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OZET

Anaerobik Gut Funguslar (AGF) herbivor hayvanlarin sindirim kanalinin bir pargast
olan rumen igerisinde bulunan mikroorganizmalar arasinda sahip oldugu fibrolitik enzim
aktivitesi ve biyoteknolojik potansiyeli olduk¢a yiiksek bazi enzimlerinden dolay1 oldukga
onemli bir gruptur. Ayni zamanda AGF’larin zorunlu anaerobik o6zelligi bu
mikroorganizmalarin kiiltiire alinma ¢alismalarini da degerli oldugunu gostermistir.
Gliniimiizde AGF’larin  cins diizeyinde yeni kesifleri devam ederken bu
mikroorganizmalarin bazi endsiistriyel alanlarda da ¢alisma sahalar1 genislemektedir. Bu
calismada Tiirkiye’de bulunan kiiltiir koleksiyonuna ek olarak bugiine kadar ¢alismamis baz1
cografi bolgelerden olan Tunceli iline ait kirsal alanlardan elde edilen rumen diski
orneklerinden AGF izolasyonu ve tanimlanmasi yapilmistir. Bu tanimlama islemi hem
morfolojik hem de molekiiler diizeyde gerceklestirilmistir. Molekiiler diizeyde tanimlama
yapilirken bu mikroorganizmalarin internal transcribed spacer (ITS) bolgesi tercih
edilmistir. Elde edilen ITS agaroz jel goriintiilemesinden sonra polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) iiriinlerinin dizi analizi yapilmistir.Sekans analizi ve morfolojik gézlemler sonucu
AGF’larin MUBAM_AGF 1,2,3,4,5,6,11 ve 12 stok numarasi verilerekNeocallimastix
sp.,MUBAM_AGF 7,8 ve 10 stok numarali Orpinomyces sp. ve MUBAM_AGF 9 stok
numarasi verilerek kiiltiire alinmistir. Sonug olarak Tunceli bdlgesinde ilk defa yapilan bu
calisma ile hem fungus kiltiir koleksiyonu hem de bu canlilarla ait DNA kiitiiphanesi
olusturulmustur.

Anahtar Kelimeler: ITS, anaerobik funguslar, filogenetik, DNA dizileme
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ABSTRACT

Molecular Identification of Anaerobic Fungi in Ruminant Animals Distributed in
Tunceli

Anaerobic Gut Fungus (AGF herbivores is an important group among the
microorganisms in the part of the society, some of the enzymes with fibrolytic enzyme
activity and biotechnological potential. At the same time, the anaerobic feature of AGFs is
an application used in culturing these scanners. Today, AGFs are new in their classes. These
passengers can visit the trainings and use the fields in some industrial usage areas. In addition
to the culture collection in Turkey in this study, AGF isolation and samples were made from
the samples from the samples that did not work. This process was performed both
morphologically and at the molecular level. ITS) preferred site. After the obtained ITS
agarose gel, polymerase chain reaction (PCR) sequence analysis was performed. Sequence
analysis and logical observations, stock of AGFs MUBAM_AGF,3,4,5,6,11 and 12 were
selected k 1,2 Neocallimasti sp., MUBAM_AGF 7,8 and 10 stock images Orpinomyces sp.
and MUBAM_AGF 9 stock images were cultured into modelk. As a result, both the
mushroom culture collection and the DNA collection study of these living things with this
one, which was done for the first time in the Tunceli region.

Key words: ITS, anaerobic fungi, filogenetic, DNA sequence



1. GIRIS

1.1. Rumen

Herbivorlar arasinda ruminant ve ruminant olmayan c¢ok sayida canlilar
bulunmaktadir. Bu herbivor canlilar arasinda sindirim kanali ve bu kanalda bulunan bazi
kisimlarda farkliliklar gézlemlenmektedir. Anatomik olarak ruminant hayvanlarin mide
yapilar1 tek bolmeli diger herbivorlardan fakli olarak dort b6lmeden olusur ve bunlar rumen,
retikulum, omasum ile abomasum olarak bilinmektedir (Hungate, 1966). Hetetrof olarak
bitkisel besin tiiketimi yapan bu herbivorlarinsindirim kanali agiz, dsafagus, mide, ince
bagirsak ve kalin bagirsak seklinde olugmakta ve bitkisel iirlinlerin mekanik olarak ilk
sindirime basladig1 agiz kisminda sahip olduklari giiclii az1 disleri sayesinde sindirimin ilk
basamag1 gergeklesmektedir (Kutlu ve ark., 2005). Osafagustan peristaltik hareketler sonucu
mideye ulasan lokma adi verilen bitkisel besin tek bolmeli herbivorlarda dort bdlmeli
ruminantlara gore alinan besinin yaklasik olarak 2 sindirime ugradig: bilinmektedir. Cilinkii
bitki hiicre duvarmnin yapisim1 olusturan seliiloz, hemiseliiloz gibi organik kompleks
bilesikler uzun siireli sindirim kanalinda kalmal1 ve burada bulunan mikrobiyal ekosistemin
etkisinin siiresinin uzatilmasi1 gerekmektedir (Colemon, 1975; Orpin, 1977; Pettipher ve
Latham 1979; Julliand ve ark., 1998). Dort bolmeli mideye sahip olan herbivorlarin alinan
besini daha etkili bir sekilde hidrolize etmeleri (Julliand ve ark., 1998) rumen ad1 verilen ve
sindirim kanalinda en fazla hacme sahip olan kisim sayesinde olmaktadir (Hobson ve
Wallace, 1982). Bu kisim sahip oldugu kompleks mikrobiyal ekosistem (Selinger ve ark.,
1996) disinda, besin maddelerini indirgenme ve yiikseltegenme (redoks) potansiyelinde
bulunmasi (Kamra, 2005), ortam sicakliliginin ortalama olarak 40°C olmas1 ve pH’s1 5,5-
7,0 arasinda degismesi (Patterson, 1992) konak herbivor tarafindan kullanilan enerjinin
korunmasii gergeklestirir. Rumenin devami olarak biline retikulumun ruminasyonda,
omamasum su ve bazi minerallerin emiliminde, abomasum ise sindirim enzimi

salgilanmasini ve pH ayarlanmasinda gorevlidir (Kutlu ve ark., 2005).



1.2. Rumen Mikroorganizmalari

Rumen igerisinde simbiyotik olarak yasayan kompleks bir ekosistem mevcuttur (Al-
Galbi ve Usur, 2021). Ancak bu ekosistemin olusmasi igin herbivor canlinin beslenmesi ve
sahip oldugu mevcut yasida onemlidir. Yeni dogmus herbivor bir memeli canli ilk besin
olarak anne siitli tiikettigi icin sindirim kanalinda Sterptococcus ve Lactobacillus gibi
bakteriler daha fazla bulunmaktadir (Hobson ve Wallace, 1982).Emzirme disinda ruminant
memelinin yavru bireye gerekli olan sindirim kanalinda bulunan mikroorganizmalari salya,
ortak kullanim alanlarindaki su kanallar1 ve bulasik digk: ile aktardigi diisiiniilmektedir
(Lowe ve ark., 1987; Cholewinska ve ark., 2020). Ancak rumen mikroorganizmalarinin
fizyolojik etkileri ve sahip olduklar1 karmasik metabolizma yollar1 rumen ekosisteminin
anlasilmasini zorlastirmaktadir (Kobayashi,2006). Rumende bulunan ekosistem igerisinde
genel olarak bakteriler (10'°-10™ cfu/ml),arkea (107-10° hiicre/ml), protozoa (10*-10°
hiicre/ml), fungus (103-10° zoospor/ml) ve bakteriyofaj(108-10° virus/ml) toplulugu
bulunmaktadir (Hungate, 1966; Theodorou ve ark., 1990; Kamra, 2005).

1.2.1. Rumen bakterileri

Populasyon olarak en fazla yogunluga sahip olan bakteriler toplulugu (Ozel ve
Saricicek, 2009) sekillerine gore (Krause ve Russell, 1996), gram boyamasina gore (Alatag
ve Umucalilar, 2011) ve etki ettikleri substrat ile son {iriin ¢esitlerine gore (Omigoto ve Imai,
1981) siiflandirilabilirler. Herbivor memeli yeni dogan canlida ilk bakteri populasyonu
yaklasik olarak 30-40 saat sonra gozlemlenmistir (McAllister ve ark., 1994). Ruminant
bakteriler genel olarak anaerobik bir yapiya sahiptir (Russel, 2009). Ancak bazi bakteri
topluluklar1 fakiiltatiftir (Ozel ve Sarigelik, 2009). Bu mikroorganizmalarin enzimatik
yollari ile bitki hiicre duvarinin ana maddesi olan organik polimer selillozdan 6nemli ugucu

yag asitleri elde edildigi bilinmektedir (Liang ve ark., 2021).

1.2.2. Rumen arkealar1

Canlilarin siniflandirilmasinda bakteri,arkea ve okaryotlar domaini bulunmakta ve
arkea domaini ise Okaryotlar ve bakterilerden farkli baz1 6zellikleri bulunmaktadir (Eckburg

ve ark., 2003).Arkea grubu igerisinde yaklasik olarak 28 cins diizeyinde izolasyon yapilmis



bunun igersinden sadece 5 cins diizeyi rumenden izole edilmis ve kiiltiire alinabilmistir
(Jannsen ve Kirs., 2008). Rumen arkealarinin en 6nemli gorevleri ise metajenez olayini
gerceklestirerek (Steward ve ark., 1995) rumen igerisinde diger mikroorganizmalarin agiga
cikardigi H* ve CO> gibi bilesikleri CHa (Metan) na doniistiirerek rumen fermantasyonunun

devamliligint saglamaktir (Kamra, 2005).

1.2.3. Rumen protozoalari

Protozolar simiflandirilirken sahip olduklari sil ve kamgililarina gore farklh
taksonomik basamaklara ayrilabilir. Ozellikle rumen igerisinde silli protozoalarin miktart
(10°-10° hiicre/ml) oldukga fazladir (Ogimoto ve imai, 1981). Protozoalarm rumen igerisnde
farkli gorevleri bulunmaktadir. Bunlar arasinda bakteri populasyonunu denge tutma
(Colemon, 1975; Dehority, 1998), asidosu engelleme (Van Zwieten ve ark., 2008), bitki
hiicre duvarinda bulunan polisakkaritin hidrolizi ve fermantasyona yardimci olamalar
(Yanez ve ark., 2004) bilinmektedir.Ayrica hayvan agirlik artisin1 pozitif bit sekilde
etkiledikleri (Williams, 1986) ve protozolarin rumen uzaklastirilmasi sonucu rumen igi

homeostasinin gozlemlendigi bilinmektedir (Kamra, 2005).

1.2.4. Rumen bakteriyofajlar

DNA viriisii oldugu bilinen ve bakteriler iizerinde etkili olan zorunlu hiicre i¢i bir
parazittir. Bakteriyofajlar rumen igerisinde bakteri populasyonunu istenilen diizeyde

tutabilme 6zelligine sahiptir (Klopatek ve ark., 2021).

1.2.5. Rumen funguslar

Rumen igerisinde yaklasik olarak %7-%9 oraninda bulunan rumen funguslar1 (Orpin,
1984) rumen ekosisteminde kuvvetli fibrolitik enzim aktivitesi ve bitki materyali {izerine
kolonize olmalar1 bu canli grubunun énemini arttirmistir (Bauchop, 1984). Ozellikle seliiloz
ve ksilan gibi organik bilesikleri sayica fazla olan bakterilere oranla daha ¢ok miktarda

hidrolize ettikleri gozlemlenmistir (Bernalier ve ark., 1992).



1.3. Rumen Funfuslarinin Kesfi ve Tarihcesi

Liebetanz (1910) ve Braune (1913) tarafindan ilk olarak kamg¢ili protozoa oldugu
diisiiniilen rumen funguslart (Anaerobik Gut Fungi) Sphaeromonas communis ve
Caliilmastix frontalis olarak binominal adlandirilmalar1 yapilmistir. Rumen funguslarin
siiflandirmada kendine ait sistematik basamaga gecisi Orpin (1975) sayesinde olmus ve
Neocallimastix frontalis seklinde isimlendirilmistir. Daha sonraki yillarda yapilan ¢aligmalar
sayesinde hiicre duvarinin kimyasal yapisinda kitin bulunmasi bu canlilarin Fungi alemine
ait oldugunu gdstermistir (Orpin, 1977). Ilk olarak kamgil1 protozoa olarak bilinen anaerobik
gut funguslarin (AGF) kesfinin netlik kazanmasinin bu kadar uzun silirmesi arasinda
hayvanlarin besleme ile gecici saprofit mikroorganizmalrida besin olarak alabilceginden
dolay1 (Bauchop, 1983) rumen mikroorganzimalari ile ilgili calismalarda kati1 parcaciklarin

uzaklastirilmasi biiyiik bir etken oldugu diistiniilmektedir (Orpin, 1994).

1.3.1. Rumen funguslarmn o6zellikleri

1.3.1.1. Morfolojileri

Anaerobik Gut Funguslar (AGF) aseksiiel iireme 6zelligine sahip olup zoospor
olusturan filamentli ve kiiresel morfolojiye sahip, spor kesesinin durumuna gore
monosentrik veya polisentrik karakterde ve zoosporlar: kamgi sayisina gore tek kamcilt ya
da ¢ok kamgili olacak sekilde morfolojik olarak 151k mikroskobu sayesinde
gozlemlenebilirler (Li ve ark., 1997; Voigt ve ark., 2021).

1.3.1.2. Yasam dongiileri

Anaerobik Gut Funguslar (AGF)’1n sahip oldugu morfolojik 6zellilerinden dolay:
yasam dongiileri monosentrik bireylerde ve polisentrik bireylerde olmak {izere ayri ayri
incelenmistir. Ancak genel olarak AGF’larin yagsam dongiileri zoospor (hareketli) evresi ve
tallus/vejatatif (hareketsiz) evresi olarak iki basamaktan olusmaktadir (Arreola ve ark.,
2021). Hareketli evre olan zoospor evresi bitki hiicre duvarina tutunduktan sonra vejatatif

evreye gecerek yeni sporlarin salinmasina yardimei olur (Barr ve ark., 1989).



1.3.1.2.1. Monosentrik funguslarin yasam dongiisii

Monosentrik yapili funguslarda zoosporogenes sonucu olusan zoosporlar sivi
igerisinde belli bir siire serbest bir sekilde ytizebilir (Heath ve ark., 1986) daha sonra taksis
hareketi sayesinde bitki hiicre duvarina dogru yonelim yaparlar (Orpin ve Bountiff, 1978).
Kemotaksis sonucu hiicre duvarina tutunan sporlar vejatatif evreye gecerler (Sekil 1.1).
Sahip olduklar1 ¢ekirdekleri hiicre boliinmesi gecirmeye baslar ve yeni zoosporlarin olusumu
gerceklesir (Gordon ve Phillips, 1998). Zoosporogenez olayma etki eden birden fazla
faktorler bulunmaktadir. Bunlar arasinda bu olay1 aktive eden enzimlerin yapisina katilan
kofaktdr yapili hem ve hemin gibi aktivator bilesikler besin yolu ile hayvanlara gegebilmekte

ve spor salinimi hizlandirmaktadir (Orpin ve Greenwood, 1986).
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Sekil 1.1. Monosetrik Anaerobik Gut Fungi (AGF) yasam dongiisti (Wulft, 2001)

1.3.1.2.2. Polisentrik Funguslarin Yasam Dongiisii

Polisentik yapil1 funguslarda serbest spor salinimi ¢ok nadir goriilmektedir (Ho ve
Bauchop, 1991). Ciinkii sahip olduklar1 g¢ekirdegin sporla beraber hareketi igin taksis

olayindan farkli olarak sporun olusturdugu rizoit yapiya dogru hareketi bulunmaktadir. Bu



sayede anaerobik gut fungusun farkli yerlerine gé¢ eden g¢ekirdek yeni spor keselerini
olusturur (Barr ve ark., 1989).

1.4. Rumen Funguslarinin Molekiiler Diizeyde Tanimlanmasi

Anaerobik Gut Funguslar (AGF)’in smiflandirilmast yapilirken morfolojik
Ozellikleri ve molekiiler caligmalar yardimiyla taksonomik basamaktaki yeri tespit
edilmektedir (Smith ve ark 2020). Giliniimiizde AGF’larin bulundugu sistematik basamaklar
asagidaki gibidir.

Alem: Fungi

Filum: Neocallimastimycota

Sinif: Neocallimastigales

Familya: Neocallimastigaceae

Cins: Neocallimastix

Tiir: N.Frontalis

Morfolojik 6zellikleri kullanilarak yapilan siniflanma bi¢imi genellikle bu canlilarin
cins diizeyinde taksonomik basamaktaki yerini bulmaya yardimei olmakta ancak AGF’larin
zorunlu anaeobik yapili olmasi ve cevresel faktorlerin morfoloji lizerindeki olumsuz
etkilerinden dolay1 bazi durumlarda saglikli bir siniflandirma bi¢imi olmamaktadir (Heath,
1988). Giiniimiizde molekiiler ¢aligmalarin hiz kazanmasi ile giivenilir bir siniflandirilma
yapilmaya baglamistir.Bu ¢aligmalar arasinda GC(Guanin/Sitozin) veya AT(Adenin/Timin)
kiyaslamasi (Brownlee, 1989), ITS (Internal Transcribed Sequence) bolgesi (Brookman ve
ark., 2000; Sihori ve ark., 2013), rRNA (ribozomal RNA) bélgeleri (Dore ve Stahl, 1991) ve
PCR-RFLP (Ozkdse ve ark., 2003) gibi ¢cok farkli molekiiler tanimlama bulunmaktadir. Ayni
zamanda Kar (2013) yaptig1 ¢aligmada 18S rRNA, ITS, 28S rRNA sekans dizilemesi ile
AGF’larin filogenetik agaclandirmasini yapmis ve buna bagli olarak bu funguslarin
metabolitlerini karsilastirmistir.Filogenetik siniflandirma igin DNA’da bulunan ITS ve
rRNA gibi korunmus boélgelerin sekans analizinin onemini vurgulamasiyla calismalar
artmaya baslamig ve AGF’larin siniflandirilmasinda kullanilan morfolojik ve molekiiler
ozellikler sonucunda giiniimiizde 20 cins tespiti yapilmis ve Tablo 1.1°de verilmistir
(Hanafy ve ark., 2021).



Tablo 1.1. Gilinimiiz kadar tanimlanmasi yapilmis Anaerobik Gut Funguslarin cins
diizeyindeki taksonomisi (Hanafy ve ark., 2021)

Alem Fungi

Filum Neocallimastigomycota

Simf Neocallimastigomycetes

Takim Neocallimastigales

Familya Neocallimastigaceae

Cins Caecomyces (Monosentrik, Tek kamg¢ili zoopor)

Neocallimastix (Monosentrik, Cok kamgili zoospor)
Piromyces (Monosentrik, Tek kamgili zoospor)
Orpinomyces (Polisentrik, Cok kame¢ili zoospor)
Anaeromyces (Polisentrik, Tek kamgil1 zoospor)
Cyllamyces (Polisentrik, Tek kamgil1 zoospor)
Feramyces (Monosentrik, Cok kamgil1 zoospor)
Pecaromyces (Monosentrik, Tek kamgili zoospor)
Oontomyces (Monosentrik, Tek kamgili zoospor)
Buwchfawromyces (Monosentrik, Tek kamgili zoospor)
Liebetanzomyces (Monosentrik, Tek kamgili zoospor)
Ghazallomyces (Monosentrik, Cok kamgili zoospor)

Aklioshbomyces (Monosentrik, Tek kamgili zoospor)
Agriosmyces (Monosentrik, Tek kamgili zoospor)

Capellomyces (Monosentrik, Tek kamgili zoospor)
Joblinomyces (Monosentrik, Tek kamgili zoospor)
Khoyollomyces (Monosentrik, Tek kamgili zoospor)
Tahromyces (Monosentrik, Tek kagmis1 zoospor)
Aestipascumyces (Monosentrik, Cok kamg¢ili zoospor)

Paucimyces (Monosentrik, Tek kamgili zoospor)

1.5. Anaerobik Gut Fungus Cinsleri ve Ozellikleri

1.5.1. Caecomyces sp.

Gold ve ark. (1988) tarafindan inek rumeninden elde edilen bu cins monosentrik bir

tallus ve tek kamgcili bir zoospora sahiptir.



1.5.2. Neocallimastix sp.

Barr (1981) tarafindan bulunan ve Monosentrik vejajatif evresi olan ¢ok kamgili bir
yapiya sahip olan bu cins diizeyindeki mikroorganizma zoosporik funuguslarin temelini
atmistir.

1.5.3. Piromyces sp.

Barr ve ark. (1989) tarafindan inek rumenine ait sividan izole edimistir. Morfolojik

olarak monosentrik tallus yapili ve tek kamg¢ili bir zoospora sahiptir.

1.5.4. Orpinomyces sp.

Barr ve ark. (1989) ve Breton ve ark. (1989) tarafindan yapilan ¢aligmalarda
polisentrik tallus ve ¢ok kamcilt zoospora sahip olan bu cins koyun rumeninden izole

edilmistir.

1.5.5. Anaeromyces sp.

Breton ve ark. (1990) koyun rumeninden izole ettigi polisentrik tallus ve tek kemgili

bir zoospora sahiptir.

1.5.6. Cyllamyces sp.

Ozkose ve ark. (2001) tarafindan sigir diskisindan izole edilen kiiresel rizoid yapili

olan bu cins polisentrik tallus ve tek kamgil1 zoospora sahiptir.

1.5.7. Feramyces sp.

Hanafy ve ark. (2018) tarafindan koyun diskisindan izole edilen monosentrik tallus

ve ¢cok kamgili zoospora sahiptir.



1.5.8. Pecaromyces sp.

Hanafy ve ark. (2017) tarafindan sigir ve koyun digkisindan izole edilmis ve

monosentrik vejajatif evresi ile tek kamgili zoospora sahiptir.

1.5.9. Oontomyces sp.

Dagar ve ark. (2015) tarafindan devenin 6n midesiden izole edilen bu cins

monosentrik tallus ile tek kamgili zoosporu bulunur.

1.5.10. Buwchfawromyces sp.

Callaghan ve ark. (2015) ile birlikte Buffolo diskisindan izole edilmistir. Tallus

yapist monosentrik, zoospor olarak tek kameilidir.

1.5.11. Liebetanzomyces sp.

Joshi ve ark. (2018) tarfindan kegi diskisindan izole edilmis ve monosentrik tallus,

tek kamgili zoosporu bulunur.

1.5.12. Ghazallomyces sp.

Hanafy ve ark. (2019) tarafindan geyik diskisindan izole edilen bu cins monosentrik

tallus ile ¢ok kamgili zoospora sahiptir.

1.5.12. Aklioshbomyces sp.

Hanafy ve ark. (2019) ile bir birlikte geyik diskisindan izole edimistir. Tallus yapisi

monosenterik olup zoospor kamgist ise tek olarak bilinir.

1.5.13. Agriosmyces sp.

Hanafy ve ark. (2019) tarafindan yaban domuzu ve keci digkisindan izole edilen bu

mikroorganizma monosentrik yapili ve zoosporu tek kamgilidir.
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1.5.14. Capellomyces sp.

Hanafy ve ark. (2019) tarafinda keg¢i diskisindan izole edilmistir. Monosentrik tallus

ile tek kamgil1 bir zoospora sahiptir.

1.5.15. Joblinomyces sp.

Hanafy ve ark. (2019) tarafindan koyun ve ke¢i diskilarindan elde edilmistir. Tek

kamgil1 zoospor ve monosentrik yapili tallusa sahiptir.

1.5.16. Khoyollomyces sp.

Hanafy ve ark. (2019) at ve zebra’ya ait diskidan izole etmislerdir. Vejatatif safhasi

monosentrik tallus hareketli evresi ise tek kam¢ili zoospor ile meydana gelir.

1.5.17. Tahromyces sp.

Hanafy ve ark. (2019) tarafindan endemik bir tiir olan Nilgiritragus hylocrius’dan
(Ovis cinsine yakin bir tiir) izole edilmistir. Monosentrik tallus ve tek kamgcili zoospora
sahiptir.

1.5.18. Aestipascumyces sp.

Stabel ve ark. (2020) tarafindan koyun rumeninden izole edilen filamentli yapiya

sahip olan bu cins monosentrik tallus ve ¢ok kamgil1 zoospora sahiptir.

1.5.19. Paucimyces sp.

Hanafy ve ark. (2021) tarafindan antilop diskisindan izole edilmistir. Monosentrik

tallus ve tek kamgili zoospora sahiptir.
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1.6. Anaerobik Gut Funguslarin Tamimlanmasinda Kullanilan Molekiiler

Yontemler

1.6.1. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) sayesinde istenilen gen bolgesi lizerinde spesifik
primerler kullanilarak o bdlgenin ¢ogaltilmasi saglanmaktadir.Elde edilen gen bolgesi
tizerinde gerekli DNA dizi analizleri, 6zellikle rumen funguslarinin filogenetik analizinde
kullanilan Internal Transcribed Spacer (ITS) bdlgesi teshisi gibifarkli alanlarda ve ok sayida
molekiiler calismalar yapilmaktadir (Dieffenbach ve ark., 1993).

1.6.2. DNA dizi analizi

Filogenetik bir analiz yapilirken giivenirlik diizeyinin artirilmasi ayni zamanda
canlilar arasinda ¢ekirdek DNAs1, mitokondriyal DNA ve proteinleri kodlyan gen bolgerinin
kiyaslanmasi i¢in DNA dizi analizi tercih edilen bir yontemdir (Bridge ve ark., 1998). DNA
dizi analiz yapilirken 6zellikle mutasyona karst korunmus bolgeler tercih edilmektedir. Bu
bolgeler arasinda 18S rRNA, 58S rRNA ve 28S rRNA bolgeleri gibi. Bu bolgeleri
cevreleyen biiylik alt birim (LSU) ile kiiclik alt birim (SSU) kisimlarida sekanslamada
kullanilir. Giintimiizde bu bélgeler disinda kodlanmayan ama korunakli bolge olarak bilinen
internal transcribed spacer (ITS) ara bolgeleride sekanslamasi yapilarak filogenetik
caligmalarda kullanilmaktadir (Tuckwell ve ark., 2005; Nicholson ve ark., 2009). Hanafy
ve ark. (2021) filogenetik siniflandirmada LSU bdlgesinde bulunan D1 ve D2 (Domain)
bolgerinin  sekanslamasi sonucu anaerobik gut funguslarin filogenetik olarak

siiflandirilmasinida gerceklestirmektedirler.

1.6.3. ITS (Internal Transcribed Spacer) bolgesi

Anaerobik Gut Fungus (AGF)’larin filogenetik analizi yapilirken en fazla kullanilan
dizilime metodudur. Internal Transcribed Spacer (ITS) bolgesi korunakli olmakla beraber
AGF’lar arasindaki farkliliklar1 bu bolge iizerindeki ¢aligmalarin 6nemini artirmigtir. ITS
bolgesi genel olarak 18S rRNA bolgesi ile 5,8S rRNA bolgesi arasinda kalan ITS1ve 5,8S
rRNA ile 28S rRNA bolgesi arasinda kalan ITS2 olmak tizere iki kisimdan olusmustur (Paul
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ve ark., 2018). ITS bolgesi ortalama olarak 800 baz ¢ifti uzunlugunda kismen kiigiik bir
bolge olmasi ve bu bolgenin hasarli DNA parcasindan bile kolaylikla teshis edilmesi
AGF’larin filogenetik agidan incelenmesi i¢in kolaylik saglamaktadir. ITS bdlgesi i¢in her
canliya ait 0zel primer tasarlanmaya gerek olmamasi ve kromozomal kiitliphaneye gerek

duyulmamasi da bu bolgenin tercih edilmesinde 6nemli bir etkendir.

1.6.4. RFLP (Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizm)

Filogenetik siniflandirmada morfolojik olarak fazla farkliligi olamayan ayni cinsin
farkl: tiirleri arasindaki homoloji ortaya ¢ikarmak i¢in kullanilan bir yontemdir.Bu yontem
genel olarak farkli kesme enzimleri kullanilarak ¢alisan bolge tizerinde polimorfizmin olup

olmadigimi tespit etmek ve tiirler aras1 genetik uzakligin teshisi igin tercih edilmektedir

(Eckart ve ark., 2010).

1.6.5. RAPD (Randomly amplified polymorphic DNA)

DNA parcas1 {lizerinde spesifik olamayan yaklasik olarak 8-10 baz cifti
uzunlugundaki primerlerin kullanilmas: sonucu yapilan basit ve hizli bir yontemdir. Bu
yontemde genel olarak diisiik bir polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) sicakligi se¢ilmekte ve
primerlerin baglanmas1 saglanmaktadir.Elde edilen iirlinler daha sonra agaros jel
elektroforezi sonucu yorumlanarak genetik haritalama,tiirler arasi kalitsal varyasyon ve

seleksiyon islemlerinde kullanilmaktadir (Ozkdse ve ark., 2015).
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2. ONCEKI CALISMALAR

Bowman ve ark. (1992), Neocallimastix’in taksonomik olarak basamagini
netlestirmek icin yaptig1 filogenetik analizde rRNA boélgesine ait sekans dizisini
kullanmustir.

Hausner ve ark. (2000), ITS bolgesi icersinde 18S rRNA ile 5,8S rRNA sekans
bolgesi arasinda bulunan ITS1 boélgesi ile ilgili polimorfik ¢aligmada (RFLP) kullanilan
suslarin birbrinden yirt edslmesinin zor oldugu ve bu boélge ile ilgili calismalarin
desteklenmesi gerektigini vurgulamiglardir.

Chen ve ark. (2003), Neocallimastix frontalis tiiriine ait farkli suslar iizerinde hem
ITS1 bolgesi hem de RAPD polimorfik yaklasimi iizerinde yogunlagsmis ve sonug olarak bu
suslarin genetik varyasyon bakimdan farkliliklarinin olmadigini gostermislerdir.

Yiicel (2010) yaptig1 calismada Ava Il kesme enziminin giivenirligi géstermek icin
Orpinomyces sp’ye ait Likenaz gen bélgesininin kesme islemini gergeklestirmistir.

Wang ve ark. (2017), Neocallimastix frontalis, Orpinomyces joyoniive Caecomyces
sp.’ye ait farkli suglarina ait LSU ve ITS1 bolgelerinin sekanslanmasi sonucu yaptiklari
filogenetik siniflandirma ¢aligmasinda tek basma ITS1 bolgesinin kullanilmasmin yeterli
olmadigini gostermislerdir.

Ozkose ve ark. (2015), Tirkiye’nin farkli yerlerinde yayilis gosteren ruminant
herbivorlardan izole edilen AGF arasinda RAPD analizi ger¢eklestirmislerdir. %92 oraninda
polimorfizm goézlemlenmis ve filogenik olarak varyasyon netlik kazanmustir.

Hanafy ve ark. (2018) Neocallimastigomycota filumuna ait yeni cins kesiflerinden bir tanesi
olarak bilinen Anaeromyces sp.’nin filogenetik siiflandirilmasinda ITS bdolgesi ile domain
bolgeleri olarak bilinen D1/D2 sekans bolgeleri kullanilmistir.

Edwards ve ark. (2019), Neocallimastigomycota filumuna ait olan filogenik
siniflandirma isleminde kullanilan ITS bolgelerinin giivenirligi ile ilgili olarak anaerobic
fungal community analysis (AFCA) yontemi ile bu bolgelerin sahte veya giivenli olmayan
ITS dizilerinin kiyaslanmasini dizileme yontemi yardimiyla sekans kiitiiphanesine benzer
bir yap1 olusturmuslardir.

Hanafy ve ark. (2020), PacBio SMRT dizilimi yardimiyla domain bélgeleri olan
D1/D2- LSU sekans tabanli ¢esitlilik arastirmasinda daha dnce var olan D1/D2-LSU sekans
bilgileri ve ITS1 bolgesi sekans bilgileri ile kiyaslama yapilmis. Sonu¢ olarak D1/D2

degisken bolgelerin etkisi sonucu Neocallimastigomycota filumuna ait olan cins sayisinin
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giintimiizdekinden (20 cins) farkli olabilecegi ve toplamda bu filuma ait 28 farkli cins
bulunabilecegini rapor etmislerdir.

Stabel ve ark. (2020), Aestipascuomyces dupliciliberans’nin kesfinde D1/D2-LSU
bolgelerinin  filogenik arastirmasinda bu AGF’un  Orpinomyces—Neocallimastix—
Pecoramyces—Feramyces—Ghazallamyces supragenus grubu iginde yeni bir monofiletik dal

seklinde oldugunu rapor etmislerdir.
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3. TEZIN AMACI VE ONEMIi

Anaerobik funguslarin en az 25 yeni cins-taksonu herbivorlarin sindirim sisteminde
belirlenmistir, ancak hala eksik anaerobik fungus cins ve tiiri bulunmaktadir. Cins ve
tiirseviyelerindeki anaerobik fungus c¢esitliliginin ¢cogu su anda mevcut olan ITSI
dizileriylebelgelenmistir, ancak bu tiirlerin ¢ogu yalnizca dogrudan mikrobiyom
orneklerinden elde edilen ITS1 dizileri ile temsil edilmektedir. Bu ¢alismada, GenBank'ta
bulunan tiim bagirsak anaerobikmantar dizisi ITS1 ve 28S dizileri kullanilarak kolektif
cesitlilik anaerobik mantar c¢esitliligiincelenecektir. Bu ¢alismanin amaci, GenBank
niikleotit veri tabanindan ilave sekanslaradayanarak, Tunceli’de yayilis gosteren ruminat
hayvanlardaki (sig1r, kec¢i, koyun, at, esek vb.), anaerobik funguslar arasindaki filogenetik
baglamdaki cesitliligi incelemek ve anaerobikfunguslar arasindaki cins diizeyinde
filogenetik iliskileri degerlendirmektir. 1975'teki kesiflerinden bu yana (Orpin, 1975),
anaerobik funguslar geleneksel olarak izolasyon, yetistirme, morfolojinin mikroskobik
karakterizasyonu ve metabolizmanin biyokimyasalkarakterizasyonu dahil olmak {izere
kiiltiir bazli yontemler ile karakterize edilmistir (Ho ve Barr, 1995). Bunun i¢in mikroskobik
ozelliklerinin yaninda nuc rDNA gibimarker genleri kullanilarak filogenetik analizine
dayanan taksonomik analizler yapilmistir. En az 50 farkli otgul hayvan tiirtinde bulunurlar
(Ljungdahl, 2008). Halen bilinen tiim AF’lar, yenikurulan filum Neocallimastigomycota
dahil, tek bir ailede Neocallimasticaceae olarak siniflandirilmistir (Hibbett ve ark., 2007).
Simdiye kadar 18 farkl cins ve ~38 farkl: tiirtanimlanmistir (Heath ve ark., 1983; Gold ve
ark., 1988; Barr ve ark., 1989; Breton ve ark., 1990 ; Ozkdse ve ark., 2001; Ariyawansa,
2015; Callaghan ve ark., 2015; Dagar ve ark., 2015; Hanafy ve ark., 2017). DNA barkod
verilerinin miktart (cogunlukla ITS1 ve ITS2'ye dayanarak), hem saf kiiltlirler hem de
cevresel DNA dizileme projelerinden dolay1 arttikga, mevcut 18 cinsin anaerobik fungus
cesitliliginin sadece bir alt kiimesini temsil ettigi ortaya ¢cikmistir (Griffith ve ark., 2010).
Ornegin, Liggenstoffer ve arkadaslari tarafindan (2010) yapilan bir calismada, ¢ok ¢esitli
konakg1 tiirden 250.000 ITS1 sekansi olusturmus ve potansiyel olarak sekiz yeni boliim
tanimlamustir. Ayrica, morfolojik 6zelliklerin ve DNA barkod verilerinin incelenmesiyle,
bazi taksonlarin yeniden atanmasina neden olmustur (Fliegerova ve ark., 2012). Farkli cins
ve anaerobik mantar tiirleri arasinda morfolojide 6nemli farkliliklar vardir, bu da ¢ogu zaman

morfolojik ve fenotipik siiflandirmayi zorlagtirir.

15



Ek olarak, bircok anaerobik mantar, halihazirda mevcut kiiltiir ydntemleri
kullanilarak yetistirilemeyebilir. Bu nedenle, kiiltiirden bagimsiz metotlar, en son kullanilan
caligmalarda anaerobik mantar cesitliligini incelemek i¢in Oncelikle, en ¢ok kullanilan
yaklasim olan internal transcribed spacer'in (ITS1) (Liggenstoffer ve ark., 2010) PCR
amplikonlarinin sekanslanmasi ve filogenetik analizi ile kullanilmalidir. Son tanimlanan cins
ve tiir 6rneklerinin birgcogunda, rRNA lokusundaki internal transcribed spacer 1 (ITS1) ve
bliyiik ribozomal alt {inite (28S rRNA D1-D2 alanlar1) bolgelerine dayanan filogenetik
analizler etkili olmustur, molekiiler veriler AF'de cins ve tiir seviyesi tanimlanmasinda
giderek daha onemli bir rol oynamaktadir (Griffith ve ark., 2010; Liggenstoffer ve ark.,
2010). Bu agidan degerlendirildiginde bu calisma ile bu bolgedeki dag kecilerindeki AF
hakkindan hig¢bir ¢aligma yapilmamistir. Bu calisma ile bu bilimsel bosluk doldurulmaya
calisilacaktir.
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4. MATERYAL VE METOT

4.1. Materyal

4.1.2. Kullanmilan kimyasalar

Bu calismada Sigma (Almanya) ve Merck (Almanya)’dan temin edilen ticari olarak
yiiksek safliktaki kimyasallar kullanilmistir. Farkli bir kimyasal kullanimi oldugu zaman
belirtilmistir.

4.2. Metot

4.2.1. Fungus izolasyonu icin gerekli diski 6rneklerinin toplanmasi ve

saklanmasi

Tunceli ¢evresinden toplanan ruminat hayvanlara ait digki 6rnekleri uygun saklama
kaplarina konularak en az 1 saat igerisinde laboratuara getirilmistir. Laboratuvara getirilen
disk1 drnekleri hemen izolasyon islemine tabi tutulmus ve kalan 6rnekler tekrar kullanilmak

tizere -20°C’de muhafaza edilmistir.

Sekil 4.1. Tunceli ¢evresinde bulunan ruminantlardan digki 6rnegi toplama
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4.2.2. Rumen sivisinin hazirlanmasi ve muhafaza edilmesi

Izolasyon, tanimlama ve ¢alisma sirasinda kullanilacak olan besiyeri i¢in gerekli olan
rumen s1vist Tunceli mezbahanesinde kesilen ruminant hayvanlarin rumen igeriginden elde
edilmistir.

Elde edilen rumen igerigi ¢ift katli bir tiilbent yardimi ile siiziilerek erlenmayer
icerisinde yaklasik olarak bir saat boyunca ¢okelmesi beklenmis daha sonra 50ml’lik plastik
falcon tiiplerine aktarilarak 3500g’10 dk santrifily yapilmustir (Santrifiij islemi iki

tekrarlanmigtir). Santrifiij sonucu st sivi bagka bir falcon tiipiine aktarilarak -20°C’de

muhafaza edilmistir.

Sekil 4.2. Rumen sivisinin hazirlanmasi. a8) Mezbahaneden alinan rumen 6rnegi b) Rumen
stvisinin santrifiijleme basamagi

4.2.3. Anaerobik besiyerinin hazirlanmasi

In vitro ¢aligmalarda anaerobik gut funguslarin gelisimi gdzlemlemek icin gerekli
olan besiyeri yapimi Orpin (1976) esas alinarak gerceklestirilmistir. Besiyeri i¢in gerekli

olan bilesik ve miktarlar1 Tablo 4.1 de verilmistir.
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Tablo 4.1. Anaerobik Gut Funguslarin in vitro kosullarda ¢alismasi i¢in gerekli olan besi

ortami
Icerik Sivi besiyeri

Mineral Solusyon-1 150ml/L
Mineral Solusyon-2 150ml/L
Rumen s1visi 150ml/L
NaHCO3 6 g/L
Yeast Extract 2,50/L
dH.0 550ml/L

Mineral Solusyon-1 Siv1 besiyeri
KoHPO, 3g/L

Mineral Solusyon-2 Siv1 besiyeri
KH2PO4 3g/L
(NH4)SO4 69/L
MgS0,4.7H0 0,69/L
CaCl, 0,4g/L
NaCl 6g/L

Besiyeri i¢in verilen biitiin kimyasallar (Sistein-HCI ve Resazurin harig) verilen
miktarda erlen igerisinde kaynatilmig bu sirada besi ortami bol miktrda CO2 gazi ile
doyurulmaya baglanmig ve Sistein-HCI eklenerek oksijenin baglanmasi saglanmustir.
Ortama eklenen resazurin ise ortamda oksijenin i¢in bir indikator gorevi listlenmistir.
Kaynama siiresi olarak besiyerinin rengi acik sar1 oluncaya kadar devam etmistir.

Yapilan besiyeri daha sonra Hungate tiiplerine veya serum siselerine istenilen
hacimde dagitilir ve bu islem yapilirken ortama CO2 gazi verilmeye devam eder. Sonug
olarak dolumu yapilan serum siseleri veya Hungate tiipleri dikkatli bir sekilde kapaklar
kapatilarak otoklavlanmistir (110°C’de 10dk).Tez ¢alismasi igin samanl, glikozlu,
sellobiyozlu olmak tizere 3 farkli besiyeri yapilmistir. Enerji kaynagi litreye 5 gr olacak

sekilde ayarlanmistir.

4.2.4. Diskidan fungus izolasyonu ve inkiibasyonu

Theodorou ve ark. (1993) gore yapilan fungus izolasyonuna gore; 10 gr disk1 6rnegi
100 ml anaerobik besiyeri igerisinde ¢ozdiiriiliir ve bu ¢oziinmiis siispansiyon sivisindan 10
ml alinarak igerisinde saman bulunan bos Hungate tiiplerine anaerobik kosullara dikkat
edilerek aktarilir. Seyreltme islemi bu sekilde 107,102,102 olacak sekilde 10”ye kadar
devam eder. En son 3-7 giin 39°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda
gelisme gozlenen tiiplerdeki funguslarin saflastirilmasi i¢in Rolling tiip yOntemi

kullanilmistir.
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Sekil 4.3. Diskidan Anaerobik Gut Fungus izolasyonu sirasinda digki materyalinin bos besi
ortaminda seyreltilmesi (A). Diliisyon islemi sirasinda drneklerden 10 ve diger
alt diliisyon basamaklarinin hazirlanmasi (B)

4.2.5. Anaerobik gut funguslarin saflastirilmasi

Joblin (1981)’e ait ‘Roll Tiip’ yontemine gore yapilan saflastirma basamaginda %0,5
(g/ml) glikoz ve %1,5(g/ml) agar bulunan anaerobik sartlar altinda hazirlanan besiyerleri
110°C’de 10dk sterilizasyona birakilir. Toplam hacmi 4ml olacak sekilde hazirlanan bu
besiyeri yaklasik olarak sicakligi 40°C olunca (Otoklavdan giktiktan sonra) saflastirma
islemi i¢in tiiplere alt kiiltiire alinan funguslardan 0,5m1’lik inokiilasyonu yapilir. Daha sonra
bu tiipler buz veya soguk su ile dolu bir kap igersinde yatay hale getirilerek hizli bir sekilde
dondiiriiliir ve agarin donmasi saglanir. Bu basamaklar gergeklestirilirken bakterilerin

defaunasi i¢in ortama uygun miktarda antibiyotik ekimi yapilmalidir.

4.2.6. Antibiyotik etkisi

Anaerobik Gut Fungus (AGF) izolasyonu yapilirken bakteri kontaminasyonun
engellenmesi i¢in farkli konsantrasyonlarda ve farkli yapilarda antibiyotikler hazirlanmigtir.
Hazirlanan antibiyotiklerin sterilizasyonu aksi belirtilmedigi stirece 0,22pum ¢apli enjektor
filtresi ile gergeklestirilmistir. Kullanilan antibiyotikler ve son konsantrasyonlar ¢izelgede

verilmistir.
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Tablo 4.2. Antibiyotik ¢esitleri ve son konsatrasyonlari

Antibiyotik Son konstrasyon (pg/ml)
Kloramfenikol 100 pg/ml

Ampisilin 100 pg/ml
Streptomisin 140 pg/ml

Eritromisin 200 pg/ml

4.2.7. Rumen funguslarinin gozlemlenmesi

Roll tiip basamag: gerceklestirildikten sonra uygun sicaklik ve ¢evre sartlari altinda
bu tiipler inverted mikroskop yardimiyla gozlemi yapilir ve istenilen funguslarin morfolojik

ozelliklerine bagli olarak hem izolasyonu hemde goriintiilenmesi gergeklestirilir.

Sekil 4.4. Rumen funguslarmm mikroskop altinda gézlemlenmesi ve morfolojik izolasyon basamagi

4.2.8. Rumen funguslarinin cins diizeyinde tanimlanmasi

Anaerobik Funguslarin cins diizeyinde tayini i¢in hem vejatatif evre hem de hareketli
spor evresinin mikroskobisi gozlemlenir. Vejataif evrede monosentrik veya polisentik

0zelligi spor evresinde ise tek veya ¢ok kameili olmasi1 6nemlidir.
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Sekil 4.5. Rumen funguslarmin morfolojik diizeyde simiflandirilmasi igin gerekli olan vejatatif evre (A)
ve spor evresinin (B) mikroskobik goriintiisii

4.2.9. Anaerobik funguslarin alt kiiltiire alinmasi

Anaerobik Gut Fungus (AGF)’lar ile yapilan ¢aligsmalarda ortamin oksijen ile temasi
kesilmeli ve anaerobik kosullara dikkat edilmesi gerekmektedir. Ho ve Bauchop (1991)’gore
AGF’m zoospor salinimi i¢in optimum siire ve ortam sartlarinin 6nemi vurgulanmistir.
Bundan dolay1 izolasyon basamagi bitene kadar yada saflastirilmanin ger¢eklesmesine kadar
yapilan alt kiiltliir ¢alismasindacevresel kosullara dikkat edilmelidir. Bunun i¢in Hungate
(1969) ve Bryant (1972) dayali alt kiiltiir alma yontemi gegerliligi devam ettirmektedir.
Izolasyon basamaginda gelisimi gdzlemlenen AGF tiiplerinden steril enjektdr yardimiyla
0,5ml alinarak enerji kaynagi igeren besiyerine inokiile edilirek inkiibasyona birakilmistir.

Bu islem stok kiiltiir veya saflagtirma oluncaya kadar devam edilmistir.

4.2.10. Rumen funguslarda stok olusturma

Saflastirilma islemi ve cins diizeyinde tespiti yapilan Anaerobik Gut Fungus
(AGF)’lann kiiltiir koleksiyonu veya stok olusturulmasinda samanli besiyerinde gelisimi
saglanan AGF’lar ortam kosular1 anaerobik olacak sekilde %15°lik (v/v) 1ml lik steril
karyoviyal tliplerine aktarilir. Aktarma islemi sirasinda alinan samanin miktarina gére birden
fazla karyoviyal tiiplerine aktarilabilir. Anaerobik kosullarda aktarimi saglanan ornekler
oncelikle -20°C’ye sonra sivi azot tankina konularak uzun siireli muhfazasi saglanmistir.

Daha sonra c¢alisilmak istenen Ornekler sivi azot kiiltiir tankindan alinir, oda
kosullarda ¢6ziinmeye birakilir ve anaerobik kosullar altinda samanli Hungate tiipiine

aktarilir. Duruma gore uygun miktarda antibiyotik eklenebilir.
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4.3. Molekiiler Metotlar

4.3.1. DNA izolasyonu

Anaerobik Gut Fungus (AGF)’lar dkaryot yapili bir mikroorganizma olmalarindan
dolay1 DNA izolasyon basamaklar1 Doyle ve Doyle (1987) tarafindan ortaya ¢ikarilan CTAB
(hexa-decyltrimetylammonium bromide) metodunun modifikasyon ile gergeklestirilmistir.
Calisilmast planlanan saflastirilma sonucu elde edilen AGF’lar yaklasik olarak 48 saatlik
uygun besi ortaminda inkiibasyonu tamamlandiktan sonra hiicrelerin toplanmasi igin
Hungate tiipleri 1000 g’ 15 dk santrifiij edilerek iist s1v1 dokiiliir ve hiicreler 3 defa saf su ile
yikanir. Yikama islemi sonrasi elde kalan hiicre peleti 2 ml’lik steril ependorf tiiplerine
aktarilarak sivi azot yardimi ve hiicre ogiitiicii cihaz ile hiicre duvarinin mekanik kirma
islemi gerceklestirilir. Kirma sonucu elde edilen hiicre iizerine 700ul CTAB izolasyon
tamponu eklenir. Tampon solusyonu eklenen 6rnekler inkiibasyon islemi i¢in 65°C de 60dk
bekletilmistir. Inkiibasyon sonucu 500ul kloroform eklenerek kisa bir vortksleme
yapilmistir. Daha sonra 5dk 65°C’de kisa siire bekletilir. Isitma isleminden sonra drnekler
10000g’de 10dk mikrosantrifiij ile santrifiije tabi tutularak tist sividan alinan 500ul ¢ozelti
baska bir steril ependorfa dikkatli bir sekilde aktarilir. Epondorfa aktarilan ¢ozeltiye 300ul
1sopropanol ilave edilerek tekrar santrifiij islemine tabi tutulur. Santrifiij sonras1 st siv1
dokiilerek pelet kismina tuzlarin parcalanmasi i¢in etanol (%70 etanol, 1ml) eklenir.
Etanoliin sistemden uzaklagmasi igin 70°C’de 20dk 1s1l islem uygulanir. Etanoliin tamamen
uzaklagmasi1 sonucu epondorf i¢ersinde bulunan DNA peletine 50pl TE tamponu veya dH20
eklenerek -20°C saklanir. Izolasyon sirasinda kullanilan CTAB kimyasali 0.1M TrisHCI,
pH8.0; 1,4M NaCl; 0.02 M EDTA; %2 CTAB olacak sekilde hazirlanmistir. TE tamponu
ise ImM TrisHCI, pH 8.0; 0.1mM EDTA olacak sekilde ayarlanmistir.

4.3.2. Polimeraz zincir reaksiyonu uygulamasi

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) icin planlanan protokol basamaklar1 ve PZR
sartlar1 belirlenmistir. PZR ile cogaltilmasi istenen internal transcribed spacer (ITS) bolgesi
icin ileri primer (Forward) 5-CTA CCG ATT GAA TGG CTT AGT G-3, geri primeri
(revers) icin 5-AGT TCA GCG GGT ACT CTT ATC TG-3 kullanilacaktir. Buna gére PZR
i¢in hazirlanacak olan karisimda toplam hacim 50ul olacak sekilde siras1 ile 41uld H20, 1ul
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forward (ileri) primeri, 1l revers (geri) primeri, 1l Fungal DNA 6rnegi,1 ul ANTP ve 0,5ul

Taq DNA Polimeraz eklenerek hazirlanmistir.

Sekil 4.6. Poimeraz zincir reaksiyonunun (PZR) hazirlanmasi sirasinda cihazin PZR protokiilene gore
ayarlanmasi (A) ve PZR igin reaksiyon karisimmin hazirlanmasi (B)

4.3.3. Jel Elektroforez Uygulamasi

Sambrook ve ark. (2001) gore Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) sonucu olugan PZR
irtiinii %1,5’lik agaros (1X TBE buffer icerisinde ¢oziilerek) jel hazirlanmistir. PZR iirlin
goriintlisti UV 15181 yardimiyla goriintiilenmistir. Elektroforez islemi sirasinda kullanilan jele
uygun miktarda PZR {iriinii (5pl) ile ylikleme tamponu karistirilarak (1pl) inokiile
yapilmustir.

24



Sekil 4.7. Jel elektroforez uygulamasi

4.3.4. DNA Orneklerinin Dizilenmesi
Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) sonucu elde edilen iiriinlerin dizi analizi

yapilabilmesi i¢in Cycling PZR islemi gergeklestirilmistir. Bu islem Yazdig (2011)’1n

caligmasinda yaptig1 protokol esasina gore yapilmustir.
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5. BULGULAR VE TARTISMA

5.1. Bulgular

5.1.1. Diski toplama ve rumen funguslarin izolasyonu

Tunceli’de yayilis gosteren koyun, kegi, sigir ve at olmak tizere 4 farkli herbivor
hayvanlardan diski 6rnekleri toplanmistir. Bu islem sirasinda dikkat edilmesi gereken en
o6nemli yapinin bu mikroorganizmalarin oksijen ile fazla temas etmemesidir. Theodorou ve
ark. (1990) bu mikroorganizmalarin oksijen kars1 tolerans seviyesinin fazla olmadigi rapor
etmistir. Bundan dolay1 toplanan digkilar uygun bir kese kagidi igerisinde alindiktan sonra
laboratuara gotlrtilmiis ve izolasyon basamagmin baslayacagi zamana kadar -20°C
muhafaza edilmistir.

Digk:r orneklerinin toplanmasi sirasinda alinan 6rnegin taze ve hangi hayvana ait
olduguna dikkat edilmis ve hayvan ile diskilar numara verilerek raporlanmistir. Rumen
funguslarin izolasyonu Theodorou ve ark. (1993)’na ait olan yonteme gore yapilmis
1zolasyon ve saflastirma islemi ise Hungate (1969) motodu yardimiyla Joblin (1981)’e ait
olan Roll tiip ydntemi kullanilmustir. izole edilen rumen funguslar ve disk1 &rnekleri tablo

5.1°de verilmistir.

Tablo 5.1. izolasyonu yapilan rumen funguslari stok numaralari ve diski kaynaklari

Stok No Diski Kaynak Izolasyon Tarihi
MUBAM_AGF-1 Kegi 25.12.2020
MUBAM_AGF-2 Kegi 10.01.2021
MUBAM_AGF-3 Kegi 10.01.2021
MUBAM_AGF-4 Sigir 10.01.2021
MUBAM_AGF-5 Sigir 10.01.2021
MUBAM_AGF-6 Sigir 14.01.2021
MUBAM_AGF-7 Sigir 14.01.2021
MUBAM_AGF-8 Sigir 14.01.2021
MUBAM_AGF-9 At 16.01.2021
MUBAM_AGF-10 Koyun 16.01.2021
MUBAM_AGF-11 Koyun 16.01.2021
MUBAM_AGF-12 Koyun 16.01.2021
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5.1.2. Rumen funguslarin cins diizeyinde tanimlanmasi

Rumen funguslar1 taksonomik olarak morfolojik 6zelikleri ve molekiiler kimligine
gore siniflandirilarak filogenetik agaclandirilmasi yapilmaktadir.Morfolojik karakterine
gore monosentrik ve polisentrik olarak iki kisimda incelenen rumen funguslart sahip
olduklar1 spor kesesinin yapilar1 da farklilik gostermektedir (Li ve ark., 1997). izolasyon ve
saflagtirma basamaginda rumen funguslarinin cins diizeyinde tanimlanmas1 (Barr ve ark.,
1989) olduk¢a 6nemli oldugu i¢in yapilan 11k mikroskobu tarama sonucunda Neocallimastix
sp, Orpinomyces sp ve Piromyces sp’ye ait rumen funguslarin ilk tespiti yapilmistir. Buna
gore MUBAM_AGF 1, 2, 3,4, 5, 6, 11 ve 12 stok numarasi verilen digkilardan izolasyonu
yapilan rumen fungus icin spor kesesinin tek olmasi, fazla miktarda bir bolgeden dallanma
gostermesi ve zoosporlarindaki kamei sayisinin ¢ok olmasi (4’den fazla) bu fungusun

Neocallimastix sp olabilecegini gostermistir (Sekil 1.9).

Sekil 5.1. MUBAM 6 stok numarasina ait diskidan izolasyon ve saflastirma sonucu elde edilen
Neocallimastix sp’ye ait zoospor (A ve B) ve vejatatif yapmin (C) 151k mikroskobu
gorlintiisii

MUBAM _AGF 7,8 ve 10 stok numaral1 diskilardan yapilan izolasyon va saflagtirma
islemi sonucu polisentrik yapida bir vejatatif goriintli ve zoosporlarindaki kamg1 sayisinin
¢ok olmasi ayni zamanda polisentirk yapiyr Breton ve ark. (1990) poliniikleer yapili
rizomselyum yapisina uymasi sonucu bu rumen fungusun Orpinomyces sp’ye ait oldugunu

gostermistir (Sekil 5.1).
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Sekil 5.2. MUBAM_AGF 7 (A) ,8 (B) ve 10(C) stok numarali digkilarinda saflastirilan Orpinomyces
sp’ye ait mikroskop goriintiileri

MUBAM_AGF 9 stok numarali disk1 6rneginden ise polisentrik tallusa sahip, farkli
konumlarda bulunan spor keselerinin bulunmasi ve zoospora ait kamgi sayisinin tek
kamgili(4’den az) olarak bulunmasi sonucu bu fungusun ise Piromyces sp. oldugunu
gostermistir (Sekil 5.2).

Sekil 5.3. MUBAM _AGF 9’a stok numarah digkilarinda saflastirilan Piromyces sp’ye ait mikroskop
gorlintiis.

Orneklerin cins diizeyinde tespiti yapildiktan sonra elde edilen rumen funguslarin
DNA izolasyonlar1 ile DNA dizi analizi i¢in kullanilacak olan ITS bolgeleri i¢in polimeraz

zincir reaksiyon (RZR) basamagi gerceklestirilmistir.
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5.1.3. Rumen Funguslarin Molekiiler Tamimlanmasi ve Filogenetik Aga¢

Modeli

Wubahh ve ark. (1991)’larina gore rumen funguslarin cins diizeyinde tespiti sirasinda
151k mikroskop goriintiilerinin yetersiz olabilecegi ve bunun i¢in molekiiler bir destege
ihtiya¢ oldugunu sdylemislerdir. Bundan dolay1 rumen funguslari i¢in yapilacak molekiiler
tanimlama islemi sirasinda DNA izolasyonu 6nemli bir yere sahiptir.

Elde edilecek DNA molekiiliiniin miktar1 ve safligi gibi durumlar sonraki
basamaklari da etkilemektedir. DNA izolasyonu i¢in CTAB (Doyle ve Doyle, 1987) yontemi

kullanilmistir. Elde edilen rumen funguslarma ait DNA molekiilleri %1 (w/v)’lik agaros

jelde gorintilenmistir (Sekil 5.4).

Sekil 5.4. Rumen Funguslarina ait CTAB metodonu sonucu elde edilen DNA’larin %1°lik (w/v)
agaros jel goriintiisii ve stok numaralari gosterilmistir. M:1kb 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11 ve 12
numarali 6rnekler sirast ile Mubam AGF’ye aittir.

DNA izolasyon basamagindan sonra molekiiler tanimlamada kullanilacak olan ITS
bolgesinin tespiti i¢in yapilacak olan PZR basamaginin calisma kosullar1 hazirlanmis ve

tablo 5.4.”de verilmistir.
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Tablo 5.2. Rumen Fungal DNA’larindan ITS bélgesi i¢in yapilacak olan PZR ¢alisma

sartlart.
Sicaklik Siire Dongii
[k denatiirasyon 94°C 3 dak 1
Denatiirasyon 94°C 50 sn
Yapigma 57°C 45sn 25
Uzama 72°C 1 dak
Denatiirasyon 94°C 40 sn
Yapisma 61°C 45 sn 30
Uzama 72°C 1 dak
Son Uzama 72°C 10 dak 1
Bekleme 4°C 0

Rumen funguslarin molekiiler sistematiginde kullanilan mutasyona kars1 korumali
bolgeler arasinda 5.8S rRNA (185 bg) , ITS1(215bg), ITS28S rRNA(225b¢) ve 18S rRNA
(175b¢) bulunmaktadir. Bu bolgelerinin tamamini kapsayan ITS adi verilen bolge ortalama
olarak 800 b¢ uzunlugunda oldugu bilinmektedir.

Biitiin bolgeleri kapsayan ITS primerleri ile yapilan PZR sonuglart %1,5 (w/v)’luk
agaros jelde goriintiilenmis ve buna gore MUBAM_ AGF 1-12 (aras1) stok numarali
funguslardan sadece 10 numarali 6rnege ait jel goriintiisii elde edilememistir (Sekil 5.5).

MUBAM_AGF 10 stok numarali rumen fungusu sadece molekiiler diizeyde incelenmistir.
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M1 2 345 6 7 89 10 11 12

Sekil 5.5. MUBAM AGF’lere ait genomik DNA’lardan elde edilen ITS bolgesinin PZR agaros jel
gortintiisii. Jel gorlintiisiine gore MUBAM_AGF 5 ve 10 stok numarali DNA 6rmeginden
ITS bolgesine ait bir bant goriintiisii elde edilememistir (Marker-M: 1kb)

PZR agaros jel goriintiilemesi sonucu MUBAM_AGF 5 ve 10 numarali 6rnek
disindaki diger biitiin 6rnekler ITS bolgesi dizilemesi yapilmis ve gelen sonuglar NCBI
(National Center for Biotechnology Information) veri taban1 yardimiyla sisteme kayitli olan

ITS dizileri ile homolojisi yapilmistir (Sekil 5.6).

200
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Sekil 5.6. AGF-1 (A), AGF-2 (B) ve AGF-3 (C) dmeklerine ait ITS bdlgelerinin ileri primer ile elde
edilen niikleotid dizisine ait kromatogram goriintlistiniin bir kismu 6rnek olarak
gosterilmistir
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Tablo 5.3’ de rumen funguslarinina ait ITS boélgelerinin NCBI veri tabanina blastlama
sonucu izole edilen rumen funguslarinin sisteme kayitli olan funguslara benzerlik yiizdesi.
MUBAM_AGF-1 stok numarali anaerobik gut fungusun saflastirilmasi sonucu elde edilen
ITS sekans dizisinin NCBI veri tabaninda %97,38’lik oranla Neocallimastix sp.’ye ait
oldugu ve sonug olarak bu izolatin sekans analizi sonucu Neocallimastix sp. olabilecegi

gosterilmistir.

Tablo 5.3. Calismada izole edilen rumen funguslarin NCBI-Blast homoloji sonuglari

Rumen Fungus Morfolojik Tanmimlamasi NCBI-Blast (Benzerlik -%0)

MUBAM_AGF-1

Neocallimastix sp.

97.38%

MUBAM_AGF-2

Neocallimastix sp.

92 % (Uncultured Neocallimastigales)

MUBAM_AGF-3 Neocallimastix sp. 96 %(Uncultured Neocallimastigales)
MUBAM_AGF-4 Neocallimastix sp. 98.01%

MUBAM_AGF-5 Neocallimastix sp. DNA dizisi elde edilemedi
MUBAM_AGF-6 Neocallimastix sp. 97.99%

MUBAM_AGF-7 Orpinomyces sp. 96.77%

MUBAM_AGF-8 Orpinomyces sp. 91.54%

MUBAM_AGF-9 Piromyces sp. 96.67%

MUBAM_AGF-10

Orpinomyces sp.

DNA dizisi elde edilemedi

MUBAM_AGF-11

Neocallimastix sp.

98.65%

MUBAM_AGF-12

Neocallimastix sp.

98%

NCBI veri tabani yardimi ile benzerlik ylizdesi bulunan rumen funguslarinin
filogenetik analizi yapilirken MEGA X isimli yazilim programi kullanilmistir. Sekanslarin
yazilima girilmesi sonucu yapilan korelasyon hesaplamasi sonucu filogenetik bir agac elde
edilmektedir.

Sekans sonuglari sisteme iki farkli sekilde yorumlanmast iin ayri ar1 girilmistir. Tlk
girilen sekans sonrasi elde edilen sonuglarda rumen funguslarin kendi aralarindaki

degerlendirilmesi yapilmistir. Daha sonra yapilan degerlendirmede ise izole edilen rumen

32



funguslarin gliniimiizde mevcut olan diger cins ve tiirleri arasindaki sistematik durumunu

gostermistir.

100 rAGF_B_Orpinnmyces
80 |—AGF_12_NeocaIIimastix

89 AGF_2 Neocallimastix
AGF_9 _Piromyces

432‘—AGF_11_Nencallimastix

AGF_3_Neocallimastix

—m‘—AGF_ﬁ_Nencallimastix

AGF_7_Orpinomyces

100 — AGF_1_Neocallimastix
100 —— AGF 4 Neocallimastix

0.2

Sekil 5.7. Izole edilen rumen funguslarmm MEGA 6 progranu kullanlarak Neighbour Jonining
yontemi ile olusturulan filogenetik agaci

Elde edilen sonuglar bolgedeki herbivor drneklerinde Onceki ¢alismalara benzer
olarak yaygin olan cinsin Neocallimastix sp. oldugunu gostermistir. Bunun yaninda
Orpinomyces sp ve Piromyces sp.’nin daha az goriilmesi hatta Piromyces sp. cinsinin tek bir
disk1 6rneginde goriilmesi izolasyon yonteminden kaynaklanacag: gibi bolgede yaygin bir

cins olmama ihtimalinde de olabilmektedir.
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‘Cow 92323RH1’
a7% L ‘LoHorn 127751RH1’
MTO085722 Neocallimastix cameroonii
'Cow 94009RH4’
‘Cow 156860RH4’

Buwchfawromyces

‘Horse 10937AL3'
"AGF 2 Neocallimastix’
‘Horse 108210AL3"
‘DwGoat 61688AL3'
zowl ‘Horse 18160AL3"

[15% 5% 26% 11% 96% Capellomyces
58% ‘
1% Anaeromyces
e 1% Joblinomyces
Liebetanzomyces

Aestipascuomyces
"AGF 3 Neocallimastix’
Aestipascuomyces
Feramyces
‘AGF 6 Neocallimastix’
Feramyces

Neocallimastix

9%

Neocallimastix

9%

Neocallimastix

Agriosomyces

— "AGF 4 Neocallimastix’
1% 5% . .
100% 'AGF 1 Neocallimastix’

Tahromyces

‘MTO085710 Khyollomyces ramosus isolate ZS33 Clone 8
‘AoudOld 5895Kyollomyces’

‘Zebra 149764 Kyollomyces’

‘Zebra 146613Kyollomyces’

‘AoudOld 102176Kyollomyces’

"AGF 11 Neocallimastix”’

JX017310.1 Oontomyces

— e — Piromyces
4‘1% 71% Piromyces
555 Piromyces

1% 1%

A%

05 Caecomyces
1946 8% 196 a5 ‘AGF 8 Orpinomyces”
4% 2% 2% 100% 'AGF 12 Neocallimastix'

% 579% < Piromyces

I — ‘AGF 9 Piromyces'
5% Aklloshbomyces

19% Cyllamyces

'AGF 7 Orpinomyces”
23% 19% -

Orpinomyces

Ghazallomyces

Pecoramyces

Sekil 5.8. ITS bolgesine gore yapilan filogenetik agag¢ MEGA 6 programi yardimiyla ve Neighbour
Jonining yontemi ile gergeklestirilmistir

Elde edilen filogenetik agaglandirma modeli sonucu MUBAM AGF-1 ve
MUBAM_AGF-4 stok numarali Neocallimastix sp.’lerin birbirine daha yakin oldugu hem
sekil 5.7. hem de Sekil 5.8’de verilen analiz sonucu ortaya ¢ikmistir. MUBAM AGF-8 ve
12 stok numarali anaerobik gut funguslarin farkli cins olmasina ragmen benzer bir dalda
olmasi bu canlilar i¢in Dagar ve ark., (2015) tarafindan Hint devesininin 6n midesinden
izole edilen Oontomyces sp.’nin filogenetik agag¢landirma modeline benzerlik gostermistir.
Dagar ve ark. (2015)’larin yaptigi ¢alismada morfolojik inceleme sonucu Oontomyces

sp.’nin Piromyces sp.’ye benzerlik gosterdigini filogenetik analiz sonucu farkli bir yerde
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bulunmasina ragmen Oontomyces sp.’nin Anaeromyces sp.’ye yakin bir dalda oldugu
gostermis ve bu cinsin farkli bir adlandirilmasini yapmislardir.

Callaghan ve ark. (2015)’min Neocalimastimycota ailesine yeni ekledigi
Buwchfawromyces sp.’ninde morfolojik olarak Piromyces sp.’ye benzedigi ancak ITS ve
LSU dizi analizi sonucununda Anaeromyces sp.’ye daha yakin oldugunu ancak yapilan
zoospor incelemesi sonucu bu anaerobik fungusun farkli bir cins seviyesinde oldugu
gostermisledir.

Hanafy ve ark. (2017) anaerobik gut funguslarin morfolojik ve bazi sekans dizilerin
benzerlik gostermesi ama yapilan daha detayli incelemer sonucu tallus yapisindaki
farkliklarin dahi 6nemli oldugunu ayn1 zamanda filogenetik sekanslamalarda ITS bdlgesine
alternatif bolgelerin gerektigini rapor ederek Pecaromyces sp.’nin yeni cins diizeyinde
kesfini gegeklestirirlerken Orpinomyces sp ve Neocallimastix sp.’ye yakin oldugunu ancak
saflastirma basamaginda roll tiip metodolojisi sirasinda noktasal koloniler olusturarak sivi
besi ortaminda biofilm seklinde gelistigi i¢in farkli bir filogeneik basamakta oldugunu
ispatlamiglardir.

Hanafy ve ark. (2018) ITS bolgesine alternatif olarak domain1(D1) ve domain2 (D2)
olarak bilinen korunakli bolgelerin sekans analizi yardimiyla Feramyces sp.’nin kesfini
gerceklestirmiglerdir. Calismalarinda morfolojik ve diger filogenetik analizler sonucu bu
anaerobik gut fungusun tamamen farkli bir karakterizasyona sahip oldugunu gostemislerdir.
Sekil 2.7°de verilen filogenetik analize gore MUBAM AGF-6 stok numarali Neocallimastix
sp. ile Feramyces sp.’nin ayn filogenetik kiime i¢inde olmasi ITS bdlgeleri i¢in yapilan
sekanslama da benzerlik yiizdelerin fazla oldugu anlamina gelmektedir. MUBAM _AGF-6
stok numaral1 fungusun roll tiip gelismi Feramyces sp.’den tamamen faklilik gostermektedir.

Joshi ve ark. (2018) tarafindan yapilan ¢caligmalarda ise morfolojik olarak Piromyces
sp, Buwchfawromyces sp, Oontomyces sp ve Pecoramyces sp cinslerine filogenetik analiz
olarak Anaeromyces sp.’ye benzerlik gosteren Liebetanzomyces sp.’nin kesfinde de benzer
caligmalar yapilmistir.

Hanafy ve ark. (2019) tarafindan aym anda kesf edilen Tahromyces sp.,
Khoyollomyces sp., Joblinomyces sp., Capellomyces sp., Agriosmyces sp., Aklioshbomyces
sp., Ghazallomyces sp. anaerobik gut funguslarin izolasyonunda D1, D2 ve ITS boélgelerinin
filogenetik analizlerinin degerlendirilmesi yapilmistir. Sekil 14’de verilen ITS filogenetik
analizine gore MUBAM_AGF-11 stok numarali Neocallimastix sp.’nin Khoyollomyces sp.

ile benzer bir kiimede olfugu goriilmiistiir.
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Stabel ve ark. (2020) Aestipascuomyces sp.’nin kesfi sirasinda D1,D2 ve ITS
bolgelerinin filogenetik farklilig ile morfolojik gelisim farkliligi degerlendirilmisler ve bu
mikroorganizmanin yeni bir cins oldugunu gostermislerdir. Bu anaerobik gut fungusun
stvibesi ortami icerisinde agir bir biofilm seklinde gelismesi ve roll tiip ile saflagtirilmasi
sonucu beyaz filamentli bir gelisim gostemistir. D1-D2 ve LSU filogenetik analizi sonucu
Orpinomyces sp., Neocallimastix sp., Pecoramyces sp., Feramyces sp. ve Ghazallamyces sp.
cinslerinin bulundugu grubun ig¢inde yeni bir monofiletik dal olarak gruplandirmislardir.
Sekil 2.7°de ITS bdlgesi icin verilen filogenetik analizde yapilan g¢alisma sonucu
MUBAM_AGF-3 stok numarali anarobik gut fungus ile Aestipascuomyces sp.’nin ayni
yerde dallanma gosterdigi tespit edilmistir.

Hanafy ve ark. (2021) tarafindan D1,D2,LSU ve ITS bolgeleri kullanilarak yapilan
filogenetik analiz ile morfolojik incelemeler ile siv1 besi oratmi1 gelisimi sonucu Paucimyces
sp.’nin Orpinomyces sp. ile Joblinomyces sp.’ye benzerlik gosterdigi ancak sivi besi
ortamindaki gelisimlerin farli olmasi ile bu anaerobik gut fungusun yeni bir cins olmasinin

degerlendirilmesini istemislerdir.
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6. SONUC VE ONERILER

Rumen funguslar1 herbivor canlilarin sindirim kanalinda bulunan seliilotik enzim
aktivitesi olduk¢a 6nemli bir canli grubudur. Sahip olduklar1 enzimsel 6zellikleri sayesinde
hem bitki hiicre duvarinin hidrolizinde hem de farkli biyoteknolojik basamaklarda gorevleri
bulunmaktadir. Yapilan caligmalarla ile her gecen giin sistematik basamaktaki sayisi artan
ve giincellenen bu mikroorganizma grubu icin iilkemizde de kiiltiir koleksiyonlarinin
olusturulmasi ve izolasyonu yapilarak farkli cins diizeyinde yeni rumen funguslarin kesfine
ihtiyag vardir. Anaerobik kosullarda yasan bu mikroorganizmalarin o6karyotik DNA
izolasyonu ile olusturulacak DNA kiitiiphanesi ile farkli alanlarda ¢alisma yapan bilim
insanlar1 i¢in de veri kaynagi olusturulabilir.

Tunceli bolgesinde yapilan bu ¢alisma ile hem fungus kiiltiir koleksiyonu hemde bu
canlilarla ait DNA kiitiiphanesi olusturulmaktadir. Ayn1 zamanda bu bolgedeki rumen
funguslarmi filogenetik analizleri sonucunda farkli bir dallanma gostermeleri bolgedeki
herbivorlarin sahip oldugu rumen fungus c¢esitliliginin olabilme potansiyelini ortaya
koymustur. Ancak bu sonucu dogrulamak i¢in ek caligmalara ihtiyag duyulmaktadir.
Yaptigimiz bu ¢aligma ile bolgedeki rumen funguslarin tanimlanmasi ve izolasyonu igin

oncii bir ¢alisma olmasi ¢alismanin 6nemin ortaya koymustur.

37



7. KAYNAKLAR

Alatas, M.S., Umucalilar, H.D., 2011. Bacteria of the rumen ecosystem and their
roles. Atatiirk Universitesi Veteriner Bilimleri Dergisi, 6(1):71-83.

Al-Galbi, H.A.J., Usur, J.O., 2021. In vitro digestion products of ration contain different
levels of faba beans treated with formaldehyde using arabi sheep rumen liquid. Plant
Archives, 21(1):1256-1261.

Ariyawansa, H.A., Hyde, K.D., Jayasiri, S.C., Buyck, B., Chethana, K.T., Dai, D.Q.,
Spirin, V., 2015. Fungal diversity notes 111-252 taxonomic and phylogenetic
contributions to fungal taxa. Fungal diversity, 75(1):27-274.

Arreola, A.X., Meili, C.H., Youssef, N.H., 2021. Discovery and characterization of novel
fungal diversity in the equi ne alimentary tract.

Barr, D.J.S., Kudo, H., Jakober, K.D., Cheng, K.J., 1989. Morphology and development
of rumen fungi: Neocallimastix sp., piromyces communis, and orpinomyces bovis
gen. nov., sp. nov. Canadian journal of botany, 67(9):2815-2824.

Bauchop, T., 1984. Rumen anaerobic fungi and the utilization of fibrous
feeds. Biotechnology and Recombinant DNA Technology in the Animal Production
Industries, Reviews in Rural Science, (6):118-123.

Bernalier, A., Fonty, G., Bonnemoy, F., Gouet, P., 1992. Degradation and fermentation
of cellulose by the rumen anaerobic fungi in axenic cultures or in association with
cellulolytic bacteria. Current microbiology, 25(3):143-148.

Bowman, B.H., Taylor, J.W., Brownlee, A.G., Lee, J., Lu, S.D., White, T.J., 1992.
Molecular evolution of the fungi: relationship of the Basidiomycetes, Ascomycetes,
and Chytridiomycetes. Molecular biology and evolution, 9(2):285-296.

Breton, A., Bernalier, A., Dusser, M., Fonty, G., Gaillard-Martinie, B., Guillot, J., 1990.
Anaeromyces mucronatus nov. gen., nov. sp. A new strictly anaerobic rumen fungus
with polycentric thallus. FEMS microbiology letters, 70(2):177-182.

Bridge, P.D., Arora, D.K., Reddy, C.A., Elander, R.P., 1998. Appliation of PCR in
Mycology. Cab International, New York, 357s.

Brookman, J.L., Ozkose, E., Rogers, S., Trinci, A.P., Theodorou, M.K., 2000.
Identification of spores in the polycentric anaerobic gut fungi which enhance their
ability to survive. FEMS microbiology ecology, 31(3):261-267.

Brownlee, A.G., 1989. What determines the amino acid composition of rumen
microbes. Asian-Australasian Journal of Animal Sciences, 2(3):441-443.

Bryant, M.P., 1972. Commentary on the Hungate technique for culture of anaerobic
bacteria. The American journal of clinical nutrition, 25(12):1324-1328.

38



Callaghan, T.M., Podmirseg, S.M., Hohlweck, D., Edwards, J.E., Puniya, A.K., Dagar,
S.S., Griffith, G.W., 2015. Buwchfawromyces eastonii gen. nov. sp. nov.: A new
anaerobic ~ fungus  (Neocallimastigomycota) isolated  from buffalo
faeces. MycoKeys, 9:11-28.

Chen, Y.C., Hseu, R.S., Cheng, K.J., 2003. The genetic similarity of different generations
of Neocallimastix frontalis SK. FEMS microbiology letters, 221(2):227-231.

Cholewinska, P., Czyz, K., Nowakowski, P., Wyrostek, A., 2020. The microbiome of the
digestive system of ruminants—a review. Animal health research reviews, 21(1):3-
14.

Coleman, G.S., 1975. The interrelationship between rumen ciliate protozoa and bacteria:
Digestion and Metabolism in the Ruminant, University of New England Publishing
Unit, Armidale, Australia. 149-164s.

Dagar, S.S., Singh, N., Goel, N., Kumar, S., Puniya, A.K., 2015. Role of anaerobic fungi
in wheat straw degradation and effects of plant feed additives on rumen fermentation
parameters in vitro. Beneficial microbes, 6(3):353-360.

Dehority, B.A., 1998. Microbial interactions in the rumen. Rev. Fac. Agron.(LUZ), 15:69-
86.

Dieffenbach, C.W., Lowe, T.M., Dveksler, G.S., 1993. General concepts for PCR primer
design. PCR methods appl, 3(3):30-S37.

Dore, J., Stahl, D.A., 1991. Phylogeny of anaerobic rumen Chytridiomycetes inferred from
small subunit ribosomal RNA sequence comparisons. Canadian Journal of
Botany, 69(9):1964-1971.

Eckart, M., Fliegerova, K., Hoffmann, K., Voigt, K., 2010. Molecular identification of
anaerobic rumen fungi. In Molecular identification of fungi, Springer, Berlin,
Heidelberg, 297-313s.

Eckburg, P.B., Lepp, P.W., Relman, D.A., 2003. Archaea and their potential role in human
disease. Infection and immunity, 71(2):591-596.

Edwards, J.E., Hermes, G.D., Kittelmann, S., Nijsse, B., Smidt, H., 2019. Assessment of
the accuracy of high-throughput sequencing of the ITS1 region of
Neocallimastigomycota for community composition analysis. Frontiers in
microbiology, 10:2370.

Fliegerova, K., Mrazek, J., Kajan, M., Podmirseg, S.M., Insam, H., 2012. The effect of
maize silage as co-substrate for swine manure on the bacterial community structure
in biogas plants. Folia microbiologica, 57(4):281-284.

Gold, J.J., Heath, 1.B., Bauchop, T., 1988. Ultrastructural description of a new chytrid

genus of caecum anaerobe, Caecomyces equi gen. nov. sp. nov. assigned to the
Neocallimasticaceae. Biosystems, 21(3-4):403-415.

39



Gordon, G.L., Phillips, M.W., 1998. The role of anaerobic gut fungi in ruminants. Nutrition
Research Reviews, 11(1):133-168.

Griffith, G.W., Baker, S., Fliegerova, K., Liggenstoffer, A., Van Der Giezen, M., Voigt,
K., Beakes, G., 2010. Anaerobic fungi: neocallimastigomycota. IMA
fungus, 1(2):181-185.

Hanafy, R.A., Elshahed, M.S., Liggenstoffer, A.S., Griffith, G.W., Youssef, N.H., 2017.
Pecoramyces ruminantium, gen. nov., sp. nov., an anaerobic gut fungus from the
feces of cattle and sheep. Mycologia, 109(2):231-243.

Hanafy, R.A., Johnson, B., Elshahed, M.S., Youssef, N.H., 2018. Anaeromyces contortus,
sp. nov., a new anaerobic gut fungal species (Neocallimastigomycota) isolated from
the feces of cow and goat. Mycologia, 110(3):502-512.

Hanafy, R.A., Lanjekar, V.B., Dhakephalkar, P.K., Callaghan, T.M., Dagar, S.S.,
Griffith, G.W., Youssef, N.H., 2020. Seven new Neocallimastigomycota genera
from wild, zoo-housed, and domesticated herbivores greatly expand the taxonomic
diversity of the phylum. Mycologia, 112(6):1212-1239.

Hanafy, R.A., Youssef, N.H., Elshahed, M., 2021. Paucimyces polynucleatus gen. nov, sp.
nov., a novel polycentric genus of anaerobic gut fungi from the feces of a wild
blackbuck antelope. bioRxiv. 1(2):18-20.

Hausner, G., Inglis, G.D., Yanke, L.J., Kawchuk, L.M., McAllister, T.A., 2000. Analysis
of restriction fragment length polymorphisms in the ribosomal DNA of a selection
of anaerobic chytrids. Canadian Journal of Botany, 78(7):917-927.

Heath, 1.B., 1988. Recommendations for future taxonomic studies of gut
fungi. BioSystems, 21(3-4):417-418.

Heath, 1.B., Bauchop, T., Skipp, R.A., 1983. Assignment of the rumen anaerobe
Neocallimastix frontalis to the Spizellomycetales (Chytridiomycetes) on the basis of
its polyflagellate zoospore ultrastructure. Canadian Journal of Botany, 61(1),295-
307.

Heath, I. B., Kaminskyj, S. G., Bauchop, T., 1986. Basal body loss during fungal zoospore
encystment: evidence against centriole autonomy. Journal of cell science, 83(1),
135-140.

Hibbett, D.S., Binder, M., Bischoff, J.F., Blackwell, M., Cannon, P.F., Eriksson, O.E.,
Zhang, N., 2007. A higher-level phylogenetic classification of the
Fungi. Mycological research, 111(5):509-547.

Ho, Y.W., Barr, D.J.S., 1995. Classification of anaerobic gut fungi from herbivores with
emphasis on rumen fungi from Malaysia. Mycologia, 87(5):655-677.

40



Ho, Y.W., Bauchop, T., 1991. Morphology of three polycentric rumen fungi and description
of a procedure for the induction of zoosporogenesis and release of zoospores in
cultures. Microbiology, 137(1):213-217.

Hobson, P.N., Wallace, R.J., Bryant, M.P., 1982. Microbial ecology and activities in the
rumen: Part 1l. CRC critical reviews in microbiology, 9(4):253-320.

Hungate, R.E., 1966. The Rumen and Its Microbes. Academic Press, London, 28-31s.

Janssen, P.H., Kirs, M., 2008. Structure of the archaeal community of the rumen. Applied
and environmental microbiology, 74(12):3619-3625.

Joblin, K.N., 1981. Isolation, enumeration, and maintenance of rumen anaerobic fungi in
roll tubes. Applied and environmental microbiology, 42(6):1119-1122.

Joshi, A., Lanjekar, V.B., Dhakephalkar, P.K., Callaghan, T.M., Griffith, G.W., Dagar,
S.S., 2018. Liebetanzomycespolymorphus gen. et sp. nov., a new anaerobic fungus
(Neocallimastigomycota) isolated from the rumen of a goat. MycoKeys, (40):89.

Julliand, V., Riondet, C., de Vaux, A., Alcaraz, G., Fonty, G., 1998. Comparison of
metabolic activities between Piromyces citronii, an equine fungal species, and
Piromyces communis, a ruminal species. Animal feed science and technology, 70(1-
2):161-168.

Kamra, D.N., 2005. Rumen microbial ecosystem. Current science, (4):124-135.

Kar, B., 2013. Anaerobik rumen funguslarin filogenetik analizi ve lipit metabolizmasindaki
rollerinin incelenmesi. Doktora tezi, Kahramanmaras Siit¢ci Imam Universitesi,
Kahramanmaras, 56-59s.

Klopatek, S., Callaway, T.R., Wickersham, T., Sheridan, T.G., Nisbet, D.J., 2021.
Bacteriophage utilization in animal hygiene. Bacteriophages: Biology, Technology,
Therapy, 1(2):891-917.

Kobayashi, Y., 2006. Inclusion of novel bacteria in rumen microbiology: need for basic and
applied science. Animal Science Journal, 77(4):375-385.

Krause, D.O., Russell, J.B., 1996. How many ruminal bacteria are there?. Journal of dairy
science, 79(8):1467-1475.

Li, X.L., Chen, H., Ljungdahl, L.G., 1997. Monocentric and polycentric anaerobic fungi
produce structurally related cellulases and xylanases. Applied and Environmental
Microbiology, 63(2):628-635.

Liang, J., Zhang, H., Zhang, P., Zhang, G., Cal, Y., Wang, Q., Zubair, M., 2021. Effect
of substrate load on anaerobic fermentation of rice straw with rumen liquid as
inoculum: Hydrolysis and acidogenesis efficiency, enzymatic activities and rumen
bacterial community structure. Waste Management, 124:235-243.

41



Liebetanz, E., 1910. Die parasitischen protozoen des wiederkduermagens. Archiv fiir
Protistenkunde, 19:19-80.

Liggenstoffer, A.S., Youssef, N.H., Couger, M.B., Elshahed, M.S., 2010. Phylogenetic
diversity and community structure of anaerobic gut fungi (phylum
Neocallimastigomycota) in ruminant and non-ruminant herbivores. The ISME
journal, 4(10):1225-1235.

Ljungdahl, L.G., 2008. The cellulase/hemicellulase system of the anaerobic fungus
Orpinomyces PC- 2 and aspects of its applied use. Annals of the New York Academy
of Sciences, 1125(1), 308-321.

Lowe, S.E., Theodorou, M.K., Trinci, A.P., 1987. Isolation of anaerobic fungi from saliva
and faeces of sheep. Microbiology, 133(7):1829-1834.

McAllister, T.A., Bae, H.D., Yanke, L.J., Cheng, K.J., Muir, A., 1994. Effect of
condensed tannins from birdsfoot trefoil on endoglucanase activity and the digestion
of cellulose filter paper by ruminal fungi. Canadian journal of
microbiology, 40(4):298-305.

Nicholson, M.J., Koulman, A., Monahan, B.J., Pritchard, B.L., Payne, G.A., Scott, B.,
2009. Identification of two aflatrem biosynthesis gene loci in Aspergillus flavus and
metabolic engineering of Penicillium paxilli to elucidate their function. Applied and
Environmental Microbiology, 75(23):7469-7481.

Ogimoto, K., Imai, S., 1981. Atlas of rumen microbiology. Japan Scientific Societies Press.

Orpmn, C.G., Bountff, L., 1978. Zoospore chemotaxis in the rumen phycomycete
Neocallimastix frontalis. Microbiology, 104(1):113-122.

Orpin, C.G.,, 1975. Studies on the rumen flagellate  Neocallimastix
frontalis. Microbiology, 91(2):249-262.

Orpin, C.G.,, 1976. Studies on the rumen flagellate = Sphaeromonas
communis. Microbiology, 94(2):270-280.

Orpin, C. G., 1977. Invasion of plant tissue in the rumen by the flagellate Neocallimastix
frontalis. Microbiology, 98(2):423-430.

Orpin, C.G., 1984. The role of ciliate protozoa and fungi in the rumen digestion of plant
cell walls. Animal Feed Science and Technology, 10(2-3):121-143.

Orpin, C.G., 1994. Anaerobic fungi: taxonomy, biology, and distribution in nature.
In Anaerobic fungi. CRC Press, 1-46.

Orpin, C.G., Greenwood, Y., 1986. Nutritional and germination requirements of the rumen

chytridiomycete  Neocallimastix  patriciarum. Transactions of the British
Mycological Society, 86(1):103-109.

42



Ozkose, E., Thomas, B.J., Davies, D.R., Griffith, G.W., Theodorou, M.K., 2001.
Cyllamyces aberensis gen. nov. sp. nov., a new anaerobic gut fungus with branched
sporangiophores isolated from cattle. Canadian Journal of Botany, 79(6):666-673.

Ozel, O., Sarigicek, B., 2009. Ruminantlarda rumen mikroorganizmalarmin varlig1 ve
onemi (derleme). Tiibav Bilim Dergisi, 2(3):277-285.

Ozkose, E., Ekinci, M.S., Akyol, 1., 2003. Biyoteknolojik potansiyel olarak anaerobik
funguslar: Kiiltire alinmalar1 ve morfolojileri. KSU Fen ve Miihendislik
Dergisi, 6(1):129-139.

Ozkése, E., Kar, B., Akyol, i., Comlekcioglu, U., Ekinci, M.S., 2015. Anaerobik rumen
fungus izolelerinin rastgele ¢ogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD) Metodu ile
Filogenetik Analizi. Hayvansal Uretim, 56(2):14-21.

Patterson, J.A., 1992. Rumen microbiology in-Chief Lederberg, J. Encyclopedia of
Microbiology. Academic press. Inc. Harcourt Brace Jovanovich Publishers, 3:623-
542.

Paul, S.S., Bu, D., Xu, J., Hyde, K.D., Yu, Z., 2018. A phylogenetic census of global
diversity of gut anaerobic fungi and a new taxonomic framework. Fungal
diversity, 89(1):253-266.

Pettipher, G.L., Latham, M.J., 1979. Characteristics of enzymes produced by
Ruminococcus flavefaciens which degrade plant cell walls. Microbiology, 110(1):21-
27.

Selinger, L.B., Forsberg, C.W., Cheng, K.J., 1996. The rumen: a unique source of
enzymes for enhancing livestock production. Anaerobe, 2(5):263-284.

Sirohi, S.K., Choudhury, P.K., Puniya, A.K,, Singh, D., Dagar, S.S., Singh, N., 2013.
Ribosomal ITS1 sequence-based diversity analysis of anaerobic rumen fungi in cattle
fed on high fiber diet. Annals of Microbiology, 63(4):1571-1577.

Smith, P.E., Waters, S.M., Exposito, R.G., Smidt, H., Carberry, C.A., McCabe, M.S.,
2020. Synthetic sequencing standards: a guide to database choice for rumen
microbiota amplicon sequencing analysis. Frontiers in microbiology, 11.

Stabel, M., Hanafy, R.A., Schweitzer, T., Greif, M., Aliyu, H., Flad, V., Youssef, N.H.,
2020. Aestipascuomyces dupliciliberans gen. nov, sp. nov., the first cultured
representative of the wuncultured SK4 clade from aoudad sheep and
alpaca. Microorganisms, 8(11):1734.

Stewart, C.S., Duncan, S.H., Richardson, A.J., Calder, A.G., Dewey, P.J., 1995. The
effect of the presence of glucose on the fermentation of mannose by the anaerobic
fungus Neocallimastix frontalis strain RE1. FEMS microbiology letters, 127(1-
2):57-63.

43



Theodorou, M.K., Davies, D.R., Jordan, M.G., Trinci, A.P., Orpin, C.G., 1993.
Comparison of anaerobic fungi in faeces and rumen digesta of newly born and adult
ruminants. Mycological research, 97(10):1245-1252.

Theodorou, M.K., Gill, M., King-Spooner, C., Beever, D.E., 1990. Enumeration of
anaerobic chytridiomycetes as thallus-forming units: novel method for quantification
of fibrolytic fungal populations from the digestive tract ecosystem. Applied and
Environmental Microbiology, 56(4):1073-1078.

Tuckwell, D.S., Nicholson, M.J., McSweeney, C.S., Theodorou, M.K., Brookman, J.L.,
2005. The rapid assignment of ruminal fungi to presumptive genera using ITS1 and
ITS2 RNA secondary structures to produce group-specific
fingerprints. Microbiology, 151(5):1557-1567.

Van Zwieten, J.T., Van Vuuren, A.M., Dijkstra, J., 2008. Effect of nylon bag and
protozoa on in vitro corn starch disappearance. Journal of dairy science, 91(3):1133-
1139.

Voigt, K., James, T.Y., Kirk, P.M., Santiago, A.L.D.A., Waldman, B., Griffith, G\W.,
Lee, H.B., 2021. Early-diverging fungal phyla: taxonomy, species concept, ecology,
distribution, anthropogenic impact, and novel phylogenetic proposals. Fungal
Diversity, 1-40.

Wang, X., Liu, X., Groenewald, J.Z., 2017. Phylogeny of anaerobic fungi (phylum
Neocallimastigomycota), with contributions from yak in China. Antonie Van
Leeuwenhoek, 110(1):87-103.

Williams, A.G., 1986. Rumen holotrich ciliate protozoa. Microbiological
reviews, 50(1):25-49.

Wubah, D.A., Fuller, M.S., Akin, D.E., 1991. Resistant body formation in Neocallimastix
sp., an anaerobic fungus from the rumen of a cow. Mycologia, 83(1):40-47.

Waulff, C., 2001. Untersuchungen zum Thiamin-und Thiaminderivatgehalt im Pansensaft
des Rindes nach Verfiitterung von mit Mucor racemosus Fresenius verpilztem Heu.
Doctoral dissertation Thesis, Tierarztliche Hochschule Hannover, Hannover, 313s.

Yanez Ruiz, D.R., Moumen, A., Martin Garcia, A.l., Molina Alcaide, E., 2004. Ruminal
fermentation and degradation patterns, protozoa population, and urinary purine
derivatives excretion in goats and wethers fed diets based on two-stage olive cake:
Effect of PEG supply. Journal of animal science, 82(7):2023-2032.

Yazdig, C.F., 2011. Anaerobik fungus Orpinomyces sp.’ye ait seliilaz geninin klonlanmasi
karakterizasyonu ve enzim aktivitesinin belirlenmesi. Yiiksek Lisans Tezi,

Kahramanmaras Siit¢ii imam Universitesi, Kahramanmaras, 27-29s.

Yiicel, H., 2010. Sakiz koyunlarinda ¢oguzluga neden olan major genler iizerine bir ¢aligma.
Yiiksek Lisans Tezi, Kahramanmaras Siit¢ii imam Universitesi, Kahramanmaras, 47s.

44



OZGECMIS

45



EKLER

Ek 1. AGF ITS bolgesine ait DNA dizileme sonuglarinin ve kendi aralarinda
karsilastirilmalar1 (T-COFFEE, Version_11.00 (Version_11.00))

AGF 1 TCGGAGAGATTGAGGTCTGCAGC-GTAGAT-CCTTC--GGGGT----T----AGATA-—-—--—-————— CATI
ACIT 2 @ —ooe= GTGGGGGCTGTCTTTCTG—————— T-CTCA--TATGCC----G-—---TTGCTG-CAA-———————— A
AGF 3 CGGGGGGGTGGCCAGTCGGC——A-————— T-AGTT--TATGGT----T----AGACTA-CGACGG--TA-TC
AGF 4  -----—- GGTGGACGGTCTGCAGGTGTCTTA-CTGT-----— it
AGF 6 —-——-GCCGGGAACGATCGTGGG----GTTA-CGTGCCGGATAC----AC---GCT-CA-TTTAGACACCACA
AGF 7 ===-8--0¥- - - CCEIECINACECECHNECIICAN —ANNCCH— - EEEEA— — — —A— — — — [NV ISNSENEA — — iV — e
AGF 8 GCGGGCCACAAAGTATTTACGGGTAACGGA-GAAT--TAGGGT----T----CGATTC-CGG-—--—-————— A
AGF 9  --—-—--- GGACATCATATCAGGAAAGAAC-TAACT--AGGAT----T----CC-CT----—-————— CAG-T
AGF 11 —-———-ATAAAGGCGAATTCTTAGATTTATGAAGACT---AACTTCTGCGAAAGCATTTGCCAA-———————— G
AGF 12 —-—CCGTTACATAGTATTTACGGGTAACGGA-GAAT--TAGGGT----T----CGATTC-CGG————————— A
cons

AGF 1 TGTGCTAAGTTA-TA-—————— GCCTTTCATA--GACAA-————— CTTG-TTGACTATGATCAGTCA-———-
AGF 2 GATGGGCCCCTTGGACATTTAAA----GGAAG--TTAAA--GTCGTAA----CAA-———--- EEpRl----E¢
AGF 3 MEACEGEI®E ——————————————— ENCEE— — G\ @— — | ——————————| B
AGF 4 -GTAGAGCGTCA-TC——————— GC---GGATG--GCTGA-——-—-—— TGTC-TTGCATGTGATTT--CG————-
AGF 6 EVRVEGEN—— G ——— | ———————- GGTTCTTCTA--AACAG-—————— CAG----GACGGTGGCCATGGA--—-A-
AGF 7 TAGC----CG—--T-—-----—-—-——- ACTCAT---AACCG------ CAG----CAG-GTCTCCAAGGT---T-
AGF 8 GAGGGAGCCTGA-—-———————— G----AAACG--GCTAC--C----TC----ATC------ TAAGG--—--AA
AGF 9 AACGGCGAGTGA-AG——————— 6 ——Eerve———--ReCi—————- CAAATTTGA-AATCTTCAAGGT-———-
AGF 11 CANN GGV — — — — — — ——————— TC--AAGAACGAAAG---TTA----GGG—————— GATCGAAGACG
AGF 12 GAGGGAGCCTGA-—-———————— G----AAACG--GCTAC--C----AC----ATC------ TAAGG----AA
cons

AGF 1 TGTAGCTTACT-CGCTT-AT-—-—-————————————————— GCTA-TTTTA-CCTACGCTTAGG----A-——-—
AGF 2 GTAGGTGAACC-TGCGG-AAG----— GATCATTA------ AAAA-ATGAGACC--TCT-TGAA---AG----
AETF 8§ 2 oocoooooooooooos I-ECEH - ———- IR E/A N — — ———— AATGAAAACATCC---T--TGGCAAATGCTTT
AGF 4 INEIRE VIVAEE® - €@ —— - ———————————————————— GAAA-TATAG-TCTTTGGTAAAG-——-A----—
AGF 6 GTCGGAATCCC-C---T-AAGGAGTGT------ GTAACAACTCA--C-CTGCCG---A-ATGA----ACT--
AGFE 7 BAE-NCE@NEN—A————————————— E§————- TTGATAGAACA-ATGTAGATA----—- BEEE-——--B-===
AGF 8 GGCAGCAGGCG-CGCAA-ATT-—-—--— B CCCA-ATCCTGAC---AC-AGGG-——=——————
AGF 9 LCTA----CCT-TGC————— B =-="==""77- CGAA-TTGTA-GTT----TAAAG--—--A-——-
AGF 11 ATCAGATACCGTCGTAGTCTT----- B===== ACCATA--AACT-ATGCCGAC--T---AG-G-——--G-----
AGF 12 GGCAGCAGGCG-CGCAA-ATT--—--— B CCCA-ATCCTGAC---AC-AGGG-—————————
cons

AEIT L somoses TGTTGAC-AAAAT--G----— GTTT--TAAAC-GACCCGT--CT---=-———————————-—— TG--
AGIT 2 2~ —moossoosos EECREINY — i — VNIC — — @@ ———————————| CCCCT--TGGGAAATTGG----- BE————-
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AGF 3
AGF 4
AGF 6
AGF 7
AGF_8
AGF 9
AGF 11
AGF 12

cons

AGF 1
AGF 2
AGF 3
AGF 4
AGF 6
AGF 7
AGF 8
AGF 9
AGF 11
AGF 12

cons

AGF 1
AGF 2
AGF 3
AGF 4
AGF_6
AGF 7
AGF_8
AGF 9
AGF 11
AGF 12

cons

AGF 1
AGF 2
AGF 3
AGF 4
AGF_6
AGF 7
AGF_8
AGF 9
AGF 11
AGF 12

cons

——————— IENCEINE — VNN — — (€ — — — — —CIEVA— — (RGN - NCCCCET - =CTssssssssssrnnnss s LGsm
——————— EleEeoNE vy — -6 ————egyje——-¢-———-—-——-————-—————-—-——-——————-—-——————————
——————— AGTCGGC-AAAAT--A-----GATC--CGTA--—————————————————————————————————
—————— AGGTAGTG-ACAA-T-AAAT--AACG---ATAC-AGGGCTT--TTT-----TAG--——-TC-—————
——————— DEIRETIN —GRENNEEA\EH] — [SNRKEE — — WAV — — — AVGINNE — — — i — ————————————————[l{6——
—————— ATCGGACG-ACGT-T-TAATTATTGACTCGTTC---GGCACCTTAT-----GAGAAATCAAAGTTT
—————— AGGTAGTG-ACAA-T-AAAT--AACG---ATAC-AGGGCTT--TTT-----TAG--——-TC-—————
—————— AA-ACACG------GACCAAGGAGTCTAAC---AAAT-----—-—--ATGCGAGTA-----TTTGAGT
-—— -GG --EAv——————————— TTATTTTTTTCCCCAAAAAAAATTAAAGAT---CTTTCCC-C-————
——————— - — A - — — — — — — — — — -GV VIIEEEE @V GV NCEECVNIVAVENT — — — GINNVA — @ — i — ————
—————— AA-ACACG------GACCAAGGAGTCTAAC---AAAT---————--ATGCGAGTA-----TTTGAGT
———————————————————— CGCTCAAGCGTGTTAC---TCAT----—-—-—-—-ACCCCACCGTTA-GGGTAAAA
————————— ACTTC-----GGGATAAGGATTGGCTC---TAAG--------GGTTGGGTA----TATTGGGC
==——INEIVVNENEE — — — - EVENIGAGAA G NN VA CEEGIENNL — — —————— (CICVAC it C/2VAC/A gl 1 ettt
—————— GA-ATAGG-----ACATCATAGAGGGTGAG---AA-T----——--C---CCGTA-----TTTGACC
TTGGGTTCCGG-GGGGAGTATGGTCG-CAAGGCTGAA--ACTT-——————— VG — — — GV — €6 — A — ————
===~ IEIVVNNREE — — — —EVNIEGAGAA G NN YA CEEGIENNL — — — ————— CEN6———Eaen - A —————
GGAAAACTCATATG-—-—-—-- CGTAATGAA----AGTGATTTTGGTGGGA-T-TT-TCG---AT-GCACC----
—————————————— O-——@lil——————-€————@&i-—————-————-6g&e-@-Rn-fj-————————————————-
—————————————— NEEEH - — —— — — —EEAEIV — — — — ————— @V @ - - ————————— V- ————
GGAAAACTCATATG-———-— CGTAATGAA----AGTGATTTTGGTGGGA-T-TT-TCG---AT-GCACC----
GCGAAGCTCTAACGA--GTAGGAG-—-————————-—-—-—— GGCGTGGAGG-T-TT-GTG---AA-GAA-—————
TTCTATTCTGCAACT--TTGGGACCGAC----TTGAGGATTTCTGGGC-C-TT-TCG---GG-GCTCG---—
—————————————— B--66-————-——-06—-——-E6—————————-CVC[-C- - — -6 - IfcCCCER———
ATTATTTCCAGCTT----— TGTGATACA----CTTTCAAAGAGTCGGA-T-TGTTTGGGAAT-GCAGT-—---
—————————————— C--GG-------AA----GG------—-—---GCACCACC-A---GGAGTGGAGCCTGCG
—————————————— T--GG--—-———-AG----GG--—-—-—-—-—----CAAG-T-C-T---GG--TGCCAGCA---
—————————————————— ATCAACCGGTCA-----GG---—-—-—-—----ATTTTTTAT---------—-—-GA--
GTTG--AAAAGAAGCCACCAGGGGG———————— lee®————————- GGACAATAATTATTTTTTTAAAAAA
INAEA - - ACE@NA - —AGINCEIVANRNCIPA — — — ————— MRS — —— —————— CENlec@p - ———————————| IE——
—————————————————— ATCAACCEGE®R === 6 G s e e e e AT T T T T TAT S S sess nnss mCAS S
——————————————————————— GCTTAGG--ATGTA----------AATCCGAGT-----—-—-————-GA--
—————————————————— GGV CINNGNCE — — - INCE -~ - - === - CENAGI - - === -E&~~=
GCCG--CGGTA--ATTCCAGCTCCA--—————— ATAGC-—-—————--- GTATATTAA-—-————————-—— AG--
—————————————————— CCAAAATGGGTG-----GT------———-AAATTT---—-———————————————
GCTTAATT-TG--ACTCAACACGGG----GAAACTTACCAGGTCCAGACATAGTAA----—-——————— GG--
GCCG--CGGTA--ATTCCAGCTCCA-—-—————— NyNEE————————- GTATATTAA--——-—-——————— AG--
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AGF 1
AGF 2
AGF 3

AGF 1
AGF 2
AGF 3
AGF 4
AGF 6
AGF 7
AGF 8
AGF_9
AGF 11
AGF 12

cons

AGF 1
AGF 2
AGF_3
AGF 4
AGF 6
AGF 7
AGF_8
AGF_ 9
AGF 11
AGF 12

cons

AGF 1
AGF 2
AGF 3
AGF 4
AGF 6
AGF 7
AGF 8
AGF 9

———————————— BEEA- - — - = = - [BCNECACIIEGINA — — —ANECINVANEN — — — Gl - — — - — —lECEEACEEEA — TVEN
CIRSSTSTETNTEEA — — AV XCTRTRNIE CITRTNTERT — — — [NRNE — VAN — — 2NEPANE — — — [ — — ——— IS — IR — BRI —
————-TATTCAAGCA--AATG---GCCGGTTTTAAATTTC-CAATTTT-TTTCAAAG————— TA-AA-GGCC-
———————————— AGGA----—-—--TCTGAGTCTA---AGCATATT---TGT------TGGGACCCGA-AAGAT
———————————— DAEA - — — —— — —ECEENENNEINGE — — — @NEINTCINN — — — €G]l — — — — GENACINAEEZVY - INENNNE
———————————— ACGAA---—-—-TTTTAGCTTG---TCGGCCTC---GGT------CGGCATCCGG-TATAC
———————————— TT--GT----TGCAGTTAAA---AAGC-TCGT--A-GTT---GA-----AT-TT-TGGAC
—————————————— @0 — ———— — — [CIRVVAE IV — — — A\ — — NN — — — (€ — & — — — — ——(€&— — —EAEAEH - GEEN]
———————————— NI - — — [} — — — —[ECAGNNIENE — — — AEE — [NEIRN — — i} — Gl — — — @A — — — — — [l — GV NIEEE
———————————— I — — (& — — — —IEEAGIRIVAA — — — PVACE — INCEH — — 12— Gl — — —(EA — — — — — AN — Il — NG EAE
—-—-GG-TGAACTA-TGCCTGAATAGG----GTGAAGT-CA-GAGGAAA-CTC-—————————————— TGATGG
— AR — A - ANGVGIAVAEE — — (@ — — Il — — — — 6&A — — — [{EE — — —— [l — &N — Gl - 6 - GilCE - ¢ ——————
—CEVVVICCEEEE - (GCCEE — — @@ — —0l— — — — G6AV— — € — € — — — — LN} — [RAYNECEEIR —EVA — CURRAVVVY — — — — ——
--GG-TGAACTA-TGCCTGAATAGG----GTGAAGT-CA-GAGGAAA-CTC-—————————————— TGATGG
——EA-NE———————— AGAACTTTGAAGACTGAAGT-GG-AGAAAGG-TTC-———————— CATG-TGAACAG
--AA-TTAA----CAACCAACTTAGAACTGGTACGG-AC-AAGGGGA-ATC-————————————————————
INVACEREINACEE — [MACEE — — CENAVEH - — — — GGG — Gl — [CINE— EEE — — [l — INENEGINENE —@— — ————
—--AG-CCAACARA-GTACCETGA-G6————GARAGAT - GA-AAAGA-A-CTH-——————————————— TGAAAA
GGTGGTGCATGG-CCGTT--CTTAGTT----GGTGGA---GT-GATTTGTC--TGGTTAATTCC-G——-————
EFAGCTCTACCGE—TACCG--CETAAGH - - - -GGITTACT -GN - LCLT-G6C- —[I-MENRCTTTC-C——————

A-GGCTCGTA----GCGG-TTC-T-GACGTGC-AAATCGAT-CGTCAAATTTG-GG---TATAGGGGCGAAA
——————— LCAAC-AACGA-AGE-ACAC--ACC-AAAAAGIAATG - TGTAN —————————@f-———————~———-—
——————— GGAAA-AACAAACCC-AAAACCAGT-AAACCCTTTCCCCGGAC-----=-—-—--C-—————-——-————
A-GGCTCGTA----GCGG-TTC-T-GACGTGC-AAATCGAT-CGTCAAATTTG-GG---TATAGGGGCGAAA
C-AGTTGGAC-——-A-——————————— TGGGT-AAGTCGAT-CCTAAGAGATA-GGG----AAGCTC---CG
——————————————————————————————— T-GACTGTCT-AATTAAAACAT-AGCATTGCGATGGCCAGA

GACTAATCGAACCATCTAGTAGC-——=--—=———=-— TGGTTCCCTCCGA--AGTTTCCCTCAG-———————~
TTTTAAAGTGAACGATTTTTCGT————————————~— TCCACCTTATCGA--AAGGGAATCCGG--T-TAATA
AAGTGGTGTTGACGCAATGTGAT—————=-——-——~ TTCTGCCCAGTGC--TCTGAATGTCAA-———~ AG--
e e AG--—--————— GACTTTTACTTTGAAAAAA--T---TA---GAGT-G----
--TTGAC-——--—- ACCAGTGT--—--——————-——- TGTTTTCT-CGA-AAA-T-C-——-AA-————————



AGF_ 11
AGF_12

cons

AGF 1
AGF 2
AGF 3
AGF 4
AGF_6
AGF 7
AGF_8
AGF 9
AGF 11
AGF 12

cons

AGF 1
AGF 2
AGF_3
AGF 4
AGF_6
AGF 7
AGF_8
AGF_9
AGF 11
AGF 12

cons

AGF 1
AGF 2
AGF_3
AGF 4
AGF_6
AGF 7
AGF_8
AGF_9
AGF 11
AGF 12

cons

AGF 1
AGF 2
AGF 3
AGF 4
AGF 6

————-CG-TGGCTAACTTCTTAGAGGGACTATAGATTTTTAATCTATGGAAG--T---TT---GAGG-C-———

———————————————————— AG--------—-GACTTTTACTTTGAAAAAA--T---TA---GAGT-G----
————————————— G--------ATAGCAGAAACTCAAT------CAGTTTTATGAGGT-AAAGCGAATGATT
C--TT--CAA---—-- To——mmm oo C-GC---————————- CT-A---————————-
CACTT--CCA--A-CTT----- T-————————- TT----- A--A-———--———- - CT-G----——--——--
————————————— G--------ATAGCAGAAACTCAAT------CAGTTTTATGAGGT-AAAGCGAATGATT
T--TCCGGAACTAGGCT--—-- AT-GGATATT--TATT-ACGGTAACGTAAATGAACT-AGGAGACACCAGT
—————— T--——---———--———--—-GAAGAAATTCAACCAAGCGCGGGT-------—-------AAACGGCG
T--TT--AAAGCAGGCA--—-- T-————————- TT----- G-CT---——---——-—- TG-G---————-———-
—————————————————————— TTAAAAAAGACTGGAT--------—-TTTGTGTTGT-ATTG-ACTTTATC
A--AT--AA--CAGGTCTGTGAT---——----—- GC——--- C-CT---————-———- TAGA---———————--
T--TT--AAAGCAGGCA--—-- T-————————- TT----- G-GT----—---——-—- TG-G---———--——--
AGAGGT------- CTTA---GG-————=—=—————————————— ACTGAAAC--—----- AGTC--TTAACCT
—————— ATGC-A-CTTTT--TTCTTTTACTAATAAAAAA---TG-AAGG-T--—-----TGGAGTAT--CAA
—————— GCAC-CACTTT---TATATTCCCTTTTGGAACT---GG-GATT-----—----—-TCC-CC--CGG
AGAGGT------- CTTA---GG-————=—==——=——————————— ACTGAAAC--——---- AGTC--TTAACCT
AGGAAT---——-- CCTG---GG-—————==———=——————— A-mm oo AGAGTT
GGAGTA------- ACTA-—-TG-——=———————————————————————— A----——-- - CTC--TCTTAAG
—————— ATAC---CTTT---ACTTGGAATAATA-AAATA---A---GAATT--—-----TGGG--TC--CTT
AGCTTTCTGC--ACTCT---TTT--———---——- CTTGTCTTTTTTAATGC————-——- ACTT--TTCG---

—————— LNBIE — — — (GBI — — — ACHINGEAVIAVEVANEN — PVVANIIA — — — A — — — GG — — — — — — — —[IGET — — i@ — — CIiN
ATTCTCAAACTTTA-AATATGT--AAG-AAGCTTA----AGTTACTTA-——————————— EVIN— ———————
TAAAATATT-CTCATAAAAACAAAGATTT-———-——————-— TTTGGTTTTGAGGGTTTTAAGTC-A--TTA---
T--GGTGG------ CT--CCC--AAATTGG--CCT-TCTATTGGTCCT---—-—-——————— @1 —RRa - ——
ATTCTCAAACTTTA-AATATGT--AAG-AAGCTTA----AGTTACTTA--——————————— A =——o=o==
ENIERERICHISISSTA —ACGVEE — — ARG - @R - — — CC—— — — CINGAVVNIE@N — ——————————— GATT--AACTGG
GTAG------- CCA-AATGCCT--CGT-CA-—-————————————————————————————— TCT--AATTAG
TTTGGTGGGTTCCA-AGAACCA--AAG-T---ATG----GTTAATTAG-———————-—---— GATT--AGT---
——————————————————— IR — —AVAN@ — AV EAN @AV ANCEN @AV N RGN — — — — ——— ——— ——[lE — ———————
GATCGGAAGGTCCGGGTAATCTT--TT-GA--AA-———-— CTTCATCG-—=——————————— TGCTGGG-—--—
TTTGTTGGTTTTCT-AGAACCA--AAG-T---ATG----GTTAATTAG-———————-—---— GATT--AGT---
-—--G--AACTTGGG---C--ATTTGAATGAGAGTT------ TC---T--AGT-GGGCCATTTTTGGTAAGC
—--AAA--ACG-ATGT--TCCACT--—-—-—--- TTTTATTCTTTGT——--- CTTCT-TAAT-————--- B=———==
--AGG--GGTTAAATTGGT-—--—-—-—-—-—-——-— CENYNSNENPANRNR— — — — — CCAAAATAAA-—-—--—-—- St
—-——-G--AACTTGGG---C--ATTTGAATGAGAGTT--—--—-— TC---T--AGT-GGGCCATTTTTGGTAAGC
AGAAA--GGGTAGTA---T--GGTTGGCAAAGCATT-—-——--- c®e--——-——-—————-— TR — — — ————
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TGACG--CGCATGAA---T--GGATTAACGAGATTC-————— CCACTG————————— TCCCTATCTACTATC
€-66E——EEIEEINE ——— A — — Il ——————— INNATENG —————— Gpooe CTAAA-GGGAAATTTTTA--——---
----G--TAAAAGGG--TC--ATTGGAAGGTGGCTT--—-—--- TC---TTTTCG-GAGAAAGTGTTTATAGCC
-—-GATAGTCCCTTGC-———- AAT-—————— TTTTGGAC-——--T-———-— TTAAC-GAGGAATTCCTA-—————
G-GGG--GGTTTTAG---A--TT-—————— TAATTG-————— G-————- CTAAA-GGGAAATTTCTT-———-——
AG--AACTGGCGAT-GCGGGATGAACC-G—————=—————————— A---TCGTGGGG---TT-A-ACGCGCC

——————————————————————————— AAATCATTAAT-CACTAATT-TTAAAGAT-TTTTG-AT--TTTTG
——————————————————————————— AAA-CCCTGGT-TCCGTTTT-TAATG-GCTC--CACCC--TCCTG

AG--AACTGGCGAT-GCGGGATGAACC-G———————————————— A---TCGTGGGG---TT-A-ACGTGCC
—&- &RV NiEiEEEEilCEE - [gleav Ve -6 — ——————————————— €———iC-E-HNE— —— - EVNIEE — — —[ij
TA--GCGAAACCAC-AGCCAAGGGAAC-G-—-====—————————— G---GCTTGGCA---TA-A-TCAGCGG

——————————————————————————— AAATTTTGAAA-A--AATTA-CTTCCGGCA---AA-GC--TTTTG

G---GAA---TRCAC----G---——--— TTCACA-TA-GCCA---——-- CCACCAC--CGT-Y--G-—----
GA-———————————— T--—-AAAG-——-————-— T-TT-ACCC---——-- GT-—--- TT-CCCGG-AAAA—--
GGGCCAGGTTGGGGA-A--TTTT--————-——- G-CC-CCCCGGCG---GC———-~ TTCCT--T-AAAA---
G-—-GAA-—-TACAC--—-A---——-—— CTCATT-TA-GACA---——-- CCACAAA--AGG-T--G-—----
G---GG-——-- GARA----T---——-—— AATA-A-TT--T-T--———————————————————— oo
G-—-GAA---AGAAG----A---——--~- CCCTGT-TG-AGCT---—--- TGACTCT--AGT-T--T-—----
G---CTA---GGGAG----GTTTCT--——---- T-TT-ATCC------- AR---—- AACCA-AA-AGTA---
T---AGA---TACAT----TT--GTGCTAAGTTA-TA-GCCT--——---——-~- TTCATAGA-CAAC-—---—-
C---GTC---CCTGCCCTTTGTACA-———-—-~- CACCGCCCG--TCGCTAC----- TACCG-ATTGAATGGC
C---CTA---AGGAG----GTTTCT---—---- T-TT-ATTT---——-- AR---—- AATCA-AA-AGTA---
== GTG-TCC— == == —m o= A-ATT---CG-
--AGGAAAACCCTT--TA-CAATT-TT---TAAA-ATT--GAATTGT--T----——-- TT-T-TTC--T-TT
--GGGGGTGCCCGTTCCT-TAGGT-TC---CTCC-CCC--GAATTCGAAT———-———- CCCA-ATT--C-C-
e e el e C-ATC---TA-
———————————————————————————— C-—----ATAC-CTAG--------------CC-G-TAC--TCA-
--GAC-ATTGTGAAA---GAACTT-AGAG——---— GGTG--TAG---———---——--- CA-T-AAG--TGG-
--AGGG-AATCAAAA-A--CAATT-AAT--TCCG-GCC--GAAG-——--——==-——-- CT-T-TAC--C-A-
e e e e e e T-TGA---CT-

TTAGTG-AATCCTTCGGATTGGCTTTCTTTTCTGGCAACAGAATTTGATAGCTGAAAAGT-TGGGCAAA-CT

--AGGG-AATCAAAA-A-—-CAATT-AAA--TCCC-GCC——-GTAG---——————----— CC-T-TAT--C-A-
——————————— CAGCTGGAGGG------—---TGTCC-------ACGGAAGT-------—-----GTCCCCTGC
TTTCTTGAGAGAA---A-AA----GGAAAAATTAAC--————- TTG-————————————————m -
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-TCC-GTT---TC---C-GG----T---TA--AACC-————-- TAG-—————————————————— -
—————— GA---CAGCAGGACGG---------TGGCC-------ATGGAAGT----—------CGGAATCCAC
—————— TA---ACCGCAGCAGG---------TCTCC-------AAGGTTAACAGCCTCTA--GTTGATAGAA
—————— GA---GCTTCGGC-GA-—-------TCTTG------—-AAATACCACTACCTTTATTGTTTTTTTAC
————— TTA---AC---T-AT-——-G----G-CCACC----———AAG-—————————————————————————
——————————— ATGATC-AGT----------CATGTAGCTTACTCGCTTAT-----~-~----GCTATTTTAC
—————— TG---GT-—-C-ATTTAGA----G-GAAGT————--—AAA——————————————————————————
————— TTA-—-AT---T-AA-——-T----G-CCACT----———AAG-—————————————————————————
Il 1 1 I I |
TAA----CCCGT-AA-—--- C-AACACCGCA-CCGC-AGCGAG-————======——————————————
—T-————- TTCT-CT----- A-ATCTCATATCAGTA--CCCCGACTGTATCT-——--- CT-———————————
-GG----—- AAGGCTCCTTTCCTTCTA-TCAA-AAGT-———————--— GATT---—-—---- A-—mmmmm—— -
TAAGGAGTGTGT-AA----- C-AACTTCACC-TGCCGAATGAAACTAGCCCCTGAACAATAGATGGCGCTCA
————————— CAA-T-—--------GTAGATA-AGGG-AAGTCGGCAAAATAG--ATC——————-———————~—
TTA--—-TTCAA-TA-—--- A-ATGTGGAAT-TGGA-CTTCACGGTCCACTT--TTC---————=—=—--——
-GA----TCCGA-AC----- A-ACGTTTATT-TTTG-GCTCCGTCCGGACCT————-- TA---—————--—-
CTA----CGCTT-AG-—--- G-ATGTTGACA-AAAT-GGTTTTAAACGACCC--GTC——————-—————-—~-
-AG----T-CGT-AA--——- CAAGGT-T--T-CCGT-------- AGGTGAAC---——- CT-———————————
-GG----TTCGA-CC--——- A-ACGTTTATT-ATTG-ACTTCGTCCGCACCC——---- TG--—-—————--—-

I 1 HN 1 1 I

————————— ATCAGACCT------ACCAG
—————————————————— T-G---AACTA
—————————————————— GGG---TGG-A
AGCGTGTTACTCATACCC-—---CATATAA
-CGTAA--CTTCGGGATAA-GGATTGGCA

~TAGCG-———————————————————— A
____________________________ G
-TTGAA--ACACGGAC-————-- CAAGGA

—————————— G---CGGAA-G---GG-AA
———————————————————————— G---A
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