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Özet: Bu çalışma, Türkiye'nin Tunceli ilindeki at dışkılarından anaerobik gut fun-

guslarının (AGF) izolasyonu, karakterizasyonu ve enzim özelliklerine odaklanmak-

tadır. At dışkısından Piromyces cinsine ait iki izolat MUBAM_F1 ve MUBAM_F2, 

morfolojik ve moleküler teknikler kullanılarak izole edilmiş ve kısmen 

tanımlanmıştır. ITS bölgesinin Blast analizi, her iki izolatında Piromyces cinsi içer-

isinde bir tür olduğu doğrulamıştır (sırasıyla %98.24 ve %98.87 benzerlik). Enzimatik 

analizler, her iki izolat için de önemli ksilanaz ve karboksimetil selülaz aktivitesinin 

olduğunu göstermiştir. MUBAM_F1, toplam 47.13±0.10 µmol/dak/ml (spesifik ak-

tivite: 2153.93 µmol/dak/mg protein) ksilanaz aktivitesi gösterirken, toplam 35.56 

µmol/dak/ml (spesifik aktivite: 1626.52 µmol/dak/mg protein) karboksimetil selülaz 

aktivitesi göstermiştir. MUBAM_F2, 57.53±0.08 µmol/dak/ml'de daha yüksek top-

lam ksilanaz aktivitesi göstermiş (spesifik aktivite: 2630.11 µmol/dak/mg protein) 

ancak 23.93±1.41 µmol/dak/ml'de daha düşük karboksimetil selülaz aktivitesine 

(spesifik aktivite: 1098.66 µmol/dak/mg protein) sahip olduğu belirlenmiştir. 

Çalışmada elde edilen veriler, Piromyces sp. MUBAM_F1 ve MUBAM_F2'nin ksi-

lanaz ve karboksimetil selülaz enzimlerinin umut vadeden kaynakları olduğunu 

göstermektedir.  

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

boksimetil selülaz   
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Abstract: This study focuses on the isolation, characterization, and enzyme proper-

ties of anaerobic gut fungi (AGF) isolated from horse feces in Tunceli province, 

Turkiye. Two Piromyces strains, MUBAM_F1 and MUBAM_F2, isolated from horse 

feces were identified using morphological and molecular techniques. Blast analysis of 

the ITS region confirmed that both isolates are belong to the genus Piromyces 

(98.24% and 98.87% similarity, respectively). Enzymatic analyses showed significant 

xylanase and carboxymethyl cellulase activities for both isolates. MUBAM_F1 

showed total xylanase activity of 47.13±0.10 µmol/min/ml (specific activity: 2153.93 

µmol/min/mg protein) while total carboxymethyl cellulase activity of 35.56 
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µmol/min/ml (specific activity: 1626.52 µmol/min/mg protein). MUBAM_F2 was 

determined to have higher total xylanase activity at 57.53±0.08 µmol/min/ml (specific 

activity: 2630.11 µmol/min/mg protein) but lower carboxymethyl cellulase activity at 

23.93±1.41 µmol/min/ml (specific activity: 1098.66 µmol/min/mg protein). The data 

obtained in the study indicate that Piromyces sp. MUBAM_F1 and MUBAM_F2 are 

promising sources of xylanase and carboxymethyl cellulase enzymes.  

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

cellulase 

 

1. Giriş 

Herbivor canlılar arasında ruminant ve ruminant olmayan birçok hayvan bulunmaktadır. Bu her-

bivor canlıların sindirim kanalı da anatomik olarak farklılıklar göstermektedir. Ruminant hayvanların 

mideleri dört bölümden oluşmakta iken diğer hayvanların mideleri tek bölmeden oluşmaktadır [1]. 

Herbivorlar bitkisel besin tüketimi ağız, ösafagus, mide, ince bağırsak ve kalın bağırsak şeklinde bir 

sindirim kanalı yolu izlemekte ve ağız kısmının bitkisel ürünlerin mekanik olarak ilk sindirim yeri 

oldukları güçlü azı dişleri sayesinde sindirimin ilk basamağını gerçekleştirmektedir [2]. Atlar, 

mikrobiyal fermantasyon yoluyla bitki yapısal polisakkaritlerinden enerji ve besin elde etmelerini 

sağlayan genişlemiş arka bağırsak adaptasyonuyla, otlak ortamlarında serbest dolaşan otçullar olarak 

evrimleşmiştir. Arka bağırsak (hindgut); birlikte sindirim kanalı hacminin üçte ikisini oluşturan iki ana 

fermentatif odadan, çekum ve kolondan oluşur. Arka bağırsağın toplam kapasitesi 200 L'nin 

üzerindedir [3] ve diyet parçacıklarının ortalama geçiş süresinin (23-48 saat) %75'ini oluşturur [4]. 

Arka bağırsak bakterilere, anaerobik funguslara, metanojenik arkelere ve protozoalara ev sahipliği 

yapar. Bunlardan anaerobik funguslar (Neocallimastigomycetes), eksiksiz ve çok etkili bitki hücre 

duvarı bozunma enzim setleri sayesinde bitki liflerini parçalama açısından en güçlü olanlardır [5-7]. 

Atın arka bağırsağında doğumdan [8] sonraki birkaç hafta içinde bulunmalarına rağmen, anaerobik 

funguslara ilişkin mevcut bilgilerin neredeyse tamamı ruminant hayvanlara dayalı çalışmalardan elde 

edilmektedir. 

Anaerobik fungusların 20 cinsi, filamentli monosentrik (Neocallimastix, Piromyces, Oontomyces, 

Buwchfawromyces, Ghazallomyces, Aklioshbomyces, Agriosmyces, Capellomyces, Joblinomyces, 

Khoyollomyces, Tahromyces, Aestipascumyces, Paucimyces), filamentli polisentrik (Orpinomyces, 

Anaeromyces ve Pecoramyces) ve soğanlı (Caecomyces ve Cyllamyces) miselyum içerenler de dahil 

olmak üzere, yetiştirilen temsilcilere dayanarak geçerli bir şekilde tanımlanmıştır [5,9], yakın zamanda 

yeni monosentrik cins Feramyces [10] ve Liebetanzomyces [11] ile genişletilmiştir. Bununla birlikte, 

bu cinsler, Neocallimastigomycetes içindeki potansiyel olarak yeni, henüz kültürlenmemiş kuşaklara 

ait olan veri tabanlarındaki çok sayıda ve giderek artan sayıda kopyalanmış İnternal Transcribed 

Spacer  (ITS1) bölge 1 dizilerinin gösterdiği gibi anaerobik fungus çeşitliliğinin yalnızca bir kısmını 

temsil etmektedir. Anaerobik Gut Fungus (AGF)’ların filogenetik analizi yapılırken en fazla kullanılan 

dizilim metodudur. ITS bölgesi korunaklı olmakla beraber AGF’lar arasındaki farklılıkları bu bölge 

üzerindeki çalışmaların önemini artırmıştır. ITS bölgesi için her canlıya ait özel primer tasarlanmaya 

gerek olmaması ve kromozomal kütüphaneye gerek duyulmaması da bu bölgenin tercih edilmesinde 

önemli bir etkendir. Yetiştirilen anaerobik fungus cinsleri, at örneklerinde sınırlı olarak bulunmuştur 
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(Caecomyces'in %4-12'si, Neocallimastix'in %2'si, Piromyces'in %0.3'ü, Anaeromyces'in %0.1-0.3'ü). 

Bu sonuçlar, atların sindirim sisteminin büyük ölçüde yeni, henüz kültüre edilmemiş anaerobik fun-

guslar tarafından işgal edildiğini ve bunların daha önce ön bağırsak otçullarından tanımlananlardan 

farklı olduğunu göstermektedir. Piromyces, otçulların sindirim kanallarında bulunan anaerobik gut 

fungusların bir cinsidir. AGF’lar, ruminant hayvanların bitki materyallerinin sindirmesinde katkıda 

bulunurlar [12]. Şimdiye kadar Piromyces üzerine yapılan araştırmaların birçoğu tür tanımlama, 

metabolik yolları ve enzim aktivitelerini kapsamaktadır. Piromyces mae ve Piromyces dumbonica, 

sırasıyla sporangium üzerindeki papilla benzeri yapılar ve C şeklinde uzun bir sirkumflagellar halka 

gibi benzersiz morfolojik özelliklerle ayırt edilen ilk tanımlanan türler olarak ortaya çıkmaktadır [13]. 

Sahra eşşeklerinin kurtulmuş dışkısından izole edilen başka bir tür olan Piromyces rhizinflata, morfol-

ojik ve ultra yapısal özellikleri bakımından farklılık gösteren bir türdür [14]. Atların kör bağırsağından 

izole edilen ve diğerlerinden belirgin morfolojik ve metabolik özelliklere sahip yeni bir anaerobik 

mantar olan Piromyces citronii’dir [15]. Piromyces polycephalus, ayırt edici küresel ila oval bazal 

gövdesi ve çok sporangiatlı sporangiyumlarıyla karakterize edilen bir diğer yeni türdür [16,17]. Atların 

anaerobik gut fungus çeşitliliğinin moleküler bazlı analizi (ITS1 bazlı klon kütüphaneleri) dışkı nu-

muneleri üzerinde gerçekleştirilmiştir [18]. Ancak hala, at gibi tek toynaklı otoburlarda tanımlanması 

gereken birçok AGF bulunmaktadır. Ayrıca Piromyces türlerinin metabolik ve enzimatik yetenekleri, 

konakçılarının sindirim süreçlerindeki önemlerini ve biyoteknolojideki potansiyelleri hakkında eksik 

bilgiler bulunmaktadır. Yukarıda belirtilen durumlar göz önüne alındığında at gibi tek toynaklı (Pe-

rissodactyla) otoburlardan izole edilen AGF’lar hakkındaki bilgiler çok azdır. Bu açıdan bu çalışmada 

Tunceli bölgesindeki çiftliklerde bulunan at dışkı örneklerinden AGF izolasyonu yapılarak morfolojik, 

moleküler tanımlanması ve fibrolitik özelliklerinin araştırılması amaçlanmıştır. 

 

2. Materyal ve Metod 

2.1. Dışkı örneklerinin toplanması 

Dışkı örnekleri, Tunceli bölgesinde bulunan halk elinde yük hayvanı olarak kullanılan atlardan 

(10 farklı örnek) alınmıştır. Yaklaşık 20 gram taze dışkı örnekleri toplanmıştır. Numuneler etiketli 

plastik kaplara yerleştirilerek laboratuvara nakledilmiş ve izolasyona tabi tutulmuştur. Kullanılmayan 

örnekler tekrar kullanılmak üzere -20 °C’de muhafaza edilmiştir. 

 

2.2. Anaerobik besi ortamının hazırlanması 

Anaerobik fungus ortamı daha önceden tarif edildiği gibi (150 ml/L rumen sıvısı, 6 g/L NaHCO3, 

2,5 g/L yeast extract, 10 g/L pepton, 1 g/L L-sistein hidroklorür ve 1 mg/L resazurin, 150 ml/L) min-

eral çözeltisi I: %0,3 K2HPO4, 150 ml/L mineral çözeltisi II: %0,3 KH2PO4, %0,6 NaCl, %0,6 

(NH4)2SO4, %0,06 CaCl2 ve %0,06 MgSO4) tamamen oksijensiz formda hazırlanmıştır [52] . Anaero-

bik besi yeri Hungate tüpleri (16 x 125 mm, Bellco Glass Inc., Vineland, NJ. U.S.A.) içerisine son 

konsantrasyon 5 mg/ml olacak şekilde enerji kaynağı (glikoz, selüloz, ksilan ve buğday samanı) ko-

yulması ile elde edilmiştir. Samanlı besi ortamı 121 °C’de 15 dk, glikozlu besi ortamı ise 110 °C’de 10 

dk otoklav edilmiştir [19]. 
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2.3. Anaerobik fungus izolasyonu, saflaştırması, alt kültüre alması ve morfolojik tanımlanması 

Toplanan dışkı örneklerinden AGF izolasyonu için anaerobik teknikler kullanılarak 39°C'lik 

inkübasyon sıcaklığı sağlanmıştır. Besi ortamlarında bakteriyel kontaminasyonun önüne geçmek 

amacıyla antibiyotik karışımı (kloramfenikol: 100 μg/ml, ampisilin: 100 μg/ml, streptomisin: 140 

μg/ml, eritromisin: 200 μg/ml) kullanılmıştır. İzolasyon Theodorou ve ark.'nın [20] seyreltme yönt-

emine göre yapılmıştır. Bu yönteme göre 10 g dışkı örneği anaerobik ortamda 100 ml bazal sıvı be-

siyerinde eritilerek 10
-1

, 10
-2

, 10
-3

, 10
-4

, 10
-5

, 10
-6

 da seyreltmeler yapılmış ve içlerinde buğday bulunan 

Hungate tüplerine aktarılmıştır ve inkübatörde 39°C'de 3–20 gün inkubasyona bırakılmıştır. Üreme 

görülen kültürler, Hungate yöntemi esas alınarak Joblin'in "Roll Tube" yöntemi kullanılarak 

saflaştırılmıştır. Bu saflaştırma işlemi her numune için üç kez tekrarlanmıştır. Cins düzeyinde 

saflaştırması tamamlanan AGF'nin tanımlanması için örneklerin koloni morfolojileri ile sıvı ve katı 

ortamdaki farklılıkları morfolojik olarak incelenmiştir. Saflaştırılmış olan anaerobik fungusların cins 

düzeyinde tanımlanması Leica ışık mikroskobu altında yapılmıştır.  Anaerobik fungusların morfolo-

jik tanımlanması Çömlekçioğlu ve ark., [21] ve Bhagat ve ark., [22] göre yapılmıştır. Tanımlanan 

örnekler gerek ilerdeki çalışmalar gerekse çalışmada kullanılmak üzere uzun süreli stoklama için, 

saflaştırılan kültürler, enerji kaynağı olarak buğday samanı içeren Hungate tüplerine aktarılmıştır. 

Yeterli miktarda üreme gösteren kültürlerden samanda çimlenen anaerobik funguslar pipetle birlikte 

alınarak anaerobik koşullar altında steril cryovial tüplere aktarılmıştır. Bu tüplere 1 ml %15 (h/h) glis-

erol eklenmiştir. Karyoviyallerin kapakları kapatıldıktan sonra önce -20°C'de dondurulmuş sonrasında 

ise sıvı nitrojen içerisine konularak uzun süreli stoklar oluşturulmuştur. 

 

2.4. DNA Ekstraksiyonu 

DNA, üreticinin talimatlarına göre QIAamp DNA Tabure Mini Kiti (Qiagen, Hilden, Almanya) 

kullanılarak saf AGF kültürlerindeki hücre kısımlarından çıkarıldı. Ekstraksiyondan önce, her nu-

munenin 200 mg'ı lizis tamponunda homojenize edildi ve özellikle mantar hücre duvarları için tam 

hücre lizisi sağlamak amacıyla boncuk dövme tekniği kullanılarak mekanik parçalanmaya tabi tutuldu 

[23]. Ekstrakte edilen DNA'nın varlığı ve konsantrasyonu agar jel elektroforezi ve bir NanoDrop 

spektrofotometresi (Thermo Scientific, Wilmington, ABD) ile doğrulanmıştır.  

 

2.5. AGF ITS bölgesi Amplifikasyonu ve Moleküler tanımlaması  

AGF ITS bölgesi, fungus örneklerinin moleküler olarak belirlemek için polimeraz zincir 

reaksiyonu (PZR) amplifikasyonu kullanılmıştır. Amplifikasyon için kullanılan primerler, anaerobik 

mantarların ribozomal DNA'sını hedeflemek üzere özel olarak tasarlanmış olan daha önceki çalışma 

[24] baz alınarak kullanılmıştır (Tablo 1). Bu primerler, özgüllükleri nedeniyle mantar ITS bölgesi 

amplifikasyonu için kullanışlı primerlerdir. PZR reaksiyonları, 20 μL PZR Master Mix (Thermo Sci-

entific), her primerden 1 μL (10 μM), 1 μL şablon DNA ve 18 μL nükleaz içermeyen su içeren 40 μL 

reaksiyon karışımında gerçekleştirilmiştir. PZR döngü koşulları: 94°C'de 5 dakika boyunca ilk dena-

türasyon adımı, ardından 94°C'de 30 saniye boyunca 35 denatürasyon döngüsü, 58°C'de 30 saniye 

boyunca yapışma ve 72°C'de 1 dakika uzatma, son olarak 72°C'de 10 dakika uzatma adımı. Tüm PZR 

reaksiyonları bir Bio-Rad termal döngü cihazı (Bio-Rad, Hercules, ABD) kullanılarak 
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gerçekleştirilmiştir. Her PZR numune örneği iki kez tekrarlandı ve daha sonra amplifikasyon örnekleri 

agaroz jel elektroforezi ile doğrulandı.  

 

Tablo 1. Anaerobik gut funguslardaki ITS bölgesinin PZR amplifikasyonunda kullanılmış olan pri-

merler 

Primer adı Primer dizisi (5’…3’) Tm (
o
C) Uzunluk Kaynak 

ITS_F 5-CTA CCG ATT GAA TGG CTT AGT G-3 58 ̴ 830 bp    [24] 

 ITS_R 5-AGT TCA GCG GGT ACT CTT ATC TG-3 58   

 

2.6. AGF ITS bölgelerinin Dizilenmesi ve Filogenetik Analizi 

İzole edilen ve morfolojik tanımlamaları gerçekleştirilen AGF örneklerinin PCR amplifikasyon-

ları, ileri ve geri primerleri (Tablo 1) kullanılarak her iki yönde dizilendi. Dizileme reaksiyonları 

BigDye® Terminator v3.1 Döngü Dizileme Kiti (Applied Biosystems, Foster City, ABD) kullanılarak 

gerçekleştirildi ve bir ABI PRISM 3130 Genetik Analiz Cihazı (Applied Biosystems) üzerinde analiz 

edilmiştir. Elde edilen diziler, Clone Manager 10 ve Chromas yazılımı kullanılarak elle düzenlendi ve 

birleştirildi. Taksonomik tanımlama için, ITS dizileri Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) 

kullanılarak GenBank veritabanıyla karşılaştırılmıştır. %97'den fazla benzerliğe sahip diziler bilinen 

türler olarak kabul edilmiştir.  

2.7. Filogenetik analizler 

Anaerobik gut funguslar arasındaki evrimsel ilişkileri araştırmak için, ITS dizileri kullanılarak 

bir filogenetik ağaç oluşturulmuştur. Çoklu dizi hizalaması MUSCLE algoritması kullanılarak oluştu-

rulmuş ve filogenetik analiz, MEGA'da (sürüm 6.0) uygulanan maksimum olasılık yöntemi 

kullanılarak gerçekleştirilmiştir [25, 26]. Dallar için istatistiksel desteği değerlendirmek amacıyla 1000 

tekrarla önyükleme analizi gerçekleştirilmiştir. 

2.8. Attan İzole Edilen AGF’ların Enzim Aktiviteleri 

İzole edilen, tüm Piromyces spp. samanlı, selüloz ve ksilan üzerinde yetiştirildikten sonar ksi-

lanaz ve selülaz aktiviteleri belirlendi. Daha önceki çalışmalarda [27,28] belirtildiği gibi, DNS yönt-

emi [29] kullanılarak hücre örneklerinin, ksilanaz ve selülaz aktivitelerinin optimum pH ve sıcaklık 

değerleri hesaplanmıştır. Tüm enzim analizleri iki tekrar ve üç paralel ile gerçekleştirilmiştir. Enzim 

aktivitesi birimi 1 dakikada elde edilen 1 μmol indirgenmiş şeker olarak kabul edilmiştir. 

 

2.9. Protein Tahmin Yöntemi 

Enzim preparatlarının protein konsantrasyonları, sığır serum albümini (10, 25, 50, 75, 100, 250, 

500, 750 ve 1000 mg/ml) içeren ticari bir protein analiz kiti (Favorgen Biotech. Corp.) kullanılarak 

belirlenmiş ve 595 nm'de spektrofotometrik olarak okunmuştur.  

2.10. İstatistiksel Analiz 

Deneyde kullanılan tüm işlemler üç tekrarlı olarak yapılmış olup, sonuçlar ortalama±standart 

sapma olarak verilmiştir. 
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3. Bulgular ve Tartışma  

3.1. Anaerobik gut fungusların İzolasyonu, Morfolojik ve Filogenik özellikleri  

Tunceli ilindeki çiftçilerdeki yük hayvanı olarak kullanılan 10 farklı at dışkısı örneğinden sadece 

2 adet AGF izolasyonu yapılmıştır. MUBAM_F1 ve MUBAM_F2 şeklinde adlandırılan AGF örnekle-

ri stoklanmış ve saflaştırma işlemi gerçekleştirilmiştir. Anaerobik mantarlar (Neocallimastigomycota) 

atların arka bağırsağında yaygın olarak bulunsa da [30], dışkılarından izolasyon sınırlı sayıda olmuştur 

[31,32]. Morfolojik tanımlama, anaerobik gut funguslarının cins düzeyinde belirlenmesinde kullanıla-

bilecek bir yöntemdir. At midesinden izole edilen AGF'nin morfolojik tanımlaması cins düzeyinde 

tanımlama anahtarları kullanılarak yapılmıştır [21,22]. Atların dışkı örneklerinden izole edilen her bir 

fungusun farklı çaplarda olduğu ve çok hızlı çoğaldığı belirlenmiştir. Önceki çalışmalar atlardan izole 

edilen Piromyces spp. örneklerinin 15 günden daha kısa, çok daha hızlı bir büyüme oranına sahip ol-

duğunu da göstermiştir [33]. AGF izolatlarının (Munzur Üniversitesi Biyoteknoloji Araştırma Merkezi 

Fungusları: MUBAM_F1 ve MUBAM_F2) 39°C'de anaerobik sıvı besiyerinde bir ay ekimden sonraki 

mikroskobik morfolojileri Şekil 1'de gösterilmektedir. Sonuçlar, izole edilen iki farklı AGF'nin benzer 

morfolojilere de sahip olduğu görülmüştür (Şekil 1). Saflaştırılmış koloni örneklerini daha ayrıntılı 

olarak tanımlamak için floresans mikroskop (Leica floresans mikroskobu) kullanılmıştır. Zoosproları-

nın tek kamçılı, vejetatif formlarının filamentli rizomiselyumları olduğu görülmüştür (Şekil 1A-B).  

Piromyces, monoflagelle zoosporlara ve filamentli rizoit sistemine sahip monosentrik bir mantardır 

[34]. Bu morfolojik özellikler, 1990'larda ITS1 dizi verilerinin filogenetik analizine dayanarak cinsin 

polifiletik olduğu bildirilmesine rağmen, cinsin tanımlayıcı bir özelliği olarak kabul edilir. Benzer 

özelliklere sahip 2015’ten beri yeni fungus cinsleri olan Buwchfawromyces, Oontomyces, Pecoramy-

ces, Liebetanzomyces, Agriosomyces, Aklioshbomyces, Capellomyces, Joblinomyces, Khoyollomyces 

ve Tahromyces [35,36] tanımlanmış olması morfolojik özellikleri üzerinden tanımlama yapılırken 

dikkatli olunmasını gerektirmektedir. Mikroskobik olarak, Piromyces cinsindeki türler çoğunlukla tek 

kamçılı zoosporlar üretir (Şekil1 A), ancak ara sıra iki kamçılı zoosporlar da üretebilirler. Piromy-

ces, hem endojen hem de ekzojen (Şekil 1 B) sporangiyumlara sahip monosentrik bir tallusa sahiptir 

[34]. Bahsi geçen morfolojik özellikler MUBAM_F1 ve MUBAM_F2 örneklerinde de görülmüştür.   

 

  

Şekil 1. Buğday samanı üzerinde kültüre edilmiş filamentli bir rizomiselyuma sahip monosentrik   anaerobik 

bir mantarın ışık mikroskobu görüntüsü (A: Zoospor, B: Gelişmekte olan AGF). 
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Çalışma sonunda izole edilen ve morfolojik olarak tanımlanması yapılan AGF örneklerinin DNA 

izolasyonu başarı ile yapılmış ve ITS bölgesine ait primerler kullanılarak yaklaşık 830 bç uzunluğunda 

bir bölge elde edilerek DNA dizileme işlemi yapılmıştır. Moleküler tanımlama ve filogenetik analizler 

için ham veriler düzelenmiş ve NCBI-BLAST analizi yapılmıştır. MUBAM_F1 ve MUBAM_F2 suş-

larının ITS bölgelerine ait BLAST analiz sonuçları sıralıyla,  %98.24 (Ac. No. MT085685.1)  

ve %98.87 (Ac. No. MT085679.1) oranında Piromyces sp. olduğu belirlenmiştir. NCBI veri banka-

sındaki daha önceki ITS bölgeleri kullanılarak elde edilen filogenetik ağaçta çalışmada izole edilen 

AGF’ların Piromyces cinsi içerisinde olduğunu açıkça göstermektedir (Şekil 2). Başka bir ifadeyle her 

iki izolatta yüksek destek değerleri göstererek, monofiletik gruplardan oluşan en azından cins düze-

yinde daha önce tanımlanmış AGF cinsleri içerisinde kendilerine yer bulmuşlardır (Şekil 2). At’lar 

üzerine yapılan daha önceki çalışmalarda bu çalışmayı dolayısıyla at dışkısından Piromyces sp. örnek-

lerinin izole edilmesini destekler niteliktedir. Bugüne kadar at bağırsağından en az altı cins izole edil-

miş ve tanımlanmıştır. 

ces , Orpinomyces , Neocallimastix , Anaeromyces , Caecomyces  ve Khoyollomyces) [15,37]. Ayrıca 

yeni nesil dizileme teknolojilerinin geliştirilmesiyle birlikte,  yeni birkaç türün varlığı ortaya çıkar-

tılmış ancak tanımlanması yapılmamıştır [38]. Hess ve ark. [39] tarafından şimdiye kadar belirlenen 

AGF genom verileri değerlendirilerek yapılan bir çalışmada, atlarda yaygın olarak Piromyces fin-

nis'in [40] bulunabileceğini göstermişlerdir.  

 

 
Şekil 2. Filogenetik ağaç dizileri 

 

Önceki çalışmalarda belirlenen AGF cinslerindeki türlerin ITS bölgelerinin DNA dizileri, bu ça-

lışmada tanımlanan AGF suşları MUBAM_F1 ve MUBAM_F2'nin ITS dizileriyle birlikte analiz edil-

di. Jukes-Cantor modeli ve maksimum olabilirlik yöntemi kullanılarak 1000 önyükleme tekrarı ile bir 
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filogenetik ağaç oluşturuldu. Bu çalışmadan elde edilen ITS dizileri ağaçta sarı renkle vurgulanmıştır 

ve daha önce tanımlanan AGF ITS bölgeleriyle benzerlikleri gösterilmiştir.  

 

3.2. Tanımlanan Anaerobik gut fungusların enzimatik potansiyeli 

At dışkısından izole edilen Piromyces sp. MUBAM_F1 ve MUBAM_F2, bitki hücre duvarı po-

lisakkaritlerinin parçalanması için önemli enzimlerden olan ksilanaz ve karboksimetil selülaz aktivite-

leri göstermektedir. Tablo 2’de özetlendiği gibi, çalışmada elde edilen anaerobik gut fungus izolatları-

nın önemli ksilanaz ve karboksimetil selülaz aktiviteleri sergilediği görülmüştür. Ancak, MUBAM_F1 

her iki enzim açısından daha yüksek spesifik aktivite sahip olduğu, bunun sonucunda MUBAM_F2'ye 

kıyasla birim protein başına daha fazla aktif enzim ürettiğini göstermektedir. Bunun sebebi, Piromyces 

sp. MUBAM_F1’i tarafından üretilen enzimlerin yapısındaki farklılıklar, ifade seviyeleri veya trans-

lasyon sonrası modifikasyonlar gibi faktörlerden olabilir [41]. Piromyces gibi anaerobik gut mantarlar, 

karmaşık enzim sistemleri nedeniyle lignoselülozik biyokütleyi parçalama konusundaki olağanüstü 

yetenekleriyle bilinirler [42,43]. Otçulların sindirim kanallarından izole edilen Piromyces türleri üze-

rine yapılan çalışmaların birçoğunda bakteri veya diğer fungus türleriyle ko-kültür yapılarak elde edi-

len enzim kapasitesini [44], bu çalışmadaki izolatlar tek başlarına göstermiştir. MUBAM_F1 ve 

MUBAM_F2 sırasıyla 47,13 μmol/dak/ml ve 57,53 μmol/dak/ml toplam ksilanaz aktiviteleri göster-

mektedir (Tablo 2). Bu değerler benzer mantar suşları için daha önce bildirilen aralıklardan önemli 

ölçüde daha yüksektir. Bu, izolatların at sindirim sistemindeki spesifik adaptasyonları, suşa özgü gen 

düzenlemesindeki farklılıkları, enzim performansını artıran translasyon sonrası modifikasyonlar nede-

niyle üstün ksilanaz üretimi sergilediği söylenebilir [45]. Yine diğer AGF ile yapılan çalışmalar ince-

lendiğinde, koyun rumeninden izole edilen Neocallimastix frontalis'in iki suşunda selülaz üretiminden 

ve sığır rumeninden izole edilen Caecocmyces cinsininde karboksimetil selülaz (CMCase) ve ksilanaz 

aktivitelerinden fazla olduğu görülmüştür [46,47]. 

 

Tablo 2. At dışkılarından izole edilen  Piromyces sp. MUBAM_F1 ve MUBAM_F2’nin hücresel 

toplam (μmol/dak/ml) ve spesifik (μmol/dak/mg protein) ksilanaz ve karboksimetil selülaz aktiviteleri 

 Ksilanaz Karboksimetil selülaz 

İzolasyonlar Toplam Aktivite Spesifik Aktivite Toplam Aktivite Spesifik Aktivite 

MUBAM_F1 47.13±0.10 
2153.93±101.

97 
35.56±0.27 

1626.52±93.1

0 

MUBAM_F2 57.53±0.08 
2630.11±134.

26 
23.93±1.41 

1098.66±118.

80 

 

Piromyces MUBAM_F1 ve MUBAM_F2 örneklerinin ksilanaz ve karboksimetil selülaz 

enzimler için sıcaklık ve pH optimum değerleri incelendiğinde, her iki izolat da 50°C'de optimum 

karboksimetil selülaz aktivitesi gösterirken, ksilanaz yönünden MUBAM_F1 50 °C'de, MUBAM_F2 

ise 40 °C'de optimum aktivite göstermektedir (Şekil 3A ve 3B). Ksilanaz aktivitesi için optimum pH, 

MUBAM_F1 için yaklaşık 6.0 ve MUBAM_F2’de yaklaşık 6.5 olarak belirlenmiştir. Karboksimetil 

selülaz aktivitesi için optimum pH her iki suş için de yaklaşık 6.0'dır. Ksilanaz ve karboksimetil 

selülaz için pH optimumları izolatlar arasında bariz bir farklılık görülmemiştir. Bu enzimler için pH 
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optimumu 5,5 ile 7,0 arasındadır ve bağırsak ortamının hafif asidik ila nötr koşullarını yansıtmaktadır 

[48]. İzolatlarımızın enzim aktivite profilleri atlardaki sindirim sisteminin fizyolojik koşullarına iyi 

adapte olduklarını doğrular [49]. Ayrıca her iki suşun pH aktivite profilleri (Şekil 3C ve 3D) 

incelendiğinde, her iki enzim için de belirgin optimum pH aralıkları ile karakteristik çan eğrileri 

gösterdiği görülür. Bu bulgular, her izolatın enziminin belirli bağırsak koşulları altında optimum 

şekilde işlev görecek şekilde evrimleştiğini göstermektedir (49). Piromyces rhizinflata ile yapılan bir 

çalışmada [50] iki farklı selülaz gen bölgesinin (Cel5B ve Cel6A), optimum aktivite koşulları, Cel5B′ 

için pH 6,0 ve 50 °C ve Cel6A′ için pH 6,0 ve 37–45 °C olarak belirlemişlerdir. Yine başka bir 

çalışmada Piromyces rhizinflata ait [51] gen bölgesi CelcdN′C′ için optimum aktivite koşulları pH 5,5 

ve 50°C olarak bulunmuştur. Çalışmada elde edilen veriler, Piromyces spp. MUBAM_F1 ve 

MUBAM_F2'nin ksilanaz ve karboksimetil selülaz enzimlerinin umut vadeden kaynakları olduğunu 

göstermektedir. Ayrıca aktiviteleri ve değişen koşullara uyum sağlayabilmeleri göz önüne alındığında, 

biyokütle bozunumu, biyoyakıt üretimi ve gıda işleme gibi endüstriyel uygulamalar için potansiyel 

adaylar haline getirmektedir. Gelecekteki çalışmalarda, bu enzimlerin kinetik özellikleri ve 

kararlılıkları da dahil olmak üzere daha fazla karakterizasyonu, belirli uygulamalarda kullanımlarını 

optimize etmek için önemli olacaktır. 

 

  

  

Şekil 3. Piromyces sp. MUBAM_F1 ve MUBAM_F2’ye ait ksilanaz (A) ve karboksimetil selülaz (B) enzimleri-

nin farklı inkübasyon sıcaklıklarında gösterdiği aktiviteler. Yine aynı funguslara ait ksilanaz (C) ve        

karboksimetil selülaz (D) enzimlerinin farklı pH aralıklarındaki aktiviteleri 

4. Sonuç ve Tartışma 

Sonuç olarak, bu çalışma, atlardaki anaerobik gut mantar toplulukları hakkındaki bilgimize 

önemli bir katkıda bulunmaktadır. Bulgular, kültürlenmemiş AGF türlerinin rolleri ve sindirim süre-

cindeki etkileri konusunda daha fazla araştırma yapılması gerektiğini ortaya koymuştur.  Piromyces 

sp. MUBAM_F1 ve MUBAM_F2'den elde edilen veriler, bilimsel literatürde bildirilen diğer izolatlar-

la karşılaştırıldığında daha yüksek enzimatik özellikler sergilemektedir. Çalışmada atlardan izole edi-

len bu AGF’ların ksilanaz ve selülaz aktiviteleri daha önce tanımlanan Piromyces sp. suşlarından daha 

yüksek aktiviteye sahip olması, biyoteknolojik uygulamalar için potansiyelini vurgulamaktadır. Gele-
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cekteki genomik ve proteomik analizler, bu yüksek enzimatik aktivitenin altında yatan mekanizmaları 

ortaya çıkarabilir ve bunun bir sonucu olarak endüstriyel kullanılmalarının önünü açabilir. 

Çıkar Çatışması 

Yazar bu makaleyle ilgili herhangi bir çıkar çatışması olmadığını bildirir. 

Araştırma ve Yayın Etiği Beyanı 

Yazar bu çalışmanın araştırma ve yayın etiğine uygun olduğunu beyan eder. 
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