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Oz: Funguslar 6karyotlar igerisinde birgok farkli grubu olustururlar. Cogu fungus mitokondri
icerir ve oksidatif fosforilasyon yapabilir. Diger taraftan herbivor memelilerin sindirim sistemindeki
Neocallimastigomycota funguslari mitokondri yerine hidrojenozom olarak bilinen bir organel
bulundururlar. Anaerobik gevreye uyumun anahtari olma 6zelligine sahip bu organel essizdir. Bu
derlemede, bu 6nemli organellerin islevi, yapisi, biyokimyasi, genetik &zellikleri ve kalitimi
hakkinda bilinenleri kisaca 6zetlemek istiyoruz.

Anahtar kelimeler: Hidrojenozom, anaerobik funguslar, rumen

Hydrogenosomes in the Anaerobic Fungi: Hydrogen-Producing
Organelles

Abstract: Fungi form a very diverse group in eukaryotes. Most of the fungi contain
mitochondria and capable of oxidative phosphorylation. On the other hand, anaerobic
Neocallimastigomycota fungi are in the gastrointestinal tract of many herbivorous mammals, they
contain an organelle known as hydrogenosome instead of mitochondria. These organelles
capable of being the key to adaptation to an anaerobic environment that is is unique. In this
review, we wish to briefly summarize what is known about function, structure, biochemistry,
genetics properties and inheritance of these important organelles.
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Dogadaki birgok anaerobik habitatta mitokondriden
yoksun c¢ok sayida &karyotik canli bulunur (van der
Giezen ve ark., 2003). Bu habitatlarin en 6énemlilerinden
birisi de ruminant hayvanlardaki rumendir. Rumen,
ruminant sindirim sisteminin hacim olarak en buyuk
kismini olusturur. Ayrica redoks potansiyeli oldukca
disUk olan anaerobik bir ortama sahiptir. Bu durum konak
hayvan tarafindan kullanilan enerjinin korunmasina
yardimci  olmaktadir. Rumende  fermantasyonun

gerceklestirilebilmesi icin oksijensiz ortam gereklidir.
Cunku dusuk seviyelerdeki Oz dahi rumende bulunan
bircok mikroorganizma i¢in élduriict olabilmektedir.
Anaerobik funguslar (AF) herbivor memelilerin bir
¢ogunun  sindirim  sisteminde  goértlen  6nemli
simbiyontlardir (Trinci ve ark., 1994). Anaerobik
funguslarin, rumen icerisindeki en bulyuk katkilari bitkisel
materyalin sindirilmesini saglayan enzimlere sahip
olmalaridir. Bu Okaryotik mikroorganizmalar
mitokondriden yoksundur. Bu organizmalarda mitokondri
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yerine ATP Ureten organel olarak “hidrojenozomlar”

bulunur (Yarlett ve ark., 1986; Miller, 1993). Bu fungal
hidrojenozomlar ATP’ye ilaveten hidrojen, CO2, asetat ve
format Oretirler (Marvin-Sikkema ve ark., 1990;
Akhmanova ve ark., 1999).

Hidrojenozomlar, filogenetik olarak G¢ gruba
ayrilabilir. Bunlar parabasalian flagellatalar, anaerobik

Ekim(2021)12(2)190-208

siliatalar ve anaerobik funguslardaki hidrojenozomlardir

(Roger, 1999).  Ayrica bu hidrojenozomlarin
ultrastrikturel yapilari ve fizyolojileri de birbirinden
farklihk gdsterir (Boxma ve ark., 2004). Karbon ve enerji
metabolizmalarina gére ise hidrojenozomlar, Tip | ve Tip
Il seklinde ayrilabilir (Tablo 1).

Tablo 1. Mitokondri icermeyen protozoonlar ve funguslardaki hidrojenozomlar ile 6karyot mitokondrilerdeki karbon

ve enerji metabolizmasi (Hackstein ve ark., 1999).

Mitokondri Mitokondri |germeyen.Anaerob Mitokondri |<;ermeyeln Anaerob Aerobik Mitokondri
. (Protozoonlar) Tip Il (Funguslar) Tip Il
icermeyen
Anaerob
(Entamoeba)
Tip |, Sitoplazma Hidrojenozom Sitoplazma Hidrojenozom Sitoplazma Mitokondri
Sitoplazma
Pirtvattan Piruvat-fosfat PK Malat DH PK Malik Enzim PK Malik Enzim
Sorumlu Enzim dikinaz
Asetil-CoA ;
seti-oA PFO Bulunmaz PFO PFL PFL izositrat liyaz PDH
Sorumlu Enzim
Son Elektron Asetil CoA - . Pirivat, Asetil . -
Alicisi asetaldehit Pirtivat Ferredoksin CoA. Fumarat H Pirlvat 02
Fermentasyon Asetat, Etanol Ethanol, Malat, If\osre;\:e;tt’
. 4 - ’ Siksinat, Laktat, | Asetat, H2, Malat o Asetat, Format Etanol, Laktat CO2, H20
Urinleri Alanin } ’ Suksinat,
Alanin, Gliserol
Laktat, Etanol
. Asetil
Asetil-CoA COA/ACDH
Etanol reduktaz/ ACDH . ’
. Asetaldehitten Bulunmaz yardimiyla Bulunmaz Asetaldehitten Bulunmaz
Olusumu yardimiyla Asetil .
CoA'dan Asetil
CoA’dan
ATP Pﬁw!éi(ﬁwzeztat PGK, PK PGK, PK
O"IU§uTnun(?a Piruvat-fosfat PEPCK ASCT, STK PEPCK ASCT, SK PGK, PK ASCT, STK
Gorevli Enzim L
dikinaz
[Fe]-Hidrojenaz Yok Yok Var Yok Var Yok Yok
Elekt
N r(_)n - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Var
Tasima Zinciri
PMF(Proton
Hareket Yok Yok Var Yok Var Yok Var
Glcu)/delta pH

Kisaltmalar: ACDH: Asetaldehit dehidrojenaz, ASCT: Asetat-Siiksinat-CoA transferaz, DH: Dehidrojenaz, PDH: Piruvat dehidrojenaz, PEPCK: Fosfoenol piruvat
karboksikinaz, PFL: Piruvat-format liyaz, PFO: Piruvat-ferredoksin oksidorediiktaz, PGK: Fosfogliserat kinaz, PK: Pirtivat kinaz, STK: Siksinil-CoA sentetaz.

Organizmalarin, Ozellikle de anaerobik
ekosistemde yasayanlarin yiksek bir orani, oksijensiz
hayata adapte olabilmislerdir. Anaerobik solunum
sistemlerinin  goruldigu prokaryotlar ve Okaryotlarin
bircogunda, oksijen yerine elektron alicisi olarak nitrat,
sulfat, karbonat veya demir gibi alternatifleri
kullanabilmek icin evrimlesmistir (Martin ve Russell,
2003). Anaerobik sartlar altinda mitokondriler son
elektron alicisi olarak oksijeni kullanamazlar ve temel
gorevleri olan ATP dretimi ile enerjinin korunumunu
gerceklestiremezler. Bu ylzden anaerobik okaryotlarin
bircogunda mitokondri yerine farkli bir organelin
bulunmasi sasirtici degildir. Ancak mitokondrinin eksikligi
fonksiyonlarinin  yerine  getiriimeyecedi  anlamina

gelmemektedir. ilk zamanlar mitokondrisiz anaerobik
Okaryotlar ilkel organizmalar olarak gérulmuslerdir. Bu
yluzden “archaezoa” olarak tanimlanmislardir (Cavalier-
Smith, 1983). Giardia veya Entamoeba gibi organizmalar
bu hipoteze drnek olarak goésterilebilir. Birgok galisma bu
organizmalarin  genomunda mitokondrial genlerin
yaninda mitokondrial metabolik yollarin da bulundugunu
gOstermektedir (Hashimoto ve ark; 1998; Vanacova ve
ark., 2003 ve Timmis ve ark., 2004). Diger taraftan tek
hicreli olan bu organizmalar Tip | anaeroblarin en iyi
ornegini olustururlar (Muller, 1998; Tovar ve ark., 2003).
Bu organizmalarin enerji metabolizmasi, sitozolde
bulunan fermentasyon enzimlerine baghdir (Rosenthal ve
ark., 1997; Mdaller, 1998). Belirlenen bircok genin
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anaerobik okaryot ve arkealara yatay gen transferiyle
gectigi distnilmektedir (Koonin, 2015). Giardia lamblia
ve Entamoeba histolytica’nin fermentasyon enzimlerinin
bazisinin filogenetik analizleri, yatay gen transferinin
olabilecegini gostermistir (Rosenthal ve ark., 1997; Field
ve ark., 2000). Fakat prokaryotik bir organizmadan
Okaryotik bir organizmaya yatay gen transferi konusu hala
tartismalidir (Koonin, 2015).

Bazi protistler ve anaerobik funguslar anoksik
niglere adaptasyonlarini, hidrojenozomlarina borg¢ludurlar
(Martin ve Muller, 1998). Tip Il olarak siniflandirilan bu
grubun en dnemli karakteristik 6zelligi, hidrojenozomlara
alinan  pirlvat (veya malat) oksidatif olarak
pirivat:ferredoksin oksidorediktazin (PFO) hareketiyle
asetil CoA icin dekarboksile edilmesidir. Trikomonadlar ve
anaerobik funguslarin hidrojenozomlari
karsilastirildiginda, bunlar arasindaki en énemli farkin,
trichomonadlarda pirGvatin asetil Co-A'ya
dekarboksilasyonunda, pirivat-ferrodoksin
oksidorediktaz (PFO) kullanilirken (Lindmark ve Muller,
1973; Mdller, 1998), anaerobik funguslar olan
Neocallimastix sp. L2 ve Piromyces sp. E2'nin pirlivat
metabolizmasinda en &nemli enzimatik aktivitenin
pirivat-format liyaz (PFL) enzimi ile saglanmasidir
(Marvin-Sikkema ve ark., 1993; Akhmanova ve ark.,
1999). Anaerobik funguslarda hala PFO tam anlamiyla
aydinlatilamamistir.  Neocallimastix sp. L2 ve N.
patriciarum’da disuk miktarda PFO aktivitesi dlgulmustur
(Yarlett ve ark., 1986; Marvin-Sikkema ve ark., 1993),
fakat ne N. frontalis ne de diger anaerobik funguslarda
PFO aktivitesi henliz tam olarak aydinlatilabilmigtir
(O’Fallon ve ark., 1991). Ozellikle kitridlerde varsayilan
PFO aktivitesi icin, ne bu enzimin saflastirimasi ne de
PFO geninin tanimlanmasi mimkin olmamistir. Diger
taraftan Neocallimastix sp. L2 ve Piromyces sp. E2'deki
sitoplazmik ve hidrojenozomal pirtvat-format liyaz
(PFL)Yin  bir multigen ailesi tarafindan kodlandigi
bilinmektedir (Akhmanova ve ark., 1999). Bu durum
Okaryotlar icin siradisidir. PFL aktivitesi 6zellikle fakultatif
anaerobik Enterobacteria ve Firmicutes’in karakteristik bir
ozelligidir. Bu bakteriler tipki anaerobik Chytridiomycete
funguslari gibi anaerobik sartlar altinda karigik asit
fermantasyonu gergeklestirirler (Marvin-Sikkema ve ark.,
1990; Julliand ve ark., 1998). Nukleotit dizileme
calismalari ile henuz bir PFO DNA dizisi elde
edilmemigken, farkl galismalarda PFL nukleotit dizileri
elde edilmistir (Durand ve ark., 1995; Gelius-Dietrich ve
Henze, 2004).

Hidrojenozomlarin, mitokondrilerle beraber
g6zlendigine dair heniz higbir bilgi yoktur. Ayrica
bitkilerde, cok hicreli hayvanlarda ve

mikroorganizmalarda gézlenmemislerdir. Bununla birlikte
hidrojenozomlarin  filogenetik  olarak  baglantisiz
organizmalarda bulunmasi, benzer olup olmadiklari, ayni
atadan evrilip evrilmedikleri veya evrimlerinin nasil oldugu
ile ilgili sorulari artirmaktadir. Bu galismada anaerobik
funguslardaki ener;ji merkezi olarak bilinen
hidrojenozomlar hakkinda mevcut bilgilerden
faydalanilarak, henlz tam olarak anlagsilamamis bu
organelin yapisi, biyokimyasi ve genetik &zellikleri
hakkinda bilgiler derlenmeye c¢aligiimistir.

Morfolojisi

Hidrojenozomlarin morfolojileri gruplar arasinda
farklihk gésterir. Morfolojik olarak bu gruplar parabasalid
flagetlar (Trichomonas vaginalis) (Benchimol ve ark.,
1996), rumen siliatlari (Isotricha ruminantum) (Yarlett ve
ark., 1984), rumen funguslari (Neocallimastix sp.) (van
der Giesen,1997) ve tatlisu siliatlari (Trimyema sp.)
(Finlay ve Fenchel, 1989) seklinde ayiralabilir. Fakat
morfolojik olarak yapilan bu ayrim hidrojenozomlar igin
yeterli degildir. ik olarak Trikomonad ve diger
parabasalidlerde goriulen hidrojenozomlar tek membranli
gOrunusleri, nispeten uniform matriksli oluslari ve genis
intraorganel membran sisteminin eksikligi nedeniyle
mikrocisimcik olarak tanimlanmislardir (Mdller, 1973). ilk
yillarda anaerobik funguslarinin 5 cinsinin hidrojenozomu
ultrastriktirel olarak incelenmis ve tek Uniteli bir
membrana sahip olduklari belirtiimistir (Heath ve ark.,
1983; Li ve ark., 1990; Li ve ark., 1991). Bu Oneri,
Benchimol (1997) ve van der Giezen (1997b)nin
Neocallimastix sp.’de hidrojenozomun iki membrandan
olustugunu goésterene kadar kabul edilmistir (Sekil 1). Bu
zarlar birbirlerine ¢ok yakin ve c¢ok ince oluglarindan
ayrimini yapmak ¢ok zordur. Genellikle iki zar arasindaki
bosluk fark edilememektedir. Her bir membran 6 nm
arasinda bir kalinhga sahiptir ve belirli dalgalanmalar
gOstermektedir (Benchimol ve De Souza, 1983,
Benchimol ve ark., 1996).

Cogunlukla hidrojenozomlarda bir veya birden
fazla kalsiyum iceren periferal vezikil bulunmaktadir. Bu
periferal veziklller hidrojenozomun matriksinden izole
edilmis bolimler olarak kabul edilirler. Fonksiyonelsiz
hidrojenozomlar otofajik surecle ¢ikartilir ve lizozomlarda
parcalanirlar (Benchimol, 2007). Morfolojik olarak rumen
siliatlarindaki organeller trikomonadlardaki organellerle
benzerlik gosterirler (Yarlett ve ark., 1984; Paul ve ark.,
1990).

Rumen funguslarindaki hidrojenozomlar,
organizmalarin hayat déngusu safhalarina bagl olarak
farkli morfolojilerde gdérilebilirler (Marvin-Sikkema ve
ark., 1992). Bununla beraber anaerobik funguslardaki
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hidrojenozomlar  trikomonad protozoaninkine  ¢ok
benzerdir. Zoosporlarin ¢imlenmesiyle olusan hiflerde
mikrocisimcik gibi gérinmektedirler (Marvin-Sikkema ve
ark., 1992). Isik mikroskobunda bazen gerek siliat
gerekse fungus orneklerinde hidrojenozomlar genellikle
tek membranla g¢evrelenmis sekilde goérllebilirler. Bu
yuzden mikrocisimcik olarak tanimlanirlar (Marvin-

i) M v 3 :
Sekil 1. Neocallimastix frontalis'in rizoidlerindeki hidrojenozomlarin genel

Sikkema ve ark., 1992). Ancak Polyplastron
multivesiculatum siliatindaki hidrojenozomun, belirgin bir
sekilde ¢ift membranli oldugu gorultr (Paul ve ark., 1990).
Hidrojenozomlar yaklagik 1-2 ym buydkliginde kuresel
veya hafif uzatilmis grandller seklindedirler (Benchimol,
2000).

dagihmini (A) ve zoosporlarindaki

£

hidrojenozomlarin genel gorintisiuni géstermektedir (B). Oklar, boliinme slirecinde olan hidrojenozomlari (A) ve birbirine
yakin i¢ ve dis zarlari gdstermektedir (B) (Benchimol ve ark., 1997).

Metabolik Sire¢ ve Biyokimyasi

Hidrojenozomlar, kimyasal enerji Uretmek icin
oksijene gerek duymayan ve karmasik bir yapiya sahip
oldugu bilinen bir organeldir. Hidrojenozomlar hidrojen
Uretebilme yetenekleriyle bilinirler ve bunu yapabilecek
biyokimyaya sahiptirler. Bu 6zelliklerinden dolayi
mitokondrilere benzedikleri sdylenmektedir (van der
Giezen ve ark., 1997b; Martin, 2005). Tam bir ATP Uretim
merkezi gibi islev gosterirler. Hidrojenozom ismi,
protozooada bu organelin metabolizma sirasinda gaz
haldeki serbest H> molekdillerinin olusmasinin gézlenmesi
sonucunda verilmistir.

Neocallimastix cinsinden izole edilen birgok
hidrojenozom g¢alismasinda ¢ok kiguk farkhliklar disinda
hidrojenozomlarin  temel yapisi ve biyokimyasal
Ozelliklerinin ayni oldugu goériimustir. Zorunlu anaerobik
funguslar ve zorunlu anaerobik protozoa ATP
sentezleyebilmek icin glukoz  fermentasyonunu
kullanirlar.  Sitozolde bulunan enzimlerin kimyasal
katalizasyonuyla glukozu laktik asit veya etanole
dondstirdrler. Hidrojenozom enzimleri  hidrojen gazi
Uretimi ile glukoz fermentasyonu icin alternatif yollar
saglamaktadir (Gleason ve Gordon, 2004).

Anaerobik  Neocallimastigomycota  funguslari
hidrojenozomlarinda prokaryotik tipte karisik asit
fermantasyon yolunu kullanirlar (Boxma ve ark., 2004).
Bununla birlikte anaerobik funguslar mitokondri,
sitokromlar ve oksidatif fosforilasyon yolunun diger
biyokimyasal 0zelliklerinden yoksundurlar. Sitozolde
glikoliz igin birgcok enzime ihtiyac¢ vardir (Sekil 2). Glikoz
EMP (Embden-Meyerhof-Parnas) yolu ya da "fruktoz-1,6-
bisfosfat yolu" ile pdrivat Uzerinden laktata kadar
pargalanir. Bu iglemler birden fazla basamakta
gerceklesir. Her basamak birbirinden bagimsiz olup ayri
enzimler tarafindan katalize edilir (Yarlett ve ark., 1986;
O'Fallon ve ark., 1991) (Sekil 2). Piromyces ve
Neocallimastix funguslarindaki format Uretimi aktif bir
sekilde bulunan pirtivat:format liyaz (PFL; format C-Asetil
transferaz, EC 2.3.1.54) (Boxma ve ark., 2004) sayesinde
gerceklesmektedir. PFL sitozol ve hidrojenozomlarda
bulundugundan asetil-CoA her iki bdlimde de olusur. PFL
format dretimini saglayan oksijene duyarli bir enzimdir.
Reaksiyon mekanizmasi bir glisil radikaline baghdir.
PFL'yi aktif hale getiren PFL protein zinciri i¢erisindeki
glisil radikalidir. Bircok Okaryotta heterotrofik ATP
sentezinin son Urlnu olarak format Uretildigi bilinmektedir.
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Fermentatif format Uretiminin bilinen sadece bir yolu
vardir. Bu da pirivat format liyaz aktivitesiyle
gergeklesmektedir (PFL: syn, Format C-asetiltransferaz;
EC 2.3.1.54), bu enzim 85 kDa alt tinitesi olan homodimer
bir yapiya sahiptir. Pirlvati homolitik yolla pargalayarak
pirivat ve koenzim A'yl, format ve asetil-CoA'ya
donastirdr. Enzim mekanizmasi iki korunmus sistein
kalintisi ve bir glisil radikalini kapsar. PFL aktivitesi aktif
bolgedeki serbest radikaller yiziinden oksijene karsi son
derece duyarlidir. Sitozolde bi-fonksiyonel aldehit/alkol
dehidrojenaz (ADHE) ile asetil-CoA etanol ve CoASH

(Koenzim A)’ya donusur. Hidrojenozomda asetil-CoA’nin
CoA kismi ASTC (asetat: slksinat CoA-transferaz)
vasitasiyla siiksinatta transfer edilir. Genellikle son uriin
asetat (Boxma ve ark., 2004) ve suksinil-CoA’dir. Bunlar
CoASH’In rejenarasyonunda ve substrat dizeyinde
fosforilasyonda siiksinil-CoA sentetaz (SCS) i¢in substrat
olarak gorev yaparlar (Dacks ve ark., 2006). Bilinen tiim
hidrojenozomlar ATP Uretimini substrat dizeyinde
fosforilasyon yoluyla asetat:siiksinat CoA transferaz
(ASCT) ve suksinil-CoA sentetaz ile gergeklestirirler
(Muller ve ark., 2012).

]
v
Glikoz
24TP
(1]
24D NADH NAD*

MAI. —s—b FUMAL
unou / (6]

NADH NAD*

7

(0] [12)

Format

- MAL Hidrojenozon\
NAD*  NADH e e

[17]

@—\[';]—/— PYR
[Format J«

Siksinat

A
Asetil-CoA \____/y

Siksinil-CoA

oA P
2 NADH L'\ . m
zNAD'c/[ : \ ATP “y

a A
Etanol | Format I

Kisaltmalar: Fd: Ferrodoksin, G3P: Gliseraldehid-3-fosfat, PEP: Fosfoenolpiriivat, PYR: Piriivat, OXAC: oksaloasetat, MAL: Malat, FUM: Fumarat, [1]:

Hekzokinaz, glikoz-6-fosfat izomeraz, fosfofruktokinaz, aldolaz ve trioz

fosfat izomeraz, [2]: Gliseraldehid-3-fosfat dehidrojenaz, [3]: Fosfogliserat kinaz,

fosfogliserat mutaz ve enolaz, [4]: Fosfoenol piriivat karboksikinaz, [5]: Malat dehidrojenaz, [6]: Fumaraz, [7]: Fumarat rediiktaz, [8]: Pirlivat kinaz, [9]: Laktat

dehidrojenaz, [10]: Sitozolik pirlivat:format liyaz, [11]: Alkol dehidrojen

az E, [12]: Pirtvatin hidrojenozomun igerisine tasinmasi, [13]: Malik enzim, [14]:

NAH(P)H:Ferredoksin oksidorediiktaz, [15]: Hidrojenaz, [16]: Hidrojenozomal pirlivat:format liyaz, [17]: Asetat:siiksinat CoA transferaz, [18]: Suksinil CoA-

sentetaz.

Sekil 2. Rumende bulunan Neocallimastigomycota'ya ait anaerobik fungus olan Piromyces sp. E2'nin
hidrojenozomundaki karisik-asit fermentasyon metabolizmasi (a) (Boxma ve ark., 2004) ve kultur koleksiyonumuzdaki
Piromyces sp. (GMLF-17) anaerobik fungus ornegi (b).

Hidrojenozomal DNA

Simdiye kadar ki yapilan ¢alismalarda herhangi bir
hidrojenozomal genoma rastlanmazken c¢ekirdekte
kodlanan organel genlerinin filogenetik analizleri
gerceklestiriimistir (Embley ve ark., 2003; Dyall ve ark.,
2004). Ancak mitokondri icermeyen anaeroblar igerisinde
sadece Nyctotherus ovalis siliatinin bir hidrojenozomal
genoma sahip oldugu bulunmustur (Boxma ve ark.,
2005). Bu hidrojenozomun genom verileri, atasinin bir
mitokondri oldugunu gosterse de, metabolik aktivite
yoninden mitokondriye benzememektedir (Shiflett ve
Johnson, 2010). Bununla birlikte DNA nikleotit dizileme
calismalari birgcok hidrojenozomal proteinin dizisini

belirlememize yardimci olmustur (Shiflett ve Johnson,
2010). Hidrojenozomla ilgili NCBl'da yapilan arama
sonucunda simdiye kadar toplam 173 nikleotit dizisi ve
266 protein dizisi bulundugu bunlardan anaerobik
funguslar icin 13 adet protein (Ac. No: P78715.1,
AAC49572.1, AAP70004.1, AAK61605.1, AAP33147.1,
AAL80023.1, AAL80022.1, AAL80021.1, ABG47413.1,
AANO04660.1, CAA12057.1, CAA12056.1, CAA12055.1)
ve 12 adet nikleotit (Ac.No: U62041.1, AF419853.1,
AY033884.1, AF426026.1, AY078244.1, AY078243.1,
AY078242.1, DQ662599.1, AF340168.1, AJ224660.1,
AJ224659.1, AJ224658.1)  dizisinin belirlendigi
bildirilmistir (http://www.ncbi.nim.nih.gov/). Bu dizilerden
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bazilari; Neocallimastix frontalis’de hidrojenozomal malik
enzim (van der Giezen ve ark., 1997a), ATP/ADP
tasiyicisi (van der Giezen ve ark., 2002), adenilat kinaz,
ornitin karbamoiltransferaz (Gelius-Dietrich ve ark., 2007)
ve Is1 sok proteini 60 (Hsp60) dizileridir. Neocallimastix
patriciarum’da gorilen is1 sok proteini 70 (Hsp70) ve 60
(Hsp60) seklindeyken, Piromyces sp. E2 igin is1 sok
proteini 60 (Hsp60) ve adenilat kinaz seklinde
gorulmektedir (van der Giezen ve ark., 2003). Isi sok
proteinleri sitozolde ve hidrojenozomlarda bulunur (van
der Giezen ve ark., 2003). Temel gorevleri protein
agregasyonunu engellemektir. Hidrojenozomlar
tarafindan uretilen ATP hucre tarafindan kullanilabilmesi
icin sitozole tasinmalidir. Bu nedenle hidrojenozom
bulunduran organizmalarda tipki mitokondrilerdeki gibi
ADP/ATP tasiyicilarinin  goérilmesi sasirtici  degildir.
Bunlara en iyi érnek T. vaginalis’de belirlenen Hmp31
proteinidir. Biyokimyasal analizler ic membranda bulunan
bu proteinin homooligomer bir formda oldugunu ve
mitokondrilerdeki tagsima proteinlerine  benzedigini
gOstermistir (Dyall ve ark., 2000). Benzer dzelliklere sahip
ADP/ATP  tasiyicilart  Neocallimastix  frontalis’'de
g6zlemlenmistir (van der Giezen ve ark., 2002).

Hidrojenozomun Evrimsel Kékeni

Mitokondri, farkh yasam kosullari altinda
Okaryotlarin evrimleri sirasinda sekil ve islev bakimindan
cesitlenen, dkaryotik hiicrelerin atalarindan kalma, farkli
proteom ve fenotiplere sahip homolog organellerden
olugan genis bir tanimi ifade eder (Embley ve Martin
2006; Muller ve ark., 2012). Bu mitokondriyal
homologlarin en ilgingleri arasinda anaerobik serbest
yagsayan ve parazitik mikrobiyal okaryotlarda bulunan
hidrojenozomlar yer alir (Muller, 1993; Lewis ve ark.,
2020). Hidrojenozomlar, tipik olarak dkaryotlardan ziyade
bakterilerle iliskilendirilen bir tiir metabolizma olan Fe-Fe-
hidrojenaz enzimini kullanarak H: dretirler (Muller, 1993;
Embley ve ark., 1997; Horner ve ark., 2000; Muller ve
ark., 2012; Stairs ve ark., 2015). Hidrojenozomlarin evrimi
ve anaerobik metabolizmalarinin kokenleri hakkindaki
tartismalar hala devam etmektedir (Martin ve Miller,
1998; Martin ve ark., 2015; Stairs ve ark., 2015; Spang ve
ark., 2019).

Hidrojenozomlarin evrimsel olarak kdkeni pek agik
degildir. Bu konuda 3 farkh gériis vardir. ik goris
hidrojenozomlarin mitokondriden kéken aldiklari, ikinci

géris bu iki organelin ortak bir atasal organelden
evrimlestikleri yéntndedir. Son goéris ise bu organellerin
birbirinden badimsiz olarak evrimlestigini dnermektedir.
Anaerobik ¢evrede yagsamin adaptasyonu ve ayni atadan
evrimlesmis endosimbiyotlar olarak gortlen
hidrojenozomlar, mitokondrinin alternatifi olarak kabul
edilirler (Martin ve Muller, 1998; Tielens ve ark., 2002).
Muller (1988) hidrojenozomlarin tipki mitokondriler ve
kloroplastlar gibi endosimbiyotik olarak orjinlendiklerini
kabul eder. Mitokondrial bir kokenin olabilmesi igin piruvat
oksidasyon yolunun olmasi gereklidir. Henliz bdyle bir
kanit bulunmamistir. Bu fikrin aksine Finlay ve Fenchel
(1989) ise hidrojenozomlarin sekonder bir adaptasyonun
sonucu oldugunu dile getirmiglerdir. Buna gdre
hidrojenozomlar, oksijensiz bir yasam sitilini kabul eden
aerobik protozoonlarin ihtiyaglarini  kargilamak igin
modifiye edilmis bir organeldir. Aslinda mitokondrinin
kokeni, okaryot evriminde belirleyici olaylardan birisidir
(Burki ve ark., 2016; Poole ve Gribaldo, 2014; Pittis ve
Gabalddn, 2016). Molekiler evrim ve hicre biyolojisi
arastirmasi, mitokondrinin  kdkeninin  bilinen  tim
Okaryotlarin ayrismasindan 6nce oldugunu gdstermistir
(Burki ve ark., 2016). Bu durum tiim mevcut okaryotlarin
veya en azindan atalarindan kalma soylarinin, bir sekilde
mitokondri barindirdigi anlamina gelir. Bu glne kadar
incelenen tim tirler aerobik mitokondri, anaerobik
mitokondri, hidrojenozom ve mitozom veya bagka bir
ifadeyle evrimsel olarak mitokondri ile iligkili bir organel
bulunmustur (Burki ve ark., 2016) (Sekil 3). Ancak yapilan
bir g¢alismada Monocercomonoides’in, mitokondri ile
iliskili organelin en indirgenmis formundan bile yoksun bir
Okaryotun ilk 6rnegi oldugunun gdsterilmesi, mevcut
goruslerin tekrar elden gecirilmesi gerektigini gostermistir
(Burki ve ark., 2016). Mitokondri igermeyen Okaryotlarin
birbirinden fakli blylk sistematik gruplarda bulunmasi,
bunlardaki evrimsel ilerlemenin tek bir yolla
gerceklesmedigini gdstermektedir (Goé¢men, 2003).
Miiller'e gére (1988) mitokondrial fonksiyonlarin eksikligi
ya primer bir 6zellik ya da sekonder bir adaptasyondur.
Hidrojenozomsuz organizmalar evrimsel sirecin ilkel
basamagini temsil ederler (Go¢men, 2003). Bu yuzden,
Entamoeba histolytica ve Monocercomonoides gibi
canlilar yasayan fosiller olarak kabul edilirler (Gégmen,
2003; Burki ve ark., 2016).
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Mitokondri o .
Anaerobik Mitokondri

Mitokondriyal
genom

ATP uretilir ancak oksijen
son elektron alicisi
degildir, fumarat gibi
baska bilesikler kullanir.

ATP, oksidatif
fosforilasyon ile elde
edilir; oksijen son
elektron alicisidir,

Hidrojenozom

Oksidatif fosforilasyon
gorilmez, ATP substrat
seviyesinde fosforilasyon ile
elde edilir, hidrojen uretilir.

Mitozom

Monocercomonoides’lerdeki
Kayip Mitokondrial Organel

?

Elektron tasinmasi, oksidatif H
fosforilasyon ve
ATP lretimi gorilmez,
mitokondriyal Fe-S biyosentez
yolu gorilir (I1SC).

Sekil 3. Mitokondri ve ilgili organellerin ¢ok basitlestiriimis goriinim. Baslica ayirt edici 6zellikler gosterilmistir
(Burki ve ark., 2016).

Siliatlar, mitokondriden hidrojenozomlara evrimsel
gegcisi incelemek icin mikemmel bir drnektir. Bunun en
onemli nedeni hidrojenozom igeren anaerobik siliatlarin
evrimsel agactaki aerobik mitokondri tasiyan formlar
arasina girmis olmalari gosterilebilir (Embley ve ark.,
1995; Fenchel ve Finlay 1995) ($ekil 4). Daha da dikkat
cekici olan ise, yapilan bir ¢calismada, anaerobik siliat
Nyctotherus ovalis'in hidrojenozomlarinin, mitokondriyal
atalarinin  dogrudan molekiler kanitini  saglayan
mitokondriyal bir genoma sahip oldugunun belirlenmis
olmasidir (Akhmanova ve ark., 1998; Boxma ve ark.,
2005; de Graaf ve ark., 2011). Elde edilen veriler, N.
ovalis'in hidrojenozomlarinin, aerobik siliatlarin gergcek
mitokondrileriyle ortak bir atayl paylagsan bir tir anaerobik
mitokondriyi temsil ettigini géstermektedir (van Hoek ve
ark., 2000). Buna karsilk, Trichomonas spp. mitokondriye
sadece zayIf bir morfolojik benzerlik gdsterir ve daha da
o6nemlisi, evrimsel bir kanit saglayabilecek herhangi bir
genom simdiye kadar belirlenememistir (Benchimol ve
ark, 1996; Clemens ve Johnson, 2000). Ayrica,
Psalteriomonas'in hidrojenozomlari st Uste yigiimis
kimeler hallinde gorilurken (Broers ve ark., 1990),
Neocallimastix'in mikroskop altinda tespit edilmesi zor
hidrojenozomlari (Marvin-Sikkema ve ark., 1992; 1993)
mitokondriye benzemezler. Bu hidrojenozomlarda da
henliz bir genom belirlenememistir (Palmer, 1997; van
der Giezen ve ark., 1997b). Bu acidan bu organellerde

mitokondriyal soyunu dogrudan dogrulamak imkansizdir.
Dahasi, cekirdekte kodlanan birka¢ hidrojenozomal
proteinin filogenetik analizi, mitokondriyal ata igin
dogrudan kanit saglamada yetersiz kalmaktadir. Daha
ziyade, mitokondriyal ve mitokondriyal olmayan soylarin
bir mozaigini ortaya ¢ikarmistir (Bui ve ark., 1996; Germot
ve ark., 1996; Akhmanova ve ark., 1998; Hackstein ve
ark., 1999; Horner ve ark., 1999; 2000 ; Voncken ve ark.,
2002).

Simdiye kadar elde edilen veriler, tanimlanmig tim
hidrojenozomlarin mitokondri ile ilgili oldugu hipotezini
desteklemektedir (Embley ve ark., 2003). Fungal
hidrojenozomlarinin bagka bir 6karyotik organel olan
peroksizomla iligkili olduguna dair daha dnce de dnerilmis
olan hipotez son c¢alismalarla pek mUmkin
goriinmemektedir (Embley ve ark., 2003).
Hidrojenozomlarin mitokondri ile iligkili olduguna dair en
ikna edici kanitlar, her iki organelde de ayni karmasik
yollarin kullanilarak proteinlerin konakgi tarafindan ifade
edildigini gésteren deneyler ile olmustur (Embley ve ark.,
2003). Hidrojenozomlarda gdrevli herhangi bir protein
Oncelikle sitozolde sentezlenmeli ve daha sonrasinda
dodru bir sekilde hedef organel igerisine aktariimalidir
(Embley ve ark., 2003). Mitokondriler bir genom igerseler
de, proteinlerinin bircogu konakgi cekirdek genomu
tarafindan kodlanir. Simdiye kadar mitokondrilerde, iki
ana protein tasima yolu belirlenmistir (Pfanner ve
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Geissler, 2001). Mitokondrilerin zarinda goérevli proteinler,
dahili hedefleme sinyalleri tarafindan varis yerlerine
yonlendirilir.  Diger bir tasima yolunu kullanan
mitokondriyal matriste gorevli proteinler ise, organel
icerisine  tasima  sirasinda  pargalanan  amino
terminallerinde bir hedefleme dizisi tagiyan 6n proteinler
olarak sentezlenerek tasinirlar (Embley ve ark., 2003).
Mitokondrilerde protein tagsima sistemlerinin gelistiriimesi,
organelin evrimindeki ilk ve 6nemli bir adim olarak goéralir
ve endosimbiyotik bir bakteri olarak alfa-proteobakteriyel
soydan geldigi kabul edilir (Gray ve ark., 1999; Embley
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AEROBIC
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Trichomonas
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ve ark., 2003). Mitokondriyal protein tagima mekanizmasi
karmasiktir ve tasimanin dogrululugu son derece
onemlidir. Bu metabolik yollarin farkli organellerden
evrimlesmis olma olasiligi ¢ok dusuktir. Aslinda, yanlis
proteinin yanlis organele génderilmesi, hiicre igin korkung
sonugclar dogurabilir. Ornegin, éldiriici insan hastahgi
olan primer hiperoksaliri tip I, alanin:glioksalat
aminotransferaz enziminin, normalde iglev goérdigu
peroksizomlardan ziyade mitokondriye yanlig
yonlendiriimesinden kaynaklanir (Embley ve ark., 2003).

Nyctotherus
ANAEROBIC

ANIMALS

Giardia, Spironucleus

Sekil 4. Cesitli molekuler verilere dayanarak olusturulmus aerobik ve anaerobik protistler arasindaki filogenetik iligkiyi
gOstermek igin mitokondri, modifiye edilmis mitokondri, mitokondriyal kalintilar ve hidrojenozomlardan olusan evrim
agacidir. DUz gizgiler, mitokondriyal genomlarin analizine dayanan filogenetik iligkileri gdsterir. Kesikli ¢izgiler, organel
genom kaybini gosterir. Kisaltmalar: K, kripton; H, hidrojenozomlar; M, mitokondri; MM, modifiye edilmis mitokondri; MK,
mitokondriyal kalinti; MS, mitozom (Hackstein'dan (2005) uyarlanmistir).

Anaerobik funguslarin hidrojenozomlardan
ADP/ATP tastyicilarinin fonksiyonel ve filogenetik analizi,
bu organeller icin bir fungal mitokondriyal kdkeninin
oldugunu agikga gosterir (Voncken ve ark., 2002; Tjaden
ve ark., 2004). AF hidrojenozomlarinin bir genomdan
yoksun oldugu g6z o6nine alindiginda, ADP/ATP
tasiyicilari ve HSP60, bu organellerin evrimsel tarihinin
izini stirmek icin en iyi belirtegler olarak gorilmektedir.
Her iki genin filogenetik analizi fungal mitokondriyal
soyunu ortaya ¢ikarabilir (Voncken ve ark. 2002).

AF hidrojenozomlari, 6karyotik hiicrenin evrimi igin
Martin-Mller hidrojen hipotezinin temelini olusturan
Trichomonas'in  hidrojenozomlarindan agikga farklidir
(Tablo 1). Hem organelin kokeni hem de anoksik

ortamlara uyum saglamak igin evrimsel stratejileri
birbirlerinden farkl gibi gézikmektedir. Trichomonas'in
hidrojenozomlarininda bir genomdan yoksun olusu,
hidrojenozomal ADP/ATP tasiyicilarinin analizi, hidrojen
hipotezi lehine veya aleyhine ipuglari saglayabilir.
Bununla birlikte, trikomonad hidrojenozomlari,
mitokondriyal tip ADP/ATP tasiyicilarini barindirmaz
(Tjaden ve ark., 2004). Bunun yerine, mitokondriyal
tasiyici ailesinin farkh bir Gyesi olan HMP31'i kullanir. Bu
protein mitokondriyal tip ADP/ATP tasiyicilarindan
filogenetik ve biyokimyasal olarak farklidir (Dyall ve ark.,
2000; Tjaden ve ark., 2004).

Hidrojenozomlarin, yalnizca yukarida tartisilan
trichomonadlarda, siliatlarda ve AF’larda degil, ayni
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zamanda diger genis olgide ayrilmis 6karyot soylarinda
da tekrar tekrar evrimlesmis olabilecegine dair bazi
kanitlar vardir. Hidrojenozomlar, amiplerde
(Monopylocystis, Sawyeria) ve Trimastix, oksimonadlar
ve trikomonadlar gibi cesitli kamgili Okaryotlarda
tanimlanmigtir (Embley ve Martin 1998; Roger, 1999;
Hackstein ve ark., 2001; Martin ve ark., 2001; Embley ve
ark., 2003). Hayat Agaci'na baktigimizda hidrojenozom
tasiyan organizmalarin duzensiz dagildigini  goéruriz
(Sekil 4). Hayat Agaci, bir 18S rRNA filogenisine
dayanmaktadir ve bu agag belirli evrimsel iligkileri gozmek
icin pek uygun gérinmemektedir (Embley ve ark., 2003).
Belirli Ozelliklerin ortaya c¢ikartiimasinda daha ayrintili
adagclara ihtiyag duyulmaktadir. Ozellikle mitokondrinin
monofiletigi, yalnizca tam mitokondriyal genomlar
temelinde kurulabilir (Gray ve ark., 1999). Ancak N. ovalis
disinda  hidrojenozomlarda bir genomun  tespit
edilememis olmasi filogenetik iligkilerin  ortaya
cikartiimasini zorlastirmaktadir. Bununla birlikte konakgi
filogenileri,  hidrojenozomlarin  tekrar  tekrar mi
evrimlestigi, ayni veya farkl endosimbiyotik atalardan mi
evrimlestigi gibi sorulari ele alirken yetersiz kalmaktadir.
Bu nedenle, tim hidrojenozomlarin mitokondriden veya
hem mitokondri hem de hidrojenozomlarda ortak olan bir
atadan evrimlestiine dair acik bir kanit henlz
belirlenememistir (Gabaldon ve Huynen 2003; Dyall ve
ark., 2004).

Hidrojenozomal genomlarin eksikliginden dolayi,
potansiyel bir mitokondriyal soy, yalnizca cekirdekte
kodlanan "organel" genlerin filogenetik analizinden
cikarilabilir (van der Giezen ve ark., 1997b; Clemens ve
Johnson 2000; Hackstein ve ark., 2001; Embley ve ark.,
2003; Dyall ve ark., 2004). Bu tur proteinler ise
sitoplazmada sentezlenir ve ardindan hidrojenozoma
aktarihr. Bu bilginin tam olarak aydinlatilmasi igin,
hidrojenozom igeren konakgilarin tim genom ve
proteomlari ortaya cikartiimahdir. Aksi takdirde sadece
teoride kalacaktir. Dahasi, bu proteinleri kodlayan
genlerin filogenetik analizi hatal bilgi verebilir. Cunki
mitokondriyal proteinlerin ¢odgu farkh atalara sahiptir
(Yarlett ve Hackstein, 2005).

Sonug¢ olarak AF hidrojenozomlarinin evrimsel
gecmisi hakkinda c¢o6zulmesi gereken pek c¢ok soru
glncelligini korumaktadir. Elde edilen bilgi ve bulgular
Isiginda AF hidrojenozomlarinin mitokondrilerle yakindan
iliskili olduklari hatta mitokondrilerin anaerobik cevreye
adaptasyonunun bir yansimasi oldugu sdylenebilir.
Ancak hidrojenozomlarin mitokondriler gibi munferit bir
genomdan yoksun olusu bu sonug icin gerekli kanitlarin
baska kaynaklardan elde edilmesini gerekli kilmaktadir.
Hidrojenozomlari barindiran konakgilarin tim genom ve

proteom bilgilerinin ortaya ¢ikariimasi konunun daha fazla
aydinlatilmasina katki saglayacaktir.

Omik’ten Gelen Veriler

AF’larin lignoselilolitik yetenekleri biyoteknolojik
acidan ilgi uyandiricidir. Ancak sicakliga duyarliliklari,
sitrik anaerobik oluglari, nispeten yavas buyiumeleri ve
0zel besiyeri gereksinimleri, bunlara olan ilgiyi azaltan
zorluklardir (Wilken ve ark., 2021). Dahasi, genomlari
yuksek oranda AT icgerir ve tekrar zenginidir, bu da DNA
ndkleotit dizi analizini ve genetik muahendisliginin igini
zorlastiran noktalardir (Youssef ve ark., 2013; Haitiema
ve ark., 2014). Anaerobik funguslar i¢in hentz iyi bir
genetik muihendislik araci gelistiriimemistir. Buna ek
olarak metabolizmalarini  arastirmak, anlamak ve
dizenlemek i¢in kullanilabilecek klasik molekdiler biyoloji
teknikleri de yetersizdir. Ancak glinimizde yaygin olarak
kullaniimaya baslayan —omik yaklasimlar, fizyolojilerini
incelemede kantitatif araglarin yetersiz oldugu, bulyik
Olclide karakterize edilememis olan AF
hidrojenozomunun fizyolojik ve metabolik 6zelliklerini
anlamamiza yardimci olabilir. Genomik, transkriptomik,
proteomik ve metabolomiklerin saf/karigik kulttrler ve
cevresel orneklerdeki calismalara uygulanmasi bu
surecte paha bicilmez olacaktir.

Aerobik funguslara nazaran g¢alisiimasi daha zor
olan AF’larin genomik analizler kullanilarak tim nukleotit
dizisi acgiga ¢ikariimistir. AF’larin funguslar arasinda hem
en fazla sayida hem de en yiksek cesitlilikte
lignoselilolitik enzimlere sahip oldugunu, bunlarin
lignoselllozik substratlari, 6rnegin tarimsal atiklari
fermente edilebilir sekerlere ayristirma yeteneklerinin
diger enzimlere oranla daha yiiksek oldugu belirlenmistir
(Edwards ve ark., 2017; Wilken ve ark., 2021).

Ortolog protein gruplarinin kiimelenmesi seklinde
yapilan  transkriptomik  analizlerle  birlikte  bazi
hidrojenozomal metabolik yollarda yer alan proteinler
tanimlanmistir (Edwards ve ark., 2017). Yakin zamanda
yapilan transkriptomik ve genomik analizler, bu
mantarlarin, lignoseliilozik bitki biyokutlesini ayristirmada
mikemmel sekilde tasarlanmis inanilmaz  bir
karbonhidrat-aktif enzim (CAZymes) cesitliligi
barindirdigini ortaya ¢ikarmistir (Wilken ve ark., 2021).

Proteomikler, transkriptomikler ve metabolomikler
arasindaki boslugu doldurur ve proteinlerin buyuk o6lcekli
analizine izin verir. Proteomikler, dodal veya cevrilmis
proteom analizi olarak siniflandirilabilir (Chang ve Park,
2020). Protein tanimlamasi, her proteinin elde edilen
peptit kutlesi sonuglarinin  bir veri tabanina goére
arastirilmasiyla gergeklestirilir; protein veri tabani, bir
proteinin tanimlanmasinda basari igin anahtar faktérdar.
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NCBI veri tabaninda halihazirda mevcut olan 452 protein
dizileri icinde (rumen bakteriyel protein dizilerinin %
0.3'inden daha azini olusturur) su anda sadece dort AF
cinsi temsil edilmektedir (Anaeromyces robustus,
Neocallimastix californiae, Pecoramyces ruminatium ve
Piromyces finnis). 452 protein dizisinden 109 heksoz
parcalayici enzim ve 46 pentoz pargalayici enzim varken,
diger dizilerin sadece 102'si glikoliz, hidrojenozom
metabolizmasi ve pseudo-TCA dongusu dahil hicre igi
karbonhidrat metabolizmasi ile ilgilidir (Kwon ve ark.,
2009). Ozellikle, enerji ve hidrojen metabolizmasinda rol
oynayan mitokondri benzeri bir organel olan
hidrojenozomlarin metabolik yollari hakkinda net bir fikir
birligi yoktur (Wilken ve ark., 2021). Mevcut hipotezler ise
H: Uretmek i¢in piruvat format liyazi iceren, enerjik olarak
elverigsiz bir yolun kullanildidini veya piruvat ferredoksin
oksidorediktazi iceren hicre disi metabolit olgimleri
tarafindan  desteklenmeyen bir yol kullanildigini
gostermektedir (Marvin-Sikkema ve ark., 1994; Boxma ve
ark., 2004).

Potansiyellerine  ragmen, karmasik yasam
déngduleri, yeterince c¢alisiimamis metabolizmalari ve
zorlu anaerobik kiltir gereksinimleri nedeniyle bu
organizmalar i¢in mihendislik ydntemlerinin gelistiriimesi
yavas olmustur. Ancak son vyillardaki omik temelli
calismalar bu sireci hizlandiracak gibi gérinmektedir. Bu
acidan Wilken ve ark., (2021) yaptiklari bir calismada AF
Neocallimastix lanati genomunu ortaya ¢ikararak,
lignoselilolitik enzim 6zelliklerini tanimlamanin 6tesinde,
bu genomu AF’larin ilk genom 0lgekli metabolik modelini
olusturmak igin kullanmiglardir. Bu calismada yapilan
karsilastirmali genomik analizler N. lanati'nin metabolik
olarak diger nukleotit dizilemesi gerceklestiriimis
Neocallimastigomycota'ya benzedigini ortaya ¢ikarmistir.
Ek olarak bircok CAZymes (~1,788 CAZymes) de dabhil,
genomunun anlasiimasindan elde edilen 6n goérd, diger
AF tirlere genellenebilir oldugunu gdéstermistir. Elde
ettikleri model deneysel olarak dogrulanmistir ve AF’larin
¢ozlilmemis metabolik 6zelliklerine 1sik tutmaktadir. Bu
model, gelecekte yapilacak ¢alismalardaki analizlerin
derinlestirmesine ve bu organizmalarin biyoteknolojik
kullanimi i¢in sus muhendisli§i g¢abalarina rehberlik
edecek sistematik bir cerceve saglayacaktir (Wilken ve
ark., 2021). Dahasi elde edilen model, AF’larin
hidrojenozom metabolizmasina iliskin dnceki hipotezleri
dogrular ve genigletir niteliktedir. Hem model hem de
deneysel veriler, piruvat format liyazin (PFL),
hidrojenozomdaki piruvat ferredoksin oksidorediiktazdan
(PFO) 6nemli élgide daha aktif oldugunu, ancak hidrojen
olusumunun yalnizca ikinci yolla gerceklesebildigini
gostermistir. lleriye doénik olarak, ilgili modelin AF

metabolizmasinin  belirsiz  kalan ve  metabolik
muhendisliginde  kullanilabilmesinin  yolunu agacak
calismalara rehberlik etmesi igin kullanilabilir. Aslinda,
model tabanl analiz, AF’lar ile endustriyel olarak
kullanilan diger organizmalar arasinda yapilacak
calismalarda paha bigilmez olabilir (Ranganathan ve ark.,
2017; Gilmore ve ark., 2019). Bununla birlikte, endustriyel
uygulamalar igin AF metabolizmasini anlamak ve
dlzenlemek igin bu verileri sistematik bir sekilde
birlestirecek bir model mevcut degildir. Genom dlcekli
metabolik modeller (GEM'ler), ¢oklu omik veri setlerini
entegre etmek igin bilgi tabani platformlar olarak hareket
etmeye ¢ok uygundurlar (Blazeck ve Alper, 2010; Wilken
ve ark., 2021). Ayrica hem prokaryotlardaki hem de
Okaryotlardaki muhendislik yaklagimlarinda basariyla
kullanilabilme potansiyeli bu eksikligi giderebilmek icin
kullanilabilir (Blazeck ve Alper, 2010; Wilken ve ark.,
2021). Dahasi, bir GEM'in tahminlerini deneysel olarak
test ederek, bir organizmanin metabolizmasinin
anlagilmasini sistematik olarak gelistirmek mimkdndur.
in-siliko analizlerin metabolizmay! inceleme yetenegi,
dogrudan metabolik manipllasyonun zor oldugu AF'lar
gibi model olmayan organizmalar acgisindan dikkat
cekicidir (Wilken ve ark., 2021).

Hidrojenozom igeren Organizmalarin Tarim ve
Biyoteknoloji Agisindan Onemi

Ciftcilik faaliyetlerinin ekonomik yonden
iyilestiriimesinde biyoteknolojik yontemler son
zamanlarda yaygin bir sekilde kullaniimaktadir. Bu
yonden anaerobik funguslarin (AF) cesitli metabolik
aktivitelerinin dogrudan kullanilabilir oldugu sdylenebilir
(Flad ve ark., 2020). AF’lar sigir, kegi ve koyun gibi dnemli
herbivor ¢iflik hayvanlarinin lif bakimindan zengin yemleri
sindirebilmesinin ve verimsel Uretiminin ayrilmaz bir
parcasidirlar (Gruninger ve ark., 2014). Bu nedenle
biyoteknolojik  ydntemler  kullanilarak  yemlerden
yararlanilma oranlarinin artirilabilmesi igin hayvan
sindirim sistemi degistirilebilir veya gelistirilebilir (Gordon
ve Phillips 1998; Flad ve ark., 2020). Benzer bir durum
tarimsal atiklardan etanol Uretimi ve metanojenlerle
birlikte kullanilarak metan (biyogaz) olusum suregleri icin
de gecerlidir. Buna gore AF’larin tarim ve biyoteknolojik
acidan énemini ¢ baslik altinda elde alabiliriz.

1. Herbivor Hayvan Sindirim Sistemi Uzerine
Etkisi: AF’lardaki glcli Karbonhidrat-Aktif enzimleri,
herbivorlarda lignoselilozik biyokitlenin  kullanimini
artirma potansiyeline sahiptir (Flad ve ark., 2020). Bunun
icin iki farkh strateji dnerilmistir; bunlardan ilki hayvan
yemlerinin AF’lar kullanilarak 6n iglemden geciriimesi
seklinde iken digeri ise AF’larin tipki bir probiyotik takviye
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gibi hayvan yemlerine dahil edilmesidir (Flad ve ark.,
2020). AF’larin Bufalo ve Holstein-Friesian buzagilarinda
probiyotik olarak dogrudan yemlerde kullanilmasi, rumen
fermantasyon Ozelliklerini (pH, ugucu yag asitleri ve
nitrojen igerigi), ruminal mikrobiyal populasyonunu ve
CAZyme aktivitelerini geligtirmistir (Dey ve ark., 2004;
Tripathi ve ark., 2007; Paul ve ark., 2011). Bunun
sonucunda hayvanlarda buyime hizi, besinlerin
sindirilebilirligi ve nitrojen oraninda artis goérilmustir
(Flad ve ark., 2020). Emziren bufalolarda, anaerobik
mantarlarin uygulanmasi da sut yagini % 6'ya kadar
artirmistir (Saxena ve ark., 2010). Benzer bir durum
koyunlarda kullanilan Orpinomyces sp. kiltirleri i¢in de
gecerlidir. Orpinomyces sp. tarafindan Uretilen hidrolazlar
fermantasyon parametrelerine pozitif yonde etki etmistir
(Lee ve ark., 2000). Bu galismalar, AF’larin hayvansal
dretim acgisindan 6nemli olan yemlerden yararlanma
oranini artirmak icin bir  probiyotik  olarak
kullanilabilecegini gostermektedir. Ancak ekonomik
kazanimlari ve istenilen etkiyi sirdirebilmek i¢in AF’larin
oral dozlarda hayvanlara tekrar tekrar uygulanmasini géz
ardi etmemek gereklidir (Ribeiro ve ark., 2016; Flad ve
ark., 2020).

2. Biyoetanol Uretiminde Kullanimi: Biyoetanol
Uretimi son yillarda 6nemli dl¢lide artmistir (Balat ve Balat
2009). Biyoetanol dretiminde ticari olarak, lignoselilozu
sindiremeyen ancak genetik olarak degistiriimis
Saccharomyces cerevisiae, Zymomonas mobilis ve
Escherichia coli suglari kullaniimaktadir (Yang ve ark.,
2007). Biyoetanol uretimindeki sinirlayici faktor, fermente
olabilen sekerlerin dayanikli lignoselillozik biyokitleden
uzaklastirimasidir (Dashtban ve ark., 2009; Flad ve ark.,
2020). Bu sire¢ genellikle 6gutme, alkali veya asit
hidrolizi, iyonik sivilar ile yapilan 6n igslem veya buhar
basinci gibi maliyetli mekanik ve/veya kimyasal iglemler
uygulanarak asilmaya calisiimaktadir (Sharma ve ark.,
2019; Flad ve ark., 2020). AF’larin 6n islem gérmemis
lignoselilozik biyokitleyi fiziksel ve enzimatik olarak
parcalama yetenekleri, biyoetanol Uretiminde bitki
biyokdtlesinin alternatif bir mikrobiyal dénisimi igin
onemli bir aday haline getirmektedir (Flad ve ark., 2020).
AF’larin bu sureglerde kullaniimasinin éniindeki en biylk
engel zorunlu anaerob olmalaridir (Bauchop ve
Mountfort, 1981). Biyotekonolojideki gelismeler ile bu
sure¢ asilmaya calisiimaktadir. Baslangicta
lignoselllolitik enzimlerin Uretiminin  arttirllmasi igin
fiziksel ve kimyasal mutasyonlardan vyararlanilirken,
gunimuzde rekombinant DNA teknolojisi, CRISPR
(duzenli araliklarla bélinmus palindromik tekrar kiimeleri)
ve protein muhendisligi kullanilarak oldukc¢a gugcli etkin
fibrolitik enzimleri Uretmemizi sagdlayan modern
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yaklagimlar bulunmaktadir (Akyol ve ark., 2009; Hooker

ve ark., 2019). Bu acgidan AF’lardaki fibrolitik enzim
genlerinin DNA ve amino asit dizilerine ait verilerinin hizli
bir sekilde ortaya c¢ikartilmasi, enzimleri kodlayan
genlerin klonlamasi ve heterolog olarak E. coli gibi bir
konakta ifade edilmesi, etanol Uretiminde artisa neden
olacaktir (Warren, 1996; Akyol ve ark., 2009). Segilmis
ve degistirilmis suslarin  kullaniimasiyla biyoetanol
Uretiminde maliyeti disidrmesinin yaninda dretime katki
saglama potansiyeline sahip oldugu agiktir (Ranganathan
ve ark., 2017; Flad ve ark., 2020). Lignoselilozik
biyokitleden biyoetanol Gretimindeki bir bagka sinirlama,
birgok etanol Greten mayanin, hemiselllozda bol miktarda
bulunan ksiloz ve arabinoz gibi 5-karbonlu sekerleri
fermente edememesidir (Flad ve ark., 2020). Mayalar
tarafindan pentoz sekerlerini fermente etme yeteneginin
kazanilmasi, ikinci nesil enerji Uretim sekillerinden olan
biyoetanol tretimi icin dnemli bir énceliktir (Yang ve ark.,
2007). AF’larin hemiselllozu pargaladigi ve hem pentoz
hem de heksoz sekerleri fermente etti§i uzun zamandir
bilinmektedir (Theodorou ve ark., 1996). Yapilan bir
calismada Piromyces sp. E2'deki ksiloz izomeraz genin
Saccharomyces cerevisiae'de basariyla ifade edilebilir
oldugunu goéstermistir (Yang ve ark., 2007). Bunun
sonucu olarak gerek E. coli gerekse Saccharomyces
cerevisiae gibi  biyoetanol Uretiminde kullanilan
mikroorganizmalarin maniputlasyonunda AF genlerin
kullanilabilir oldugu séylenebilir.

3. Biyogaz Olusumu Uzerine Etkisi:
Gunimuzde, bitkisel biyokitlenin anaerobik olarak
sindirilimesiyle birlikte ortaya ¢ikan biyogaz ve sindirim
drtnleri, yenilenebilir enerjinin yaninda gubre ve toprak
besleyici olarak kullaniimaktadir (Strzalka ve ark., 2017;
Flad ve ark., 2020). Ancak ticari agidan énemli olan bu
sureclerde AF’lar g6z ardi edilmektedir (Flad ve ark.,
2020). Anaerobik sindirim sistemlerinde bakteriler ve
metanojenik arkelerden olusan karma bir mikrobiyal
karisim, lignoselilozik atiklar, hayvan gubresi ve gida
isleme atiklari gibi substratlari biyogaza donustlrir
(Schnurer, 2018; Flad ve ark., 2020). Biyogaz, metan (%
50-75) ve karbondioksit (% 25-50) ile eser miktardaki
hidrojen, hidrojen silfit ve amonyak gibi gazlarin bir
karisimidir (Flad ve ark., 2020). Biyogaz, elektrik
Uretiminden evsel, ticari ve endustriyel 1sitmada yakit
olarak kullanilmak Uzere cesitli sekillerde biyo-metana
donustarulebilir (Schndrer, 2016).

Biyogaz tesislerinde uretilen gazin yeterli miktarda
ve kalitede olabilmesi i¢cin uygulanan kosullarin mimkin
oldugu kadar rumene benzemesi gerekmektedir (Flad ve
ark., 2020). Gunkl yuksek bir metan verimligi icin bu
sarttir. Rumen sabit bir sicaklikta (~39 °C), dustk redoks
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potansiyeli (-0.4 V), neredeyse notir pH degeri, oksijensiz
ve surekli bir yem akiginin oldugu dinamik bir ortamdir
(Weimer ve ark. 2009; Flad ve ark., 2020). Ancak rumen
ortamini  biyogaz reaktérleri ile kiyasladigimizda
hammaddelerin veya yemlerin yeterli bir sekilde
parcalanmasi i¢in daha kisa bir sire gereklidir (Stern ve
ark., 1983; Mohamed ve Chaudhry, 2008). Bir diger fark
ise AF'lar genellikle biyogaz Ureten mikrobiyal
populasyonda bulunmazlar (Flad ve ark., 2020). Bunun
en onemli nedenlerinden birisi AF’larin fermentasyon
sonucu biyo-metan Uretmemeleridir. Ancak AF'lar
metanojenik arkeler tarafindan kullanilabilen
biyokimyasal substratlar tretirler (Cheng ve ark., 2009).
Bu nedenle, biyogaz reaktdrlerine AF’larin eklenmesi
lignosellilozun biyogaza doénlusimunt artirmaya ve
hizlandirmaya yardimci olabilir (Nagler ve ark., 2019;
Flad ve ark., 2020). Bugine kadar yapilan g¢ogu
arastirma, laboratuvar Olgekli biyoreaktorlere AF’larin
eklenmesi ile yapilmistir. Ferraro ve ark., (2018)
tarafindan yapilan bir calismada, Neocallimastix sp. ve
Orpinomyces sp. karisik fungus kiltirid ile yine karsihk
rumen bakteri kdltGrindn kullandiklari  biyoreaktdrde
bugday samanindan ylksek oranda metan uretilebilir
oldugunu goéstermiglerdir.

Tabi bu 6zelliklerin yaninda bazi dezavantajlari da
sdz konusudur. Ornegin 1si1, oksijen ve pH gibi ortam
degisikliklerinden ¢abuk etkilendikleri gibi hizla biytyen
prokaryotik rakiplere goére daha kisa hayatta kalma
sureleri 6nemli sorunlar ortaya cikarmaktadir. Cesitli
calismalarda AF’larin reaktorlerdeki hayatta kalma
sureleri molekuler yollarla izlenmistir (Prochazka ve ark.,
2012; Dollhofer ve ark., 2018). AF’larin reaktor
camurunda zamanla azaldi§i ve 7-10 gln sonra tesbit
edilemedigi bulunmustur (Prochazka ve ark., 2012;
Dollhofer ve ark., 2018; Flad ve ark., 2020). Bir diger
calismada %30 sigir gubresi ile calisan tam Olgekli
tarimsal biyogaz tesislerinde  AF’larin  varlig
transkripsiyonel aktivite yoluyla belirlenmeye ¢alisiimistir
(Dollhofer ve ark., 2017; Young ve ark., 2018). Bu ticari
biyogaz tesislerinde, Anaeromyces, Neocallimastix,
Orpinomyces, Caecomyces, Cyllamyces ve Piromyces
cinslerine ait AF DNA'sinin  yaninda heniiz
tanimlanmamig dort adet AF sinifi birlikte tespit edilmigtir.
Ayrica, mRNA seviyesinde AF GH5 endoglukanazlarinin
sinirli transkripsiyonu da belirlenmistir. Bu sonuglar,
potansiyel olarak aktif AF’larin reaktére digki yoluyla
gectiginin, ancak biyogaz tesislerindeki kosullar g6z
o6nlne alindiginda funguslarin muhtemelen hayatta
kalamadigini géstermektedir (Flad ve ark., 2020).

AF’larin biyogaz Uretinde kullanilmasi i¢in alternatif
yollarin bulunmasi gereklidir. Alternatif bir yol olarak

gorilen AF’lar ve metanojenlerin ortak kdaltUrlerinin
kullanildigi  ¢alismalarda, fungal rizoidlerinin  ve
sporangianin ylzeyine yapismis halde metanojenlerin
oldugu gorulmustir (Bauchop ve Mountfort 1981; Leis ve
ark., 2014). Bu AF hidrojenozomlarindan metanojenlere
tirler arasi hidrojen vb. Urunlerin transferini ve fungal
canlihlginin ~ korunmasinda metanojenlerin  destek
sagladigini gostermektedir. Simdiye kadar Piromyces,
Neocallimastix, Orpinomyces, Caecomyces  ve
Anaeromyces cins ornekleri ile birlikte
Methanobrevibacter ve Methanobacterium'un ortak
kiltirlerde yasayabildigi bildirilmistir (Jin ve ark., 2011;
Swift ve ark., 2019). Ortak kdlturler, fungal monokdltiri
ile karsilastirildiginda daha fazla hidrojen, format, asetat,
metan Uretir ve genellikle enzim aktivitesini artirir
(Bauchop ve Mountfort 1981; Jin ve ark., 2011; Li ve ark.,
2016). Bu nedenle, birlikte kultirlenen metanojenler,
AF’larin metabolizmasini ve lignosellloz pargalayici
aktivitesini degistirebilir. Ortak kultirlerin pargalama ve
metan Uretme yetenegdi stabildir (Bauchop ve Mountfort
1981; Li ve ark., 2016). Anaerobik mantarlarin ve
metanojenlerin kararli ortak kuiltlrleri ve daha hizl
biyogaz Uretim oranlari ticari biyogaz uretimi i¢cin dnemli
bir avantajdir (Flad ve ark., 2020). Bununla birlikte,
anaerobik mantarlarin dogdal biyogaz sureclerindeki rolleri
ve hayatta kalmasina iligkin bilgilerimiz hentiz tam olarak
yeterli dizeye ulasamamistir. Bu nedenle, bu arastirma
alani buyik olasilikla gelecekte daha fazla ilgi gérecektir.

Gelecekten Beklentiler

Hidrojenozomlarin evrimi ve anaerobik
metabolizmalarinin kdkenleri hala tartigilan konulardir
(Martin ve Miuller, 1998; Martin ve ark., 2015; Stairs ve
ark., 2015; Spang ve ark., 2019). Bunun en 6nemli
nedenlerinden birisi hidrojenozomal bir genomun
belirlenememis olmasidir (van der Giezen ve ark., 1997b,
Clemens ve Johnson 2000, Hackstein ve ark., 2001).
Potansiyel bir mitokondriyal ata yalnizca cekirdekteki
genomun filogenetik analizinden ¢ikarilabilir (Embley ve
ark., 2003, Dyall ve ark., 2004). Cekirdekte kodlanan
organel genlerin ifade edilmesiyle proteinler stoplazmada
sentezlenir ve ardindan hidrojenozoma aktarilir (Lewis ve
ark., 2020). Tabi bu gbéris tim hidrojenozomlarin
proteomlari ve konakgilarinin tim genomlari ¢ézulene
kadar eksik olarak kalacaktir. Dahasi, bu proteinleri
kodlayan genlerin filogenetik analizleri hatali bilgiler
sag@layabilir, bunun en ©6nemli nedeni mitokondriyal
proteinlerin bir ¢gogunun farkli kdkenlere sahip olmasi
gosterilebilir (Lewis ve ark., 2020). Ayrica hidrojenozomal
fonksiyon igin ¢ok 6nemli olan proteinler (hidrojenazlar,
piruvat: ferredoksin oksidorediktazlar veya piruvat format
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liyazlar), aerobik bir ©karyotik hiicrenin veya
organellerinin proteinlerine benzemezler (Lewis ve ark.,
2020). Bu agidan Ondmuzdeki yillarda bu konularin
aydinlatiimasi gereklidir.

Hidrojenozomlar, tipik olarak 6karyotlardan ziyade
bakterilerle iligkilendirilen bir metabolizma tirl olan Fe-
Fe-hidrojenaz enzimini kullanarak Hz Uretirler (Mller,
1993; Embley ve ark., 1997; Horner ve ark., 2000; Mller
ve ark., 2012; Stairs ve ark., 2015). AF tarafindan Uretilen
fazla H2'ye karsilik, metanojenler AF blylimesi ve
aktivitesi Uzerinde yararli bir etkiye sahiptir. Tek basina
AF kultdrlerinden ziyade metanojenler ile yapilan ortak
kulturlerin seltlolitik enzim aktivitesi ve kuru maddenin
sindiriimesi agisindan daha etkili oldugu kanitlanmistir
(Bauchop and Mountfort, 1981; Jin ve ark., 2011). AF ve
metanojen ortak kdltdrlerinin, bitki materyalini iceren
lignoselilozu hizla metana donustirme yetenedi,
biyoteknolojik uygulamalar i¢cin de iyi bir potansiyele
sahiptir (Cheng ve ark., 2009; Jin ve ark., 2011; Peng ve
ark., 2016). Gevis getiren hayvanlarda metan Uretimi,
fermantasyonun  olumsuz  bir  sonucu  olarak
gorulmektedir. Gevis getiren hayvanlarda, Hz'nin blyuk
miktarlarda metan formuna doénismesi, ©6nemli bir
antropojenik metan kaynagi olmanin yani sira hayvan igin
de bir enerji kaybina neden olur. AF'lar ve arkeler
arasindaki etkilesimin tam olarak aydinlatiimasi veya
degistirilebilir olmasi birgok teknoloji icin kullanilabilir.
Ornegin, ciftik hayvanlarinda metanojenez, kiresel
metan Uretimine ve dolayisiyla sera gazi emisyonlarina
Onemli bir etkisi oldugu bilinmektedir (Li ve ark., 2006).
AF’larin genom mihendisligi araglari kullanilarak yeniden
yapilandirilabilir. Bunun sonucunda hayvanlarda metan
Uretimi engellenebilir veya biyogaz Gretimini artirmak icgin
AF metabolomu kullanilabilir. $Soyle ki biyogaz Uretimi
substrat kompozisyonu ve AF susuna bagli olarak %4-22
oraninda arttigi belirlenmistir (Callaghan ve ark., 2015,
Henske ve ark.,, 2018). Bu sire¢ hayvancilik
faaliyetlerinde uygulanabilir olmasiyla birlikte ekonomik
etkiyi artinrken sera gazi emisyonlarini azaltabilir
(Callaghan ve ark., 2015, Henske ve ark., 2018). Biyogaz
Uretimi  hammadde bilesiminden 6nemli  odl¢lide
etkilenebileceginden, bilesim degisikliklerine dayanikh
mikrobiyal konsorsiyum gelistirmek, Uretim istikrarini ve
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verimliligini korumak igin kritik éneme sahip olacaktir

(Gold ve ark., 1988). Alternatif olarak, metabolik
mihendisligi, AF’lar tarafindan biyolojik hidrojen Gretimini
arttirmak igin kullanilabilir. Bununla birlikte, biyolojik
hidrojen Uretimi veya biyogaz platformlari icin anaerobik
mantarlarin geligtiriimesi, genom, metabolik ve organel
muhendisliginde  6nemli ilerlemeler gerektirecektir
(Chang ve Park, 2020).

Sonug

Simdiye kadar hidrojenozomlar hakkinda elde
edilen bilgilerin biyik ¢ogunlugu protozoa ile ilgili yapilan
calismalardan elde edilmistir. Rumen funguslarinda
Neocallimastix ve Piromyces disindakilerde herhangi bir
calisma yapiimamistir. Diger 18 cins’te (Orpinomyces,
Anaeromyces, Caecomyces, Cyllamyces,
Buwchfawromyces, Oontomyces, Liebetanzomyces,
Pecoramyces, Feramyces, Ghazallomyces,
Aklioshbomyces, Agriosomyces, Capellomyces,
Joblinomyces,  Khoyollomyces, = Tahromyces, ve
Aestipascuomyces, Paucimyces) (Fliegerova ve ark.,
2021; Hanafy ve ark., 2021) yapilacak caligmalar ile
birlikte hidrojenozomlardaki kayip halkalarinin
tamamlanmasi 6ngoérilmektedir. Bununla birlikte rumen
funguslarinin PFO yerine neden PFL’yi tercih ettigi, ayrica
PFL'nin hem sitoplazmada hem de hidrojenozomda
aktivite gostermesinin  nedenleri hala belirsizligini
korumaktadir. Hidrojenozomlarin hiicre bdlinmesinden
hemen o©nce ikiye bolinme seklinde ¢ogaldiklar
disinulmektedir. Boélinmeleri hakkindaki bilgiler ¢ok
azdir ve hala ¢oziilmeyi bekleyen 6nemli sorulardan
birisidir. T. vaginalis hidrojenozomlari zerinde yapilan
proteom calismalari 200 farkli proteinin belirlenmesini
saglarken, benzer proteinlerin sayisinin mayalara ait
mitokondrilerde 700 oldugu gdsterilmistir (Henze, 2007).
Burdan yola ¢ikilarak, Neocallimastigomycota icerisindeki
rumen funguslarinin metabolik yeteneklerini, hicresel
sureclerini, evrimsel gec¢miglerini ve adaptasyonlarini
anlamamiz igin —omics (genomik, transkriptomik ve
proteomik) ydntemlerinin degerli Dbilgiler verecegi
sdylenebilir.
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