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OZET

SUT URUNLERINDEN iZOLE EDILEN Kluyveromyces marxianus MAYA
TURLER ININ MOLEKULER IDENTIFIKASYONU VE HUCRE DI SI BAZI
ENZIMAT IK AKT IVITELER ININ BELIRLENMES1

Tugba CELK
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisu
Biyoloji Anabilim Dali Yiksek Lisans Tezi
Dansman: Yrd. Dog. Dr. Tilay TURGUT GENC
12.07. 2012, 112 sayfa

Mayalarin d@al olarak bulunduklari yam alanlari oldukca ewlidir. Besin
icerikleri nedeniyle st ve sut Uriinleri mayalar igin olduk¢gunybir ygam alanidir. Stt
drinlerinden izole edilen ve tur tanimi yapilan mayalari iceregokbirargtirma
bulunmaktadir. Argtirmamizda Canakkale bdlgesinden toplangnséit, ygurt, ayran ve
peynir 0rneklerindeki maya florasi belirlenerek izole edikdyveromyces marxianus
maya turlerinin molekuler yontemlerle tanimlanmasi amackmmAyrica tanimlanan
maya sglarinin bazi hicre g enzimatik aktiviteleri belirlenerek glikoz baskilamasina
ugrayan enzim aktiviteleri belirlenmeye galmistir.

Calismamizda sut ve st Urinlerind@andida inconspicua, Candida norvegensis,
Candida lambica, Candida tropicalis, Candida zeylanoides, Candida lipolytica, Candida
utilis, Candida parapsilosis, Candida famata, Candida colliculosa, Candida pelliculosa,
Candida lusitaniae, Candida sake, Candida melibiosica, Candida intermedia, Candida
guillermondii, Rhodotorula. muciloginosa, Rhodotorula glutinis, Geotrichum capitatum,
Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis ve Kluyveromyces marxianus olmak
Uzere toplam22 farkli maya turt tanimlangtir. Molekiler karakterizasyon sonrasi
tanimlanan 66K. marxianus maya turiintin 2 farkli haplotipe sahip giduoulunmuytur. K.
marxianus maya sslarinin hicre dn enzim profilleri maya sgari arasinda farkhliklar
gostermektedir. Ayrica repres ve derepresularda belirlenen hiicre di invertaz,
intlinaz veB-galaktozidaz enzim aktivitelerinin bazistarda baskilangh bazi sglarda ise
ayni treme kgullarinda baskilanmagh goralmitar.

Calismamiz sonucund&. marxianus maya sslarinin cevresel faktorlere kar
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olusturduklari genetik ve buna gla metabolik cevaplari farkliliklar gostermektedi.
marxianus maya hdcrelerinin bulun@u ortamsartlarina kagi olusturduklari fizyolojik
cevaplar tamamen gaiktir. Glikoz farkli karbon kaynaklarinin kullanimi ile ilgili genleri
baskilamakta tek Raa yetersizdirK. marxianus maya turiinde heniiz tanimlanmami
ancak buyuk olasilikla var olan glikoz sensér ve transporter protainldsu duruma
neden olmasi kuvvetli bir ihtimaldir.

Anahtar sozcukler: Kluyveromyces marxianus, 5,8S rDNA, invertaz, inulinaf-
galaktozidaz.



ABSTRACT

DETERMINATION OF SOME EXTRACELLULAR ENZYMATIC ACTIVITIES
AND MOLECULAR IDENTIFICATION OF  Kluyveromyces marxianus YEAST
SPECIES ISOLATED FROM DIARY PRODUCTS

Tugba CELK
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Science and Engineering
Chair for BiologyThesis of Master of Science
Advisor: Asist. Prof. Dr. Tilay TURGUT GENC
July 12, 2012, 112 pages

Natural habitats of yeast are quite varied. Due to its conteiny, gl@ducts is very
suitable environment for the yeasts. Many studies conducted on théicdaoh of yeast
species isolated from dairy products. In our research, we bledcyeast in raw milk,
yoghurt, ayran and cheese samples collected from Canakkale, Turkeaddition
molecular characterization of isolat&tuyveromyces marxianus yeast species were done.
Extracellular enzyme activities of yeast species wererc@ted and their glucose
repression patterns uncovered.

In our study, twenty two different yeast species were idedtififom dairy products
as Candida inconspicua, Candida norvegensis, Candida lambica, Candida tropicalis,
Candida zeylanoides, Candida lipolytica, Candida utilis, Candida parapsilosis, Candida
famata, Candida colliculosa, Candida pelliculosa, Candida lusitaniae, Candida sake,
Candida melibiosica, Candida intermedia, Candida guillermondii, Rhodotorula
muciloginosa, Rhodotorula glutinis, Geotrichum capitatum, Saccharomyces cerevisiae,
Kluyveromyces lactis and Kluyveromyces marxianus. After molecular analysis of 6K.
marxianus yeast strains, 2 haplotype patterns were found. Extra celh#gme profiles of
K. marxianus yeast strains were different between the strains. Inveitadease ang-
galactosidase enzyme activities determined in both repres aepreerconditions were
very changeable between strains.

The metabolic, and so genetic, responseK.omarxianus yeast strains against
environmental factors were different. Physiological responsesyeast cells to
environmental conditions were also different. Glucose, itself, was enough for
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repressing the genes related with the utilization of othdrocasources. Glucose sensors
and transporters that are not identified yeKimmarxianus species may responsible from

these variable results.

Keywords: Kluyveromyces marxianus, 5,8S rDNA, invertase, intlinasg,galactosidase.
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BOLUM 1 — GiRIS sbT CELIK

BOLUM 1
GIRIS

Kluyveromyces marxianus maya tiri oldukca desik habitatlarda bulunmakla
birlikte genel olarak st ve sut drtnlerindegya dailim gdstermektedir. Pek cok st
arinindn fermantasyonun da vesitie peynirlerin  olgunlgtiriimasinda mayalardan
yararlanilmakla beraber mayalar ayni zamanda sut UGOrinleringailnbalara yol
acmaktadir. Patojenik etkisi olmgdiicin endistride ve biyoteknolojide yaygin olarak
kullaniimaktadir. Alkolun, farkli enzimlerin, tek hicre proteinlerinin vezibaroma
bilesiklerinin Uretimi gibi farkl biyoteknolojik uygulamalardd. marxianus maya sglari
kullaniimaktadir. Bunun yanind&. marxianus maya sslari arasinda yuksek oranda
metabolik farkhliklar ve intraspesifik polimorfizm gorulmektedir (Gustaeaark., 2008).

Kluyveromyces cinsine ait maya turleri Ascomycetes sinifinda olup oval, kiresel
veya uzany hiicre fenotiplerine sahiptirler. Hicreler vejetatif olarak érevie aseksuel
uremeleri multilateral tomurcuklanma ile gercakhektedir. Diploid olarKluyveromyces
turleri spor olgturabilmekte ancak htcrelerde gercek hifsalau godzlenmemektedir
(Wesolowski-Louvel ve ark., 1996; Kurtzman, 2003).

K. marxianus ilk defa 1888 yilinda E. C. Hansen tarafindSaccharomyces
marxianus olarak tanimlanmgtir (Lodder ve Krager-van Rij, 1952KIuyveromyces cinsi
ise Kluyveromyces polysporus tip 6rnesi Uzerinden ilk defa 1956 yilinda tanimlargim
(van der Walt, 1956). Daha sorfaccharomyces cinsi icerisinde tanimlang® marxianus,

S lactis ve S fragilis maya turlerinirK. polysporus ile benzer 6zellikleri tadigi goérulerek
bu Uc tirde dahil olmak tGizere toplam 18 maya Kltiyveromyces cinsi icinde yer alngtir
(Lodder, 1970).ilerleyen zaman igerisinde tir tanimlamalarinda molekuler temikl
kullaniimasiyla Kluyveromyces cinsi K. marxianus, K. lactis, K. aesturaii, K.
nonfermentas, K. wickerhamii ve K. dobzhanskii olmak Uzere 6 ture indirgengtir. Daha
once tip 0rngi olan K. polysporus ise yeni bir cins olaWanderwaltozyma icerisinde yer
almistir (Kurtzman, 2003; Lachance, 2007).

Klasik yontemlerle yapilan tanimlamalardasaln bu tur hatalar ve bazi belirsizlikler
ayni taksona farkl isimlerin verilmesine veya farkli gruplasdaflandiriimalarina neden
olmaktadir. Maya tirlerinin hizli bigekilde tanimlanmasina yoOnelik test sistemleri
gelistirilmi s olmakla beraber guvenilirlikleri %100 gi&dir (Spencer ve ark., 2011).

Son yillarda molekuler biyolojide gercekéan gelsmeler mayalarin identifikasyonu
icin yeni yontemler ortaya c¢ikargtir. DNA-DNA hibridizasyonu, mikrosatellit analizleri,
genomik ve mitokondriyel DNA'dan rastgele gadtilmis polimorfik DNA (Random
Amplified Polymorphic DNA; RAPD) analizleri ve restriksiyon par uzunlgu
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polimorfizmi (Restriction Fragment Length Polymorphism, RFg®) desisik molekuler
teknikler mayalarin tir tanimlamalarinda kullaniimaygldranstir (Torok ve ark., 1993;
Vaughan Matrtini ve Martini, 1985; Vaughan Martini ve Martini, 1987;eiBak Couto ve

ark., 1996; Lopandic ve ark., 2004; Versavaud ve Hallet, 1995; Belloch ve ark., 1997;
Guillamon ve ark., 1994, 1997; Perez ve ark., 1995; Romano ve ark., 1996). Bu teknikler
hizli ve klasik yontemlere gore daha guvenilir olmalaringmen bazi tirlerin
tanimlanabilmesinde ve tir ici siniflandirmalarda yeterli olmam Maya tirlerinin hizli
sekilde identifikasyonu icin ribozomal DNA bdlgeleri son yillard&ligla calsmalarda
kullaniimaktadir (Esteve-Zarzoso ve ark., 1999; Taylor ve ark., 2000).

Ribozomlar protein sentezinden sorumlu buyuk ribonukleoproteinler (RNP) olup
diger 6karyotik hiicrelerde ol@gu gibi mayalarda da buyik 60S alt Gnite (Large subunit,
LSU) ve kicik 40S alt Gniteden (Small subunit, SSUjralgtur. 25S, 5,8S, 5S ribozomal
RNA molekulleri ile 42 protein biyuk alt Gniteyi (60S), 18S ribozomidlPRmolekili ve
32 protein ise kucuk alt dniteyi (40S) sgiurmaktadir (Venema ve Tollervey, 1999;
Verschoor ve ark., 1998).

Ribozomal RNA genlerinin kodlangli DNA boélgeleri funguslarda taksonomik
iliskilerin ve genetik varyasyonun belirlenerek mikroorganizmalarisdaki evrimsel
ili skilere gore filogenetik gaclarin olgturulmasinda kullaniimaktadir (Madigan ve ark.,
2003). Mayalarin nikleer ve mitokondriyel DNA’'sinda rRNA gen dizieedsik tekrar
eden oldukca korunmuwe degisken bolgelerden okan diziler olarak bulunur (Salazar ve
ark., 2000; White ve ark., 1990). Nukleer rRNA genleri her genomdasylaldakac yiz
kopya bulunabilir.S. cerevisiae maya tirtinde ribozomal DNA RDN1 geni tarafindan
kodlanir. RDN1 geni 12. kromozomda, her biri 9,1 Kb buygéhde olan yakkak 100-

200 tekrardan okan 1-2 Mb biyuklginde bir gendir (Venema ve Tollervey, 1999
Tekrar eden her biringinde 5S icin RDN5, 5,8S icin RDN58, 25S icin RDN25 ve 18S
icin RDN18 geni bulunur. Ayrica her tekrar icinde Internal Trabgct Spacer (ITS1,
ITS2) ve External Transcribed Spacer (5’ETS, 3'ETS) olaraknddidan ayirici bdlgeler
icermektedir. Bu tekrar eden uniteler RNA polimeraz | taddn transkribe edilir ve
transkripsiyonu yapilmayan Intergenic Spacer (IGS) veya Non-tthedcSpacer (NTS1,
NTS2) adi verilen boélgeler ile birbirlerinden ayrilirlar. 5.8SNAR geni mayalarda
mitokondriyel DNA icinde bulunmaz. Tekrar eden diziler sonunda yer alan 5S rDNA maya
turine bl olarak tekrar eden diziler icinde veya gen kimesinin sonundandioilir
(Sekil 1.1) (Venema ve Tollervey, 1999; Johnston ve ark., 1997).
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Sekil 1.1. Saccharomyces cerevisiae maya turinde ribozomal DNA tekrarlarn ve
cevresindeki diziler (Johnston ve ark., 1997).

ITS, ETS ve NTS bolgelerinin transkripsiyonu yapilngadan (veya, ITS gibi,
transkripsiyon sonrasi kesilerek c¢ikargithdan) korunmgi olan 25S, 5,8S, 18S ve 5S alt
birim dizilerinden dgiskendir. Bu nedenle bu bolgeler tirler arasinda (interspesifik) veya
tur ici (intraspesifik) cabmalarda kullaniimaktadir. Kompleks ITS bolgeleri ve korugmu
5,8S rRNA kodlu gen bdlgesi tur ici (intraspesifik) akrabaliklaridirlbamesinde
kullanilirken, 18S ve 25S rRNA gen bolgeleri turler arasi (inteisigeskrabaliklarin
belirlenmesinde kullaniimaktadir (Cai ve ark996; James ve arkl996; Kurtzman, 1992,
1993).

K. lactis maya turd ile kamlastirildiginda K. marxianus maya tirtinde yapilan
metabolik ve molekiler camalar oldukca azdir. Ancak. marxianus maya turuK. lactis
maya tiriine gore daha gemiubstrat aragina sahip olmasi, yiksek Greme hizina sahip
olmasi, sicakfia toleransinin (thermotolerance) fazla olmasi ve yuksMer iceren

ortamlarda fermentasyongigminin ytiksek olgundan dolayl son yillarda oldukca ilgi
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gOren bir maya turd olngtur (Gustavo ve ark., 2008).

K. lactis ve K. marxianus maya turleri ireme ortamina vetdorganik esterlerden
dolayi h@ meyvemsi kokusuyla ger maya tiarlerinden ayirt edilebilmektedikK.
marxianus maya turleriK. lactis turleri gibi aerobik organizmalar olup oksijen vanhda
fermentasyon yaparak etanol (retebilirler. Mayalarin aerobikullesda etanol
olusturmasina Crabtree etkisi adi verilir (Breunig ve ark., 20R0)narxianus maya turu
Crabtree negatif bir maya olup bimass Uretit8i, cerevisiae gibi Crabtree pozitif
mayalardan daha yuksektir (Fonseca ve ark., 200.7inarxianus maya turiinde aerobik
metabolizma K. lactis maya turinde oldiu gibi glikoz baskilanmasindan
etkilenmemektedir (Breunig ve ark., 2000; van Dijken ve ark., 1993).

K. marxianus maya turlerinde kromozom sayisi 6 ile 12 arasingsiekle birlikte
genellikle 8 kromozom icermektedir. Ogie, K.marxianus var. marxianus maya Sgu
14Mb uzunlgunda 10 kromozoma sahiptir (Belloch ve ark., 1998).

Yaklasik olarak 700 den fazla bilinen maya tlrl arasinda yalnizca Raktozu
fermente edebilmektedir (Barnett ve ark., 2000).fragilis, K. marxianus ve K. lactis
maya turleri laktozu fermente edebilme OzZgtle sahip nadir maya turlerindends-
galaktozidaz enzimi ile laktozu glikoz ve galaktoza hidrolize édenerji kayng olarak
kullanirlar (Dickson ve Markin, 1979)p3-galaktozidaz (laktaz; E.C. 3.2.1.23) hidrolaz
grubu enzim olup 0Ozellikle gida ve ilac sektdorinde oldukca ©6nemlidir. 1Farkl
populasyonlarin bireylerinde yaygin olarak gorilen ve laktoz intolerabactase
Intolerance, Lactase deficiency, hypolactasia) olarak bilinghksprobleminde, bireyler
enzim eksiklginden dolay! sut ve st drtnleri icinde bulunan laktozu parcalayamazlar
(Bayless ve ark., 1971; Gekas ve Lopez-Leiva, 1985). Sut ve sit Grinleuhden
laktozun buyik kisminin veya timindn hidrolize edilmesi durumunda bu biréylee s
sut dranlerini tiketebilmektedir. Laktoz icermeyen veya cok az lalgeen bu tir
arnlerin eldesi mumkundur (Rao ve ark., 1988). Bu Urinlerde bulunan Igktoz,
galaktozidaz enzim aktivitesine sahip patojen olmayan mikroorgaraznkallanilarak
veya saf enzimi kullanilarak hidrolize edilmektedir. Laktaz enzimkullanimi oldukga
maliyetli bir sistem oldgundan bu tur Grdnlerin fiyatlari da oldukca yuksektt.
marxianus Gida veilag Uygulamalari (Food and Drug Administrations, FDA) Orgiiti
tarafindan GRAS_(Generally Recognised As Safe) olarakandifilan maya turlerinden

biri olup B-galaktozidaz enzimini tretmek icin kullanilan mikroorganizmalardariida
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ve ila¢ sektorinde laktozun parcalanmasi ve kullanimi ile ilgdiismmalarda (3-
galaktozidaz enzim aktivitesi olduk¢a 6nemlidir (Belem ve Lee, 1998).

K. marxianus maya turlerinde, laktaz enzimine ilave olaragediendustriyel 6neme
sahip inulinaz, invertaz, protein fosfataz, karboksipeptidaz ve aminopepgitaz
enzimlerle yapilan ¢almalarda bulunmaktadir (Rouwenhorst ve ark., 1990a, b; Jolivet ve
ark., 2001; Ramirez-Zavala ve ark., 200&)vertaz ve inllinaz enzimleB-glikozidaz
ailesine ait enzimler olup sukroz ve indlinin hidrolizinden sorumlubhirin molekilip-

2-1 fruktozidik b&dan olgan ve bir sukroz molekill ile sonlanan bir polifruktozdur

(Vandamme ve Dercke, 1983). Sukrozdsk- 2 glikozidik ba ile bazli glikoz ve fruktoz
molekilinden olgan bir disakkarittir. Maya hiicreleri invertaz ve inllinaz aktletteile
sukrozu ve inulini karbon kayga olarak kullanabilmektedir.K. marxianus maya
suslarinda yuksek oranda invertaz ve inlllinaz enzim aktivitesi buluradak{Snyder ve
Phaff, 1960; Vandamme ve Derycke, 1983).

Arastirmamizda sut ve sut drtnlerinden izole edilenmarxianus maya turlerinin
identifikasyonlar1 kit sistemi ve 5,85 rDNA ITS1 ve ITS2 bdlgelédllanilarak
yapilimstir. TanimlanarK. marxianus maya tirlerinin asimilasyon ve fermentasyon testleri
ile birlikte hiicre dgi proteaz, lipaz ve Ureaz aktiviteleri belirlegti Ayrica diger hicre
disi enzim profilleri belirlenerek invertaz, inllinaz Yegalaktozidaz enzim aktivitelerine

glikoz baskilmasinin ve ozmotik stresin etkilerisaramistir.
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BOLUM 2
ONCEKI CALI SMALAR

2.1. Sut ve Sut Urlinlerindeki Maya Florasi veK. marxianus Maya Tirlerinin
Dagilimi

Sut ve sut dranleri gerekslenmeleri sirasinda gerekse raf omidrleri sirasinda
mayalarin da dahil oldw bircok mikroorganizma icin mikemmel bir besi ortamidir.
Yapilan calgmalarda sit ve sit drtnlerinde en c¢bkbaryomyces hansenii, Candida
famata, Kluyveromyces marxianus, Candida stellata, Yarrowia lipolytica, Candida holmii,
Saccharomyces exiguus, Pichia membranaefaciens, Pichia fermentans, Rhodotorula
glutinis ve Rhodotorula rubra maya tirlerine rastlangtir (Fleet,1990). Bazi maya tirleri
peynirlerin olgunlamasi gibi, sut drtnlerinde olguglaa gamasinda rol alarak pozitif
katki salarken bazilari bu sirece negatif olarak etki etmektedir. g@nni¢. lactis, K.
marxianus, D. hensenii, Y. lipolytica, Trichosporon moniliforme, Saccharomyces dairensis,
Saccharomyces unisporus ve Rhodotorula spp. cinsine ait bazi maya tirleri laktoz
asimilasyonu yaparak sut drtnlerinin bozulmasina ve Kkalitesingmekine neden
olmaktadir (Fleet, 1990; Deak ve Beuchat, 1996; Pitt ve Hocking, 1999git@mure
Querol, 1999; Jakobsen ve Narvhus, 1996).

Degisik Ulkelerde farkli bolgelere ait st ve sut trtnlerinde mayadlaréelirleyici
calismalar yapilmgtir (Fadda ve ark., 2004; Cosentino ve ark., 2001; Westall ve
Filtenborg, 1998; Eliskases-Lechner ve Ginzinger, 1995; Fleet, 1990raPias ve ark.,
2000; Romano ve ark., 2001; Roostita ve Fleet, 1996; Tornadijo ve ark., 1998; \&felthag
ve Viljoen, 1999; Ozturk ve Ucar, 2001; Devoyod, 1990; Lenoir, 1984; Viljoen and
Greyling, 1995). Misirda yurutulen bir ¢cgdnada ¢ sut 6rneklerinden izole edilen 126
maya turinin tanimlanmasi sonu, hansenii, Clavispora lusitaniae, K. marxianus,
Trichosporon beigelii ve R. mucilaginosa maya tarlerinin ygun olarak bulundgu tespit
edilmistir (Haridy, 1992). Avustralya’nin Sydney kentinde satsunulan ¢gtli sit ve sit
drtnlerinden (pastdrize sut, kremagyaondurma, ygurt ve peynir) olgan toplam 161
ornek (zerinde maya florasi belirlerstivi. Arastirma sonucunda, en yiksek maya
sayisinin ygurt ve peynir orneklerinde ol@gu saptanngi ve peynirlerde 6zellikleC.
famata, K. marxianus ve Candida diffluens tirlerinin yggun olarak bulundgu tespit
edilmistir (Fleet ve Mian, 1987).

Bulgaristan’in farkh yoérelerinde geleneksel sithane Urinlerindegu(y peynir ve
tereyal) izole edilen ve ygun olarak bulunan 12 farkli mayanin tanimlanmasi sonucunda
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yogurtta K. marxianus turlerinin floraya hakim oldgu gorilmigtir (Savova ve Nikolova,
2002).

Yunanistan'in geleneksel peyniri olan feta peyniriyle yapilagisde calismalarda
Torulaspora delbrueckii, D. hansenii, C. sake, C. famata, S cerevisiae, Dekkera anomala,
Dekkera bruxellensis, Geotrichum candidum, Rhodotorula rubra, Candida tropicalis, K.
lactis ve K. marxianus maya tirlerinin florada bulung@u gdsterilmgtir (Kaminarides ve
Laskos, 1992; Westall ve Filterborg, 1998; Fadda ve ark., 20@lyanin yoresel siit
drinlerinden Pecorino peynirinin  olgughaa sirecinde maya florasi belirlenmeye
calisilmistir. CalsmadasS. cerevisiae ve K. lactis maya turlerinin olgunkana kleminin
baslangicinda ygun olarak bulundgu ancak daha sonra tuza direncli olarhansenii ve
Y. lipolytica maya tirlerinin florada yaunluk kazandii belirlenmitir (Gardini ve ark.,
2006). Gouda peynirinirglenme ve olgunkmasi sirasinda maya profili Gzerine yapilan
calismadaD. hansenii maya turinidn florada goan bulundgu tespit edilerek florad&.
marxianus tlrlerine de rastlanmtir. izole edilenK. marxianus maya turleri (zerinde
yapilan hiicre di enzim aktivitelerini belirlemeye yodnelik c¢ginada maya starinin
hiicre dgi lipolitik aktiviteye sahip oldgu fakat hiicre @i proteolitik aktivite gostermegi
belirtiimistir (Viljoen ve Welthagen, 1998). Fakat daha 6nce yapilan benzemeaaK.
marxianus maya tdrlerinin htcre gh proteolitik aktiviteye sahip oldiu gosterilmgtir
(Devoyod, 1990).

Geleneksel yontemlerle yapilan tir tanimlamalarinin yerini arden hazir kit
sistemleri ve devaminda molekiler yontemler gimiizole edilen mayalarin genomik ve
mitokondiriyel DNA’lari PCR yontemiyle ggaltildiktan sonra farkl restriksiyon enzimleri
ile kesilerek RFLP yontemiyle tanimlamalari yapsgtmi (Esteve-Zarzoso ve ark., 1999;
Tempel ve Jakobsen, 2000, Hall ve ark., 2003; Lopandic ve ark., 20043tir{Baali
yontemlerin ¢cgu ITS bolgesinin analizine dayanmaktadir. ITS dizilersidki tlr ici
polimorfizmi ve ylksek trler arasi gigkenlik gosterdiinden farkli fungus ve mayalarin
tanimlanmasinda yaygin olarak tercih edilen bdélgelerdir (Acceasark., 1999; La
Guerche ve ark., 2004; Lee ve Taylor, 1992).

Polonya’'ya 6zgiu mavi-kufli peynir olarak bilinen Rokpol peynirinden izoldéen
24 maya turd API ID 32C kit sistemi ile ve PCR-RFLP yontdéentanimlanmygtir. Her iki
yontem sonunda 11 maya ti@lifamata olarak, 5 maya su C. lipolytica ve 4 maya s
C. sphaerica olarak tanimlanngtir. Geriye kalan 4 maya su API ile C. sphaerica olarak
tanimlanirken restriksiyon profillerinirC. famata tarleri ile ayni oldgu goralmigttr
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(Wojtatowicz ve ark., 2007). Tum Rus Mikroorganizma Koleksiyonunda (AlsRuas
Collection of Microorganisms, ARCM) bulunarKluyveromyces turleri molekuler
yontemlerle tekrar tanimlanginda daha OncK. lactis olarak tanimlanan maya tirlerinin
bircogunun K. marxianus maya selari oldusu tespit edilmgtir. Ayrica K. lactis sularini
K. marxianus maya ssglarindan ayiran temel fizyolojik 6zelin, K. marxinaus maya
swlarinin maltoz, melezitoz ve-metil-glikoziti asimile edememesi olarak bulungtur
(Naumova ve ark., 2012).

Tarkiyede st OrUnlerinden izole edilerek klasik yontemle tanimiamaiapilan
argtirmalar bulunmaktadirizmir ve Aydin yoresine ait d&ik peynir ve ygurt
¢esitlerinde Candida sp., Kluyveromyces sp., Trichosporon sp., ve Saccharomyces sp.
cinslerine ait turlerin maya florasindaggm olarak bulundgu tespit edilmgtir (Kavas ve
ark., 2006). Dger bir aratirmada ev yapimi ygurt ve peynir érneklerinde maya florasi
belirlenmi, D. hansenii maya turinin her iki Grinin florasinda dagwyo olarak
bulundwgu tespit edilmjtir. Ayrica calgmada izole edilerD. hansenii maya sglarinin
molekiler tanimlamasi yapilarak hicrgi dipolitik ve proteolitik aktiviteleri belirlennytir
(Corbaci ve ark., 2011).

2.2.K. marxianus Maya Turlerinin Hticre D1 s1 Enzim Aktiviteleri

Son yillardaK. marxianus maya turt oldukga yuksek biyoteknolojik potansiyele
sahip bir maya tirt olmaya gfamistir (Gustavo, 2008)K. marxianus maya sglari bazi
aroma bilgiklerinin, tek hicre proteinlerinin, d@eik endustriyel enzimlerin ve alkolln
dretimi icin biyoteknoljide kullanilmaktadir. Son vyillarda g yollarla aroma
bilesiklerinin biyoteknolojik eldesi 6nem kazangtir. Oldukga dnemli bir aroma biigi
olan 2-feniletanol @rlikh olarak petrokimyasal yolla elde edilmektedf. marxinaus ve
S cerevisiae maya selari L-fenilalanin’den 2-feniletanol ve 2-feniletilasetat Kifgni
sentezleyebilmektedir (Fabre ve ark., 1998, Albertazzi ve ark., 1996).laNapir
calismada 21 maya su arasind&. marxianus maya tirtintin optimal Uretim 6zelliklerine
sahip oldgu ve uygunsartlarda oldukca yiksek oranda bu aromashilei tUretebildgi
belirlenmitir (Fabre ve ark., 1997, Fabre ve ark., 1998).

Pektinaz enzimi meyvelerin icindeki pektinleri parcalayarak digomasini
sgilamakta olup Ozellikle icecek endustrisinde yaygin olarak kullanilrdak{&isser ve
Voragen, 1996). Poligalakturanaz (EC 3.2.1.15) (PG) pektin hidrolize eden irstréshel
meyve sularinin viskositesini azaltmada kullanilan énemli bir egizi{®chwan ve ark.,
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1996). K. marxianus maya turiinde endoPG geni klonlana&lcerevisiae maya tirt ile
kargilastirmasi yapilmgtir (Siekstele ve ark., 1999). Bu geningdbdiploid K. marxianus
maya ssglarinda tek kopya oldiu, polimorfizim icermedii ve hiicre dyina salgiland

gOsterilmitir (Jia ve Wheals, 2000).

K. marxianus maya turtinde Pectin-degrading endopolygalacturonase igin kodlu
EPG1 geni klonlanmtir (Siekstele ve ark., 1999K. marxianus maya turinde klonlanan
diger bazi genler ise endustriyel 6neme sahip inulipagtikozidaz, pirtivat dekarboksilaz
ve (gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz icin kodlu genlerdir (Laloex ark., 1991;
Holloway ve Subden, 1993; Raynal ve Guerineau, 1984; Fernandes ve ark., 1998). Be
sekilde ADH1 ve ADH2 tarafindan kodlanan alkol dehidrogenaz gilgedibiyoteknolojik
Ooneme sahip genlerin de dizileri ve dizenlenmelerine yonelilgngalar mevcuttur
(Ladriere ve ark., 1993; Ladriere ve ark., 2000). AyfAagalaktozidaz icin kodIlLAC4 ve
intlinaz icin kodu INU1 genlerinin dizileri belirlenerek reguilasyonlarina yoénelik
calismalar yapilmgtir (Huo ve Li, 1995; Laloux ve ark., 1991).

Mikrooraganizmalar icinde en iyi intlinaz Uretici&l. marxianus maya turadur
(Selvakumar ve Pandey, 199®)iilinaz enzimi intlini ve sukrozu hidrolize ederek yiiksek
fruktoz surubu (high fructose syrups, HFS) dretimi icin endustride kullaniindakta
Fruktoz, sukrozdan daha tath ve daha ucuz olup diabetik hastalarin kgllandi
tatlandiricilarda, meyve sularinda ve endistriyel gidalarda watici olarak
kullaniimaktadir. Inilinaz enzimi indlinin hidrolizi sonucu % 95 oraninda HFSgac!
ctkarken sukrozun hidrolizi sonrasi % 45 oraninda HFgaagkmaktadir (Pandey ve ark,
2000; Otha ve ark, 2002; Pandey, 2003).

Polifruktozit olan indlin molekdld, B-2-1 fruktozidik ba& iceren uzun bir
polifruktoz  zincirinden (n=~35) ve zincirin sonunda bir sukroz molekulinden
olusmaktadir. iniilin, inllinaz enzimi tarafindan hidrolize edilmektedir (Vandamme ve
Dercke, 1983). Sukroz isel- 2 glikozidik ba ile bazli glikoz ve fruktoz molekiliinden
olusan bir disakkarit olup invertaz enzimi ile hidrolize edilmektethivertaz ve inilinaz
enzimleri hem sukrozu hemde indlini hidrolize edebilme yedd@ee sahip olmalarina
ragmen, invertaz enziminin blyuk molekllegidiga sahip intlin molekulind hidrolize
edebilme yeteng oldukc¢a diguktir (Vandamme ve Derycke, 1983).

K. marxianus maya turinde intlinaz (EC 3.2.1.7) enzimi %34'0 karbonhidrattan
olusan bir glikoprotein olup hiicre duvarinaghaCell Wall Associated, CWA) ve ureme
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ortamina salgilanan (Secreted in Culture, SC) olmak Uzererkida bulunur. CWA-
intlinaz tetramer yapida 350 kDgidiginda iken SC-inulinaz iki alt Gniteden elyp 165
kDa girligindadir (Rouwenhorst ve ark., 1998).cerevisiae maya turiinde invertaz (EC
3.2.1.26) enzimi hicre duvarinagha(CWA) ve Ureme ortamina salgilanan (SC) iki
formda bulunup % 50’si karbonhidrattan gda bir glikoproteindir. CWA-invertaz
oktamer yapida ve 800 kDa buyuglinde, SC-invertaz ise dimer yapida olup 270 kDa
agirhgindadir. S. cerevisiae maya turinde CWA-invertaz aktivitesigidikli olarak
sukrozun hidrolizinden sorumludur (Esmon ve ark., 1987; Rouwenhorst ve ark., 1990).

Invertaz ve inllinaz enzimlerinin sukroza arafiniteleri yiiksektir. Sukroz
molekdli kiguk oldgu icin hicre duvarindan gecebilir ve  CWA-invertaz tarafindan
hidrolize edilir. Ancak buyidk molekil olan indlin hicre duvarindan gecefnecin
CWA-invertaz tarafindan hidroliz edilemez fakat SC-invertazafladan hidroliz
edilebilmektedir (Nam ve ark., 1993). Bu nedenle invertaz enzinmiilime kagl afinitesi
disuktir. inGlinaz enzimi ise hiicre duvarini gegen sukrozu CWA-inulinaz enzémi il
hidrolize ederken hiicre duvari bariyerini gecemeyen indlini hidroldemez. Inilin
yalnizca SC-indlinaz tarafindan hidrolize edilir. Bengekilde trisakkarit olan rafinozda
(glikoz-fruktoz-galaktoz) buyik molekul olup indlin gibi hidrolize edifiPhelps, 1965;
Scherrer ve ark., 1974). Bu nedenle inilinaz enzimi sukroz ve intlineoegimda affinite
gostermesine fgnen invertazin indline afinitesi giikttr.

K. marxianus gibi her iki enzim aktivitesinede sahip maysglaunda invertaz ve
inlinaz aktiviteleri Sukrodniilin oranina (S/I ratio) goére belirlenmektedir. sDk S/
orani inulinaz aktivitesinin, yuksek S/I orani ise invertaz aktiniasivarligini
gostermektedir (Snyder ve Phaff, 1960; Vandamme ve Derycke, 1983).

K. marxianus maya sgunda intllinaz Uretimi ile ilgili cagmalar dger enzimlere gére
daha fazladir. Sicaklik, pH, Ureme ortami, calkalama ve havalandyimnadezisik
parametreleri iceren kallarda ve farkliK. marxianus maya sglarinda indlinaz aktivitesi
belirlenmitir (Cruz-Guerrero ve ark., 1995; Kalil ve ark., 2001, Singh ve ark., 2007,
Lertwattanasakul ve ark., 2011). Bu ealalarin timi SC-intlinaz ve CWA-inllinaz
enzim aktiviteleri ile ilgilidir. Ancak bu cajmalarda indlinaz enziminin didzenlenme
mekanizmasi ile ilgili elde edilen sonuclar birbirlerine belikzegostermemektedirK.
marxianus maya turinde indlinaz geriKimlNU1) klonlanarak dizisi belirlengiir (Laloux
ve ark., 1991)KmINU1 geninin transkripsiyon seviyesind€, lactis maya turtntn tersine,
KmMigl proteini araciklyla baskilandii gosterilmgtir (Cassart ve ark. 1997).

10
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Baska bir calgmada, farkli karbon kaynaklarinda (sukroz, rafinoz ve inilin) tretilen
K. marxianus maya sgunda (DMKU-3-1042) glikoz baskilamasinin indlinaz enzim
aktivitesine etkisi ardurilmistir (Lertwattanasakul ve ark., 2011KmINU1 geninin
transkript miktarinin karbon kaypena ba&l olmaksizin Migl proteini (KmMiglp)
aracilglyla azaldg belirlenmgtir.  Ancak transkripsiyon seviyesinde go6zlenen
baskilamanin translasyon seviyesinde kullanilan karbon kawnagore farkli oldgu
gordlmistdr. Bu durum oldukcasasirtict ve tutarli olmayan bir sonu¢ olarak
deserlendirilerek ‘glikoz varlginda dahi indlinazin aktivitesini yerine getirebddi
seklinde aciklanngtir (Lertwattanasakul ve ark., 2011). Yine ayni gahda rafinoz ve
intlin karbon kaynaklarinda indlinaz aktivitesi 3D sicaklikta azalirken yiksek sicaklikta
(45 °C) glikozun intlinaz aktivitesini tamamen baskifadespit edilmgtir. Sukroz karbon
kaynainda ise glikoz baskilamasinin her iki sicaklikta da etkilengngdrulmustir.

K. marxianus maya sgunda (ATCC 16045) yapilan bir cghada farkl karbon
kaynaklarinin (glikoz, fruktoz ve sukroz) ve farkli azot konsantrasyomtainilinaz
enzim aktivitesine etkisi agariimistir (Santisteban ve ark., 2009). Enzim aktivitesinin
zengin ortamda minimal ortamdan daha yiksek @iddisik azot konsantrasyonunda ise
enzim aktivitesinin 4 kat azagglitespit edilmstir.

K. fragilis, K. lactis ve K. marxianus maya turleri laktozu kullanabilen ve endustriyel
Oneme sahip maya tirleridiK. marxianus maya turi3-galaktozidaz (EC 3.2.1.23) enzim
aktivitesi ile laktozu hidrolize ederek galaktoz ve glikozgacgikarir (Rajoka ve ark.,
2003; Gonzalez-Siso, 1994). Dahsgitki maliyetle daha yuksek miktar@agalaktozidaz
enzimi Uretebilmeyi amaclayan biyoteknolojik gadalarin biyuk kismind&. marxianus
maya sslari kullaniimaktadir.

B-galaktozidaz enziminin pdurifikasyonu ve regulasyonu ile ilgililispaalar
1980’lerde itibaren ygunluk kazanmgtir (Goncalves ve Castillo, 1982; Bacci Junior ve
ark., 1996; Brady ve ark., 1995; Martins ve ark., 2002). Peynir alti suyarkinirinlere
donistirialmesinde GRAS grubunda bulun#& marxianus ve K. lactis maya selari
kullaniimaktadir. K. marxianus maya tura kullanilarak peynir alti suyundan seker
kamgl melasindan laktaz enzimi Gretimi ile ilgili gahalar bulunmaktadir (Rech ve ark.,
1999; Furlan ve ark., 2000).

Yuratulen bir argtirmada K. marxianus maya ssunda (CBS6556), galaktozun

laktozdan daha fazla orand&galaktozidaz enzim aktivitesini artiggl ancak artan

11



BOLUM 2 — ONCEK i CALI SMALAR Fbha CELIK

galaktoz konsantrasyonunyigalaktozidaz enzim aktivitesini kisa sdreli bir indiiksiyon

sonrasinda ¢ok fazla oranda azgitgozlenmgtir (Bruneska ve ark., 20023-galaktozidaz
enzimi K. lactis maya turindd.AC4 geni tarafindan kodlanmaktadir ve transkripsiyon
seviyesinde glikoz baskilamasi ile kontrol edilmektedir (SheatzDickson, 1981;
Zachariae ve ark., 1993; Breunig, 1989; Breunig ve ark, 2000).

2.3.K. marxianus Maya Turtunde Glikoz Baskilamasi

Glikoz mayalar tarafindan oOncelikli tercih edilen karbon kgynalup, glikoz
varhiginda alternatif karbon kaynaklarinin kullanimi icin gerekli olan elerim genleri
baskilanir. Bu duruma karbon katabolit represyon veya mayalardakilgélagimi olarak
glikoz baskilamasi adi verilir (Trumbly, 1992; Carlson, 199Q)lactis maya turiinde
GAL/LAC regulonu karbon kayr@ana b&li olarak duzenlenmektedir (Breunig, 1989;
Breunig ve ark., 2000; Rubio-Texeira, 2005). Bengkilde hekzokinaz aktivitesi yine
glikoz baskilamasindan etkilenmektedir (Goffrini ve ark., 1985)lactis maya turiinde
MIG1 (Multicopy Inhibitor of GAL Gene Expression) geni klonlagtm (Cassart ve ark.,
1995). Glikoz, Miglp aracghyla KIGAL1 genini baskilayarakkIGAL-LAC genlerini
dizenlemede goérev almaktadir. Ancak KIGAL/LAC regulonunda bul&@AL4 geninin
promotor bdlgesinde KIMiglp icin bir BEnma bdlgesi bulunmamaktadir (Dong ve
Dickson, 1997). K. lactis maya ssglar arasinda laktaz geninin farkli oranlarda
baskilanmasi KIGAL4 geninin promotor bdlgesinde godzlenen bugig&liklerden
kaynaklanmaktadir (Dickson ve Markin, 1980; Witte ve Dickson, 1988; Breunig, 1989).

S cerevisae maya tirinde invertaz icin kodlI®UC2 geni Miglp ve Mig2p
aracllglyla glikoz varlginda baskilanmaktadir (Johnston ve Carlson, 1992; Entian ve
Schuller, 1997; Nehlin ve Ronne, 1990; Lutfiyya ve Johnston, 1996)actis maya
turinde invertaz enziminin glikoz baskilamasingadg tespit edilmgtir (Goffrini ve
ark., 1995). Ancak. lactis maya turtinde invertaz enzimi icin kKoddlINV1 geninin tek
kopya olarak bulundiu ve transkripsiyonel baskilanmasi sirasinda KIMigl proteininin
gorev almadii gosterilmgtir (Georis ve ark.,1999)K. marxianus maya tirtiinde ise
KmINV1 geninin baskilanmasi icin KmMiglp gerekmektedir (Cassart ve E9RY). Bu
nedenle K. lactis maya turindeKIINV1 geni Uzerinde go6zlenen glikoz baskilama
mekanizmasiK. marxianus maya turindeKmINV1 geni Uzerinde gozlenen glikoz
baskilama mekanizmasindan farklidir.
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Avrupa Kultir Koleksiyonundan (European Culture Collection, ECC) alinaK.13
marxianus maya sgu kullanilarak yuratilen bir ¢aimada farkl karbon kaynaklarinin
kullanimi ve glikoz baskilamasi incelertim. Calisma sonucunda bazi garda ayni
karbon kayngina kasi glikoz baskilamasi gozlenirken bazislsmda gbzlenmemiveya
farkli karbon kaynginda glikoz baskilamasi gozlergtni. Bu durumK. marxianus maya
swalarinda genetik veya metabolik bir ozellik ici8, cerevisiae veya K. lactis maya
turlerinde oldgu gibi, genelleme yapilamayagal gozlenen 0Ozellin sw spesifik
oldugunu gosterngtir. Bu nedenleK. marxianus maya tirl icinde farkh slarda farkli
fizyolojik ve genetik cevaplar gozlenmektedir (Lane ve ark., 2011).

K. marxianus maya ssunda farkli karbon kaynaklarinin kullaniminda glikoz
baskilamasinin etkisini tespit etmek ve Isi stresinin glikoz laasésina etkisini
belirleyebilmek icin yurutilen &a bir calsmada hekzoz olarak glikoz, galaktoz ve
mannoz, pentoz olarak arabinoz ve ksiloz (xylose) karbon kaynaklari konigtml
Galaktoz, arabinoz ve ksiloz karbon kaynaklarinin kullanimi glikoz tatai
baskilanirken mannozun kullaniminin glikoz tarafindan baskila@gmagbralmistir.
Glikoz baskilamasinin yuksek sicaklikta (96) ve 2-deoxyglucose iceren ortamlarda
tamamen dremeyi durdurgu belirlenmgtir. Mannozda ise sicaklik agtnda glikoz
baskilamasi gorulmestir. Sukroz karbon kayrganda ise kullanilan tim sicakliklarda
glikoz baskilamasi gorulmestir (Rodrussamee ve ark., 2011).

S cerevisae maya turindesAL1 geni veK. lactis maya turinde<IGAL1 geninin
promoter bolgelerinde Miglp icin bir tane ve Galdp icin 4 tanglabana bolgesi
bulunmaktadir (Rubio-Texeira, 2003 marxianus maya sgunda KmGAL1 genininin
promoter bdlgesinde, transkripsiyonunslbana bdlgesinden yaldk +1Kb uzaklikta,
Galdp baglanabilecgi 5 bglanma bolgesi bulunmakta ancak KmMiglp icinglbama
bdlgesi bulunmamaktadir. Yapilan gatiadaKmGAL1 geninin Ozellikle yiksek sicaklikta
glikoz tarafindan baskilanmasinikmGAL1 geninin bilinen Migl proteininin Eanma
dizisinden farkh bir diziye bganabilecgini ve bu sekilde transkripsiyonu
baskilayabilecgi dustinulmektedir (Rodrussamee ve ark., 201nXYL1 geni glikoz
baskilanmasindan etkilenmekte ancak promoter bodlgesinde KmMiglanb®a bdlgesi
bulunmamaktadirKmXYL1 geninin, KmMiglp icermeden farkl bir iz yolu Gzerinden
glikoz baskilamasi yag@ distintlmektedir (Rodrussamee ve ark., 2011).

Mannoz ve glikoz karbonhidratlak. marxianus maya sgunda ayni dgiik-afiniteli
glikoz transporter Uzerindenstamaktadir (Gasnier, 1987). Ksiloz ve arabinoz ikin
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marxianus maya sgunda tanimlanngitransporter sistemi bulunmamaktadr cerevisiae

ve Pichia stipitis maya tirlerinde tanimlanan glikoz baskilamasina duyarli hekzoz
transporterlarina benzer bir sistem tarafindan ksiloz ve arabiriagoabilecgi olasilig
Onerilmistir (Rodrussamee ve ark., 2011).gB% maya turlerinde de ksiloz ve arabinoz
metabolizmasinda glikoz baskilamasi ile ilgili genler ve diggenklerine yonelik ¢caima
bulunmamaktadir.

K. lactis maya turindeHGT1, RAG1, KHT1 ve KHT2 olmak Uzere 4 farkli hekzoz
transporter tanimlanmve yapilan mutasyon catnalarinda bu transporter proteinlerine ek
olarak baka transporter proteinlerinin olabilegéne surilmgtir (Breunig ve ark., 2000).
RAGL1 (Resistance to Antimycin A on Glucose) geninigiddafiniteli hekzoz transporter
(Low-affinity glucose transporter) icin kodlu olgiw ve dger RAG genlerinin RAG4,
RAG5 ve RAG8) RAG1 geninin regulasyonunda gorev aldiklari gostegtim{Goffrini ve
ark., 1990; Chen ve ark., 1992; Wesolowski-Louvel ve ark., 1992; Prior ve ark., 1993).
BazIK. lactis maya sglarindaRAG1 geninin yerinedKHT1 ve KHT2 genlerinin ayni gbrevi
Ustlendgi gorulmistar (Weirich ve ark., 1997). Glikoz baskilamasina hassasiyet maya
swunun icerdgi transporter gene goére glemektedir. KHTL/KHT2 genlerini taiyan K.
lactis maya sslari glikoz baskilamasin&AG1 genini tglyan maya sglarindan daha
duyarlidir (Weirich ve ark., 1997RAG1 ve KHTL/KHT2 genlerinin diizenlenmesi karbon
kaynaina gore dgismektedir (Billard ve ark., 1996; Chen ve ark., 1992; Milkowski ve
ark., 2001). Son olarak tanimlanan hekzoz transpoter Kj¢mB olup, bu genin yiksek
ekspresyonunusnfl ve lacl2 mutantK. lactis maya htcrelerinin galaktozda tremesini
sglamistir (Wiedemuth ve Breunig, 2005HGT1 (High-affinity Glucose Transporter 1)
geninin yuksek afiniteli hekzoz transporter igin kodlu @ldwe surekli ekspres edifdi
gostrilmistir  (Billard ve ark., 1996). Galaktoz alim kingtiile yapilan cakmalar
sonrasindaK. lactis maya sgunda LAC12 (Lactose_Permease 12) genine ilave olarak
HGT1 geninin de galaktozu transport edel@idgosterilmitir. Hgtlp ytksek afiniteli
galaktoz transporter olarak Lacl2p isesiddl afiniteli galaktoz transporter olarak
belirlenmitir. Ayrica HGT1 geninin ekspresyonu galaktoz tarafindan indtklenirken glikoz
baskilamasindan etkilenmemektedir (Baruffini ve ark., 2006).

KHTLUKHT2 (Kluyveromyces Hexose Transporter 1 ve 2) genlerigiyém maya
swunda laktoz permeaz icin kodltAC12 geninin ekspresyonunu glikoz varhda Lac9
proteini acalglyla baskilandii, RAGI/HGT1 genlerini talyan maya sgunda LAC12
geninin bilinmeyen bir mekanizmayla baskilghdie RAG1/mutanthgtl genlerini taryan
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maya sgunda iseLAC12 geninde glikoz baskilamasinin olmgadgozlenmgtir (Suleau ve
ark., 2006). Bu durum maya sarinin glikoz varlginda laktozu farkli oranlarda
kullanabildigini ve farkli B-galaktozidaz enzim aktivitesi gostetuhi aciklamaktadirK.
lactis maya turtndn fizyolojisini ve uremesini kontrol eden mekaniznmalgenetik
regulasyonunda glikozun hiicre icine alinmasinin en kritik ve en dnenalmiaéisoldgu
disunulmektedir. Oldukga az transporter geninin biliniyor olmasi ve bilinafege farkl
suslarda farkli oranlarda ekspres edilmesi oldukga ilging ve heniddamemayan bir
durumdur (Suleau ve ark., 2006). Tum bu gaélar K. lactis ve K. marxianus maya
turlerinin glikoz baskilamasin& cerevisiae maya turinden daha direncli ofgunu

gostermektedir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Sut Orneklerinin Toplanmasi ve Mayaizolasyonu

Calismamizda kullanilan érnekler Canakkale ilinin yerel pazarlariatiéas yoresel
siit ve sit Uriinlerinden 2011 yilinin Haziran ve Temmuz aylarindantbplariin saticilari
Canakkale merkezine yakin mahalle bazinda Ureticiler olup koy ilegden gelen
ureticiler deildir. Uriin saticilari ve 6rnek alinan driinler Cizelge 3.1'de veridiynir
orneklerinin ic kismindan steril kollarda 1 gram 6rnek tartilarak alindi. Ornekler steril
sodyum sitrat c¢ozeltisi (% 2) icinde homojenize edildikten sonmgumyseyreltmeler
yapilarak sodyum propiyonat iceren YGC (40 gr/l Yeast Exteistose Chloramphenicol
Agar, % 0.1 (w/v) Sodyum Propionat) petrilerine yayma ekimi yadginmems sut (¢g
sut), ayran ve ygurttan 100ul 6rnek alinarak YGC kati besi ortamlarina ekildi. Uygun
sicaklikta (30°C) 2-3 gun inkiibe edilen petrilerin koloni sayilarrleeip farkli morfoloji
gosteren koloniler dncelikli olmak tzere rastgele maya kolonitsilesek glikoz iceren
YP-D (10 gr/l (w/v) Yeast Extract, 20 gr/l (w/v) Bacto-peptp@8 gr/l (w/v) Agar, % 2
Dextrose) kati besi ortamlarina aktariléllenmems sit, ayran ve yiurt 6rneklerinde
koloni olwturabilen birim sayilari (Colony Forming Unit) CFU/ml olarakeynir
orneklerinde ise CFU/gr olarak hesaplandi. Maya 6rneklerine kod numamaliderek %
15 gliserol icerisinde -80 °C’de stoklari yapildi.

Cizelge 3.1. Canakkale yerel pazarinda bulunan trin saticilari ve alinan érnekler

Urlin Saticisi (S Orneklenen Uriin
Si Cig <ut ve reynir
Sz Cig <ut ve peyni
S3 Cig <ut ve peyni
S4 Cig <ut, yosurt ve ayra
St Cig <ut, yosurt ve ayra
S€ Cig <ut, yosurt ve ayra
Si Yogurt ve ayra
S¢€ Peyni
S¢ Yogurt ve ayra
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3.2.1zole Edilen Maya Orneklerinin Tur Tanimlamalari

Calismamizda izolasyonlari yapilan maya turleri Oncelikliarak koloni
morfolojilerine (renk,sekil, biuyuklik v.s.) gére gruplandirildi. Daha sonra izole edilen
maya Ornekleri YP-Lac (10 gr/l (w/v) Yeast Extract, 20 gwlv) Bacto-peptone, 20 gr/l
(w/v) Agar, % 2 Laktoz) besi ortamlarina ekilerek pozitif sonu@wenaya turleri secildi.
Yuksek sicaklia dayanikli olan maya turlerini belirlemek icin laktoz pozitya selari
40°C’ de 2-3 gun sureyle YP-D ve YP-Lac ureme ortamlarinda inlidliidi. Ureme
gosteren maya slarinin secimi yapilarak laktoz pozitif ve sicaklik pozitif raaglar
olasiK. marxianus maya sglari olarak dgerlendirildi.

Ayni zamanda maya tirlerinin tanimlamalarini yapmak icin hizli bir reayanlama
sistemi olan; API ID 32C_(Analytical Profile Index) tesstemi (BioMérieux, Fransa)
kullanildi. API ID 32C sistemi, bir tane negatif kontrol olmak tzZer&l karbon ve azot
kaynaklarini iceren (D-Galaktoz, Sakkaroz (sukrdgpsetil-glukozamin, Laktik asit, L-
Arabinoz, D-Sellibioz, D-Raffinoz, D-Maltoz, D-Trehaloz, PotasyurKe2o-glukonat,
Metil-a-D-glukopiranosit, D-Mannitol, D-Laktoz, Inositol, D-Sorbitol, D-Ksiloz;Riboz,
Gliserol, L-Rhamnoz, Palatinoz, Erithritol, D-Melibioz, Sodyum GlukutpBaMelezitoz,
Potasyum Glukonat, Levulinik asit (Levulinate), D-Glikoz, L-Sorboz, Gigmin,
Siklohekzimit (Actidion) ve Eskulin Ferrik Sitrat) 32 kuyucuktan olusahkro dlcekli bir
asimilasyon test sistemidir. Test sonucunda elde edilen pozitihegatif sonuclar
APIWEB R1.2.1 programinda analiz edilerek maya turleri belirlendi.

API ID 32C tanimlama Kkiti ile elde edilen sonuclar klasik yorieemlde edilen
sonugclar ile kagnlastirilarak analizi yapildiK. marxianus maya turlerinin ¢ stt, ayran,
yogurt ve peynir 6rneklerine gore glami belirlendi.

3.3.K. marxianus Maya Suwlarinin Asimilasyon ve Fermentasyon Testleri

K. marxianus olarak tanimlanan maya garinin ve referans maya ssunun
(DBVPG-6072/CBS4857 maya sy DBVPG maya koleksiyonu, Perugia Universitesi-
Italya) farkli karbon kaynaklarinda fermentasyon testleri fdekli karbon ve azot
kaynaklarinda asimilasyon testleri yapildi. Asimilasyon egsitin API ID 32C kit sistemi
kullanildi. Fermentasyon sonucu gdigak gaz (karbondioksit) ¢cgni gozlemleyebilmek
icin Durham tupleri kullanildi. Ureme ortaminin pHgdémini gozlemleyebilmek igin
bromtimol mauvisi (0, 8 g/l (w/v)) fermentasyon ortamina ilave edildi.

Fermentasyon testleri % 2 Glikoz, % 2 Galaktoz, % 2 Laktoz, Sukoz, % 2
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Maltoz ve % 2 Gliserol karbon kaynaklarini iceren zengin (YP) é@remtamlarinda
yapildi. Durham tupleri yerdéirilmis uygun karbon kaynaklarini ve pH indikatorini
iceren 4,5 ml sivi besi ortamlarina (YP-D, YP-Gal, YP-Lac;S(, YP-Mal ve YP-G)
0,5 ml bir gecelik kilturlerden ilave edilerek 28 °C’de 7 gun sigréenkibe edildi. Maya
hiicresi ilave edilmengj indikatorsuz ve karbon kaygiaicermeyen tipler kontrol olarak
kullanildi. Tupler icindeki gaz c¢ikn ve renk dgisimleri kontrollerle beraber gunlik olarak
takip edildi ve dgisimler kaydedildi (Winn ve ark., 2006; Leboffe ve Pierce, 2006)

3.4. Genomik DNAIzolasyonu

Genomik DNA izolasyonu icirk. marxianus olarak tanimlanan maya stari ve
referans maya su (DBVPG-6072/CBS4857) kullanildi. Genomik DNA izolasyonlari
Sherman ve arkaglarinin genomik DNA izolasyon yodntemi kullanilarak yapildi
(Sherman ve ark., 1986). Steril tiplerde toplanan maya hicreleli disgiie su ile
yikandiktan sonra, maya hicreleri tizerine 500 pl 1M sorbitol ve 100 M BBTA ilave
edildi. Elde edilen hiicre sispansiyonu tzerine 30 ul Lyticase (0,39)ekeherek
37°C’ de 2 saat inkuibe edildnkiibasyon sonrasi hiicreler ¢oktirulerek sivi kisim atildi ve
pellet Gzerine 500 pl 50mM Tris, 20 mM EDTA (pH 7,5) eklenerek suspatilsk. Hiicre
suspansiyonu Uzerine 50 pl %10 SDS eklenerek 65°C’ de 30 dakika inkibe Rdildi.
asamadan sonra karma 300 pl 5M (pH 5,5) potasyum asetat eklenerek 60 dakika buz
icerisinde bekletildi. Coktirmeglemi sonrasi supernatant kismi yeni tiipe transfer edilerek
Uzerine 1:1 hacim izopropanol eklendi. Oda sigaktla 5 dakika bekletildikten sonra 20
dakika santrifij edildi. Sivi kisim atilarak tzerine 1ml %70’liknetailave edildi ve
cokturuldd. Sivi kisim atilarak oda sicgkhda kurutulan ttplere 100 pl TE (pH 7,5) ilave
edildi. iki kez fenol-kloroform ekstraksiyonu (1:1 hacim) yapildi. Steril tiplgeirilen
sivi faza 30 pl 3M K, 5M asetat (pH 5,8) eklendikten sonra 200 ulwbsetanol ilave
edilerek buz icerisinde 5 dakika bekletildi ve ¢okturulerek sivi kesmdi. Tuplere 1 ml
%70 etanol eklenip ¢cokturildi ve sivi kisim atilarak oda sgakia kurutuldu. Tupte
bulunan genomik DNA 100 ul TE (pH 8 ) icinde c6zillerek -20 °C’de depolaedior@ik
DNA’nin safligi ve miktari spektrofotometre (260/280nm) kullanilarak belirlendi. Ayric
5ul genomik DNA % 0, 8'lik (w/v) agaroz jelde gorunttlendi.

3.5. ITS1- 5,8S- ITS2 Boélgelerinin Amplifikasyonu
izole edilen maya tirlerine ait genomik DNA kullanilarak 1TS1-5,8ABITS2
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boélgeleri, ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) ve ITS4 (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) primerleri kullanilarak daha omes belirlenen PCR
sartlarinda gercekigrildi (White ve ark., 1990). PCR bienleri ve konsantrasyonlari
Cizelge 3.2'de verildi. PCR reaksiyonlari Cizelge 3.3'te b#dmtisicaklik ve strelerde
BIO-RAD marka Thermal cycler cihazinda yapildi. PCR riinleri ekt 6X yikleme
tamponu ile kastirilarak %2’lik (w/v) agaroz jelde 80 dakika (120 voltta) yarataldo.
Kullanilan marker haritasekil 3.1’'de verildi. PCR UrlUnlerinin resimleri ultraviolet
transilluminatér (UV) tablasinda Olympus C- 5060 marka gatb makinesi ile

fotograflandi.

Cizelge 3.2PCR bilgenleri ve konsantrasyonlari

Bilesen Miktar ( ul) Final konsantrasyor
Master mix 12,5 -
(Fermentas, KO171)
10 pmol/ul forward primer 1 10 pmol/ul
10 pmol/ul reverse primer 1 10 pmol/ul
Genomik DNA 0,5 100 ng
Nuclease free-water 10 -
Toplam hacir 25

Cizelge 3.3PCR reaksiyonartlari

Reaksiyon gamalari  Sicaklik (°C)  Sire (Dak.’ Dongu sayis

IIk denatuirasyc 95 1,5 1
Denaturasyon 94 2 -
Primerlerin bglanmasi 60 1 30
Uzama 72 2,5 -
Sonlanma 72 5 1
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Sekil 3. 1 Calismada kullanilan marker haritasi.

3.6. Restriksiyon Profillerinin Belirlenmesi

PCR reaksiyon drunleri, PCR pdurifikasyon kiti (Fermentas K0702) ralglisak
saflatirildiktan sonra farkl restriksiyon enzimleri (Fermentdsifi, Haelll, Hhal, Alul ve
Hpall) kullanilarak dretici firmanin  o6nergli kosullarda restriksiyon kesimleri
gerceklatirildi (Cizelge 3.4). Restriksiyon urtnleri ve marker DNA % 2,vB\W) agaroz
jelde 1XTAE tamponu icinde 120 dakika (120 voltta) yaratildi. Restriksiyon tigiinle
goruntdleri ultra violet transilluminator (UV) tablasinda Olympus@60 marka fotgraf
makinesi ile fotgraflandi. Restriksiyon enzimleri ile kesim sonucunda elde edilen
bantlarin buyuklgiu Gel-Pro Analyzer Version 4.0 programi kullanilarak belirlendi.

Cizelge 3.4. Restriksiyon enzimlerinin kesigtemi icin reaksiyon bilgenleri

Bilesen Miktar ( pl)
Restriksiyon enzin 0,k
10X Green buffer
Kalip DNA 5
Nuclease free-water 8,5
Toplam hacir 15
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3.7. Restriksiyon Veri Analizi

Her bir restriksiyon enzimi ile kesim sonucundasalu bant profilleri bir harf ile
kodlandi. Bant profillerine gére Bk Haplotip (Composite Haplotype) veri dosyasi
olusturuldu. Her bir populasyon icin haplotips@éli gi (Haplotype Diversity) ve haplotip
frekansi (Haplotype Frequency) hesaplandi (Nei, 1987). Her bir popualaggatkleotid
cssitlili gi (Nucleotide Diversity) haplotipler arasindaki kesim bdlgesine dé@saplandi.
Populasyonlar arasindaki farkhfaa (Divergency) REAP (Restriction Enzyme Analysis
Programme) programi kullanilarak belirlendi (McElroy ve ark., 1399%aplotipler
kullanilarak kékstiz DOLLO parsimongaclari PHYLIP ver. 3.5¢c programi kullanilarak
elde edildi (Felsenstein, 1993). Molekuler varyansildal (AMOVA) farkli dizeylerde
ARLEQUIN 3.1 programi kullanilarak analiz edildi: populasyon ici, popydalar arasi
ve olwturulan gruplar arasi (Schneider ve ark., 1996). Molekuler varyamisnaiave FST
degerleri 1000’lik permutasyon ile istatistiksel olarak gddendirildi. Bu filogenetik
analizlerin yorumlanmasinda Abaizzet Baysal Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Bolimi Ogretim Uyesi Dog. Dr. Serap MUTUN yardimci oldu.

3.8. K. marxianus Maya Sularinin Hiicre Disi Proteaz, Lipaz ve Ureaz Enzim
Aktivitelerinin Kalitatif Olarak Belirlenmesi

3.8.1. Huicre dgI proteaz aktivitesi

K. marxianus maya sglarinin ve referans maya sunun hiicre @i proteolitik
aktivitelerinin belirlenmesi icin PCA-SM (5,0 g/l (w/v) Peptomerh casein, 2,5 g/l (w/v)
Yeast extract, 1,0 g/l (w/v) Glikoz, 15 g/l (w/v) Agar ve % 50 Skmk) ve YP-D-SM
(10 g/l (w/v) Yeast extract, 20 gr/l (w/v) Bacto-peptone, 10/V) Glikoz, 15 g/l (w/v)
Agar ve % 50 Skim milk) kati besi ortamlari kullanildi (Koburger, 19X2Ison ve
Young, 1986). Glikoz iceren zengin besi ortaminda Uretilen tazea rkéltirlerinden
hazirlanmg olan kati besi ortamlarinaubdamlatilarak 30C’de 15 gun inktbe edildi.
Maya kolonileri etrafinda okan transparent bolgenin capi giinlik dlgilerek kaydedildi.
7 gun sonunda zon galwran maya sgarinda yuksek proteolitik aktivite olarak
degerlendirilerek pozitif sonug¢ kabul edildi. Daha sonraki giinlerde zoguolu gézlenen
maya sulari zayif proteolitik aktivite gosteren gar olarak dgerlendirildi. Zon olgumu
gostermeyen maya garinda ise proteolitik aktivite bulunmagindan negatif olarak
degerlendirildi.
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3.8.2. Huicre dsi lipaz aktivitesi

K. marxianus maya ssglarinin ve standart maya suwnun htcre di lipolitik
aktivitelerinin belirlenmesi icin PCA-SM (5,0 g/l (w/v) Peptomerh casein, 2,5 g/l (w/v)
Yeast extract, 1,0 g/l (w/v) Glikoz, 15 g/l (w/v) Agdr01% Kalsiyum klorid ve 0.5 %
Tween 40) kati besi ortami kullanildi (Koburger, 1972). Glikoz mgezengin besi
ortaminda Uretilen taze maya kultlrlerinden hazirlanotan kati besi ortamlarinaub
damlatilarak 28-3@’de 15 gun inktbe edildi. Lipolitik aktiviteye sahip maya kolonileri
etrafinda kalsiyum palmitatin ¢okmesi sonucusatuzon pozitif sonug, 15 giin sonunda
hala zon olgumu gostermeyen mayastarinda ise negatif sonug olarakgedendirildi.

3.8.3. Hicre ds! Ureaz aktivitesi

K. marxianus maya ssglarinin ve standart maya ssunun hicre &1 Ureaz
aktivitelerinin belirlenmesi icin Christensen urea medium (1,Qw) peptone, 1,0 g/l
(w/v) Glikoz, 5 g/l (w/v) Sodyum klorid, 2 g/l (w/v) Potasyum dihidmoj@sfat, 0,012 g/l
(wiv) fenol red, 20 g/l (w/v) Agar ve 20 g/l (w/v) Ure) besi ortahazirland. Filtre
sterilizasyonu yapilan tre daha sonra besiyerine ilave edilerek Ioesn y#1 deseri 6,8 e
ayarlandi. (Seeliger, 1956; Difcd998; Winn, 2006). Glikoz iceren zengin kati Greme
ortaminda bulunan taze maya hicrelerinin besi yerlerine ekiyapriarak 30C'de 5 gin
inktibe edildi. Ureme ortamini koyu pembe-kirmizi renge gifinén maya syari tUreaz

aktivitesi pozitif olarak dgerlendirilirken renk doniiimi goéstermeyen (sari-turuncu) besi
ortamlarindaki maya slarinda negatif sonuc olarak gelendirildi.

3.9.K. marxianus Maya Suslarinin invertaz ve B-galaktozidaz Enzim Aktivitelerinin
Kantitatif Olarak Repres—Derepres Sartlarda Belirlenmesi

K. marxianus maya sslarinin invertaz vep-galaktozidaz enzim aktivitelerini
belirleyebilmek icin maya hucreleri YP-D (10 gr/l (w/v) Yedsxtract, 20 gr/l (w/v)
Bacto-peptone ve % 2 Glikoz) iceren sivi kiltirlerde gamafaza kadar 28-30°C ve 120
rom’'de 16-18 saat calkalamayla uretildi. Daha sonragdurgdaz maya kulttrlerinden
repressartlar icin YP-D ve derepresrtlar icin YP-G (10 gr/l (w/v) Yeast Extract, 20 gr/|
(w/v) Bacto-peptone ve % 2 Gliserol) besi ortamlarinda taze kéntibglatilarak
logaritmik gamaya (Oly=1,0) kadar uretildi. Sivi kdltirde Uretilen maya hucreleri
santrifilj edilerek toplandi ve 5 ml sterilgd distile su ile yikandi.

Maya hucrelerinin invertaz enzim aktivitesini belirlemek igin ¢dliterek toplanan
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hiicreler 50 mM NaOAc pH 5 tampon ¢ozeltisi ile yikandi. Tekédatirilen hiicreler 200
pllik 50mM NaOAc pH 5,2, 2mM PMSF tampon c¢ozeltisinde c¢o6zildi. Bu hucre
cozeltisinden 50 pl alinip 200 p’lik 200mM sukroz ¢ozeltisiyle gtariarak 37 °C'de 15
dakika bekletildi. Reaksiyon periyodu sonunda enzim aktivitesi 50 pl, 184HTI pH 8,8
cOzeltisi eklenerek durduruldu. Reaksiyon sonucuseagikan glikoz miktari glikoz
oksidaz-peroksidaz reaksiyonu (GOD-POD) ile belirlendothe ve Lehle, 1998).
Tekrarlanan deneylerden elde edilen sonuclarin ortalamatamektivitesi sonucu aga
ctkan uM glikoz/ dakika/ 100mg kurwyzaik olarak hesaplandi. Mayalarin kurgid g
(ODeog=1) 0.5 mg olarak alindi (Coons ve ark, 1995).

Maya hicrelerininf-galaktozidaz enzim aktivitesini belirlemek icin c¢okturilerek
toplanan hucreler 1 ml steril @k distile su ile yikandiktan sonra tekrar ¢okturilerek
toplandi. Toplanan hucreler 200ullik permeabilizasyon tampon co6zeltisil (28f1
kloroform ve 20 ul 0.1%’lik SDS) icinde suspanse edildi (Guarente, 19883reH
suspansiyonundan 20- 40 ul Z tampon ¢ozeltisi (16,1 g/l (w/v) disodyum mdogtat-7
hidrat, 5,5 g/l (w/v) Sodyum fosfat mono bazik-7 hidrat, 0,75 g/l (w/v) gatasklorir,
0,246 g/l magnezyum silfat-7 hidrat ve 2,7 ml (dvinerkaptoetanol) iceren tip icine
transfer edildi. Stspansiyon 28°C’de 10 dakika inktbe edilerek Gizerine ZINRG ilave
edilerek zaman kaydedildi. Stispansiyon rengi sariya dimdieé reaksiyon 500 pl 1M
NaCO; ilave edilerek durduruldu ve tekrar zaman kaydedildi. Stispansiyonun absorbansi
420 nm’de belirlendi. Hicre suspansiyonlarindaki protein konsantrasyonlarry Low
metoduyla belirlendi (Lowry ve ark. 1951 -galaktozidaz aktiviteleri parcalanan milimol
ONPG/dakika/mg protein olarak verildi.

Enzim deneyleri heK. marxianus maya swu icin ikili set olarak ¢ kez tekrar edildi
ve ortalamalari alinarak standart sapmalari belirlendi.

3.10. K. marxianus Maya Sularinin Invertaz ve Inillinaz Enzim Aktivitelerinin
Repres—Derepressartlarda Belirlenmesi

Enzimatik aktivitelerine gore secilen mayalau ve referans maya gunun invertaz
ve indlinaz enzim aktivitelerini belirleyebilmek icin maya hiiereYP-D (10 gr/l (w/v)
Yeast Extract, 20 gr/l (w/v) Bacto-peptone ve % 2 Glikoz)agesivi kiltirlerde dugan
faza kadar 28-30°C ve 120 rpm’de 16-18 saat calkalamayla Uretilda $xaira durgan
faz maya kultirlerinden repreartlar icin YP-D (%2 glikoz ve %4 glikoz) ve derepres
sartlar icin YP-G (10 gr/l (w/v) Yeast Extract, 20 gr/l /(% Bacto-peptone ve % 2
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Gliserol) besi ortamlarinda taze kulttrlerslaéilarak logaritmik gsamaya (Olgy=1,0)
kadar dretildi. Sivi kilttrde dretilen maya hicreleri santrifllieeelk toplandi. Cokturilen
hiicreler steril sguk distile su ile yikandiktan sonra invertaz ve inllieazim aktiviteleri
belirlendi. invertaz aktiviteleri Bolum 3'te 9 numarali konushginda verildgi gibi
yapildi.

Maya hdcrelerinin intlinaz enzim aktivitelerini belirlemek iciBuzuki ve
arkadalarinin onerdii metod bazi dasiklikler yapilarak kullanildi (Suzuki ve ark.,
1988). Cokturulerek toplanan maya hucreleri once steglilsdlistile su ile, daha sonra
50mM NaOAc pH 5 tampon ¢ozeltisi ile yikandi ve 200ul’lik 50mM NaQ2oM PMSF
pH 5,2 tampon co6zeltisinde homojenize edildi. Bu hicre c¢ozeltisinden 50imup al
200ul'lik 200mM sukroz ¢ozeltisiyle katirilarak 55 °C’de 15 dakika ve 30 dakika inkiibe
edildi. Reaksiyon periyodu sonunda enzim aktivitesi 50 pl 1M Tris-HCBg@Hcozeltisi
eklenerek durduruldu. Reaksiyon sonucugacgikan glikoz miktar glikoz oksidaz-
peroksidaz reaksiyonu (GOD-POD) ile belirlen(lRothe ve Lehle1998) Tekrarlanan
deneylerden elde edilen sonuclarin ortalamalari enzim aktigtesicu a@a cikan uM
glikoz/dakika/100mg kurugrlik olarak hesaplandi. Mayalarin kurgi g1 (ODgp=1) 0.5
mg olarak alindi (Coons ve ari995).

Enzim deneyleri heK. marxianus maya swu icin ikili set olarak ¢ kez tekrar edildi
ve ortalamalari alinarak standart sapmalari belirlendi.

3.11.K. marxianus Maya Sularinin Hidrolitik Enzim Profillerinin Belirlenmesi

K. marxianus maya turlerinin enzim profillerinin saptanabilmesi icin kanfithtr
yontem olan; API-ZYM test sistemi (BioMérieux, Fransa) kulid. API-ZYM kit sistemi
bir tane negatif kontrol olmak Uzere igerisinde enzim substraunbal 20 kuyucuktan
olusmaktadir. API-ZYM test sistemi ile 19 farkl enzimin (Alkaliosfataz, Esteraz (C 4),
Esteraz Lipaz (C 8), Lipaz (C 14), Losin arilamidaz, Valitaaridaz, Sistin arilamidaz,
Tripsin, a-kimotripsin, Asit fosfataz, Naftol-AS-BI-fosfohidrolazg-galaktozidaz, -
galaktozidaz 3-glukuronidaz,a-glukozidaz, B-glukosidaz, N-asetip-glukozaminidaza-
mannosidazg-fukosidaz) varlgl hizli bir sekilde test edilmektedir. API-ZYM test sistemi
oldukca pahal bir kit sistemi ol@u icin enzimatik aktivitelerine gore secilen Kmb5,
Km38, Km63 ve referans. marxiaus maya selari test sisteminde kullanildi.

Maya htcrelerinin hticre glienzim profilleri zengin (10 gr/l (w/v) Yeast Extract, 20
ar/l (w/v) Bacto-peptone) ve minimal (1.6 g/l (w/v) Yeast bigen Base, 5.0 g/l (w/v)
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Ammonium sulfate ((NE,SQy) Greme ortaminda iki farkli karbon kayhada (% 2
glikoz ve % 2 gliserol) belirlendi. Karbon kaynailave edilmg uygun besi ortaminda
(YP-D, YP-G, YNB-D ve YNB-G) uretilen sivi kultirlerden malgécreleri ¢okturilerek
toplandi ve suspension medium ile tekrar suspense edildseBlde elde edilen sabit
hiicre degimindeki kultlr stispansiyonlarindan kitteki her bir hiicreye 65 pl kigekilde
transfer edilerek 28-30°C’ de 4 saat inkiibe edildkiibasyon siresi sonunda her bir
kuyucuyza ZYM A ve ZYM B cozeltileri eklenerek, 5 dakika oda sicgiida bekletildi.
Kuyucuklarda olgan renk, test kitleri ile birlikte verilen renk gerlendirme cizelgesine
gore yorumlanarak, referans mayauwswn ve dier secilerK. marxianus maya sglarinin
enzim profilleri belirlendi.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTI SMA

4.1. Sut ve Sit Urunlerinde Bulunan Maya Ygunluklar

Calismamizda Canakkale ilinin yerel pazarlarinda kendi drettikleri \&itsit
drtnlerini satan 9 farkl yoére halkindarg@ut, peynir, ygurt ve ayran ornekleri alinarak
laboratuara getirildi. Sodyum propiyonat iceren YGC besi ortanaagerekli miktarlarda
ve uygun seyreltmeler yapilarak ekimleri yapildi. Ureme ortdansayilabilir ygunlukta
bulunan maya kolonilerinin sayimlari yapilarak siut ve sut UrGnleringaki mayalarin
koloni olusturabilen birim dgerleri stt, ayran ve yrt icin CFU/ml, peynir érnekleri igin
CFU/mg olarak hesaplandi. Tum dreticilere ve 6rneklenen drinlere g@aya
yogunluklari Cizelge 4.1'de verildi. @isut, ygurt, ayran ve peynir érneklerinde bulunan
ortalama maya ygunlugu ise Cizelge 4.2'de verildi.

Incelenen @ sut, yagurt ve ayran orneklerinde en fazla mayasyalusuna S5
numarall Ureticinin @ sut érnginde (1,5X16 CFU/mI) rastlanirken en dilkk maya
yogunluguna S5 ve S6 numarali Ureticileringymt 6rneklerinde (1D CFU/mI) rastlandi.
S4, S7 ve S9 numaral Ureticilerin ot 6rneklerinde ve S-5 numaral dreticinin ayran
ornesinde maya uUremesi gozlenmedi. Peynir Urlnlerinde ise gilkkdilaya ygunlugu
(10° CFU/gr) S1 numarali Ureticinin Orgiede gozlendi.

Ortalama maya yaunlugu 1 mililitre islenmemg cig siit ve ayranda 010" CFU
arasinda dgésirken 1 gram peynirde 10 -4@CFU (10 -10° CFU/mg) olarak bulundu.
Yogurt drneklerinde ise ortalama mayagyalugunun 16 -10° CFU/ml arasinda dsti gi
goralda.

Genel olarak peynir (87 CFU/mg) 6rneklerinde mayguydugunun oldukcga dguik
oldugu cig sut (3500 CFU/ml) orneklerinde ise yuksek @duespit edildi. Ayran (860
CFU/ml) ve ygurt (700 CFU/mI) drneklerinde ise mayagymluklarinin birbirine yakin
oldugu gozlendi.
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Cizelge 4.1. St ve sut Urtinlerinde belirlenen mayaugtuklar

Urlin Kaynagi Ornek CFU/ml CFU/gr
Cig sir 2,3X1C -
s1 , .
Peyni - 10
ig s 3X10° -
S2 Cig _ 4
Peynil - 4X1C
Cig sir 4X10° -
S3 .
Yogurt 1,8X1( -
Cig sur 2X10° -
S4 Yogurt 0 -
Ayran 1,6X1C -
Cig sir 1,5X1C* -
S5 Yogurt 1C° -
Ayran 0 -
Cig sir 5X10° -
S6 Yogurt 1C° -
Ayran 7,1X1C -
Yogurt 0 -
s7 ,
Ayran 6,6X1(C -
S8 Peynir - 2,2X16
Yogurt 0 -
S9 i
Ayran 5X1C -

Cizelge 4.2. Toplanan orneklerdeki ortalama mayaugtugu (Mean CFU)

Ornek CFU/ml CFU/gr
Cig sir 3,5X1C° -
Yogurt 7X10° -
Ayran 8,6X1(° -
Peynil - 8,7X1("
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4.2. Tanimlanan Maya Tdrlerinin Sut ve Sut Urtinlerine Gére D&ilimi

Ornekleme yapilan 6 farkh gisut 6rnginden 110 maya su, 3 farkh ygurt
ornesinden 30 maya su, 4 farkh ayran orngnden 111 maya su ve 3 farkli peynir
ornezinden 53 maya su olmak lzere toplam 304 mayassuzole edildi.izole edilen
maya sglarinin YPD ve YP-Lac ureme ortamlarinda 30°C’de ve 40°C’de érsonuclari
Cizelge 4.3'te verildi. (3 sut drneklerinde glikoz iceren ortamda 40°C sicaklikta 49 maya
swu Ureme gosterirken 17 mayassuw30°C’de laktoz iceren ortamda Ureme gdsterdi. Bu
maya sglarindan yalnizca 16 tanesinin 40°C sicaklikta Ureyebildelirlendi. Yasurt
orneklerinden izole edilen 111 mayasgndan 53 tanesi laktoz iceren ortamda Ureme
gosterirken bunlardan yalnizca 38 tanesi laktoz iceren ortamda 4GaKlilda Greme
gostermedi. Ygurt 6rneklerinden izole edilen gardan 14 tanesinin peynir drneklerinde
ise 23 maya swnun hem laktozda hemde 40°C sicaklikta i@iettispit edildi. Laktoz
iceren ortamda Ureme gosterebilen 117 maya s@ bunlardan 91 tane izolat 40°C’de

Ureme gosterebildi icin olasiK. marxianus maya sslari olarak dgerlendirildi.

Cizelge 4.3.1zole edilen maya slarinin glikoz ve laktoz iceren besi ortamlarinda farkli
sicakliklarda treme testleri

Ureme Kosullari Cigsut | Yogurt Ayran Peynir | Toplam
YP-Glikoz-30°C 11C 3C 111 53 304
YP-Laktoz-30°C 17 14 53 24 108
YP-Glikoz-40°C 49 18 67 33 167
YP-Laktoz-40°C 16 14 38 23 9

izole edilen maya 6rneklerinin timi API ID 32C kit sistemi @eitlandi. Gi sut,
yogurt, ayran ve peynir érneklerindeandida inconspicua, Candida norvegensis, Candida
lambica, Candia tropicalis, Candida zeylanoides, Candida lipolytica, Candida utilis,
Candida parapsilosis, Candida famata, Candida colliculosa, Candida pelliculosa,
Candida lusitaniae, Candida sake, Candida melibiosica, Candida intermedia, Candida
guilliermondii, Rhodotorula mucilaginosa, Rhodotorula glutinis, Geotrichum capitatum,
Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis ve K. marxianus olmak Uzere toplan22
farkli maya turd tanimlandi. gisitten, y@urtan, ayrandan ve peynirden izole edilerek
tanimlanan maya turleri, her tire ait izolat sayisi ve 40°Gki®t iceren ortamda Ureme
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gosterebilen maya turleri Cizelge 4.4’te verildi.

Islenmemg siit 6rneklerinden 11 farkl maya tiri,gyot 6rneklerinde 5 farkli maya
turd, ayran orneklerinde 14 farkh maya turt ve peynir érneklerinde 6 fiaudkya tirt
tanimlandi.K. marxianus maya turt tum st ve st Urdnlerinde yiksek orandgainea
gosterirkenC. zeylanoides ve C. utilis maya tirlerininyalnizca ¢ sut orneklerinde(C.
colliculosa, C. lusitaniae, C. sake, C. melibiosica, R. glutinis ve G. capitatum maya
turlerinin yalnizca ayran orneklerind€, pelliculosa, C. intermedia ve C. guilliermondii
maya turlerininyalnizca peynir drneklerinde giam gosterdgi goraldo.

Cig sut orneklerindeC. lipolytica, C. norvegensis ve K. marxianus maya turlerinin
yogun olarak bulundgu goraldi. Tanimlanag. tropicalis, C. utilis, R. mucilaginosa, K.
lactis ve K. marxianus maya sglarinin 30°C sicaklikta laktozu kullanarak Greyebildikleri,
C. tropicalis, C. utilis ve K. marxianus maya sglarinin laktoz iceren ortamda 40°C’de
ureyebildikleri belirlendi. Y@urt 6rneklerindeC. parapsilosis ve K. marxianus maya
turlerinin 30°C sicaklikta laktozu hidrolize edebilirken yalniz€a marxianus maya
swlarinin 40°C’de laktozu kullanabilgli tespit edildi. Ayran érneklerind€. parapsilosis
ve K. marxianus maya turlerinin ygun olarak bulundgu, C. famata, C. colliculosa, G.
capitatum, K. lactis ve K. marxianus maya sglarinin laktozu kullanarak 30°C’de Greme
gosterirken, 40°C’de yalnizdd. famata, G. capitatum ve K. marxianus maya ssglarinin
laktozu karbon kayria olarak kullanabildii belirlendi. Peynir 6érneklerind€. pelliculosa
maya turinin ygun olarak bulunurkerC. famata ve K. marxianus maya sslarinin
40°C’de karbon kayra olarak laktozu kullanarak Greyebildikleri gérulda.

izole edilerek tammlanarC. inconspicua, C. norvegensis, C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. famata, C. utilis, C. lusitaniae, C. sake, C. melibiosica, G. capitatum ve K.
marxianus maya turleri glikoz iceren ortamda 40°C’de ureme gosteritelambica, C.
zeylanoides, C. lipolytica, C. colliculosa, C. pelliculosa, C. intermedia, C. guilliermondii,

R. mucilaginosa, R. glutinis, S. cerevisiae ve K. lactis maya turleri Greme gostermedi.
Laktozu kullanarak 40°C’de Ureme gosterebilen 91 mayansunC. famata, G. capitatum,

K. marxianus ve C. utilis maya tirlerine ait oldtu tespit edildi Bu turler API ID 32C
analizi 6ncesi olad(. marxianus maya turleri olarak tespit edilgti. Analiz sonrasinda gi
sutten 15, ygurttan 14, ayrandan 28 ve peynirden 13 olmak Uzere toplam 70 nyapd.su
marxianus olarak tanimlandi.
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Cizelge 4.4. Tanimlanan maya tirlerinin sut ve sit Urlnlerine gé@indindl ve izolat
sayilari
*Laktoz iceren besi ortaminda 40°C’de tUreme goOsterebilen maya turleri

Maya Sayis
Maya Turu : i
Cig Sut Yogurt Ayran Peynir
Candida inconspicua 4 1 - -
Candida norvegensis 25 - - -
Candida lambica 12 12 4 -
Candiatropicalis 4 1 - -
Candida zeylanoides 1 - - -
Candida lipolytica 33 - 1C -
Candida utilis* 1 - - -
Candida sake - - 1 -
Candida famata* - - 1 1C
Candida parapsilosis - 2 18 1C
Candida colliculosa - - 4 -
Candida lusitaniae - - 8 -
Candida melibiosica - - 2 -
Candida pelliculosa - - - 18
Candida intermedia - - - 1
Candida guilliermondii - - - 1
Geotrichum capitatun* - - 9 -
Rhodotorula mucilaginosa 1 - 6 -
Rhodotorula glutinis - - 7 -
Saccharomyces cerevisiae 13 - 12 -
Kluyveromyces lactis 1 - 1 -
Kluyveromyces mar xianus* 15 14 28 13
Toplanr 11C 3C 111 53

Genel olarak ayran orneklerinde mayaitié ginin ¢ig siut drneklerine gore daha
fazla oldgu belirlendi. Cg§ sitteki maya ygunlugu ayranda belirlenen maya
yogunlugundan yaklatk 5 kat daha ylksek olmasingzm@en maya cgtlili ginin ayranda
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¢cig sutten daha fazla olgu goraldu.

Cig sut, ayran, ygurt ve peynir Orneklerinden izole edilerek tanimlanidn
marxianus maya sslarinin 6rneklere goére @dimi ve argtirmanin buradan sonraki
kisimlarinda kullanilacak olaglem kodlar Cizelge 4.5'te verildi.

Cizelge 4.5izole edilerk. marxianus maya sslarinin érneklere gére gdimi ve kodlari

Izole Edildigi Ornek

. K. marxianus Maya Susu Kodu
(Toplam Izolat Sayist)

Km1, Km2, Km3, Km4, Km7, Km8, Km21, Km22, Km3
Km34, Km35, Km38, Km39, Km40, Km41
Km9, Km10, Km11, Km12, Km13, Km69, Km28, Kmz
Km30, Km31, Km32, Km70, Km37, Km51
Km14, Km15, Km16, Km17, Km18, Km19, Km20, Kmz
Km24, Km25, Km26, Km27, Km36, Km42, Km43, Km44,

Cig sit (15)

Yogurt (14)

Ayran (28)
Km45, Km46, Km47, Km48, Km49, Km50, Km52, Km53,
K54, Km55, Km67, Km68
. Km5, Km6, Km56, Km57, Km58, Km59, Km60, Km¢
Peynir (13)

Km62, Km63, Km64, Km65, Km66

4.3.K. marxianus Maya Suslarinin Asimilasyon ve Fermentasyon Testleri

K. marxianus olarak tanimlanan mayasarinin ve referans mayassunun (Kontrol,
K) % 2 Glikoz, % 2 Galaktoz, % 2 Laktoz, % 2 Sukroz, % 2 Maltoz ve Uix@l
karbon kaynaklarini iceren zengin (YP) besi ortaminda fermentaggileri yapildi.
Glikoz, galaktoz ve sukroz sonuclarn Cizelge 4.6'da, laktoz ve glisemaliclari Cizelge
4.7de verildi. Fermentasyon sirasinda salu organik asitler ve karbondioksit Greme
ortamin pH dgerini desistirmektedir. Karbondioksit c¢ikini tespit edebilmek icin
kullanilan Durham tiplerine ilave olarak pH indikatorii olan BromtimoVisiale Greme
ortamina ilave edildi. Bromtimol mavisi ortamin pHgde asidik oldgunda sari bazik
oldugunda ise koyu mavi renge damiirmektedir.

Calismamizda dreme ortaminin sari renge @dmil ve Durham tdpleri icindeki gaz
birikimi fermentasyon pozitif, ortamin maviye dénmesi ve gaz bilikjdzlenmemesi
fermentasyon negatif olarak ghrlendirildi. Fermentasyon hizi yuksek olan maya
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suslarinda daha kisa sirede renkgideni ve gaz birikimi gozlendi. Cizelgelerde maya

sularinin fermentasyon sureleri, 24 saat icinde sonug¢ verenler '+2+3 gin sonunda

sonug verenler ‘+++’, 4-5 glin icinde sonug verenler ‘++', 6-7 giin sansodug verenler

‘+’ ve fermentasyon yapamayanlar ise ‘- olarak tanimlandi.

Cizelge 4.6.zole edilenK. marxianus maya sslarinin glikoz, galaktoz ve sukroz iceren

zengin Ureme ortaminda fermentasyon testleri

Karbon
Kaynagi

K. marxianus Maya Suwsu

Fermentasyon
Sduresi

Glikoz

Tum K. marxianus maya sglari
(Km1-Km70)

++++

Galaktoz

Kml, Km5, Km6, Km7, Km9, Kml(
Kmll, Kml3, Kml4, Kml6, Kml7
Km18, Kml1l9, Km20, Km21l, Km22
Km23, Km24, Km25, Km26, Km27
Km28, Km29, Km30, Km31, Km32
Km33, Km34, Km35, Km36, Km37
Km38, Km39, Km40, Km4l, Km42
Km43, Km44, Km45, Km46, Km47
Km48, Km49, Km50, Km51l, Kmb52
Km53, Kmb54, Km62, Km65, Km66
Km70

++++

Km8, Km15, Km55, Km56, Km57, Km5!
Km59, Km61, Km63, Km67

+++

Km3, Km4, Km6:-

++

Km68

Km2, Km12, Km60, Km69

Sukroz

Kml, Km2, Km5, Km6, Km7, Km8, Km¢
Km10, Kmll, Kml3, Kml4, Kml5
Km1l6, Kml7, Kml8, Km1l9, Km2(
Km21l, Km22, Km23, Km24, Km25
Km26, Km27, Km28, Km29, Km3(
Km31l, Km32, Km33, Km34, Km35
Km36, Km37, Km38, Km39, Km4dQ
Km4l, Km42, Km43, Km44, Km45
Km47, Km48, Km49, Km50, Kmb5J]
Km52, Kmb53, Kmb54, Kmb55, Kmb56
Km57, Km58, Kmb59, Km6l, Km64
Km66, Km67

++++

Km3, Km4, Km12, Km46, Km60, Km6
Km63, Km65, Km69

+++

Km7C

++

Km68
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Cizelge 4.7.1zole edilenK. marxianus maya sslarinin laktoz ve gliserol iceren zengin
ureme ortaminda fermentasyon testleri

Karbon
Kaynagi

Fermentasyon

K. marxianus Maya Susu Siiresi

Kmil, Km2, Km3, Km4, Km9, Kml(
Kmill, Kml3, Kml4, Kml5, Kml6
Km1l7, Km18, Km2l, Km22, Km23
Km24, Km25, Km26, Km27, Km28
Km29, Km30, Km3l, Km32, Km33
Km34, Km35, Km36, Km37, Kma38
Km39, Km40, Km4l, Km42, Km43
Laktoz Km44, Km45, Km47, Km48, Km49
Km50, Kmb51, Kmb52, Kmb53, Kmb54
Km55, Km56, Kmb57, Kmb58, Kmb59
Km60, Km6l, Km62, Km63, Km65
Km66

Km5, Km6, Km7, Km20, Km6 +++
Km8, Km46, Km6 ++
Km12, Km19, Km68, Km69, Kmi -
Km12, Km17, Km43, Km6 ++++
Kml1l, Km6: +++
Kml, Km2, Km4, Km5, Km6, Km7, Kmé¢
Kml13, Kml5, Kml1l6, Km19, Km2]
Km22, Km23, Km24, Km42, Km44
Km45, Km46, Kmb55, Kmb56, Kmb58§
Km59, Km60, Km63, Km64, Km65
Gliserol | Km68

Km3, Km9, Km18, Km20, Km25, Km3¢
Km48

Km10, Kml4, Km26, Km27, Km2¢
Km29, Km30, Km3l, Km32, Km33
Km34, Km35, Km36, Km37, Kma39
Km40, Km4l, Km47, Km49, Kmb5Q
Km51, Km52, Km53, Km54, Kmb57
Km61, Km62, Km66, Km70

++++

++

Asimilasyon testleri API ID 32C kit sistemi kullanilarak bieihdi ve elde edilen
sonuclar Cizelge 4.8 ve Cizelge 4.9'da verildi. Kullanilan kit sistdée D-Galaktoz, D-
Sakkaroz, N-Asetil-glukozamin, Laktik asit, L-Arabinoz, D-Sellibioz, D-Raitiz, D-
Maltoz, D-Trehaloz, Potasyum 2-Keto-glukonat, MetiD-glukopiranosit, D-Mannitol,
D-Laktoz, Inositol, D-Sorbitol, D-Ksiloz, D-Riboz, Gliserol, L-Rhanmdalatinoz, D-
Melibioz, Sodyum Glukuronat, D-Melezitose, Potasyum Glukonat, Levilinik asi
(Levilinat), D-Glukoz, L-Sorboz, Glukozamin, Siklohekzin (Aktidion) ve Eskuérrik
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sitrat olmak tzere farkli karbonhidrat ve azot kaynaklarinin kullanimini imeékiedir.

Cizelge 4.8izole edilerK. marxianus maya sslarinin farkli karbon ve azot kaynaklarinda
asimilasyon testleri-1

Karbon ve Azot Kaynagi K. marxianus Maya Swsu Asimilasyon Sonucu
D-Glukoz
D-Galakto:
D-Sakkaro Tum K. marxianus maya sglari +
D-Laktoz
D-Raffinoz
D-Maltoz
D-Trehalz
D-Sellibioz
2-Ketc-glukona

Metil-a-D-glukopiranosit

Inositol

L-Rhamno,

Péatinoz Tum K. marxianus maya selari -
Eritritol
D-Melibioz
Glukurona

D-Melezito:

Glukona

Levulinas
L-Sorbo:
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Cizelge 4.9izole edilerK. marxianus maya sslarinin farkli karbon ve azot kaynaklarinda
asimilasyon testleri-2

KarbKon veVAzot K. marxianus Maya Susu Asimilasyon
aynagi Sonucu
o ) Km9, Km12, Km59, Km68, Km69 +
N-Asetil-glikozamin
Diger K. marxianus swlari -
) _ Diger K. marxianus suslari +
Laktik asit
Km56, Km57, Km5: -
. Km1, Km2, Km33, +
L-Arabinoz
Diger K. marxianus swlari -
Kml, Km3, Km4, Km10, Kml2, Km1l3,
Km17, Km18, Km33, Km34, Km29, Km35,
+
D-Mannitol Km39, Km59, Km60, Km61, Km62, Km63,
Km64, Km65, Km66, Km67
Diger K. marxianus suslari -
. Diger K. marxianus sulari +
D-Sorbitol
Km9, Km34, Km6i -
_ Diger K. marxianus sulari +
D-Ksiloz
Km3, Km4 Km17, Km34, -
_ Km13, Km22, Km14, Km38, Km36 +
D-Riboz
Diger K. marxianus swlari -
Km2, Km3, Km4, Km5, Km6, Km7, Km8,
+
Gliserol Km12, Km13, Km17, Km22, Km37, Km38
Diger K. marxianus suslari -
. . Km2, Km9, Km68, Km69 +
Glikozamin
Diger K. marxianus suslari -

Tam K. marxianus maya sslarinin D-Glikozu, D-Galaktozu, D-Sukrozu, D-
Laktozu ve D-Rafinozu kullanarak Ureyebilirken D-Maltozu, D-Trehald2-Sellibiozu,
2-Keto-glukonati, Metila-D-glikozidi, inositolii, Ramnozu, Palatinozu, Eritritolii, D-

Melibiozu, Glukuronati, D-Melezitozu, Potasyum Glukonati, Levilinati v8otbozu

35



BOLUM 4 — ARASTIRMA BULGULARI VE TARTI SMA Tgba CELIK

asimile edemedi goruldi. K. marxianus maya sglarinin %95’ininN-Asetil-glikozamini,
D-Ribozu ve L-Arabinozu, %58inin Gliseroli ve %69'unun D-Mannitoli asimile
edemedii belirlendi. Maya sglarinin %95’inin ise Laktik asiti, D-Sorbitolli ve D-Ksilozu
asimile ettgi tespit edildi. TunK. marxianus maya sslarinin glikozu hem asimile hem de
fermente edebilg belirlendi.

4.4.K. marxianus Maya Tiriinden Genomik DNA izolasyonu ve Amplifikasyonu

K. marxianus maya hicrelerinden genomik DNA izolasyonu yapilarak DNA'nin
safligi ve miktari spektrofotometrik (A260/A280) yontemle tespit edildi. B@gesinin
(ITS1-5,8rDNA-ITS2) amplifikasyonu icin ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACGLGG-3’)
ve ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) primerleri kullanildiK. marxianus
referans maya suna ve dier izole edilen maya slarina ait PCR sonuclari isgekil 4.1,
Sekil 4.2, Sekil 4.3 veSekil 4.4'te verildi. Km67, Km68, Km69 ve Km70 mayaskr
hari¢c diger tim izole edilen maya garinda ve referans mayassnda yaklask 700 baz
cifti uzunlugunda DNA bdolgesinin amplifike olgw belirlendi. Km67, Km68 ve Km69
maya sglarinda yaklaik 450 baz cifti, Km70 maya sunda ise yakkak 850 baz cifti
uzunlysunda DNA bdolgesinin amplifike olgw belirlendi.

Km67, Km68, Km69 ve Km70 maya gari kullanilan kit sistemi ile %9&.
marxianus olarak tanimlanmti. Fermentasyon testlerinde 6zellikle karbon kgymdarak
laktoz kullanildginda Km68, Km69 ve Km70 maya starinin negatif sonug vergli
Km67 maya ssunun ise oldukca uzun siurede fermentasyon (++) yapgbgdralmistu.
Ayrica Km68 maya swnun sukrozu, Km69 maya sunun galaktozu ve Km67 maya
swunun maltozu fermente edemgidbelirlenmisti. Fermentasyon testleri ve son olarak
PCR sonuclarina gére bu dort mayauswnK. marxianus maya turt olmadiklarina karar

verilerek daha sonraki catnalardabu maya slari kullaniimadi.
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4.5. Restriksiyon Kesim Profilleri

Amplifikasyon sonrasi 6&. marxianus maya sslarinin ve referans maya ssuinun
ITS bolgesi PCR urtnletdaelll, Hhal (Cfol), Hinfl, Hpall (Mspl) ve Alul restriksiyon
enzimleri ile kesildi.

K. marxianus maya sglarinin Haelll enzimi ile kesim sonuclagekil 4.5 (Km1-
Km4 arasindaki sgar), Sekil 4.6 (Km5 ile Km22 arasindaki gar), Sekil 4.7 (Km23 ile
Km40 arasindaki slar), Sekil 4.8 (Km41 ile Km58 arasindaki gar) ve Sekil 4.9'da
(Km59 ile Km66 arasindaki slar) verildi.

K. marxianus maya ssglarinin Hhal (Cfol) enzimi ile kesim sonuclar$ekil 4.10
(Km1l-Km4 arasindaki slar), Sekil 4.11 (Km5-Km22 arasindaki gar), Sekil 4.12
(Km23-Km40 arasindaki slar), Sekil 4.13 (Km41-Km58 arasindaki gar) ve Sekil
4.14'de (Km59-Km66 arasindakigar) verildi.

K. marxianus maya sglarinin Hinfl enzimi ile kesim sonuclai$ekil 4.15 (Km1-
Km4 arasindaki siar), Sekil 4.16 (Km5-Km12 arasindaki gar), Sekil 4.17 (Km13-
Km30 arasindaki star), Sekil 4.18 (Km31-Km48 arasindaki gar) ve Sekil 4.19'da
(Km49-Km66 arasindaki slar) verildi.

K. marxianus maya sglarinin Hpall (Mspl)) enzimi ile kesim sonucla8ekil 4.20
(Km1-Km4 arasindaki slar), Sekil 4.21 (Km5-Km12 arasindaki dar), Sekil 4.22
(Km13-Km30 arasindaki slar), Sekil 4.23 (Km31-Km48 arasindaki gar) ve Sekil
4.24'te (Km49-Km66 arasindaki gar) verildi.

K. marxianus maya sglarinin Alu | enzimi ile kesim sonuclai§ekil 4.25 (Km1-
Km18 arasindaki siar), Sekil 4.26 (Km19-Km36 arasindaki gar), Sekil 4.27 (Km37-
Km54 arasindaki siar) ve Sekil 4.28'de (Km55-Km66 arasindaki gar) verildi. K.
marxianus referans maya sunun restriksiyorenzimleri ile kesim sonuclafekil 4.29'da
verildi.

K. marxianus maya sglarinin Haelll, Hhal (Cfol), Hinfl, Hpall (Mspl) ve Alul
restriksiyon kesimi sonucu elde edilen bantlarin buygikliesaplanarak Cizelge 4.10’da
verildi.

Tum K. marxianus maya sslarinin ITS bdlgesi PCR Urunlerinddaelll ve Hhal
enzimleri igin tek kesim profili gosterginden dolay! véHpall kesim bdlgesi bulunmamasi
nedeniyleHpall, Haelll ve Hhal enzim kesimlerinde polimorfizm gozlenmediinfl ve

Alul kesimleri ise iyi bir diskriminasyon gostegthden polimorfizm tespit edildi. Farkl

39



BOLUM 4 — ARASTIRMA BULGULARI VE TARTI SMA Tgba CELIK

profilleri iceren restriksiyon kesim sonuclari toplu olafakil 4.30’da verildi.

Referans maya su Alul kesimi sonrasinda gir izole edilerkK. marxianus maya
swlarindan farklh restriksiyon profili gosterdNul kesimi sonrasinda 400 bg¢-175 bg-120bcg
olmak Gzere 3 DNA parcasina ilave olarak yaiki&00 b¢ uzunlgunda bir DNA parcasi
gOzlenmgtir.

Eml EKEm2 KEm3 Kmd

S0
00

00

200

150

|
En

i
2

-
-
-
L and
- .
- -
-
-

Sekil 4.5. K. marxianus maya ssglarinin ITS boélgesi PCR UrUnleriniHaelll enzimi ile
kesim sonuclari (Km1-Km4).
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(hc) M Km53 Km6&60 Km6e1 Km62 Km&3 Km&d Kme5 Kmee M
700

500

400

300

Sekil 4.9. K. marxianus maya ssglarinin ITS boélgesi PCR UrUnlerinidaelll enzimi ile
kesim sonuclari (Km59-Km66).

Eml Em2 EKm3 Em4d

500 . 500
400 L 4no

00 F0:0

200 200
150

i 1020
75 15

50 >0

2 25

Sekil 4.10.K. marxianus maya sglarinin ITS boélgesi PCR Urunlerinidhal (Cfol) enzimi
ile kesim sonuglari (Km1 Km4).
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Km59 Km6&0 Km&1l Km62 Km63 Km64 Km65 Kmes M

Sekil 4.14.K. marxianus maya selarinin ITS bélgesi PCR drtnlerintidhal (Cfol) enzimi
ile kesim sonuclari (Km59-Km66).

(bg)
FO0

SO

LT

300

200

Sekil 4.15.K. marxianus maya ssglarinin ITS bdlgesi PCR Urunlerinidinf 1 enzimi ile
kesim sonuclari (Km1-Km4).
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M KmS Km&é Km7 KmE8 KmZ% Kml0 Kmll Kmi2z M

b
700 .

Sekil 4.16.K. marxianus maya ssglarinin ITS bdlgesi PCR rlnlerinidinf | enzimi ile
kesim sonugclart (Km5-Km12).
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(bg) M KEml Km2 Km3 Kmd4 pm (bg)
700 F00

500 200

200 400

Sekil 4.20. K. marxianus maya sglarinin ITS bdlgesi PCR urunlerinikipall (Mspl)
enzimi ile kesim sonuglart (Km1-Km4).

m Km5 Km6 Km7 Km8 Km% Kmi0Kmil KmiZ p

- A . -
- o

Sekil 4.21. K. marxianus maya sslarinin ITS bdlgesi PCR urunlerinikipall (Mspl)
enzimi ile kesim sonuglari (Km5-Km12).
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4.6. Restriksiyon Bant Profilleri ve Veri Analizleri

Her bir restriksiyon enzimi ile kesim sonucundasalu bant profillerinin her biri bir
harf ile kodlanarak Cizelge 4.11'de verildi. Orneklenen st Urinlerirmbée edilen maya
turleri toplam iki farkli profil (Profil A ve Profil B) goste@ken kullanilan referans maya
swunun farkli bir profil (Profil C) olgturdusu go6zlendi. Bu nedenle daha sonraki
analizlerde referans maya sada kullanildi. Bilgik Haplotip (Composite haplotype)
tablosu ve cajilan her bir populasyonda (stt ve sit drintnde) bulunan haplotiplerin
frekansi Cizelge 4.12'te verildi. En yaygin (frekansi en yiuksek) okgpiotip Tip 1
(AAAA) olup tim populasyonlarda (gisut, ygurt, ayran ve peynir) ve 63 bireyde
bulundu. Frekansi en glik (en az yaygin) haplotip Tip 2 (AABB) olup yalnizca 2
populasyonda (@isut ve ayran) ve 3 bireyde bulundu.

Cizelge 4.11. Restriksiyon kesimi sonrasisalubant profilleri

Haelll Hhal Hinfl Alul
PCR druni ~ 720 bp ~ 720 bp ~ 720 bp ~ 720 bp
280by 260by
400bp
630bp 180bp 180bp
175bp
Profil A 70bp 160bp 110bp
140bp
80bp 65bp
280by
400bp
180bp
. - 175bp
Profil B 110bp
120bp
75bp
500bg
400bp
Profil C 175bp
140bp
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Cizelge 4.12 Bilesik Haplotipler ve K. marxianus maya populasyonunda bulunan
haplotiplerin frekansi. (Bikgk haplotipler 4 restriksiyon enziminin kesimi sonucu
olusturulan profillere gore belirlenmiolup restriksiyon enzimlerinin siraslaelll, Hhal,
Hinfl ve Alul seklindedir.)

Haplotip Bilesik Haplotip Ci g sut Yogurt Ayran Peynir
Tip1 AAAA 13 12 25 13
Tip 2 AABB 2 0 1 0
Tip 3

AAAC 1 0 0 0

(Kontrol)

Ornek Sayisi - 16 12 26 13

Populasyon ici haplotip g#lili gi ve nikleotid cgitlili gi Cizelge 4.13'te verildi.
Haplotip caitlili gi en fazla (0,3417+0,14031) gt drneklerinin maya populasyonunda
bulunurken en diilk ayran o6rneklerinde (0,0769+0,06975) tespit edildi. Nikleotit
cesitlili gi en fazla g sut populasyonunda (0,017054) en az ise ayran populasyonunda
(0,005265) goruldi. Ygurt ve peynir orneklerinde haplotip ve nukleotidsigii gi
saptanmadi. Sut ve st Urlnlerinde ortalama haplotygliicgi (Average Haplotype
Diversity, AHD) 0,1046+0,00654 olarak ve nukleotidsitéi gi (Average Nucleotide
Diversity, AND) 0,005580+0,0000162 olarak hesaplandi.

REAP (Restriction Enzyme Analysis Programme) programi kudeakl her bir
populasyon i¢in hesaplanan populasyonlar arasi nikleaiitilicgi ve genetik farklilama
Cizelge 4.14'te verildi. Nukleotid g#lili gi (Nucleotide diversity) en yiksek gisut ve
ayran populasyonlari arasinda (0,011079) goéruldi. Ayran igirygopulasyonlari ve
ayran ile peynir populasyonlari arasindaki nikleotigitigegi ayni olup oldukca diik
(0,002632) hesaplandi. En yuksek nikleotid fariina deeri (0,000582) @ sut ile
yogurt populasyonu ve gisut ile peynir populasyonlart arasinda bulundu. Egikld
farklilasma (0,000080) ise gisut populasyonu ile ayran populasyonu arasinda tespit
edildi.
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Bu nedenle genetik farklgena yalnizca ygurt ve peynir maya populasyonlari ile ci

sut maya populasyonu arasinda bulundu. Populasyonlar arasi ortalamaichiglkiebli i
0,005760+0,0000034 ve niukleotid farkjiiaa dgeri 0,000181+0,0 olarak tespit edildi.

Cizelge 4.13. Populasyon ici haplotip ve nukleoti$itie ginin ortalamasi ve standart

hatasi (MeanzSE)

Haplotip Cesitlili gi Nukleotit Cesitlili gi
Populasyon _ _ . . ,
(Haplotype Diversity) (Nucleotide Diversity)
Cig Sut 0,3417+0,14031 0,017054
Yogurt 0,0000+0,0000 0,00000
Ayran 0,0769+0,06975 0,005265
Peynir 0,0000+0,0000 0,00000
Ortalama 0,1046+0,00657 0,005580+0,0000162

Cizelge 4.14K. marxianus maya populasyonlari arasindaki nukleotigittieé gi (pair-wise

nucleotide diversity) (Ust diagonal) ve genetik fa

rkma (nucleotide divergence) (alt

diagonal)
Cig Sat Yogurt Ayran Peynir

Cig Sat 0,009108 0,011079 0,009108
Yogurt 0,000582 0,002632 0,000000
Ayran 0,000080 0,000000 0,002632
Peynir 0,000582 0,000000 0,000000

Ortalama Nukleotid Gatlili gi 0,005760+0,0000034

Ortalama Nukleotid Farkliknasi 0,000181+0,0000000
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4.7. Filogenetik Analiz Sonuclari

Restriksiyon kesimleri sonucu glurulanK.marxianus maya ttrtine ait haplotip veri
dosyasi PHYLIP ver.3.5¢c programinda (Phylogenetic Inference gackarsion 3.5¢)
DOLLO agaci olgwturmak tzere kullanildi. Elde edilen koksiuz DOLLQ@aa Sekil
4.31’de verildi. Tip 2 (AABB) monofiletik bir ‘cluster’ okiuran Tip 1 (AAAA) ve Tip 3'e
(AAAC) gore daha ‘basal’ durumda bulundu.

Tip 2 haplotipi taiyan bireyler &irlikl olarak sit ve ayran 6rneklerinden izole
edildi. Tip 1 haplotipini tayan bireyler ¢k sit, ygurt, ayran ve peynir orneklerinden
izole edilirken, Tip 3 haplotipini okiuran tek birey cagmada referans mayassuolarak
kullanilan K.marxianus oldu. Elde edilen sonuclara gores gutteki K.marxianus maya
populasyonlarinin ger érneklere daliminda en 6nemli kaynak afturdusu belirlendi.

Sut ve sut Urunlerinden izole edilé& marxianus haplotipleri g6z dniine alinarak
Grup 1 (Cg sut maya populasyonunun bireyleri), Grup 2 gy ve ayran maya
populasyonlarinin bireyleri) ve Grup 3 (peynir pouplasyonunun bireyleri)kolimare 3
grup olwturuldu ve AMOVA (Analysis of Molecular Variance) analizleapildi (Weir ve
Cockerham, 1984; Excoffier ve ark., 1992; Weir, 1996). Referans maydasul profil
(Tip 3) olusturdugu igin sut 6rnekleri icinde gruplandirildi. Elde edilen sonuglar IG&ze
4.15'te verildi.

Yapilan analizlerde genetik varyansin % 97’'si populasyon icindstatkisel olarak
onemli (Fst: 0,02435, significant, p<0.01) bulundu. Gruplar arasi arasinda genetik
varyansin (e= %7; p<0.01) yine istatistiksel olarak 6nemli gidubulundu. Bununla
birlikte populasyonlar arasinda istatistiksel olarak 6nemli herhaingarklilasma (Fs=
negatif dger; p>0.5) gozlenmed..

e stooecs Tip 2 (Em3. Km4. Kml7)

b +-- Tip 3(Kontrol)

__,___ Tip 1{Diger K marxianus mava suslan)

Sekil 4.31.K.marxianus haplotiplerinin kokstiz Dollo parsimongaci.
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4.8. K. marxianus Maya Suslarinin Hiicre Disi Proteaz, Lipaz ve Ureaz Enzim
Aktivitelerinin Kalitatif Olarak Belirlenmesi

K. marxianus maya ssglarinin ve standart maya ssinun hicre @i proteolitik
aktivitelerinin kalitatifolarak belirlenmesi igin substrat olarak skim milk kullanildi. slay
kolonileri etrafinda olgan transparent boélgenin ¢api gunlik oOl¢ulerek kaydedildi. 7 gun
sonunda zon olturan maya sgari yiuksek proteolitik aktiviteye (++) ve daha sonraki
gunlerde zon okumu go6zlenen maya dari zayif proteolitik aktiviteye (+) sahip maya
suslarl olarak dgerlendirildi. 15 giin sonunda zon e@lunu géstermeyen mayastarinin
ise proteolitik aktiviteye sahip olmagi(-) belirlenerek elde edilen sonuclar Cizelge 4.
16’da verildi. K. marxianus maya sslarinin % 3’Unde ylksek proteolitik aktivite, %
32’sinde diguk proteolitik aktivite gdzlenirken % 65’inde aktivite gézlenmedi.

Maya suylarinin lipaz aktivitesini belirleyebilmek icin substrat olaralween 40
(Polyoxyethylene sorbitan monopalmitate) kullanildi elde edilen san@ikzelge 16'da
verildi. izole edilen tinK. marxianus maya sslarinda lipaz aktivitesine rastlanmadi.

Maya suylarinin Greaz aktivitesini belirleyebilmek icin substrat olared Kullanildi
ve sonugclar Cizelge 16’da verildi. Ureme ortamina ilave edileningikatorii (fenol red)
sayesinde, ureme ortaminin orijinal sari-turuncu rengini koyu pé&mineziya dongtiren
maya sglarinda Ureaz aktivitesi pozitif olarak gerlendirildi. Renk dongiimi
bulunmayan besi ortamlarindaki mayaslaunda Ureaz aktivitesi negatif sonuc¢ olarak
degerlendirildi. K. marxianus maya sglarinin % 6’sinda Ureaz aktivitesi gozlenirken, %

94’lUinde Ureaz aktivitesi gozlenmedi.

Referans maya sunda proteaz ve lipaz aktivitesi gbzlenmezken Ureaz aktivitesi
tespit edildi.
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Cizelge 4. 16izole edilerk. marxianus maya sglarinin ve referans mayassunun
proteaz, lipaz ve Ureaz aktiviteleri

K. marxianus Maya Swsu

Proteaz
Aktivitesi
(% orani)

Lipaz
Aktivitesi
(% orani)

Ureaz
Aktivitesi
(% orani)

Km23, Km24

++

(% 3)

Km1, Km4, Km9, Km17
Km20, Km25, Km26,
Km27, Km29, Km32,
Km36, Km37, Km40,
Km42, Km43, Km44,
Km46, Km47, Km56,

Km58, Km59

+

(% 32)

Km12, Km28, Km31,
Km48, Kontrol

(% 6)

Km2, Km3, Km5, Km6
Km7, Km8, Km10, Km11,
Km13, Km14, Km15,
Km16, Km18, Km19,
Km21, Km22, Km30,
Km33, Km34, Km35,
Km38, Km39, Km41,
Km45, Km49, Km50,
Km51, Km52, Km53,
Km54, Km55, Km57,
Km60, Km61, Km62,
Km63, Km64, Km65,
Km66

(% 65)

(% 94)
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4.9. Maya Tirlerinin Repres ve DerepresSartlarda Invertaz vep-galaktozidaz
Enzim Aktiviteleri

K. marxianus maya sslarinin invertaz ve [3-galaktozidaz enzim aktivitelerini
belirleyebilmek icin maya hucreleri YPD igeren sivi kilturlebdiegece uretilerek repres
sartlar icin %2 glikoz ve derepregartlar icin %2 gliserol iceren Ureme ortamlarina
aktanldi. Logaritmik gamaya kadar Uretilen kilttrlerden invertazivgalaktozidaz enzim
aktivitesi belirlendi.invertaz enzim aktivitesi aga ¢ikan pM glikoz/dakika/100mg kuru
agirhk olarak hesaplandi. Mayalarin kur@gidigl (ODgo=1) 0.5 mg olarak alindip-
galaktozidaz enzim aktiviteleri parcalanan mM ONPG/dakika/mxgepr olarak verildi.
Hucre suspansiyonlarindaki protein konsantrasyonlari Lowry metodaltiebdi (Lowry
ve ark., 1951).

Repres ve derepresrtlar icin elde edilen invertaz enzim aktiviteleri Cizelgd 7,
Cizelge 4.18 ve Cizelge 4.19'da verildi. Genel olarak tim izole e#ilenarxianus maya
sularinda invertaz enzim aktivitesinin yiksek gidugozlenirken 9 maya sunda (Km17,
Km23, Km24, Km25, Km26, Km29, Km36, Km37 ve Km42) repres ve dergprdarda
belirlenen enzim aktivitelerinin (R: 16,9 U-48,7 U; DR: 44,7 U-75,6 @edimaya
swlarindan daha diik oranda oldgu bulundu. Km13, Km15, Km22, Km30, Km54,
Km57, Km61l, Km62 ve Km66 maya garinda repres ve derepreartlarda ¢ok yiksek
invertaz aktivitesi (1000 U Uzerinde) go6zlenirken glikoz baskilamasluunkca digiuk
oldugu belirlendi. Km2, Km3, Km4, Km6, Km7, Km8, Km13, Km15, Km17, Km18,
Km21, Km22, Km23, Km28, Km29, Km31, Km32, Km36,, Km37, Km39, Km44, Km47,
Km48, Km52, Km53, Km54, Km57, Km58, Km61, Km62, Km63, Km64, Km65 ve
kontrol maya sglarinda 2 ile 10 kat arasinda glikoz baskilamasi gézlenirken Km24, Km25,
Km26, Km30, Km42 ve Km66 maya garinda glikoz baskilamasinin iki kattan daha az
oldugu tespit edildi. Km1, Km5, Km9, Km10, Km11, Km12, Km14, Km16, Km19, Km20,
Km38, Km45, Km46, Km49, Km50, Km51, Km55 ve Km56 mayalaunda glikoz
baskilamasinin 20 kattan daha fazla gldgozlendi. Km27, Km33, Km34, Km35, Km40,
Km41l, Km43, Km59 ve Km60 maya garinda ise invertaz enzim aktivitesi bulunmasina
ragmen glikoz baskilamasinin olmgdgdrulda.

Maya suglari arasinda invertaz enziminin dolayisiyla ilgili geninirkgh tarafindan
baskilanmasi  dgésken olmakla beraber glikozun tek gsb@a baskilamayi
gerceklgtiremedgi tespit edildi.
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Cizelge 4. 17izole edilenK. marxianus maya sslarinin (Km1-Km30) repres ve derepres
sartlarda invertaz enzim aktiviteleri

*Enzim Aktivitesi: Agiga ¢ikan pM glikoz/dakika/100mg kurgidik olarak verilmitir.

** Tam K. marxianus maya sglarinin invertaz enzim aktiviteleri igin Standart hatasi (SD)
%212’nin altinda oldgu igin gizelgede ayrica belirtiimesgtir.

K. marxianus Enzim Aktivitesi* (£SD**)
Maya Susu Repres (%2 Glikoz] Derepres (%2 Gliserol’

Km1 78,€ 4126,
Km2 512,¢ 3897,t
Km3 625,% 1425,
Km4 512,¢ 1785,
Km5 227,% 5450,:
Km6 449,1 2560,¢
Km7 468,¢ 3556,
Km8 627,1 2495 ¢
Km9 81,4 2456,
Km1C 61,€ 2517 (
Km11 20,z 3028, ¢
Km12 67,5 2296,¢
Km13 1054¢ 2461 ¢
Km14 88,¢ 5007 ,¢
Km15 1447 . 3728,¢
Km16 34,¢ 2598,:
Km17 18,¢€ 50,4

Km18 972,% 3909,¢
Km19 50,1 2879,
Km2C 65,1 3025,1
Km21 675,1 3525,¢
Km22 1027,: 2537,
Km23 41,1 75,€

Km24 30,¢ 47,5

Km25 48,7 75,%

Km26 44,. 68,1

Km27 3598t 2685,¢
Km28 734,% 1362,t
Km2¢ 29,¢ 63,<

Km3C 2290,¢ 3148,¢
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Cizelge 4. 18izole edilerk. marxianus maya ssglarinin (Km31-Km60) repres ve derepres

sartlarda invertaz enzim aktiviteleri

*Enzim Aktivitesi: Agiga ¢ikan pM glikoz/dakika/100mg kurgidik olarak verilmitir.

** Tam K. marxianus maya sglarinin invertaz enzim aktiviteleri igin Standart hatasi (SD)

%212’nin altinda oldgu igin gizelgede ayrica belirtiimestir.

K. marxianus Enzim Aktivitesi* (£SD**)
Maya Susu Repres (%2 Glikoz] Derepres (%2 Gliserol’
Km31 196,¢ 649,¢
Km32 202,4¢ 1163,¢
Km33 335,¢ 43,2
Km34 196,] 56,¢
Km35 281,¢ 47 ..
Km36 16,¢ 65,¢
Km37 36,¢ 50,z
Km38 168,: 49714
Km39 479,1 2659,
Km4C 134,. 54,4
Km41 268,¢ 42,2
Km42 32,¢ 447
Km43 225,z 57,¢
Km44 778,1 38772
Km45 120,z 4071,¢
Km46 86,¢ 5539,¢
Km47 394,: 2786,
Km48 459,: 4262 ¢
Km49 1542 5195t
Km5C 134~ 6082,¢
Km51 161,: 4801,
Km52 719,] 4032,(
Km53 574,¢ 2460,
Km54 1221t 4770,:
Km55 240,¢ 4102,¢
Km56 1922 4336,¢
Km57 1590, 3749,¢
Km58 583,2 4489,¢
Km5¢ 3927,: 3957,*
Km6C 4041 ¢ 4002 ¢
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Cizelge 4. 19izole edilenK. marxianus maya sslarinin (Km61-Km66) ve referans maya

swsunun repres ve dereprgatlarda invertaz enzim aktiviteleri
*Enzim Aktivitesi: Agiga ¢ikan puM glikoz/dakika/100mg kurgidik olarak verilmitir.

** Tam K. marxianus maya sglarinin invertaz enzim aktiviteleri igin Standart hatasi (SD)
%212’nin altinda oldgu igin gizelgede ayrica belirtiimestir.

K. marxianus Enzim Aktivitesi*( £SD**)
Maya Susu Repres (%2 Glikoz) Derepres (%2 Gliserol)
Km61 4098,: 8088,(
Km62 4454, 8121,.
Km63 806,z 3807,:
Km64 403,¢ 4075,¢
Km65 8601 4303,(
KmG66€ 39¢€0,¢ 4362,¢
Kontrol 518,( 4137,:

izole edilenK. marxianus maya sglarinin ve referans mayasunun repres ve
derepressartlarda belirlener3-galaktozidaz enzim aktiviteleri Cizelge 4.20, Cizelge
4.21 ve Cizelge 4.22'de verildK. marxianus maya ssglarinin repres ve derepres
sartlarda -galaktozidaz enzim aktiviteleri, invertaz enzim aktivitelerigére daha
distk olup Km1, Km3, Km4, Km23, Km33, Km35 ve Km63 mayglaunda glikoz
baskilamasi gorilmedi. B@r maya sglarinda 2 ile 6 kat arasinda glikoz baskilamasi
gozlenirken referans maya ssmmda yaklaik 40 kat glikoz baskilamasi tespit edildi.
Km39, Km44, Km46, Km48 ve Km65 mayastarinda derepregartlarda 1000 U Uzeri
enzim aktivitesine rastlandi.
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Cizelge 4.20izole edilenkK. marxianus maya sslarinin (Km1-Km30) repres ve derepres

sartlardaf3-galaktozidaz enzim aktiviteleri
*Enzim Aktivitesi: Parcalanan mM ONPG/dakika/mg protein olarak vegtimi

** Tam K. marxianus maya sglarinin invertaz enzim aktiviteleri i¢gin Standart hatasi (SD)
%6,5’in altinda oldgu igin gizelgede ayrica belirtiimestir.

K. marxianus Enzim Aktivitesi* (SD**)
Maya Susu Repres (%2 Glikoz Derepres (%2 Gliserol
Kml 60,4 67,¢
Km2 92,¢ 583,¢
Km3 51,7 29,¢
Km4 176,2 97,4
Kmb5 25,7 58,(
Km6 39,t 42,1
Km7 18,¢ 262,¢
Km8 120,¢ 842,
Km9 120,¢ 544.¢
Km1C 104,: 688,2
Km11 97,f 536,%
Km12 137,: 386,
Km13 61,: 265,z
Km14 71,C 574,z
Km15 131,¢ 170,¢
Km16 47,2 368,(
Km17 18,( 69,C
Km18 152,¢ 384,¢
Km1¢ 75,C 154,75
Km2C 69,2 438,]
Km21 38,¢ 186,(
Km22 10z2,5 42,2
Km23 123/C 121¢
Km24 53,4 168,:
Km25 104,( 2442
Km26€ 100,¢ 146,
Km27 125,¢ 349,¢
Km28 11,2 104,¢
Km29 35,¢ 93,4
Km3C 51,¢ 102,2
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Cizelge 4.21izole edilenK. marxianus maya sglarinin (Km31-Km60) repres ve derepres

sartlardaf3-galaktozidaz enzim aktiviteleri
*Enzim Aktivitesi: Parcalanan mM ONPG/dakika/mg protein olarak vegtimi

** Tam K. marxianus maya sglarinin invertaz enzim aktiviteleri i¢gin Standart hatasi (SD)
%6,5’in altinda oldgu igin gizelgede ayrica belirtiimestir.

K. marxianus Enzim Aktivitesi* (SD**)
Maya Susu Repres (%2 Glikoz Derepres (%2 Gliserol

Km31 11,2 36,F

Km32 21,: 75,¢

Km33 57,2 61,t

Km34 19,£ 338,¢
Km3E& 131t 62,¢

Km36 71,4 197,
Km37 84,1 199¢
Km38 99,¢ 184,k
Km39 199,( 1096,"
Kmaq 148,: 343,
Km41 82,2 334,¢
Km42 109,k 240,¢
Km43 22,1 243,1
Km44 99,¢ 1033,:
Km4t 110,] 599,]
Km4é€ 56,¢ 1173,¢
Kma47 60,7 805,k
Km48 35,7 1237,(
Km49 62,t 898,
Km5C 44.F 1942
Km51 78,¢ 904,<
Km52 49,z 434,
Km53 119,¢ 180,
Kmb4 57,2 561,:
Km5E 115¢ 992,1
Km56 40,1 970,¢
Km57 70,2 7642
Km58 79,5 747,z
Km59 942 505,2
Km6C 100,¢ 991,

76



BOLUM 4 — ARASTIRMA BULGULARI VE TARTI SMA Tgba CELIK

Cizelge 4.221zole edilenK. marxianus maya ssglarinin (Km61-Km66) ve referans maya

swsunun repres ve dereprgatlardaf3-galaktozidaz enzim aktiviteleri
*Enzim Aktivitesi: Parcalanan mM ONPG/dakika/mg protein olarak vegtimi

** Tam K. marxianus maya sglarinin invertaz enzim aktiviteleri i¢gin Standart hatasi (SD)
%6,5’in altinda oldgu igin gizelgede ayrica belirtiimestir.

K. marxianus Enzim Aktivitesi*( £SD**)
Maya Susu Repres (%2 Glikoz] Derepres (%2 Gliserol,
Km61 95,¢ 650,¢
Km62 2497 688,(
KmG63 723,% 466,¢
Km64 68,2 900,(
Km6S 1142 1223,¢
Km66 95,¢ 430,7
Kontrol 4,C 167,

4.10. Maya Tirlerinin Repres ve DerepresSartlarda Invertaz ve Inilinaz Enzim

Aktiviteleri

Elde edilen invertaz enzim aktivitesi sonuclarina gore yiksek irvekavitesine
sahip ve farkl oranlarda glikoz baskilamasigsayan Km5 ve Km38 (25-30 kat glikoz
baskilamasi), Km44, Km63 ve Km65 (3-5 kat glikoz baskilamasi) mglarisile referans
maya sgu invertaz ve inllinaz enzim aktivitelerini belirlemek icin $dici SecilenK.
marxianus maya sslarinin zengin treme ortaminda repres (% 2 glikoz) ve deréures
gliserol) sartlarda enzim aktiviteleri belirlenerek Cizelge 4.23'te dérilinilinaz

aktivitesini belirlemek icin 55 °C’de 15 dakika ve 30 dakika inkiibasyon sonrasi elde edilen

deserler Cizelge 4.23'te verildi. YUksek glikoz konsantrasyonunun invertazmenz
aktivitesine etkisini belirlemek icin %4 glikoz konsantrasyonunda iazeaktivitesi ve
intlinaz aktivitesi ol¢uldlu. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.23'te verildi.
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Invertaz enzim aktivitesinin tim mayaskrnnda 5 ile 30 kat arasinda baskilgndi
gozlendi. Glikoz konsantrasyonu iki katina c¢ikagidda Km5 maya swnda glikoz
baskilamasinin yald& iki kat azaldgl, Km44, Km63 ve Km65 maya garinda tersine
yaklasik iki kat arttgl, Km38 maya sgunda ise fazla desikligin olmadgl godzlendi.
Referans maya sunda ise artan glikoz konsantrasyonunda baskilamaninsyaia kat

arttig gozlendi.

Km44, Km63 ve Km65 maya slarinin intlinaz enzim aktivitesinde glikoz
baskilamasi gozlenmezkensdr sylarda 2 ile 9 kat arasinda baskilama go6zlendi. Ancak
bu baskilamanin olduk¢a az ofgu belirlendi. Glikoz konsantrasyonu iki katina
cikanldginda Km38 sgu hari¢ tum sglarda baskilamada agtgozlendi. Km38 maya
swsunda ise dgsiklik gozlenmedi.iniilinaz aktivitesinde inkiibasyon siiresi @rttda (30
dakika) enzim aktivitesinin repres ve dereprgstlarda dgisik oranlarda azalg
belirlendi.

4.11.K. marxinaus Maya Turuinun Hidrolitik Enzim Profilinin Belirlenmesi

API-ZYM test sistemi oldukca pahali bir kit sistemi giduicin izole edilen tunK.
marxiaus maya turleri bu test sisteminde analiz edilmedi. Repredevepressartlarda
Km44, Km63 ve Km65 maya slarinin invertaz ve indlinaz enzim aktiviteleri benzer
oldugundan Km65 maya su hidrolitik enzim aktivitesinin belirlenmesi icin secildi.
Ayrica Km5, Km38 ve referans mayasku API-ZYM test siteminde kullanildi. Maya
sular %2 glikoz ve %2 Gliserol iceren zengin ve minimal besararhda Uretilerek
hidrolitik enzim aktiviteleri belirlendi. Km5 maya gw icin elde edilen sonuclagekil
4.32’'de, Km38 icin elde edilen sonuclgekil 4.33'de, Km63 icin elde edilen sonuglar
Sekil 4.34'te ve referans maya ssuicin elde edilen sonuclagekil 4.35'te verildi.
Kuyucuklarda olgan renk, test kitleri ile birlikte verilen renk gkrlendirme cizelgesine
gore yorumlanarak mayagarina ait enzim profilleri Cizelge 4.24'te verildi.

Tum maya sglarinda Lipaz (C 14), Tripsing-galaktozidaz,p-glukuronidaz, o-
glukosidaz, N-asetif-glukozaminidaz,a-mannosidaz vex-fukosidaz enzim aktiviteleri
gozlenmedi. Esteraz (C 4), Esteraz Lipaz (C 8) ve Sistianaidaz enzim aktiviteleri ise
oldukca diguk (1-2) bulundu. Losin arilamidaz enzim aktivitesinin tim besi odamda
ve maya sglarinda ¢ok yuksek (5) olgu goralda.
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i Km3
TEST E]:_)ILEN
ENZIM
1 Kontrol
2 Allkalin fostataz
3 Esteraz (C 4)
4 Eslerars lipas (C 8)
5 Lipaz (C14)
6 L &sin arilamidaz
7 Valin arilamidaz
8 Sistin arilamidaz
9 Tripsin
10 o- Kimotripsin
11 Asil loslalaz
12 Naftol-AS-BI-fosfohidrolaz
13 - galaktosidaz
14 [- galaktosidaz
15 B- glukuronidaz
16 - glukosidaz
17 p- glukosidaz
18 N-asetil--glukosaminidaz
19 o- mannosidaz
20 a- fukosidaz

Sekil 4.32. K. marxianus maya sgunun (Kmb5) repres ve dereprgartlarda zengin ve
minimal treme ortaminda enzim aktiviteleri.
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i Kim38
TEST EDILEN
TNZINT YP-D YP-G YNB-D YNB-G
1 Kontrol
2 Allkalin fosfataz
3 Lsteraz (C 4)
4 Esteraz lipaz (C )
s Lipaz (C14)
6 LGsin arilarnidaz
7 Valin arilamidaz
8 Sistin arilamidaz
9 Tripsin
10 o- Kimotripsin
11 Asit tostataz
12 Naftol-AS-BI-fosfohidrolaz
13 u- galaklosidas
14 B- galakiosidaz
15 p- glukuronidaz
16 a- glukosidaz
17 p- glukosidaz
18 N-asetil-fB-glukosaminidaz
19 a- mannosidaz
20 a- fukosidaz

Sekil 4.33.K. marxianus maya sgunun (Km38) repres ve dereprgstlarda zengin ve
minimal ireme ortaminda enzim aktiviteleri.
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i Kim63
TEST E]?ILEN
ENZIN
1 Kontrol
2 Allkalin fosfataz
3 Lsteraz (C 4)
4 Esteraz lipaz (C )
s Lipaz (C14)
6 LGsin arilarnidaz
7 Valin arilamidaz
8 Sistin arilamidaz
9 Tripsin
10 o- Kimotripsin
11 Asit tostataz
12 Naftol-AS-BI-fosfohidrolaz
13 u- galaklosidas
14 B- galakiosidaz
15 p- glukuronidaz
16 a- glukosidaz
17 p- glukosidaz
18 N-asetil-fB-glukosaminidaz
19 a- mannosidaz
20 a- fukosidaz

Sekil 4.34.K. marxianus maya sgunun (Km63) repres ve dereprggstlarda zengin ve
minimal Ureme ortaminda enzim aktiviteleri.
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i Kontrol
TEST EDILEN
TNZINT YP-D YP-G YNB-D YNB-G
1 Kontrol ] f f?‘ 1
2 Allkalin fosfataz :
3 Lsteraz (C 4)
4 Esteraz lipaz (C )
s Lipaz (C14)
6 LGsin arilarnidaz
7 Valin arilamidaz
8 Sistin arilamidaz
9 Tripsin
10 o- Kimotripsin
11 Asit tostataz
12 Naftol-AS-BI-fosfohidrolaz
13 u- galaklosidas
14 B- galakiosidaz
15 p- glukuronidaz
16 a- glukosidaz
17 p- glukosidaz
18 N-asetil-fB-glukosaminidaz
19 a- mannosidaz
20 a- fukosidaz

Sekil 4.35. Referan&. marxianus maya sgunun repres ve derepregartlarda zengin
ve minimal Ureme ortaminda enzim aktiviteleri.
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Valin arilamidaz aktivitesi tiim maya suslarinda ve besi ortamlarinda goriildii. Enzim
aktivitesinin glikoz igeren zengin ilireme ortaminda Km38 ve Km63 maya suslarinda
yiiksek (4) olurken minimal iireme ortaminda enzim aktivitesinin oldukc¢a azaldigi
belirlendi. Km5 maya susunda enzim aktivitesi minimal lireme ortaminda (1) zengin lireme
ortamindan (2) daha diisiik oldugu goriildii. Tim maya suslarinda Naftol-AS-BI-
fosfohidrolaz enzim aktivitesi gozlenirken en yiiksek enzim aktivitesi glikoz igeren iireme
ortamlarinda Km38 (5) maya susunda gozlendi. Km5 (4) ve referans maya susunda (4)
glikoz iceren, Km38 (4) ve referans maya susunda (4) gliserol igeren zengin iireme
ortamlarinda enzim aktivitesi tespit edildi. Genel olarak gliserol igeren minimal lireme
ortaminda enzim aktivitesinin oldukca diistiigli ve Km38 maya susunda olmadig: tespit
edildi.

Tim maya suslarinin alkalin fosfataz ve asit fosfataz aktivitelerinde glikoz
baskilamasi goriilmedi. En yiiksek alkalin fosfataz aktivitesine Kmé63 (5) ve referans maya
(5) suslarinda glikoz i¢eren zengin iireme ortaminda, Km5 maya susunda (5) ise gliserol
iceren minimal lireme ortaminda rastlandi. Genel olarak gliserol igeren lireme ortamlarinda
asit fosfataz aktivitesi azalirken en yiiksek enzim aktiviteleri referans maya susunda (5)
YP-D iireme ortaminda ve Km38 (5) maya susunda YNB-D iireme ortaminda belirlendi

Tim maya suslarinin oldukc¢a yiiksek [-galaktozidaz enzim aktivitesine sahip
olduklar1 tespit edildi. Referans maya susunda repres ve derepres sartlarda zengin ve
minimal lireme ortaminda -galaktozidaz enzim aktivitesi cok yiiksek (5) tespit edilirken
glikoz baskilamasinin olmadig1 gézlendi. Benzer sekilde Km38 ve Km63 maya suslarinda
zengin lireme ortaminda glikoz baskilamasi goriilmedi. Minimal {ireme ortaminda Km65
maya susunun azda olsa enzim aktivitesi baskilanirken Km38 maya susunda baskilanma
gozlenmedi. Km5 maya susunda her iki iireme ortaminda da glikoz baskilamasi
gozlenirken Ozellikle minimal iireme ortaminda [-galaktozidaz enzim aktivitesinin
tamamen baskilandig1 belirlendi.

Referans maya susunun tiim lireme ortamlarinda oldukg¢a ytiksek B-glikozidaz enzim
aktivitesine sahip oldugu ve glikoz baskilamasina ugradig: belirlendi. Km5 maya susunda
zengin Ureme ortaminda glikoz baskilamasi goézlenirken minimal lireme ortaminda
baskilama goriilmedi. Tersine Km63 maya susunda ise minimal iireme ortaminda
baskilama gozlenirken zengin iireme ortaminda baskilamanin olmadigi belirlendi. Km

maya susunda zengin iireme ortaminda glikoz baskilamasina ugramayan oldukga diistik
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enzim aktivitesi belirlenirken minimal Greme ortaminda enzim aktivitesilgdi.

API-ZYM enzim aktiviteleri izole edilen maya garinda ve kontrol maya sunda
tespit edilen enzim aktivitelerinin mayastar arasinda digskenlik gostermekte oldiu,
glikoz baskilamasinin maya ssuna ve hucrenin fizyolojiksartlarina goére daskenlik
gosterdgi gorulmstar.

86



BOLUM 5 — SONUC VE ONERILER gha CELIK

BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Calismamizda Canakkale ilinin yerel pazarlarinda kendi Uurettikleri \sitstt
arunlerini satan 9 farkli Ureticidenggsut, y@gurt, ayran ve peynir drneklerinden maya
izolasyonu yapilngtir. Toplanan 6rnekler icerisinde en fazla maygwuduguna ¢§ sit
orneklerinde rastlanirken en @ik maya ygunluguna peynir drneklerinde rastlangtar.
Cig sut orneklerininglenmems ornekler olmasindan dolayr mayagymlugunun yiksek
citkmasi beklenen bir sonuctur. Peynir ornekleri ise kaynatilarak stliten sitten
yapildigl icin maya ygunlugunun diguk ¢ikmasi dgaldir. Ornekleme yapilan triinlerden
304 maya izole edilerek tanimlamasi gercgkiémistir. Agirhkh olarak Candida sp.
cinsine aitC. inconspicua, C. norvegensis, C. lambica, C. tropicalis, C. zeylanoides, C.
lipolytica, C. utilis, C. parapsilosis, C. famata, C. colliculosa, C. pelliculds lusitaniae,
C. sake, C. melibiosica, C. intermedia C. guilliermondiiolmak tzere 16 maya turR.
mucilaginosa, R. glutinis, G. capitatum, S. cerevisiae, K. ladi&. marxianusolmak
Uzere toplan®2 farkl maya tirt tanimlangtir. K. marxianusmaya tartinin tim sat ve
sut trdnlerinde yuksek orandagdam gosterdgi belirlenmistir.

Cig sitteki maya ygunlugunun ayranda belirlenen maya gymlugundan daha
yuksek olmasina pgmen maya cgtlili ginin ayranda daha fazla olgu belirlenmitir.
Ayranin slenmis sutten Uretildii ve laktozsekeri icerginin sutten daha dgtik olmasi g6z
ondne alindiinda bu durum beklenen bir sonugiti#ir. Yore ureticileri ¢ sttt gunluk
olarak ayrani ise daha 6nce yapilan 1 veya 2 gunligurftan hazirlayarak pazara
getirmektedirler. Haziran ve temmuz aylarinda hava sicakinktaryikseklgi de g6z
onune alindiinda yaklaik 48 saatlik zaman farkli maya turlerinin goasi icin yeterli bir
suredir. Ygurt 6rneklerinde tespit edile@. lambica, C. parapsilosise K. marxianus
maya tdrlerinin ayranda da bulunmasi bu olgisdesteklemektedir.

Laktozu kullanabilen ve 40°C’de uUreme gosterebi@nfamata, C. utilisve G.
capitatummaya turleri API ID 32C analizi 6ncesiuhtemelK. marxianusmaya turleri
olarak tespit edilmesine gmen analiz sonrasi bu 6rneklet marxianusmaya turleri
olmadgl tespit edilmgti. Bu durum klasik yontemlerde yagltanimlama olasginin
oldukca yuksek oldgunu gostermektedir. Analiz sonucglarina gore en fazla ayrandan
olmak Uzere toplam 70 maya o6gn&. marxianusolaraktanimlanmgtir. Tanimlanan tim
K. marxianusmaya sslari glikozu hem asimile hem de fermente edebilmektedir. Ancak
maya sglarinin timu galaktozu, sukrozu ve laktozu kullanabilmesigenea bir kismi
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fermente edebilmektedir. Ayrica mayslsmnin yaklgik olarak yarisinin gliserolu karbon
kaynagl olarak kullanamagi ve fermente edemed) laktoz ve galaktoz
fermentasyonlarinin ise tumk. marxianussularinda pozitif olmadii belirlenmgtir. Bu
durum K. marxianus olarak tanimlanan maya garinin metabolizmalari arasinda
farkhliklar oldugunu gostermektedir.K. lactis ve K. marxianus maya turleri
Kluyveromyces sginsinde bulunan ger maya tirlerinden ve ger nonSaccharomyces
maya tiirlerinden laktozu kullanabilme 6zellikleri ile ayirt etlili. OzellikleK. marxianus
maya turli yiksek sicakliklarda dahi respiro-fermentatif méyia dlarak bilinmektedir.
Ancak izole edilen bazi siarin (Km12, Km19, Km68, Km69 ve Km70) laktozu fermente
edemedii goralmdstar. Bu sylarin K. marxianusolmama ihtimali yiksektir. Yapilan bir
calismadaK. lactis olarak tanimlanan @o maya ssunun yapilan molekiler tanimlama
sonrasind&. marxianusmaya sselari oldusu tespit edilmgtir. Ayrica ayni caimadak.
marxinaus maya swlarinin maltoz, melezitoz ver-metil-glikoziti asimile edemedi
belirtilerek tir tanimlamalarinda molekiler yontemlerin  kullanimingerekliligi
gosterilmitir (Naumova ve ark., 2012). Aymrmamizda izole edilen v&. marxianus
olarak tanimlanan 70 maya ssmun maltoz, melezitoz ver-metil-glikoziti asimile
edemedii tespit edilmgtir. Bu maya sglarinin ITS bolgeleri molekuler tanimlama igin
kullanilarakK. marxianusolarak tanimlanan tim mayaskarinin molekuler tanimlamasi
yapilmstir. ITS bdlgesi PCR sonuclarina gére Km68, Km69 ve Km70 magtarsun K.
marxianus maya sglari olmadg gorilmistir. Fermentasyon sonuclarina gore Kme68,
Km69 ve Km70 maya slarinin laktozu fermente edemgdiespit edilmgti. Molekuler
tanimlama sonrasi bu garin farkli maya turleri oldgu belirlenmgtir. Bununla birlikte
fermentasyon sonuclarinda Km12 ve Km69 maygasuin laktozu fermente edemgdi
gozlenmesine gamen bu sglarin K. marxianustirler olduklari molekiler tanimlama
sonrasinda dgulanmstir. Km67 maya sgu ise tum testlerde pozitif sonu¢ vermesine
ragmen molekiler tanimlama sonrasinganarxianusmaya tirt olmagh goralmistar.
Molekuler tanimlama sonrasinda Km67, Km68, Km69 ve Km70 maglarsun maltoz,
melezitoz vea-metil-glikoziti asimile edememesine graen K. marxianusmaya tirleri
oldugu tespit edilmitir. Ayrica bu maya sdarl K. lactis maya turinede ait didlerdir.
Tim bu sonuclar tanimlanan maya slaunin  kesinlikle molekiler ydntemlerle
dogrulanmasi gereklidini bir kez daha gostermektedir.

K. marxianusve K. lactis maya turlerinin 5,8S —ITS rDNA bdlgesinin PCR ile
cogaltiimasi sonucu elde edilen parca buyukltkleri (720 bp-740 bp)sylakiarak aynidir
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(Kurtzman, 2003). Bu nedenle elde edikknmarxianustirlerinin PCR sonugclarina goére
K. lactis olma ihtimali vardir. Fakat yapilan bir gahada 740 bp buyuUk$iiindeki PCR
drtnunan Hinfl restriksiyon enzimi ile kesim sonucund& lactis maya sgunda
290+180+120+80+65 bp olmak tzere 5 DNA parc&Si,marxianus maya sgunda
240+185+120+80+65+50 bp olmak Uzere 6 DNA parcas! gebdilunmutur (Esteve-
Zarzoso ve ark., 1999). Ancakska bir calsmada kullanilarK. lactis maya sgu ile K.
marxianus maya ssglarinin 240+185+120+80+65+50 bp olmak lzere ayni restriksiyon
profiline sahip oldgu gorulmigtir (Querol ve ark., 1998). Cattnamizda izole eftimiz K.
marxianusmaya sglarinda, Km3, Km4 ve Km17 mayasari haric, 260+180+110+65 bp
uzunlygunda 4 DNA parcasi gozlengtir. PCR UGrininun buyuk§il yakaik 720 bp olup
kesim sonrasi DNA parcalarinin toplami 615 baz ciftidir ve toplami@a bp
swunda da tespit edilstir. Eksik olan baz ciftlerinin 50 baz ciftinden daha kicuk
parcalara kesilerek agaroz jelde gorintilenemeniabir. Ayrica 65 bp uzunfiunda
gozlenen band bdlgesi yakik esit uzunlukta ikinci bir band iceriyor olabilir, veya 110 bp
uzunlysunda band bélgesi yine benzekilde ikinci bir DNA pargasi iceriyor olabilir. Bu
durumun netlik kazanabilmesi igin farkh profil gosteren maygasunin Polyacrylamide
gel electrophoresis (PAGE) ile tespit edilmesi gereklidir.

Yapilan baka bir calsmadaK. marxinausmaya turi ileK. lactis maya turinurRsal
restriksiyon enzimi ile kesimi sonucunda g@o bant profillerinin  farkl oldgu
bulunmutur. K. lactis maya sgunda Rsal kesim boélgesi bulunmagh icin 740 bp
uzunlyggunda tek DNAparcasi (PCR drund) gozlenirki€n marxianusmaya sgunda
660+80 bp olmak lizere 2 DNA parcasi belirlegtmi(Querol ve ark., 1998). Ber bir
calsmada iseK lactis ve K. marxianusmaya ssglarinin molekuler karakterizasyonu
Hindlll restriksiyon enzim sonugclarina gore belirlestimi Secilen referank. lactis maya
turindeHindlll restriksiyon kesim bélgesi bulunmazken secilen refetansarxianus
maya turinde bir tane bulunmaktadir (Naumova ve ark., 2012). Bu nedenle ileride
yapacgimiz yayin cakmalar icin izole edilerK. marxianusmaya ssglarinin Rsal ve
Hindlll restriksiyon profillerinin belirlenmesi uygun olacaktir.

Referans maya sunun ITS bélgesinin PCR drtntndn Alul restriksiyon enzimi ile
kesimi sonrasinda 500 b¢ uzughmda bir band daha gozlengm. Kullanilan DNA’NIN
saf olmamasi veya kullanilan enzimin saf olmamasi enzimirriyete calsamayarak
parsiyel kesim yapmasina neden olabilir. PCR sonrasi yapilafikasyon glemi

89



BOLUM 5 — SONUC VE ONERILER gha CELIK

nedeniyle amplifike edilen DNA saftiAlul enziminin gerek Uretici firmanin sunglu
guivence ile gerekse gr sylarda enzimin olumlu calmasi nedeniyle parsiyel kesime
sebep olabilege disunulmemektedir. DNA bdlgesinde gozlenen metilasyonlarinda yine
parsiyel kesime neden olmasi muhtemeldir. Metilasyon 400b¢ ile 12@8abgqdaki Alul
kesim bolgesinde gercekhaisse bu bolgede parsiyel kesim gerce&tek yaklaik 500 bg
uzunlysunda kesilmengi bir DNA parcasi olgturabilir. Ancak bu durumda 175 bg-120bg
arasindaki kesim bdlgesinde de gercgddek parsiyel kesim sonrasinda yala275-330
bc¢ uzunlgunda bir DNA parcasinin daha g&icikmasi gerekirdi. Bu nedenle gdzlenen
500 bc¢ wuzunlgundaki DNA parcasinin  mutasyon nedeniyle kesim bdlgesinin
taninamasindan dolaylr bu DNA parcasi gozlgnwoiabilir. ITS bdlgesi cok tekrarli
dizilerden olgtugundan ve korunmamibodlgeleri icerdéinden kopyalardan bir kisminda
bu durum go6zlenirken bir kisminda gézlenmewe iki farkli band gézlenmesine neden
olabilir. Ayni maya sgunda dahi tekrarlar icerisindeki mutasyonlarin her tekrar icinde ayni
oranda ve bdlgede gerceftieedisini gostermektedir. Bu durum intraspesifik polimorfism
veya ITS heterogenity olarak tanimlagnue daha ©6nce birka¢ fungal tir icin rapor
edilmistir (O’Donnell ve Cigelnik, 1997; Okabe ve ark., 2001; Wang ve Yao, 2005).
Kluyveromyces cinsi i¢cinde bulunan tarlerin  @sik molekiler yontemler
kullanilarak yapilan tanimlama gahalari sonunda turler arasinda cok fazla yakinlik
oldugu gozlenmgtir (Naumov, 1988; Fuson ve ark., 1987; Sidenberg ve Lachance, 1983;
Viljoen ve ark., 1989; Lehmann ve ark., 1992; Belloch ve ark. 1997; Molnar ve ar., 1996).
Bu durum 0zellikle biyoteknolojik 6neme sati{p lactis ve K. marxianusmaya ttrlerinin
tanimlanmasinda problemlere neden olmaktadilactis maya turiiniin genom dizisini
belirleme cakmalari tamamlanmgtir (Bolotin-Fukuhara ve ark., 2000; Dujon ve ark.,
2004).K. marxianusmaya turiiniin genom dizisini belirleme galalari devam etmekte
olup dizilemeler tamamlanginda yeni molekiler markerlarin belirlenmesiyle tirlerin
tanimlamalari gaikli olarak yapilacaktir (Llorente ve ark., 2000; Souciet ve ark., 2000).
Tanimlanan maya slarinin dort farkli restriksiyon enzimi ile kesim sonucunda 2
farkl restriksiyon profili ve 2 farkh haplotip bulungu belirlenmgtir. En yaygin haplotip
(AAAA) tum st ve sut Urinlerindeki maya populasyonlarinda bulunurken emyapn
olan haplotip (AABB) ¢ st ve ayran maya populasyonlarinda bulugtoruHaplotip ve
nikleotid ceitlili gi en fazla ¢ sit ve ayran maya populasyonlarinda goérigtan
Nukleotid farkhlama (Nucleotide Divergency) derlerine gbére @ sit populasyonu ile
diger drinlerin maya populasyonlari arasinda genetik fagkidagozlenirken peynir,
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yogurt ve ayran populasyonlari arasinda genetik fagkh&a olmadgl tespit edilmgtir.
Olusturulan kokstuz DOLLO gacinda Tip 2 (AAAA) ‘bazal’ haplotip olup tim
populasyonlarda (gisut, ygurt, ayran ve peynir) bulunmaktadir. Genetik farkmaya
neden olabilecek populasyonlarin isg giit ve ayranda bulungu goralmitar. AMOVA
analizleri sonucunda populasyon i¢i varyansin yiuksek ve anlamigwlgwwpulasyonlar
aras! varyansin ise bulunmgdbelirlenmitir. Gruplar arasi varyansin anlamli olmasina
ragmen populasyon i¢i varyantsan dahgidiolduzu tespit edilmgtir. Tim bu sonuclar
cig sit maya populasyonunungdr sut trlnlerindeki maya populasyonlarinin hem tur
bazinda cgtlili ginde hem de genetik gdili ginde ana kaynak ofturdusunu
gostermektedir.

Molekuler yontemlerleK. marxianusolarak tanimlanan maya garinin timuinde
hiicre dg1 lipaz aktivitesine rastlanmazken birkac mayasusda yuksek proteaz
aktivitesine ve Ureaz aktivitesine rastlagimmi Bu durum yineK. marxianus maya
swlarinin hiicre du enzim aktiviteleri arasinda da farkhliklar ofgltnu géstermektedir.
Daha 6nce yapilan catnalarda benzer durum tespit edgmaya sglari arasinda lipolitik
ve proteolitik aktivite sonuclarinin farkh olgu, bazi sglarda proteolitik aktivite
gozlenirken bazilarinda bulunmgditespit edilmgtir (Devoyod, 1990; Viljoen ve
Welthagen, 1998).

K. marxianusmaya sglarinin repres ve derepressktiarda belirlenen hiicre di
invertaz ve [-galaktozidaz enzim aktiviteleri arasinda c¢ok buayuk farkhliklar
bulunmaktadir. Maya slarinin bir kisminda glikoz baskilamasingramayan c¢ok yiksek
seviyede invertaz aktivitesi gozlenirken bazi maygdasunda glikoz baskilamasina maruz
kalan invertaz aktivitesi gozlenstir. Benzersekilde glikoz baskilamasinggtamayan ve
glikoz tarafindan baskilangBrgalaktozidaz enzim aktiviteleri yine mayasku arasinda
degisiklik gostermektedir. Genel olarak mayaslsmnda [3-galaktozidaz enzim aktivitesi
invertaz enzim aktivitesinden dahastk olarak bulunmgtur.

Inulinaz enzim aktivitesi secilen mayaskunda repres ve dereprgsartlarda
belirlenmitir. indlinaz aktivitesinin invertaz enzim aktivitesinden daha yiiksekgolde
daha az glikoz baskilamasina maruz kaldespit edilmgtir. Glikoz baskilamasi igin
kullanilan %2 glikoz konsantrasyonu artirgohda glikoz baskilamasinin baziskuda
arttigl bazilarinda ise azalg gorulmistir. Indlinaz enzim aktivitesini belirlerken 15
dakikalik ve 30 dakikalik inktibasyon sureleri kullangim Uzun sire inklibasyona maruz
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kalan maya sglarinin timuande intlinaz enzim aktivitesinin repres ve deregadtarda
azaldgl gorulmdtir. Bu sonuca neden olabilecek Gi¢ sebep olabilir: Birincisi mayeesilic
intlinaz aktivitesi ile sukrozu hidrolize ederek ggicikardgl glikozun bir kismini tekrar
geri kullanabilir ve bu nedenle 6lgiilen enzim aktivitesjidiicikabilir. ikincisi ortamda
bulunan tim sukrozun (0,2M) hidrolize edilerek tikenmesi ve daha fazla gliedmi
olmamasidir. Dolayisyla ortamda bulunan gageikan) glikozun hicre igine alinarak geri
kullaniimasi sonucu guk aktivite gézlenmy olabilir. Bu olasilgl test etmek icin artan
substrat konsantrasyonunda enzim aktivitesinin belirlenmesi uygun otathjinciisu ise
acga cikan glikozun, glikoz baskilamasi glurmasi ve aktivitenin azalmasina neden
olmasi ihtimalidir. Fakat kullanilan sukroz miktari 0,2M olup,gaccikabilecek glikoz
miktari glikoz baskilamasi ojturacak konsantrasyonda (0,1% glikozgittér. Ayrica %

4 glikoz konsantrasyonunda olctlen intlinaz aktivitesi 30 dakika sonunda ol¢Ule@anl
aktivitesinden daha duktir. Glikoz baskilamasi olgu takdirde O&lgcilen enzim
aktivitesinin % 4 glikozda 6l¢ilen enzim aktivitesine yakin olmasi gerekirdi.

Yapilan bir camada indlinaz icin kodllKKmINU1 geninin transkript miktarinin
KmMiglp aracilgiyla sukroz, rafinoz ve indlin substratlarinin vgmhda azaldi
belirlenmitir (Lertwattanasakul ve ark., 2011). Fakat intlinaz enzim aktivitesadece
rafinoz ve indlin variginda ve yuksek sicaklikta baskilagigh sukrozda ise glikoz
baskilamasinin gozlenmgdibelirtilmistir. Rafinoz ve indlinin hidrolizini SC-intlinaz,
sukrozu ise CWA-inulinaz hidrolize etmektedir. Glikoz baskilamasigrayan enzimin
SC-intlinaz oldgu muhtemeldir. Ancak yapilan ¢ghada zamana Bh enzim aktivitesi
belirlenmemgtir.

Yurattigimuz calgmada 30 dakika sonra enzim aktivitesinde azalma gdzlenmesi
hiicre icinde baskilama gerceydeden sentezlenen transkriplerin translasygirayarak
aktif enzimleri olgturmasindan kaynakli olabilir. Bu nedenle % 4 ve % 2 glikoz iceren
ortamlarda zamana ganli olarak enzim aktivitelerinin belirlenmesi gereklidir.

Calismamizda indlinaz aktivitesini belirlemek icin substrat olarak aulkullaniidi.
Aciga cikan glikoz miktari 6lgllerek invertaz ve inilinaz aktivitebadirlendi. invertaz ve
intlinaz enzimlerinin sukroza kar afinitesi yiuksek olup, invertazin ise intline gar
afinitesi diguktir. Indlin yalnizca SC-inulinaz tarafindan hidrolize edilmektedir (Nam
ark., 1993; Phelps, 1965; Scherrer ve ark., 1974)si@amizda SC-inllinaz aktivitesine
bakilmadi ve substart olarak intlin kullaniimadi. Bu testlerin yaslmaha 6nce sunulan
tez Onerisinde de belirtiimedi. Tez kapsaminda yapilagngalarin yayina dontrilmesi
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icin bu analizlerin yapilmasi Ozellikle intlinaz aktivitesiningdosekilde belirlenebilmesi
ve yorumlanabilmesi icinsarttir. S/I oraninin az veya c¢ok olmasina gore inilinaz
aktivitesinin veya invertaz aktivitesinin vaglitespit edilmektedir. (Snyder ve Phaff, 1960;
Vandamme ve Derycke, 1983. marxianusmaya turtinde hem invertaz hem de inulinaz
aktivitesi bulundgu icin S/I oranin hesaplanarak hangi enzim aktivitesinin hangidirem
ortaminda bulundiu belirlenmelidir. Tim bu ¢aimalar glikoz baskilamasi kollarinda
tekrar edilmelidir. Onerilen tim bu analizlerin yapilmasingavanstir.

Km5, Km38, Km63 ve referans mayasku APl ZYM test siteminde kullanilarak
hiicrelerin hiicre @i hidrolitik enzim aktiviteleri APl ZYM test sistemi kulldarak tespit
edildi. Maya ssglarinin enzim profilleri fermente edilebilir karbon kagnaglikoz ve
fermente edilemeyen karbon kagnagliserol iceren zengin ve minimal besi ortamlarinda
belirlendi. Genel olarak tim mayastarinda Lipaz (C 14), Tripsing-galaktozidaz,p-
glukuronidaz, a-glukosidaz, N-asetip-glukozaminidaz, a-mannosidaz vea-fukosidaz
enzim aktivitelerine sahip olmatll goruldi. Dger enzim aktivitelerinde ise farkli
ortamlarda farklisekillerde sentezlendikleri ve mayaskr arasinda farkliliklar oldiu
go6zlendi.

Tam maya sglarinin oldukca yiksel3-galaktozidaz enzim aktivitesine sahip
olduklar tespit edildi. Km38, Km63 ve referans maysgusda repres ve dereprgatlarda
zengin ve minimal Ureme ortamin@agalaktozidaz enzim aktivitesi gozlenirken glikoz
baskilamasinagramadgl belirlendi. Ancak Km5 maya sunda her iki Greme ortaminda
da glikoz baskilamasi goOzlenirken oOzellikle minimal Ureme aridm3-galaktozidaz
enzim aktivitesinin tamamen baskilagdtespit edildi. Km5 maya sunun (3-glikozidaz
enzim aktivitesi zengin Ureme ortaminda glikoz baskilamasinarken minimal Greme
ortaminda baskilamaygamadgl bulundu. Km63 maya sunda iseB3-glikozidaz enzim
aktivitesinin - minimal dreme ortaminda baskilanirken zengin Ureareaminda
baskilanmady gorulda.

Maya sylarinin biyokimyasal yontemle belirlenef-glikozidaz (invertaz ve
intlinaz) vep-galaktozidaz enzim aktiviteleri ile APl ZYM testi sonucditbenen enzim
profilleri arasinda farkhlklar bulunmaktadir. Ogtie; Km63 ve referans maya sindaf-
galaktozidaz enzim aktivitesi APl ZYM sonuglarina gore tim loemlarinda glikoz
baskilamasinagramazken biyokimyasal testlerde glikoz tarafindan baskilanmakgidi

diger Km 38 maya swnun APl ZYM test sonuclarina gofeglikozidaz (invertaz ve
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intlinaz) enzim aktivitesi zengin Ureme ortaminda baskilanmazkeokibiiyasal test
sonucuna gore baskilanmaktadir.

K. lactis maya turindeKIKHT1/KIKHT2, KIKHT3, KIRAGlve KIHGT1 genleri
tarafindan kodlanan transporter proteinleri tanimlahmiKIKHT1/KIKHT2 ve KIRAG1
distk afiniteli glikoz transporteKIHGT1 ise yuksek afiniteli transporter proteinleridir.
KILAC/GAL regulonunda gorev alakILAC12 geni laktoz/galaktoz gegnmasinda goérev
alan permeaz proteini icin kodludur. KlLacl2psdki afiniteli glikoz transporter olup
yuksek galaktoz ve laktoz konsantrasyonunda srpalktadir. KILAC12 geninin
transkripsiyonu dier transporter proteinleri ile glikoz vaiina gére kontrol edilmektedir.
Hgtlp bulunmadiinda KILAC12 geninde glikoz baskilamasi gozlenirken Raglp ve
KIKht1p/KIKht2p transporterlarinin vagindaKILAC12 geni baskilanmaktadir (Suleau ve
ark., 2006) KIHGT1 geninin transkripsiyonu glikoz baskilanmasindan etkilenmemektedir
ve surekli ekspres edilmektedir. KIRag4 proteini glikoz sensér mioddip hiicre icinde
glikoz sinyali olgturmaktadir. KIRag4pS. cerevisiagnaya turtindeki Snf3p/Rgt2p glikoz
sensor proteinlerine yapisal olarak benzemektedir (Betina ve ark., 2RRag4p
olmadginda K. lactis maya sslarinda KIRAG1 gen transkripsiyonu gozlenmemektedir.
KIRAG1 geni KIRgtlp (Sralp) tarafindan baskilanmaktadir (Rolland ve ark., 2006).
Yuksek glikoz konsantrasyonunda KIRag4 proteini KIRgtl proteinini baskédkya
KIRAG1geni tzerindeki baskilamay kaldirir. ik afiniteli glikoz transporter proteinleri
olan KIRaglp ve KlLacl2p glikozu htucre icine alarak LAC/GAL regulonugtileoz
baskilamasi okiurur. Regulonda bulunagBrgalaktozidaz enzimi icin kodIKILAC4 geni
baskilanir ve enzim aktivitesi gozlenmez. sk glikoz konsantrasyonunda, KIRgtlp
KIRAGL1 genini baskilar ve KlLacl2p sentezi gozlenmez. Transpeviiise glikoz
baskilanmasindan etkilenmeyen KIHgtlp Gzerinden gergekidHgtlp yuksek afiniteli
glikoz transporter olup galaktoz tarafindan induklenir ve hicre igingiékdijlikoz sinyali
olusmasina neden olur. ik glikoz sinyali LAC/GAL regulonundaki genlerin derepres
olarak yuksel3-galaktozidaz enzimi sentezlemesinglsa.

K. marxianusmaya turinde hentiz tanimlagnglikoz sensoért ve/veya tranporter
proteinleri bulunmamaktadir. Ancak her iki maya turiinde LAC/GAL regohun benzer
sekilde sensor ve transporter Uzerinden kontrol edilme g@asiliksektir. Bu nedenle
calsmada K. marxianus maya ssglari arasinda gozlenen farkB-galaktozidaz enzim
aktiviteleri olasi glikoz transporter sistemleriningggk duizenlenmelerinden kaynakl
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olabilir.

K. lactis maya turindéKIRAG5 geni hekzokinaz igin kodlu tek kopya bulunan bir
gendir. KIRAG1 geni glikoz baskilanmasindan etkilenmemekte ve slrekli ekspres
edilmektedir. 4rag5 K. lactis maya ssglarinda KIRAG1 geninin transkripsiyonu glikoz
baskilamasina gnamaktadir. KLRag4 proteini KIRgtl proteinini (veya genini) KIRag5p
aracllgiyla baskiliyarakkKIRAG1 genini derepres ediyor olabilir. Bu durum#éaRAG1
geninin transkripsiyonuirag5 mutantlarinda baskilamayarayabilir. Ayrica bu durum
ASchxk2 maya sgwunda ekspres edilen KIRag5 proteininin glikozu fosforlayabilirken
glikoz baskilamasi sinyali ofturamamasini aciklamaktadir.

Aragb K. lactismaya sglarindaKIINV1 geninin transkripsiyonu glikoz tarafindan
baskilanmaktadir. Bu durunKIINV1 geninin KIRag5p tarafindan dolayli olarak
baskilandgini gostermektedir. KIMiglp vaginda ve yoklgundaKIINV1 geninde glikoz
baskilamasi gorulmektedinK. marxianus maya ssu rafinoz, sukroz veya inulinde
uretildiginde KmINU1 geninde glikoz baskilamasi goézlenmekte olup bu baskilanmanin
KmMiglp aracilgyla olduysu bilinmektedir. K. marxianus maya ssunda tanimlanan
KmHXK2geni glikoz baskilamasindan etkilenmektedir.

Tam bu sonuglar maya gari arasinda ayni enzim aktivitesinin dahi fagelkillerde
kontrol edildgini, glikoz baskilamasinin maya ssunda bulunan transport sistemine ve
hiicrenin fizyolojiksartlarina gore dgsken old@gunu géstermektedir.

Calismamiz sonucund&. marxianus maya sslarinin cevresel faktorlere kar
olusturduklari metabolik ve buna gla genetik cevaplar farkliliklar gbstermektedir. Maya
hiicresinin bulundgu ortamsartlarina gére fizyolojik cevaplari ayni tir icinde tamamen
degisiktir. K. marxianusmaya turt respiro-fermentatif maya turlerinden olup oksijen
varliginda fermentasyon yapabilmektedir. Bu nedenle hem fermentasyongecekli
genlerin hemde respirasyon icin gerekli genlerin regulasygncerevisiagnaya tiriine
benzemekle beraber transkripsiyon ve translasyon basamaklarinddlikiar
gostermektedir. Glikoz baskilamasirn marxianusmaya turinde. lactis maya tirtine
benzer olmakla beraber tercih edilen karbon kgyreagore farkliliklar gostermektedir.
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