umol/dk/ml ve HD: 56,0 pmol/dk/ml) tespit edilmistir. Ayni
zamanda in vitro ortam kosullarmin 30°C oldugu durumda HD ve HI toplam enzim
aktivitelerinin siras1 ile 20,19 ve 24,6 pumol/dk/ml oldugu gozlemlenmistir. Sicaklik
degerinin 60°C olmast ile enzim aktivitesinde azalma gozlemlenmis (HD: 22,4 0 umol/dk/ml
ve HI: 24,60 pmol/dk/ml) ve ortam sicakliginin artmasina bagli olarak aktivitenin de giderek
diistligii tespit edilmistir.

Piromyces sp. izolatina ait sicaklik enzim aktivitesi sonuglarina gore hem spesifik
hem de toplam aktivitenin 50°C’de optimum etkinlige sahip olmasi ile ilgili enzimin
optimum in vitro ¢aligma sicakliginin tespiti gergeklestirilmistir. Rumen funguslarinin in
vitro ortamda sahip likenaz enzimlerin 45-55°C arasinda etkinlik gosterdigi bilinmektedir
(Chen ve ark., 1997).
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4.1.2.2. Piromyces sp. izolatina ait likenaz enziminin termal stabilitesinin

belirlenmesi

Endiistriyel anlmada enzimin termal stabilesinin olabilmesi i¢in 50°C’lik ortam

sicakliginda uzun stire etkinlik géstermesi gerekmektedir (Gupta ve ark., 1999). Bunun igin

calismamizda kullanilan izolata ait termal stabilete tespiti gerceklestirilmis ve Sekil 4.3’de

verilmistir.
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Sekil 4.3. Piromyces sp. izolatina ait likenaz enziminin termal stabilitesi

Ilgili izolatin sahip oldugu likenaz enzimin in vitro kosullarda 50°C’de optimum

aktiviteye sahip olmasina ragmen termal stabilitesinin diisiik oldugu diisiiniilmektedir.

Ciinkii likenaz enzimin 50°C’de On inkiibasyonlu denemesinde kisa siire igerisinde

aktivitesini %10 oraninda kayip ettigi tespit edilmistir. Chen ve ark. (1997) ilgili enzimin

ortam sicakliginin 50 °C olmasi ile aktivitesinde (24 saatlik 6n inkiibasyon) %59 oraninda

azalma oldugunu rapor etmislerdir.

4.1.2.3. Piromyces sp. izolatina ait likenaz enziminin optimum pH’n

belirlenmesi

Enzimlerin sahip oldugu kimyasal 6zelliklerinden dolay1 yapisindaki aminoasitlerin

calistig1 belli bir pH araligi mevcuttur (Bisswanger, 2014). Bundan dolay1 Piromyces sp.
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izolatina ait likenaz enziminin de ¢alistig1 optimum pH araliginin tespiti gerceklestirilmis ve

Sekil 4.4 ve 4.5°de verilmistir.
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Sekil 4.4. Piromyces sp. izolatina ait likenaz enziminin farkli pH araligindaki siipernatant
(HD) ve hiicresel (HI) spesifik enzim aktivitesi

Ilgili enzim ortam pH’sinin 4.0 olmasi ile HD spesifik enzim aktivitesi 0,09
umol/dk/mg protein ve HI spesfik enzim aktivitesinin 6,8 pmol/dk/mg protein oldugu
gozlemlenmistir. Enzim ortam pH’sinin 7.0 olmasi ile optimum bir aktiviye ulastigi ve HD
76,2 umol/dk/mg protein ve HI 100,4 pmol/dk/mg protein oldugu tespit edilmistir. /n vitro
ortam pH’sinin 7.5 olmasi ile aktivede diisiisiin basladigi (HD:64,2 umol/dk/mg protein ve
HI:95,1 umol/dk/mg protein) goriilmiistiir. Ayn1 zamanda enzimin optimum pH tespiti igin

toplam enzim aktivitesi de kiyaslanmis ve Sekil 4.5’de verilmistir.
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Sekil 4.5. Piromyces sp. izolatina ait likenaz enziminin farkli pH araligindaki stipernatant
(HD) ve hiicresel (HI) toplam enzim aktivitesi

Piromyces sp. izolatina ait pH-toplam enzim aktivitesine gore ortam pH’sinin 7.0
oldugu durumda enzimin optimum diizeyde calistig1 tespit edilmistir. Enzimin bu pH’daki
sahip oldugu HD ve HI toplam aktivite degerleri siras1 ile 32,14 pmol/dk/ml ve 38.5
umol/dk/ml°dir. In vitro ortam pH’sinin 7.5 olmast ile HD toplam aktivite 19 pmol/dk/ml ve
HI toplam aktivite 26,2 umol/dk/ml olarak tespit edilmis ve enzimin aktisinde azalma oldugu
gozlemlenmistir. Rumen funguslarina ait enzimlerin in vitro kosullarda 4.0-7.5 pH

araliginda etkinlik gozterdigi de bilinmektedir (Chen ve ark., 1994).
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5. SONUC VE ONERILER

Calismamiz dogrultusunda Tunceli yoresine ait dag kecilerinden izole edilen rumen
fungus izolasyonu ve tanimlanmasina bagl olarak Piromyces sp. (MUBAM 4) izolatina ait

likenaz enziminin karakterizasyonu gerceklestirilmistir.

Ilgili enzimin galistig1 optimum sicakligin 50°C oldugu ve siipernatant (HD) spesifik
enzim aktivitesinin 310,1 pmol/dk/mg protein toplam enzim aktivitesinin ise 56 umol/dk/ml
oldugu tespit edilmistir. Ek olarak hiicresel (HI) aktivelerin siras1 ile 241,2 pmol/dk/mg
protein ve 39,4 umol/dk/ml oldugu goriilmistiir. Termas stabiletesinin ayni sicaklik
degerinde yaklagik olarak 15 dk’lik 6n inkiibasyon sonrast %10 oraninda azaldig: tespit

edilmistir.

Enzimin optimum ¢alisitigi pH degeri 7.0 olarak tespit edilmistir. Bu pH degeri hem
siipernatant (HD) hem de hiicresel (HI) enzim aktivitesi dikkate alnirak bulunmustur.
Enzimin ilgili pH degerinde optimum spesifik aktivitesi Hi degeri 100,4 pmol/dk/mg
protein iken HD degeri ise 76,2 umol/dk/mg protein olarak bulunmustur. Ek olarak toplam
aktiviteler sirast ile 38,5 pmol/dk/ml (HI) ve 32,14 pmol/dk/ml (HD) olarak tespit edilmistir.

Rumen fungal likenaz enzimin endistriyel olarak kullanilmasi igin termal
stabilitesinin ayarlanmasi gerekli oldugu ve bunun i¢in ilgili enzimi sentezleyen gen
bolgesinin uygun vektorler kullanilarak klonlanmasi ile bu bolgelerde CRISPR sistemi ile

modifikasyonlar olusturularak termal stabilitenin gerceklestirilebilecegi diistilmiistiir.
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