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Ozet

Anaerobik funguslarin kesiflerine kadar gerek ruminantlarin ve gerekse tek mideli herbivorlarin sindirim sistemlerinde bitkilerin
enzimatik yollarla yikilmalarinda sadece protozoa ve bakterilerin rol aldiklarmma inanilmaktaydi. Ancak bugiin anaerobik
funguslarin rumenin vazgegilmez iiyelerinden biri oldugu ve hayvanlar tarafindan alman bitkilerin hiicre duvarlarmin yikiminda
aktif rol aldiklart kesin olarak bilinmektedir. Anaerobik funguslarin ferulik ve p-kumarik asitlere karsi1 kemotaksisinin olmast
lignifiye dokulart o6ncelikle kolonize etmelerini saglamaktadir. Bitki hiicre duvarinin pargalanmasini saglayacak etkin
polisakkaridaz enzimlerinin endiistriyel agidan 6nem arz etmesi, bu enzim genlerinin klonlanarak biyoteknolojik olarak
potansiyellerinin arastirtlmasina neden olmustur. Bu c¢alismada, anaerobik rumen funguslarinin bitki hiicre duvarlarinin
kolonizasyonu, enzimatik yikimi ve bu enzimleri kodlayan genleri iizerine genel bir bakis sunulmustur.

Anahtar kelimeler: Anaerobik fungus, bitki hiicre duvari, enzimatik yikim, biyoteknoloji

Colonization and Enzymatic Degradation of Plant Tissues by Anaerobic Fungi

Abstract

Until anaerobic fungi were discovered, it was believed that bacteria and protozoa had the major role in the enzymatic digestion of
plants in ruminants and monogastric herbivores. But it was emerged that the anaerobic fungi was an indispensable member of
ruminant ecosystem and their roles in the fermentation of plant cell walls was clarified in the herbivores. Chemotaxis to ferulic
and p-coumaric acids of anaerobic fungi could provide the preferentially colonization of lignified tissues of plants. Because of the
anaerobic fungal polysaccharidases, which take place in the degradation of plant cell walls, were industrially important, these
enzyme genes were cloned and potentials of these enzymes were investigated in the biotechnological manner. In this study, it was
focused on the colonization and enzymatic degradation of plant cell walls by anaerobic fungi and overviewed on the cloned
fibrolytic enzyme genes.
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lignoseliilozik materyalin parcalanmasinda avantaj
saglarken, monosentrik funguslar daha kolay yayilarak
Rumen mikrobiyal ekosistemi icerisinde anaerobik  bitki hiicre duvarmi kolonize edebilmektedirler
funguslar, en dayanikl bitkisel dokular da dahil olmak  (Borneman ve ark., 1989). Monosentrik funguslarin
lizere bitki hiicre duvarlarim hizli bir sekilde kolonize  rizomiselyumlar1  polisentriklerin  aksine  substrat
edebilen mikroorganizma grubudur (Borneman ve ark.,  yiizeyinde nadiren goriilmektedir (Webb ve Theodorou,
1991). Anaerobik funguslar oncelikle rumende uzun  1988). Sekil 1’de monosentrik fungus Neocallimastix
siire kalan baklagil ve ot gibi bitkilere ait kok ve sp. GMLF1 ve polisentrik fungus Orpinomyces sp.
yapraklarm vaskiiler dokular1 (Bauchop, 1986) ile GMLF 6’'min  bitki pargasim  kolonizasyonu
otlarin  yapraklarm1 yogun bir sekilde kolonize  g@riilmektedir.

etmektedirler (Akin ve ark., 1983). Ferulik ve p-
kumarik asitlerin funguslarin karboksimetil seliilaz
(KMSaz), ksilanaz ve B-glikosidaz enzimleri iizerinde
inhibitdr etkisi oldugu gosterilse de (Saad ve ark.,
2008), bu fenolik bilesiklerin anaerobik funguslari
kimyasal olarak uyarmasi lignifiye dokular1 dncelikle
kolonize etmelerini saglamaktadir (Wubah ve Kim,
1996).

Giris

Caecomyces spp.’nin kiiresel rizoidlere sahip olmalari
bitki dokularina derinlemesine girmelerini engellemekte
(Joblin, 1989), bu nedenle anaerobik funguslar
icerisinde en az diizeyde hiicre duvarini pargalayabilen
funguslar olduklar1  disiiniilmektedir (Gordon ve
Phillips, 1989). Miselyal anaerobik funguslar ise bitki
dokular1 tizerinde agir1 biiyliyerek rizomiselyumlari ile
sararlar ve koruyucu bir mumsu tabaka olan kiitikiila
Polisentrik  funguslarin rizomiselyumlar: ile bitki  bariyerini yararak bitki hiicre duvarim pargalarlar (Akin,
pargalarmi  siki bir  gekilde sarmasi  direngli  1994). Funguslar bitki pargalarina tutunduklari blgeden
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seliloz ve  hemiselilloz gibi  hiicre  duvan
karbonhidratlarin1 ~ fermente  etseler de  lignini
pargaladiklarina dair herhangi bir kanit bulunmamistir
(Grenet ve Barry, 1988). Rumen bakterileri tarafindan
kismen parcalanan fenolik bitki dokulari, rumen
funguslar1 tarafindan tamamen, rumen bakterileri
tarafindan parcalanamayan dokular ise rumen funguslari
tarafindan kismen pargalanabilmektedir (Borneman ve
ark., 1991).

Fibrolitik Enzim Sistemleri

Anaerobik funguslarin  polisakkaritleri parcalayan
enzimlerinin ¢ogu rizoidlerde, rizomiselyumda lokalize

olmakla beraber ekstraselliiler olarak da
salgilanmaktadir (Lowe ve ark., 1987). Ayrica
anaerobik fungus zoosporlarmin da polisakkarit

parcalayan enzimler irettigi bildirilmistir (Williams ve
Orpin, 1987a). Immunoflorasans teknikleri ise
enzimlerin zoosporlarin ¢imlenmesinden baslayarak
ribozomca zengin vejetatif hiicrelerde vesikiillerde,
rizoidlerde ve hiicre duvarmin yiizeyinde lokalize
oldugunu, enzim iiretiminin ise sporulasyon zamaninda
oldukga diistiigiinii gostermistir (Breton ve ark., 1995).
Bugiine kadar caligilan tim rumen fungus tiirlerinin
seliiloz, hemiselilloz ve nisasta kullanabildikleri
bildirilmistir. Rumen funguslarinin seliillaz (Mounfort ve
Asher, 1985), ksilanaz (Mountfort ve Asher, 1989),
amilaz (Mountfort ve Asher, 1988), amiloglikosidaz
(Pearce ve Bauchop, 1985), feruloyl ve p-kumaril
esteraz (Borneman ve ark., 1990), pektin liyaz (Gordon
ve Phillips, 1992), B-ksilosidaz (Gomez de Segura ve
ark., 1998), B-glikosidaz (Chen ve ark., 1994), proteaz
(Asao ve ark., 1993) ve 1,3-1,4-beta-D-glukanaz (Chen
ve ark., 1997) enzimlerini drettigi bildirilmistir.

Seliilazlar

N. frontalis’in seliillaz genleri katabolit baskilama ile
diizenlenmekte ve glikoz eklendigi zaman seliilaz
iiretimi neredeyse tamamen durmaktadir (Mountfort ve
Asher, 1985). Ancak Anaeromyces ve Orpinomyces
suslarinin  glikozlu besi ortaminda sirasiyla yiiksek
diizeyde endoglukanaz ve sellobiyohidrolaz iirettikleri
de bildirilmistir  (Fliegerova ve ark.,, 2004).
Neocallimastix ~ sp.’nin  endoglukanaz  {retimi
karboksimetil seliiloz (KMS), avisel ve fibroz seliiloz
gibi karbon kaynaklarinin varliginda indiiklenerek en
iist diizeye ulagmaktadir (Comlekcioglu ve ark., 2008).
Bununla  beraber N.  frontalis’in  fermentdrde
gergeklestirilen  devamli  kiiltiiriinde  seliilolitik
enzimlerin siirekli olarak sentezlendigi (Srinivasan ve
ark., 2001), N. hurleyensis’in ise 31 alt kiiltiiriinden
sonra enzim iretiminin arttig1 (Ekinci ve ark., 2006)
gozlenmistir.  Rumen  funguslarinin  seliilolitik
enzimlerinin ¢aligtigi  optimum sicaklik ve pH
degerlerinin ise sirastyla 40-50 °C ve 5.9-7.5 arasinda
degistigi goriilmektedir (Mountfort ve Asher, 1985;
Chen ve ark., 1994; Ye ve ark., 2001).

Seliilozun parcalanmasi igin gerekli olan en az ii¢ adet
enzim olan endo-1,4-f-glukanaz, ekzo-1,4-/-glukanaz
(sellobiyohidrolaz) ve f-glukosidaz anaerobik funguslar
tarafindan da tiretilmektedir (Williams ve Orpin, 1987b;
Borneman ve ark., 1989). N. frontalis’in metanojenler
ile kokiiltiriinden elde edilen seliilaz aktivitesi en aktif
selilaz enzim kaynagi olarak bildirilen 7. reesei
C30’dan ¢ok daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Wood
ve ark., 1986). Rumen bakterilerinin B-glikosidazlari
temel olarak hiicreseldir.

Sekil 1. Rumen funguslarinin bitki pargalarint kolonizasyonu. Bitki pargasini kolonize eden Neocallimastix sp.’ye
ait sporangia (A) ve polisentrik bir fungusun bitki pargasini rizomiselyumlari ile yogun bir sekilde sarmasi
(B) goriilmektedir (Comlek¢ioglu, 2009°dan degistirilmistir).
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Bu nedenle fungal [-glikosidazlar rumen sivisindan
sellobiyozun uzaklagmasinda 6nemli rol oynamakta ve
seliiloz hidrolizi sonucunda biriken
meydana getirecegi inhibisyonun Oniine gecilmektedir
(Chen ve ark., 1994). Sellobiyoz, C. communis’de tek
basimna P-glikosidaz enziminin iiretimini tetikledigi
bildirilmistir (Bata ve Gerbi, 1997). O. joyonii’de [3-
glikosidaz aktivitesi bilyilk oranda hiicre duvar
fraksiyonunda bulunurken, C. communis’de
ekstraselliiler olarak sentezlendigi (Hodrova ve ark.,
1998), Piromyces sp. E2’nin ise
kompleksinde B-glikosidaz aktivitesine sahip oldugu
bildirilmistir (Steenbakkers ve ark., 2003).

sellobiyozun

seliilozom

Ksilanazlar

Ksilanaz, anaerobik funguslarin ¢alisilan tiim endo-
polisakkarit hidrolaz enzimleri igerisinde en aktif olan
enzimdir. Ksilanaz aktivitesi endoglukanaz
aktivitesinden 5-7 kat fazla oldugu bildirilmistir
(Borneman ve ark., 1989). Ancak Tripathi ve ark.
(2007)’nin yaptig1 ¢alismada izole ettikleri 12 fungusun
endoglukanaz aktivitesi ksilanaz aktivitesinden yiiksek
cikmistir. N. frontalis, ksilanaz enzimini c¢ogunlukla
kiiltiir ortamina salgilamaktadir ve sadece az bir miktari
fungal rizoidler ile iligkili oldugu bildirilirken
(Mountfort ve Asher, 1989; Pearce ve Bauchop, 1985)
onemli miktarda hiicresel aktiviteye sahip olan tiirler de
bulunmaktadir (Williams ve Orpin, 1987a; Lowe ve
ark., 1987). Rumen funguslarinin ksilanaz iretimleri
icin ksilan en etkili uyarici (Yanke ve ark., 1996)
olmakla beraber bugday samani, selilloz, sellobiyoz,
glikoz veya ksiloz igeren besi ortamlarinda da ksilanaz
iiretildigi, bu sonuca gore ksilanazin rumen funguslari
tarafindan bazal diizeyde iretildigi ve ksilan varligi ile
arttig1 sonucuna varilmistir (Lowe ve ark., 1987). Filtre
kagidi igeren kiiltirde gelisen rumen funguslarinda
ksilanaz aktivitesinin endoglukanazdan diisiik oldugu
goriilmiistir (Ho ve ark., 1996). Rumen fungal
ksilanazlarin optimum pH ve sicakliklar sirasiyla 5.5-
6.5 ve 50-55 °C arasinda bulunmustur (Mountfort ve
Asher, 1989; Gomez de Segura ve Fevre, 1993). N.
frontalis’in  karbon kaynagi olarak avisel igeren
kiltiiriinde B-ksilosidaz enzimi iiretilirken (Pearce ve
Bauchop, 1985), bu fungusun ksilanh kiiltiiriinde iiriin
olarak ksilobioz ve az miktarda ksilo-oligosakkarit
tespit edilmesi PB-ksilosidaz iretilmedigini gdstermistir
(Mountfort ve Asher, 1989). N. frontalis’den iki adet -
endoksilanaz enzimi saflagtirllmig, bu enzimlerden
ksilanaz I’in avisele absorbe oldugu, digerinin de
KMSaz aktivitesi igerdigi gorilmiistir (Gomez de
Segura ve Fevre, 1993). C. communis’in ksilanaz ve [3-

ksilosidaz enzimlerinin kiiltiir 6mriiniin son asamasinda
daha yiiksek oldugu (Gerbi ve ark., 1996) ve -
ksilosidaz sentezinin glikoz ve sellobiyoz ile uyarildigi
gozlenmistir (Bata ve Gerbi, 1997). N. frontalis’in (-
ksilosidaz enziminin biiyiik cogunlugu hiicre igerisinde
olmakla beraber 6nemli miktarda da hiicre disina
birakilmaktadir (Gomez de Segura ve ark., 1998).

Amilaz

Neocallimastix’in avisel kiiltiiriinden elde edilen enzim
ekstraktinin nisasta tizerinde aktif olmasi ve nisastanin
hidrolizi sonucunda tek iiriin olarak glikozun elde
edilmesi  hidrolizin ~ amiloglikosidaz  tarafindan
katalizlendigini gostermektedir (Pearce ve Bauchop,
1985). Neocallimastix, Piromyces ve tanimlanmayan bir
izolatin nisasta ve maltoz igeren Kkiiltiirlerinde o-
glukosidaz ve [-maltosidaz salgiladigi bildirilmistir
(Williams ve Orpin, 1987b). N. frontalis’in nisasta ve
maltoz kiltiinde a-amilaz tiretimi indiiklenirken seliiloz,
ksilan, sellobiyoz, glikoz ve ksiloz varliginda a-amilaz
sentezi diisiik olmustur. Ayrica son {iriin olarak maltoz,
maltobioz, maltotetroz, uzun zincirli oligosakkaritler
meydana gelmis ancak glikoz goriilmemistir (Mountfort
ve Asher, 1988). Neocallimastix, Piromyces ve
Orpinomyces’in ekstraselliiler amilolitik aktivitesi daha
yiiksek bulunmus (Yanke ve ark., 1993) bu funguslarin
misir nisastasini bugday ve arpa nisastasina gore daha
hizli pargaladiklari rapor edilmistir (McAllister ve ark.,
1993).

Proteazlar

N. frontalis’in biiyiik oranda ekstraselliiler olarak
salgilanan yiiksek proteolitik aktiviteye sahip oldugu
goriilmiistiir (Wallace ve Joblin, 1985). Proteolitik
aktivitenin EDTA gibi selatorler tarafindan inhibe
edilmesi enzimin bir metalloproteaz  oldugunu
gostermektedir (Wallace ve Joblin, 1985). N
frontalis’in proteazlar1 proteolitik rumen bakterileri ile
karsilastirilabilir olsa da bazi aerobik funguslar kadar
yiiksek aktiviteye sahip degildir. Rumen funguslariin
proteazlart gelisimleri i¢in amino asit saglayabilecegi,
diger ekstraselliiler fungal enzimlerin (seliilaz, ksilanaz)
aktivitelerini degistirebilecegi veya bitkisel materyale
penetrasyonunda yardimer olabilecegi bildirilmistir.
Aktif seliilolitik rumen bakterilerin genellikle proteolitik
aktiviteye sahip olmadigi, bu iki 6zelligin de rumen
funguslarinda olmasinin  6zel bir durum oldugu
goriilmiistir (Wallace ve Joblin, 1985). Neocallimastix,
Piromyces, Caecomyces ve bir polisentrik fungusa ait
yedi susun proteaz aktiviteleri arastirilmig, biitiin
suslarda  aminopeptidaz  aktivitesi, iki  susda
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endopeptidaz aktivitesi goriilirken karboksipeptidaz
aktivitesi hicbir susda gozlenmemistir (Michel ve ark.,
1993). Neocallimastix sp.’nin proteolitik aktivitesinin

Piromyces sp.’den daha yiikksek olmast rumen
icerisindeki miicadelede Onemli bir avantaj olarak
goriilmektedir (Asao ve ark., 1993). Rumen

funguslarinin hiicresel ve hiicre dis1 proteolitik aktivitesi
esit iken spesifik aktivitenin hiicre disinda daha yiiksek
oldugu bildirilmistir (Yanke ve ark., 1993).

Pektinazlar

N. frontalis’in  poligalakturonik asidin hidrolizini
gerceklestirememesi pektinaz enziminin yoklugunu
isaret etmektedir (Pearce ve Bauchop, 1985). Benzer
sonu¢ Williams ve Orpin (1987a) tarafindan da
bulunmus ancak N. patriciarum ve P.
tarafindan pektinden sinirli miktarda indirgenen sekerin
salindig1 bildirilmistir. Tek enerji kaynagi olarak pektin
veya onun hidroliz iiriinleri olan D-galakturonik asit ve
poligalakturonik asitin kullanildig1 kiiltiirlerde rumen
funguslar1 gelisememistir (Phillips ve Gordon, 1988).
Pektinolitik enzimlerin Neocallimastix sp. tarafindan ot
yapraklar1 iceren kiiltiirde dretildigi ancak pektin
hidroliz {iriinlerinin gelismek igin fungus tarafindan
kullanilamadig1 goriilmiistiir (Gordon ve Phillips, 1992).
Bu durum rumen funguslarimin rumen igerisindeki uzun
hayat dongiisii (yaklasik 24 saat) ile iliskili olabilecegi
goriisiinii desteklemistir, ¢iinkii bitkideki biitiin fibril
iceriginin igerisinde pektin rumen mikroorganizmalari
tarafindan en hizli fermente edilen polimer oldugu
bilinmektedir (Bauchop, 1986). Anaerobik funguslar
tarafindan gergeklestirilen pektin hidrolizi lignin ve
hemiseliiloz arasindaki baglarin kopmasin1 saglayarak
fungusun diger kullanilamayan karbonhidratlardan
faydalanmasini sagladig gOriisi  Onerilmigtir
(Theodorou ve ark., 1996).

communis

Esterazlar ve Ligninin Parcalanmasi

Lignin ve hemiseliiloz kompleksinden p-kumaril ve
feruloyl yan baglarnin kirilmasinda rol oynayan ksilan
esteraz, feruloyl esteraz ve p-kumaril esteraz enzimleri
Neocallimastix, Piromyces ve Orpinomyces
kiltiirlerinde bulunmustur (Borneman ve ark., 1990).
Neocallimastix sp.’den saflastirilan p-kumaril esteraz
enziminin ksilanaz ve diger hiicre duvarini pargalayan
enzimler ile beraber aktivitesinin arttig1 goriilmiistiir
(Borneman ve ark., 1991). Ayn1 fungustan saflastirilan
feruloyl esterazlarin da ksilanaz ve [-ksilosidaz ile
sinerjik olarak caligtigi goriilmiis, boylelikle sahip
oldugu p-kumaril esteraz ile Dberaber rumen
funguslarmin  fenolik igerikli lignifiye dokularin
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oncelikli olarak kolonizasyonunu sagladig: bildirilmistir
(Borneman ve ark., 1992).

Lignin molekiiliniin parcalanmas1 i¢in molekiiler
oksijenin  gerekli olmasi  nedeniyle anaerobik
funguslarin lignini par¢alayan enzimleri iretmedikleri
ongoriilmektedir (Theodorou ve ark., 1996). Rumen
funguslar1 lignoseliilozik dokulart 6ncelikli olarak
kolonize etmelerine ragmen (Akin ve ark., 1983) lignin
bilesenini fermente etmedikleri ancak ligninin bitki
hiicre duvarindan kayboldugu rapor edilmistir (Akin,
1994). Anaerobik funguslar bitki hiicre duvarinda
lignin-ksilan matriksinde baglar1 parcalayarak lignini
serbest birakmakta ve fibrolitik enzimlerin diger

polisakkaritlere daha kolay ulasabilmesini
saglamaktadir (McSweeney ve ark., 1994).

Anerobik  Funguslarin  Fibrolitik Enzim
Genetigi

Anaerobik funguslarin enzim sistemlerinin detayl
olarak  karakterize edilmesi enzim  genlerinin
klonlanmasi ile basarilmigtir. Calisilmak istenilen genler
genel olarak saf kiiltiirlerden (Huang ve ark., 2005) veya
dogrudan  rumen icerisinde  bulunan
mikroorganizmalardan izole edilen genomik DNA’dan
(Liu ve ark., 2005) elde edilmistir. Bu genlerin yapilari
ise DNA dizileme islemi ile karakterize edilmis, ¢esitli
endoglukanazlarin ve ksilanazlarin aymi veya farkl
katalitik 6zellikte oldugu ve ¢oklu katalitik domainlerin
(enzimin aktif bolgesi) ise bir polipeptit iizerinde oldugu
bulunmustur (Gilbert ve ark., 1992). N. patriciarum’dan
klonlanan celd4 diger ruminal mikrobiyal seliilazlar ile
homoloji gostermezken aerobik fungus Trichoderma
reesei’den izole edilen sellobiyohidrolaz II (CBHII) ile
homoloji gostermektedir (Denman ve ark., 1996). Bu

S1V1S1

enzim  karbonhidrat  baglama  bdlgesi (CBD)
icermektedir ve E. coli tarafindan sentezletilen bu
enzimden CBD’nin ¢ikartilmasi enzimin avisel

pargalama kapasitesini olduk¢a diisirmiistiir (Denman
ve ark., 1996). N. patriciarum™un celD geni ii¢ katalitik
domain igeren, endoglukanaz, sellobiyohidrolaz ve
ksilanaz kodlayan, seliiloz baglama kapasitesine sahip
olan (Xue ve ark., 1992) ve 2. katalitik domaini avisele
kars1 yiiksek spesifik aktivite gosteren bir gendir
(Aylward ve ark., 1999). N. frontalis’e ait celE geninin
KMS, avisel, metilumbelliferil sellobiyosit, p-nitrofenil
sellobiyosit, likenan ve ksilan iizerinde (Xue ve ark.,
1993), O. joyonii’ye ait celB2 geninin ise B-glukan,
likenan, KMS ve ksilan iizerinde yiiksek aktiviteli (Ye
ve ark., 2001) oldugu gorilmiistiir.

Rumen funguslarinda bilinen selillozom kompleksinin
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olusmasinda dnemli rol oynayan dokerin domainlerin
varlig1 bildirilmistir (Gilbert ve ark., 1992; Eberhardt ve
ark., 2000; Nagy ve ark., 2007). Selillozom
kompleksinin 6nemli bir pargasi olan iskelet protein P.
equi’de ayrintili bir sekilde karakterize edilmistir
(Raghothama ve ark.,, 2001). Dokerin domainler
polisakkaridazlarin  iskelet proteine tutunmalarim
saglayarak selillozom komplekslerinin  olugmasini
saglamakta, eger polisakkarit hidrolazlari dokerin dizisi
icermiyorsa kiiltiir ortamina salgilanmakta ve enzim
kompleksleri ile bir araya gelmemektedir (Freelove ve
ark., 2001). Ayrica rumen funguslarinda bulunan ciftli
dokerin domainin tekli dokerin domaine gore seliilozom
kompleksine daha siki baglandigi bulunmustur (Nagy ve
ark., 2007). Rumen funguslarinda farkli domainleri
birbirinden ayiran ve domainlerin bagimsiz etki
gostermesini saglarken enzimin katalitik aktivitesini
oldukga arttiran “linker” bolgeler de mevcuttur (Liu ve
ark., 2005). Piromyces equi’ye ait cel5A dort adet
katalitik domain iceren ve selillaz, ksilanaz ve
mannanaz kodlayan bir gen, cel454 ise tek Kkatalitik
domain ve ii¢ adet dokerin iceren bir gendir. cel54 her
iki ucunda dokerin icerdigi, cel454 ise anaerobik
organizmalar igerisinde aile 45’e ait oldugu bildirilen ilk
genler olma o&zelligindedir (Eberhardt ve ark., 2000).
Piromyces sp. E2’nin {i¢ adet intron igeren cel9B
geninin ise glikozil hidrolaz 9 ailesine ait bir gen oldugu
bildirilmistir (Harhangi ve ark., 2003). Ayn1 fungusun
icerdigi seliillozom kompleksinde yer alan B-glikosidaz
geninin (cel34) ise aerobik funguslara benzerliginden
dolay1 okaryotik orijinli bir gen oldugu dngdriilmistiir
(Steenbakkers ve ark., 2003).

N. patriciarum’dan E. coli’ye klonlanan [-1,4-ksilanaz
geninin kendi promotoru ile galismis olmasi E. coli’nin
N. patriciarum promotorunu tanimladigini
gostermektedir (Tamblyn Lee ve ark.,, 1993). N.
patriciarum’un endoglukanaz aktivitesi igeren xynC
geninde varligi  bildirilen CBD  ¢ikarildiginda
endoglukanaz aktivitesinde herhangi bir degisim
olmamistir (Liu ve ark., 1999). Rumen sivisi
icerisindeki mikroorganizmalardan dogrudan
edilen genomik DNA’dan spesifik fungal primerler
yardimiyla xynR8 geni elde edilmis, bu genin sekans
analizi sonucunda Orpinomyces cinsine ait bir gen
olabilecegi bildirilmistir (Liu ve ark., 2005). N
patriciarum’dan klonlanan xynS20 geni ise en yiiksek
homolojiyi bdcek sindirim sisteminde yer alan
mikroorganizmanin ksilanaz geni ile gostermistir (Liu
ve ark., 2008). N. frontalis’den izole edilen xynllA ve
xynlIB genlerinden dokerin domainler ¢ikarildiginda
sicaklik ve termal stabilitenin arttig1

izole

optimum

bildirilmistir (Huang ve ark., 2005). Neocallimastix
sp.’den izole edilen ve dokerin domain tagimayan
Xyn2A enziminin galistigt optimum pH ve sicaklik
degerlerinin ise ayni fungusa ait ksilanaz enzimlerinin
optimum pH ve sicaklik degerleri ile ayni oldugu
goriilmiistiir (Akyol ve ark., 2009). Orpinomyces sp.
PC-2 en ayrintili c¢alisilan anaerobik funguslardan
birisidir ve bu fungusa ait 10 seliilaz geninin yani sira f3-
glukosidaz, ksilanaz, likenaz mannanaz, asetilksilan
esteraz ve feruloyl esteraz genleri de karakterize
edilmistir (Ljungdahl, 2008).

Anaerobik funguslar okaryotik organizmalar olsa da
DNA dizileme analizlerinin karsilagtirilmasi sonucunda
anaerobik fungal ksilanaz ve selillaz genleri ile
bakteriyel ksilanaz ve seliilaz genleri arasinda 6nemli
homolojinin bulunmasi ayrica anaerobik fungal ksilanaz
ve seliilaz genlerinin bazilarinda intronlara sahip
olmamasi, bu funguslar ile rumen bakterileri arasinda
horizontal gen transferinin olabilecegi goriisiinii ortaya
¢ikartmigtir (Chen ve ark., 1997; Akyol ve ark., 2009).
Rumendeki kosullar ayni veya farkli mikroorganizma
gruplar igerisinde gen transferini miimkiin kilmaktadir.
Rumendeki mikrobiyal populasyonun ¢ok bilyiik
olmasi, rumen  mikroorganizmalarinin  genetik
cesitliligini arttirmaktadir. Bununla beraber rumenden
besinlerin sindirimi sirasinda ¢ok biiyiikk miktarlarda
aerobik ve fakiiltatif anaerobik mikroorganizmalar
rumenden gegmektedir. Rumende bol miktarda bulunan
bakteriyofajlar bu mikroorganizmalardan gen transferini
miimkiin kilmaktadir (Flint, 1994).

Sonuc¢

Lignoseliilolitik enzimlerin biyoteknolojik
uygulamalarina olan ilgi her gegen giin artmaktadir.
Seliilazlar ve hemiseliilazlarin gida, igecek, hayvan
yemi, tekstil, deterjan ve kagit gibi endiistrilerde
kullanom olanaklar1 aragtirilmaktadir. Bakteri ve
funguslara  ait selillaz, hemiselilaz ve hatta
seliilozomlarin biyokimyasi, genetigi ve protein yapi-

fonksiyon iligkisi iizerine yapilan arastirmalar
biyoteknolojik ~ agidan enzimlerin endiistriyel
potansiyelini ortaya koymaktadirlar. Selillaz  ve
hemiseliilazlarin endiistride kullanimini tam olarak

ortaya ¢ikartmak icin temel ve uygulamali alanlarda
yapilacak caligmalar 6nem arz etmektedir. Bu ¢ergevede
lignoseliilolitik enzimlerin etkinliginin arttirilmasi i¢in
rekombinant DNA teknolojisi ve protein mithendisligi
olduk¢a giiclii modern yaklagimlar haline gelmistir.
Rekombinant DNA teknolojisi ile mikroorganizmalarin
lignoseliilolitik genlerinin &zellikleri degistirilerek yeni
gen iriinleri elde edilebilmektedir. Protein miihendisligi
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yontemleri ile de enzimlerin hidroliz etkinlikleri,
spesifiteleri veya stabiliteleri arttirilarak endiistriyel
acidan daha kolay kullanilmasini ve depolanmasinm
saglamaktadir.

Rumen mikrobiyal ekosistemi igerisinde ise endiistriyel
uygulamalar i¢in biiyiikk bir potansiyeli olan ancak
heniiz tam olarak faydalanilamamis pek ¢ok enzimin
bulundugu bilinmektedir. Ayrica rumen igerisinde
mikroorganizmalar arasinda siklikla gen transferleri,
rekombinasyonlar ~ ve  duplikasyonlar =~ meydana
gelmektedir. Bu nedenle rumen mikroorganizmalari
bitki  hiicre parcalanmasinda  farkli
stratejiler gostermektedir. Rumen mikrobiyal ekosistemi
igerisinde anaerobik funguslar ise anaerobik yasam
tarzlarinin yaninda etkin fibrolitik enzimlere sahip
olmalar1 nedeniyle arastirmalarin ilgi odagi olmustur.
Anaerobik funguslar yiiksek spesifik aktiviteye sahip
seliilaz ve hemiseliilaz enzimleri ile rumende bitki hiicre
duvar1 polisakkaritlerinin kimyasal pargalanmasin
saglarken sahip olduklar1 rizomiselyumlar: ile bitki
dokularinin fiziksel olarak kirilmasini da saglamaktadir.
Ayrica bu funguslarin enzim genlerinin klonlanarak
karakterize edilmesi ile gen organizasyonu bakimindan
dinamik bir sisteme sahip olduklari gdsterilmistir.
Sonug olarak anaerobik rumen funguslarinin enzim ve
genetik sistemleri iizerine yapilan arastirmalar bu
mikroorganizmalara ait fibrolitik enzimlerin endiistriyel
olarak kullanilan diger funguslarin enzimleri kadar timit
oldugunu gostermektedir. Bu enzimlerden
faydalanmak adina anaerobik funguslara ait enzim
genlerinin klonlanmasi, karakterizasyonu ve ifadesinin
saglanmas! i¢in laboratuarlarda yogun c¢alismalarin
gerceklestirilmesi gerekmektedir.
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