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OZET

Kluyveromyces lactis dnemli bir endiistriyel maya tiliriidiir. K. lactis’in farkli
suslar1 laktaz enzimi ve bazi rekombinant proteinlerin iiretiminde kullanilmaktadir. K.
lactis gesitli habitatlarda bulunabilir. K. lactis ¢ogunlukla siit ve peynir 6rneklerinden
kolaylikla saf kiiltlir olarak izole edilmektedir. Bu arastirmada Bursa ilindeki yerel
tireticilerden saglanan siit ve peynir orneklerinden 6 farkli K. lactis susu izole edildi.
Izole edilen bu K. lactis suslarinda glikojen miktari, laktaz ve invertaz aktiviteleri
belirlendi. Saf kiiltiir olarak izole edilip tanimlanan K. /actis suslarinin standart K. lactis
susuna gore laktaz ve invertaz aktivitelerinde dnemli farkliliklar belirlendi. Bu K. lactis
suslarinin LAC4 ve LACY genlerinin baz1 yapisal 6zellikleri de incelendi. Elde edilen
sonuglar Bursa ilindeki yerel iireticilerden elde edilen siit ve peynir 6rneklerinden izole
edilen K. lactis 6rneklerinin farkli metabolik 6zellikleri olan yeni K. lactis suslari

oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Kluyveromyces lactis, Laktaz, Invertaz, gen ekspresyonu, maya

florasi, molekiiler sistematik, Ribozomal DNA.
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ABSTRACT

Kluyveromyces lactis is an important industrial yeast species. Different strains of
K. lactis are widely used in the production of lactase and also certain recombinant
proteins. K. lactis can be found in a variety of habitats. K. lactis species are easily
isolated from milk and cheese samples as a pure culture. In this research 6 different K.
lactis strains from milk and cheese samples, obtained from local producers in Bursa
province, are isolated. In these isolated K. lactis strains their glycogen amounts, lactase
and invertase activities are determined. Important differences in lactase and invertase
activities of K. lactis strains which are isolated and described as pure culture, are found
as compaired with standard K. lactis strain. Some of the structural features of LAC4 and
LACY genes of these K. lactis strains are also examined. The results show that K. lactis
strains isolated from milk and cheese samples obtained from local producers in Bursa

province are the new K. lactis strains with their different metabolic properties.

Key Words: Kluyveromyces lactis, Lactase, Invertase, gene expression, yeast flora,

molecular systematics, Ribosomal DNA.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi
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AD: Aktivasyon Domaini
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CFU: Colony Forming Unit (Koloni olusturan birim)
dk: Dakika

DNA: Deoksiriboniikleik asit
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GAL: Galaktoz

Glc: Glukoz

Glc6P: Glukoz 6 fosfat

GOD: Glukoz oksidaz

GOD-POD: Glukoz oksidaz peroksidaz

GOS: Galaktooligosakkarit
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GRAS: Generally Regarded As Safe (Giivenli Mikroorganizma)
GSK: Glikojen Sentaz Kinaz

HGT1: High-affinity Glucose Transporter (Yiiksek afiniteli glukoz tasiyicisi)
ITS: Internally Transcribed Spacer

Kb: Kilobaz
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1. GIRIS

Kluyveromyces lactis c¢esitli endiistriyel alanlarda yaygin olarak kullanilmakta
olan 6nemli bir maya tiiriidiir. Herhangi bir patojenik etkisi olmadigi i¢in uzun siire
once giivenli mikroorganizma olarak kabul edilmistir. K. /actis ¢ok c¢esitli habitatlarda
bulunabilen fakat cogunlukla siit ve c¢esitli siit iirlinlerinde dogal floraya ait bir
mikroorganizma olarak bulunur (Schaffrath ve Breunig 2000). Giivenli mikroorganizma
oldugu i¢in 6nemli kullanim alanlar1 olan laktaz enzimi {liretiminde ve bazi terapatik
enzim ve hormonlarin tiretiminde konak organizma olarak kullanilmaktadir (van Ooyen

ve ark. 2006).

K. lactis’in genom yapis1 ayrintili olarak incelenmistir. K. lactis diger bir
endiistriyel mikroorganizma olan S. cerevisiae’ya genetik olarak yakin olmakla birlikte
genomu S. cerevisiae’dan daha kiigiik ve toplam gen sayisi1 da S. cerevisiae’dan daha
azdir (Bolotin-Fukuhara ve ark. 2000, Fukuhara 2006). K. lactis’de gen klonlama ve
heterolog gen ekspresyonu i¢in cesitli vektorlerin ve secilebilir marker genlerin
bulunmasi, kolay iiretilebilmesi, stabil transformantlar olusturabilmesi gibi 6zellikleri
nedeni ile molekiiler genetik caligmalari i¢in uygun bir eukaryotik organizmadir.
Kluyveromyces genusu genetik ve metabolik 6zellikleri olduk¢a farkli Kluyveromyces
tiirleri de icermektedir. Fakat K/uyveromyces genusunda genom yapisi ve metabolik

ozellikleri en 1yi analiz edilmis tiir K. lactis’dir.

K. lactis’in farkli suslart ¢esitli endiistriyel amaglar i¢in kullanilmaktadir. Bu
nedenle farklt metabolik Ozellikleri olan yeni K. lactis tiirlerinin tanimlanmasi ve
genetik Ozelliklerinin belirlenmesi hem temel ve hem de endiistriyel uygulamalar i¢in
onem kazanmustir. Bu arastirmada Bursa ilinde {iretilen siit ve bazi peynir 6rneklerinde
dogal flora olarak bulunan 6 farkli K. lactis susu izole edilip baz1 genetik ve metabolik
ozellikleri incelendi. izole edilen yeni K. lactis drneklerinin metabolik &zelliklerinin

standart K. lactis susuna gore bazi metabolik o6zelliklerinde Onemli farkliliklar

belirlendi.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2. 1. Kluyveromyces lactis’in Genel Ozellikleri

Kluyveromyces lactis dogal habitati ¢ok degisken olabilen Ascomycetes
simifinda yer alan bir maya tiiriidiir. K. lactis’in orijinal susu siit ve siit iiriinlerinden
saflagtirilmistir. Bu nedenle daha c¢ok siit ve siit drlinlerinden izole edilmeye
calisiimaktadir (Wesolowski-louvel ve ark. 1996, Lachance 2007). K. lactis’in optimum
tireme sicakligr 28-30 °C’dir. Hayat dongiisii S. cerevisiae’ya benzemekle birlikte S.
cerevisiae’dan farkli olarak diploid K. lactis suslar1 kolay ve hizli bir sekilde spor
olusturabilir. Bu nedenle stabil diploid K. lactis suslarina ¢ok nadir olarak rastlanir. K.
lactis 1le ilgili genetik caligmalar 1960’11 yillarda baslamaktadir. Bu doénemlerde
Kluyveromyces lactis, Saccharomyces lactis olarak isimlendirilmistir. Daha sonra
endiistriyel Oneminin artmasi nedeni ile Kluyveromyces genusu yogun taksonomik
calismalarin konusu olmustur. Bu ¢alismalarda K. lactis’in bir diger laktoz asimile eden
ve endiistriyel alanda iyi bilinen bir maya olan Kluyveromyces marxianus’a onemli
benzerlikler gosterdigi goriilmiistiir (Wesolowski-louvel ve ark. 1996, Kurtzman ve

Robnet 2003).

Daha sonra yapilan ayrintili ve ¢ok yonlii taksonomik analizlerde bir¢ok
molekiiler kritere dayanarak K. lactis ve K. marxianus’un farkli tiirler oldugu
gosterilmistir (Vaughan-Martini ve Martini 1987, Fuson ve ark. 1987, Sidenberg ve
Lachance 1986). Bu iki tiirlin DNA baz bilesimlerinin (G+C igeriklerinin), kromozom
yapilarinin ve incelenen mitokondriyal DNA ozelliklerinin tamamiyle farkli oldugu
gorlilmiistiir (Fuson ve ark. 1987, Vaughan-Martini ve Martini 1985, 1987).
Kluyveromyces cinsinde yer alan maya tiirlerinin bazilarinin daha erken yillarda
tanimlandig1 da goriilmektedir. Bu tiirler arasinda K. fragilis, K. thermotolerans, K.

drosophilarum, ve K. waltii sayilabilir (Barnette ve Lichtenthaler 2001).

K. lactis farkli alanlarda c¢alisan molekiiler biyologlarin ilgisini glinden giine
artarak ¢cekmektedir ve bioteknolojide de yaygin olarak kullanilmaktadir. K. lactis genel
olarak giivenli oldugu kabul edilen (GRAS- Generally Regarded As Safe) bir maya



tiirtidiir. Molekiiler genetik ¢alismalar1 i¢in klonlama vektorii olarak kullanilan kararli
plazmit vektorlerinin ve uygun tekniklerin bulunmasi nedeni ile K. lactis temel
arastirmalarda da kullanilmaktadir. K. lactis, fonksiyonel gen gruplarinin tanimlanmis
olmasi, aerobik kosullara adapte olmus bir tiir olmasi nedeni ile ozellikle karbon
kaynaklarimin metabolizmas: ile ilgili kontrol mekanizmalarinin analizinde ve
endiistriyel uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Wesolowski-Louvel ve ark.

1996, van Ooyen ve ark. 2006).

K. lactis laktaz (Beta-galaktosidaz, E.C.3.2.1.23) iiretiminde kullanilan en
onemli endiistriyel mikroorganizmalardan biridir. K. /lactis rekombinant protein
tiretiminde de kullanilmaya baslanmistir (Wesolowski-Louvel ve ark. 1996, van Ooyen
ve ark. 2006). Insan interlokin 1B, serum albiimin, fare a-amilaz ile birgok bakteriyel ve
fungal enzim K. lactis’de tiretilebilen bazi heterolog proteinlerdir (Wesolowski-Louvel

ve ark. 1996, Schaffrath ve Breuning 2000, van Ooyen ve ark. 2006).

K. lactis hiicreleri S. cerevisiae’dan daha kiigiik olup hiicre sekilleri lireme
asamast veya hiicrenin metabolik durumuna gore kiiresel, oval veya uzamis hiicre
sekillerine sahip olabilirler. Bu tiir mayalar vejetatif olarak tirerler, aseksiiel iiremeleri
multiletaral tomurcuklanma ile olur (Wesolowski-Louvel ve ark. 1996). Bu tiiriin dogal
yasam alani ¢esitlilik gosterir, fakat bir¢cok sus baslica karbon kaynaginin laktoz oldugu
stit ve siit tiriinlerinden izole edilmistir. K. lactis laktozda ireyebildigi halde ona ¢ok
yakin bir tiir olan S. cerevisiae laktozu kullanamaz. Fermentatif metabolizmanin baskin
oldugu S. cerevisiae’dan farkli olarak K. lactis’in dahil oldugu maya tiirlerinin ¢ogu
aerobik organizmalardir. K. lactis kiiltiirleri organik esterlerin varligindan dolay1 olusan
meyveli kokusuyla S. cerevisiae kiiltiirlerinden kolaylikla ayirt edilebilirler. Mutlak
aneorobik kosullarda K. lactis suslar1 ortama gerekli steroller ve yag asitleri eklense de
tireyemezler. Bazi kaynaklarda glikoz ve fruktozda aneorobik olarak iireyebildikleri
rapor edilmektedir (Entian ve Barnett 1983). Aerobik kosullarda glukozu fermente
ederek etanol tiretir. Bu nedenle K. lactis’e respiro-fermentatif maya da denilmektedir.
K. lactis’de aerobik metabolizma glukoz baskilanmasindan etkilenmez (Breunig ve ark.

2000, Gonzales-Siso ve ve ark. 2000).



K. lactis laktozda hizli iireyebilme o6zelligi ile bir¢ok maya tiiriinden ayirt
edilebilir (Wesolowski-Louvel ve ark. 1996). Bu sebepten dolay1 K. lactis tiirii mayalar
slit mayast olarak da adlandirilmaktadir. Ayrica K. lactis ¢ok ¢esitli karbon kaynaklarini
da asimile edebilmektedir. Glikoz, galaktoz, sukroz, maltoz, laktoz, rafinoz, etanol ve
gliserol gibi bir¢cok bilesigi karbon kaynagi olarak kullanabilmektedir (Wesolowski-
Louvel ve ark. 1996, Breunig ve ark. 2000).

Mayalarin aerobik ortamlarda etanol olusturmasi islemine Crabtree etkisi adi
verilir. Mayalarin kiiglik bir grubu bu etkiyi gosterir (Breuning ve ark. 2000). S.
cerevisiae Crabtree pozitif mayalar arasindadir. K. lactis ise Crabtree negatif bir
mayadir. Crabtree pozitif mayalarin ATP ve biomass iiretimi Crabtree negatiflere gore
oldukca azdir (Breuning ve ark. 2000, Schaffrath ve Breuning 2000). Heterolog protein
tiretimi gibi biomass iiretimine bagli endiistriyel uygulamalarda Crabtree etkisi en
onemli sorundur. Pirlivatin yaklasik olarak tamami dekarboksillenir ve etanole
indirgenir (Breunig ve ark. 2000). Etanol olusumunda sekerin sinirli oldugu kiiltiir
ortamlarindan kacinilabilir, ancak bu kez de ilireme ve protein sentezi orani diiser

(Schaffrath ve Breunig 2000).

Saccharomyces cerevisiae ile Kkarsilastinnldiginda K. lactis’in kromozomal
DNA’s1 %40 GC igerir. K. lactis’te biiyilikliikleri 1 ile 3 Mb arasinda olan 6 farkl
kromozom bulunmaktadir (Sor ve Fukuhara 1989). K. lactis genomu “Genolevures
Concortium” olarak adlandirilan ve Fransa’da yer alan gesitli tiniversitelerdeki arastirma
guruplarinin  olusturdugu bir arastirma konsorsyumu tarafindan sekanslanmistir
(Bolotin-Fukuhara ve ark., 2000). K. lactis’in toplam genom biiyiikligi 10.6 Mbg
olarak belirlenmistir. Bu genomda 5300 kodlama bolgesi rapor edilmistir. K. /actis’in
niikleer genomuna ek olarak 40 Kb¢ uzunlugunda halkasal yapida bir mitokondriyel
DNA igerdigi bulunmustur. K. /actis’de niikleer ve mitokondriyel genomlara ek olarak
ekstrakromozomal elementler de bulunmaktadir. Baz1 K. lactis suslarinda lineer DNA
yapisinda olan iki sitoplazmik plazmit bulunabilir. Bu plazmitler pGKL1 (8.8 Kbg) ve
pGKL2 (13.4 Kbg) olup K. lactis’de killer toksin iiretimine neden olan plazmitlerdir.
Bazi K. lactis suslarinda da pKD1 olarak adlandirilan ve S. cerevisiae 2-mikron

plazmitine yapisal olarak benzeyen niikleer plazmit de bulunabilmektedir. pKD1’in



cesitli tiirevleri K. lactis’de klonlama vektorlerinin hazirlanmasinda kullanilmistir

(Schaffrath ve Breunig 2000, Bolotin-Fukuhara ve ark. 2000).

1 1
1n 2n
Kllaen

K1laBB

KllaaC

KllaeD

KllaBE

KllaaF

Sekil 2. 1. K. lactis’de kromozom uzunluklar1 (URL1).

K. lactis’de genlerin adlandirilmasi da S. cerevisiae’dan ¢ok farklidir.
Genoleuver konsorsyumu tarafindan kabul edilen adlandirma prensibine gore gen
adlandirmada hem tiir adi hemde kodlama bdlgesi agik sekilde belirtilmektedir (Durrens
ve Sherman 2005). Bu adlandirma sistemine gore Ornegin KLLAODI12672g olarak
adlandirilan kodlama bdlgesinin anlami:

KLLA: maya genusu ve tiir adinin ilk 2 harfleri, Kluyveromyces lactis,

0: sekans analizinin yapildig1 kaginci sus oldugu: 0 (Orijinal sus, 1., 2. Sus gibi),

D: ilgili DNA bdélgesinin kaginct kromozomda oldugu (A-F kadar),

12672: ilgili, verilen kromozom {iizerinde tanimlanan ve sol wugtan itibaren
numaralandirildiginda kacginci element/bdlge oldugunu gostermektedir. g ise genetik
element tipini gostermektedir. Genetik element tiplerinden transle edilen kodlama
bolgeleri g., transkribe edilen fakat transle edilmeyen kromozom bdlgeleri r (tRNA,
rRNA)., cis-acting elementler (promotor bolgeleri) s., tekrarli DNA dizileri ise t harfi ile
kisaltilarak adlandirilmaktadir. Bu adlandirma sistemine gore KLLAOD12672g: K.
lactis’de LACY geni olarak bilinen ve S. cerevisiae’daki GAL4 genine homolog oldugu
icin KIGAL4 olarak da adlandirilan genin kodu’dur (Salmeron Jr ve Johnston 1986,
Zachariae ve ark. 1993, Zachariae ve Breunig 1993)




2. 2. Laktaz Enziminin Endiistriyel ve Tibbi Onemi

K. lactis’in farkli suslar siit igerisinde bulunan O6nemli bir seker ¢esidi olan
laktozu kullanima adapte olmustur. Laktozu kullanabilme 6zelliklerinden dolay: farkli
maya tiirleri, kefir gibi besin maddelerinin tiretiminde gerekli olan mikroorganizmalar
olarak yer alirlar (Koutinas 2003). Molekiiler tekniklerdeki ilerlemeler son yillarda

Kluyveromyces mayalarin endiistriyel kullanimdaki potansiyellerini arttirmaktadir.

Kluyveromyces  mayalarmin  en  O6nemli  kullanim  alanlarindan  biri
biyoremediasyon amacli kullanimlaridir. Diinya ¢apinda devamli olarak artan besin
maddelerinin {iretimi yiiksek miktarda sivi yapida peynir alti suyunun olusumuyla
sonuglanmaktadir. Peynir iretimi sirasinda her 1 kilogram peynir yapimi sirasinda 9
kilogram peynir alt1 suyu olugsmaktadir (Mawson 1994, Yang ve Silva 1995). Diinya
genelindeki peynir iiretimi senede birka¢ milyon tona ulasmaktadir. Peynir alti
suyundan hizli bir sekilde laktozun elimine edilmesi mikroorganizmalar tarafindan
yapilan fermentasyon ile saglanir. Mikroorganizmalar laktozun hizl bir sekilde laktozun
ticari agidan degerli iiriinlere doniismesini saglar. Peynir alt1 suyunun eliminasyonu i¢in
gerekli olan uygun metodlarin olmamasi halen endiistriyel kuruluslarin bu iirlinii ¢cevre
kirliligi anlaminda kalic1 hasarlara sebep olabilecek sekilde bos alanlara birakmaya

zorlamaktadir (Rubio-Texeira 2006).

Peynir altt suyunun bosaltilmasiyla ilgili yapilan diizenlemeler bu islemin
cevresel agidan daha giivenli olmasi icin yeni alternatifleri giindeme getirmistir.
Endiistriyel alanda bu maddeyi elimine edebilmenin en ekonomik yolu onu ticari olarak
degerli bagka bir iirline ¢evirebilmektir. Bu islem de peynir alt1 suyunun laktoz asimile
edebilen mikroorganizmalarla fermentasyonu ile miimkiindiir. Bircok bakteri
cesitliligine ragmen maya ve mantarlar bu Ozellige sahip olan en Onemli
mikroorganizma grubudur. Bunlar arasinda K. lactis tiirii mayalar United States Food
and Drug Administration (USDA) tarafindan gilivenli mikroorganizmalar olarak
onaylanmistir. Bu nedenle K. lactis tlirii mayalar peynir altt suyunun ila¢ ve besin

endiistrisinde kullanilan {irlinlere doniistimii i¢cin uygun olan mikroorganizmalardir

(Gekas ve Lopezleiva 1985, Siso 1996).



Ticari acidan degerli birgok iiriin ve laktoz eliminasyonu K/uyveromyces tiirii
mayalar kullanarak elde edilebilir. Diger mikroorganizmalarla karsilastirildiginda
Kluyveromyces 'teki oksidatif metabolizma besin olarak kullanilmak iizere yiiksek
miktardaki biokiitlenin iiretimine izin vermesiyle avantaj saglamaktadir (Belem ve Lee
1998). K. lactis tarafindan iiretilen laktaz, biyoteknoloji ve besin endiistrisi i¢in dnemli
bir enzimdir. Belirli besinlerden laktoz eliminasyonu ve galaktooligosakkaritlerin
sentezlenmesindeki kullanimi ile K. lactis’in laktaz enzimi insan saglig1 ve beslenmesi
icin gerekli olan bir enzimdir (Yang ve Silva 1995, Rivero-Urgell ve Santamaria-

Orleans 2001).

Kluyveromces ve Saccaromyces tiirii mayalar filogenetik agidan birbirine ¢ok
yakin olan tiirlerdir (Kurtzman ve Robnett 2003). Bu iki maya tiirliniin galaktozu karbon
kaynag1 olarak kullanmasin1 saglayan benzer gen gruplar1 bulunmaktadir (Rubio-

Texeira 2005).

Laktozun endiistriyel alanda bir¢ok kullanimi vardir. Laktoz yiyeceklerde hafif
bir tatlandirici, lezzet verici, boya tastyict ve kivam arttirict 6zellikleriyle katki maddesi
olarak kullanilir. Ayrica barsakta kalsiyum emilmesine ve laktik asit iiretilmesine pozitif
etkide bulunmaktadir. Laktozun eczacilikta da ilag tasiyicisi olarak 6dnemli bir kullanim
alani vardir (Yang ve Silva 1995). Ancak bunlarin yan sira laktozun birgok istenmeyen
etkileride mevcuttur. Diger sekerlere gore daha az c¢ozintrlilik, distk
konsantrasyonlarda kristalize olma egilimi gibi etkiler dondurmada oldugu gibi bazi
yiyeceklerin yapilarini etkilemektedir. Laktoz, sukroza yada kendisinin hidrolizi sonucu
olusan galaktoza gore daha az tatlandirict Ozellige sahiptir. En Onemlisi, insan
populasyonunun biiyiik bir ylizdesi genetik bozukluk yiiziinden laktaz enzimini sentez
edememektedir. Bu durum laktoz intolerans olarak adlandirilir (Adam ve ark. 2004,
Swalow 2003). Diigiik oranda olmasina ragmen laktoz intoleransi bazi hayvan tiirlerini
de ozellikle siitten kesildikten sonra etkilemektedir (Moulin ve Galzy 1984, Olchowy ve
ark. 1993).



Biitiin bu sebeplerden dolay1 laktozun hidrolizi, bu sekerin bircok seviyede
kullanimin1 arttirmaktadir. Ornegin siitte laktozun hidroliz olmasiyla olusan glukoz ve
galaktoz karisimi spesifik mikroflora ile peynirin olgunlagsmasina 6nemli katkida
bulunur (Thomsan ve Gyuricsek 1974). Bu ortam Lactobacillus’larin metabolizmasini
attirirken, yogurtta fermentasyon zamanini azaltir, tat ve akiskanligr arttirir (Hilgendorf
1981, O’Leary ve Woychik 1976). Laktoz intoleransindan dolay1 ortaya ¢ikan bir¢ok
beslenme problemi, laktozu hidrolize olmus siit veya hidrolize laktoz igeren peynir
suruplarinin kullanimiyla ¢6ziiliir (Yang ve Silva 1995). Aslinda hidrolize laktoz i¢eren
peynir suruplar1 daha hos bir tada sahip olmalarindan dolayz siit kdkenli tatlilarda, bazi
yumusak meyve iceceklerinde veya ciftlik hayvanlari yemlerinin iiretiminde gerekli
protein ve seker katkilari olarak kullanilmaktadir (Gekas ve Lopezleiva 1985, Yang ve

Silva 1995, Siso 1996).

Laktozun enzimatik hidrolizi genelde kimyasal hidrolize tercih edilmektedir.
Kimyasal hidroliz, islemden sonra siit ve peynir alti suyunun kalitesini diisiiren
etkileyici pH ve sicaklik derecelerini gerektirir (Gekas ve Lopezleiva 1985, Siso 1996).
Laktazin kolay elde edilen bir enzim olmasi laktoz hidrolizinde enzimatik metodlarin
tercih  edilmesine neden olmaktadir. Laktaz hayvanlarda, bitkilerde ve
mikroorganizmalarda bulunmasina ragmen, mikroorganizmalar endiistriyel laktaz
tiretimi i¢in kolay manipule olma o6zelliklerinden dolay1 daha fazla tercih edilirler.
Bakteriler, mantarlar ve mayalar iyi bir potansiyel laktaz enzimi iireticileridir. Optimum
pH’daki termostabilite ve enzimin hiicre i¢i yada salgilanabilme durumuna goére olan
fakliliklar biyoteknolojik amaglar igin hangi kaynagin uygun oldugunu belirler. Ornegin
fermentasyon isleminde c¢ok yiiksek sicakliklarin kullanimi kontaminasyondan
kacinmak icin gereklidir. Bu agidan bakteri ve mantar kokenli belirli laktazlar,
mayalardaki laktazlara gore farkli sicakliklarda kullanilabilir. Thermus sp. 1B-21 gibi
termostabil laktazlar 70 °C‘de olan fermentasyon islemleri i¢in idealdir (Kang ve ark.
2005). Psikrofil bakterilerden elde edilen laktazlar ise besin irlinlerinin iiretimi
isleminde kullanilirlar (Hoyoux ve ark. 2001). Bakteriler daha fazla cesitlilik sunmasina
ragmen besin biyoteknolojisi ve ila¢ endiistrisi alaninda laktaz kaynagi olarak GRAS
mikroorganizma olmalar1 nedeni ile K. lactis, K. marxianus ve K. fragilis gibi mayalarla

ile Aspergillus niger ve A. oryzae gibi kiifler daha ¢ok tercih edilirler (Bonekamp ve



Oosterom 1994). Kiif kokenli laktazlar birgok durumda hiicre disina salgilanirlar fakat
maya laktazlar1 ile karsilastirildiklarinda genellikle daha az miktarda enzimatik birim
olarak sentezlenirler (Siso 1994). Genelde kiif laktazlar1 asidik (2.5-4.5), maya ve
bakteri laktazlar1 da ndtr (6.9-7.5) optimal pH’ya sahiptir. Maya laktazlar1 fiziksel
ozellikleri yliziinden siitte ve peynir altt suyunda bulunan laktozu hidrolize etmede kiif
laktazlarma gore daha avantajhidir. Kif laktazlariin kullanimi asidik peynir alti
suyundaki laktozun hidrolizi ile sinirlidir. Asidik peynir alt1 suyu, asidik tadi ve yiiksek

tuz miktari ile besin amagli tercih edilmeyen bir {iriindiir (Kosikowski 1979).

Maya laktazlarinin kullanimi ile ilgili tistesinden gelinmesi gerekli bir diger
problem ise sitoplazmik enzim olmalaridir. Kontrollii hiicre dis1 kosullar ve ortamin
farkli parametrelerinin modifikasyonu maya laktaz aktivitelerinde onemli bir artisa
neden olur. Ornegin, 6nceden 1sitilan peynir altt suyundan siit proteinlerinin
denatiirasyon ile ¢okmesi ile reaktif siilfiir gruplarinin ayrilmasinin laktaz aktivitesini
arttirdigr gosterilmistir (Jimenez-Guzman ve ark. 2002). Sadece laktaz stabilitesini
arttiran degil ayn1 zamanda glukoz ile inhibisyonunu engelleyip, enzimatik aktivitenin
tekrar kazanilmasini saglayan spesifik metodlar da gelistirilmistir. Bu metodlarin ¢ogu
enzimin yada biitlin hiicrelerin kat1 bir destekleyici madde {izerine immobilizasyonunu

gerektirir (Becerra ve Siso 1996).

Laktaz enzimleri ile laktoz hidrolizinin yararli etkilerinin yani sira endiistriyel
alanda ilgi ¢eken bazi iirtinler yine laktoz hidrolizi ile elde edilmektedir. Laktazlar
transgalaktosilasyon ile laktoz tiirevlerini liretebilme Ozelligine sahiptir. B-galaktosid
yapisindaki bir karbonhidrattan galaktosid birimi bir alic1 sekere transfer edilir bu da
galaktooligosakkaritin (GOS) olusumuna sebep olur. Reaksiyonda 6zellikle laktoz ve
fruktoz karigtmmin kullammmi laktuloz (4-0- B-D galaktopyranosyl-D-fructose)
olusumuna yol agar. Giiniimiizde GOS ve laktulos preparatlarinin prebiotik maddeler
olarak ¢ok onemli kullanim alanlar1 vardir (Mendez ve Olano 1979, Szilagyi 2002)
Sindirilmedikleri i¢gin GOS kolonda bakteriyel floraya ulasabilir ve barsakta
Bifidobakteriumlarin ¢ogalmasina sebep olur. Laktuloz ayrica bazi karaciger

hastaliklarinin tedavilerinde de kullanilir (Hallman 2000, MacFarlane ve ark. 2008).
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Son yapilan calismalar K. lactis laktazinin, E. coli laktazindan 2-7 kat daha kisa

zamanda, 5-10 kat daha fazla laktuloz iiretebildigini gostermistir (Lee ve ark. 2004).

2. 3. Laktaz Biosentezi ve Genetik Kontrolii

2. 3. 1. Laktaz enziminin 6zellikleri ve sentezi

Laktoz kimyasal olarak O-B-D galaktopyranosyl-(1-4)- B-D-glukoz olarak
tanimlanan glukoz ve galaktozdan olusan bir disakkarittir. Biosentezi sadece memeli
salg1 bezinde gerceklesir. Bu islem UDP’ye baglh galaktozun galaktozil transferaz ile
katalizlenip alic1 glukoz molekiiliine aktarilmasiyla gerceklesir. Bir¢ok dokuda bulunan
bu enzim glikoproteinlerin sentezinde gereklidir, fakat normalde laktaz aktivitesi
gostermez. Laktasyon sirasinda memeli salgi bezi galaktozil transferaz ve alfa-
laktoglobulin’i birlikte sentezler. Bu iki proteinin etkilesimiyle laktoz sentezleme

kapasitesine sahip olan laktoz sentaz kompleksi olusur (Permyakov ve Berliner 2000).

Diger sekerlerde oldugu gibi, laktoz barsak liimeninde monosakkarit
bilesenlerine hidroliz edilir. Bu hidrolizden sorumlu olan enzim laktaz/phlorizin
hidrolaz (LPH), integral glikoprotein olarak barsak epitel hiicrelerinin membraninda
bulunur. Bu enzimin phlorizin hidrolaz aktivitesi birgok omurgalinin besininde bulunan
B-glikosylceramidlerin sindirimi anlamina gelir (Naim 2001). Laktoz iizerindeki
hidrolik aktivitesiyle olusan glukoz ve galaktoz daha sonra epitel hiicrelerinin
membranindan sitozole transfer edilir, buradan da bu monosakkaritler farkli dokulara
dagilir. Birgok memeli erken yasam evrelerinde, 6rnegin siitiin tek gida oldugu erken
gelisim asamalarinda, yiiksek laktaz aktivitesine sahipken, yetiskin evrede daha diisiik

laktaz aktivitesine sahiptir (Flatz 1987).

Laktoz memeliler icin sira dist bir bilesik olmasmnin yami sira, bir¢ok
mikroorganizma tarafindan enerji ve karbon kaynagi olarak kullanilir. E. coli’de laktoz
metabolizmasinin genetik kontrol mekanizmasinin anlasilmasi 20. yiizyilda laktoz
operonunun kesfine sebep olmustur (Jacob ve Monod 1961). Bakteriler laktozun alimi

ve hidrolizi i¢in farkl stratejiler gelistirmistir (De Vos ve Vaughan 1994). En etkin yol
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laktozun hiicre membranindan transportu sirasinda fosforilasyonudur. Bakteri hiicresine
giren fosforile laktoz, fosfo-beta-galaktosidaz tarafindan hidroliz edilir. Laktozun hiicre
icine alinmasi i¢in iki alternatif mekanizma vardir. Bunlar laktoz-galaktoz antiportu ve
laktoz proton simportudur. Baz1 mantarlarda da dikkate deger diizeyde laktaz aktivitesi
mevcuttur. Mayalardan Kluyveromyces genusunun farkli tiirleri laktozu asimile etme
Ozellikleriyle karakterize edilmistir. Kluyveromyces’den saflastirilan sitoplazmik laktaz
ile baz1 Aspergillus tiirleri tarafindan ortama salgilanan B-galaktosidaz enzimi laktaz
gurubu enzimlerin en bilinen seklidir (ElI-Gindy 2003; O’Connell ve Walsh 2008). E.
coli’deki LacZ geninin homologu K. lactis’de LAC4 genidir (Sheetz ve Dickson 1981).

Insanlarda laktaz aktivetisinin yoklugunun sebep oldugu laktoz intoleransi
problemine ¢ok sik rastlanir. Barsak epiteli hiicrelerinde besin ile alinan laktozu
sindirebilecek yeterli laktaz olmamasi olduk¢a dnemli sindirim sistemi rahatsizliklarina
sebep olmaktadir (Stephens ve ark. 1983). Barsak epitel hiicreleri laktoz veya diger
disakkaritleri hiicre icine tastyamazlar. Boylece sindirilemeyen laktoz, kalin barsaktaki
mikroflora i¢in fermentatif sustrat olarak kullanilip karin agrisi, ishal, mide bulantisi
gibi sikayetlere sebep olur (Stephens ve ark. 1983). Diinyada yetiskin insanlar1 %75’
hayatlarinda laktoz intoleransla karsilasirlar. Baz1 insan populasyonlarinda ise laktoz

intoleransina daha sik rastlanilir (Flatz 1987).

2. 3. 2. Laktaz sentezinin genetik kontrolii

K. lactis ve S. cerevisiae mayalar1 genetik acidan onemli derecede benzerlik
gosterirler. Her iki maya da GAL/LAC regulonunda bulunan ortak gen grubuyla
galaktozu karbon kaynagi olarak kullanabilmektedir (Johnston 1987, Schaffrath ve
Breunig 2000, Rubio-Texeira 2005). K. lactis ve S. cerevisiaeda GAL/LAC
regulonundaki Onemli farkliliklardan biri her iki mayaninda yasam habitatlarinda
karsilastiklar1 farkli galaktoz kaynaklarina gore adapte olmus spesifik permealizasyon
ve hidrolitik enzim sistemlerinin evrimlesmesidir. K. lactis ¢ogunlukla galaktozu bir
disakkarit olan laktoz’un bir bileseni olarak almaktadir. K. lactis’in laktozu
kullaniminda laktozun hiicre i¢ine alinmasini saglayan tasiyici protein olan laktoz

permeaz LACI2 geni, laktozun galaktoz ve glukoza hidrolizini saglayan laktaz enzimi
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ise LAC4 geni tarafindan kodlanmaktadir (Dickson ve ark. 1979, Sheetz ve Dickson
1981, Rubio-Texeira 2005). K. lactis’de GAL/LAC regulonunu 7 farkli gen
olustururken S. cerevisiae’da bu regulon 8 farkli genden olusmaktadir ve ayrica

GAL/MEL regulonu olarak da adlandirilmaktadir (Cizelge 2. 1) (Rubio-Texeira 2005).

Cizelge 2. 1. K. lactis’de GAL/LAC regulonunu olusturan genler.

GAL/LAC Gen islevi UAS* UAS
Regulonu KlGal4p | KIMiglp
Genleri
LACI2 Laktoz/Galaktoz Permeaz 4 0
LACY Laktaz Enzimi (-galaktozidaz)) 4 0
KIGAL1 Galaktokinaz, Bifonksiyonel enzim, 4 1
Sensér ve lindiikleyici
KIGAL7 Galaktoz-1-fosfat uridiltransferaz 2 0
KIGAL10 Uridin difosfo glukoz-4-epimeraz 4 0
KIGAL4 Traskripsiyonel aktivator 1 0
KIGALS80 KlGal4p Represorii 2 0

UAS KlGal4p ve UAS KIMiglp bu transkripsiyon faktorlerinin ilgili GAL/LAC
regulonu genlerinin promotor bolgelerindeki baglanma bdlgelerinin  sayisini
gostermektedir (Rubio-Texeira 2005).

LACI2 geni laktoz/galaktoz permeaz aktivitesi olan 422 amino asitlik bir
integral membran proteinini kodlamaktadir. K. lactis’de, S. cerevisiae’da bulunan
galaktoz permeazi kodlayan GAL2 geninin homologu bulunmamaktadir (Chang ve
Dickson 1988). Kluyveromyces’te Lac12p’den bagimsiz galaktoz alimini saglayan diger
heksoz permeazin varligt da One striilmektedir (Schaffrath ve Breunig 2000).
Lac12p’nin laktoz i¢in K, degeri 2.8 mM ve optimum c¢alisma pH’s1 da 4.7’dir. Bu
aktivite enerji gerektirir ve bunun i¢in de H" veya Na' iyonlar1 simport olarak kullanilir.

Islevsel benzerlige ragmen Lacl2p iyi karakterize edilmis olan E. coli ya da
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Klebsiella’daki laktoz permeazlara Onemli derecede bir benzerlik gostermez. K.
lactis’de laktozun hiicre i¢ine alimi sirasinda laktozun fosforilasyonu gergeklesmedigi
icin Lacl2p fonksiyonu bir fosfotransferaz sistemi de gerektirmez (Dickson ve Barr
1983; Boze ve ark. 1987). Lacl2p, insan glukoz tasiyicisina, S. cerevisiae’daki bazi
amino asit permeazlarina ve E. coli’de xylose ve arabinoz tasiyicilarina énemli derecede

benzerlik gosterir (Chang ve Dickson 1988).

K. lactis LAC4 geni laktozun glukoz ve galaktoza hidrolizini katalizleyen laktaz
enzimini (f-galaktosidaz; EC 3.2.1.23) kodlamaktadir (Dickson ve Markin 1980; Sheetz
ve Dickson 1981). Lac4p 1025 amino asit uzunlugunda ve 117.6 kDa agirhigindadir. K.
lactis’te, Lac4p’nin aktif formu homodimerdir (Dickson ve ark. 1979). Dogal laktaz
enzimi aktivite i¢in divalent ve monovilent katyonlar gerektirir. Laktaz enziminin laktoz
icin Ky, degeri 17-20mM ve Vi degeri de 600 pmol min™ mg™ “dir (Dickson ve ark.
1979; Kim ve ark. 2003). Galaktoz ve glukoz rekabet¢ci ve rekabet¢i olmayan
inhibitorler olarak davranmaktadir (Dickson ve ark. 1979; Cavaille ve Combes 1995).
Lac4p, E. coli’de LacZ geninin kodladig1 B-galaktosidaz, diger bakteriyel ve fungal
orijinli B-galaktosidazlar ve memeli B-glucuronidazlarini igeren glikozyl hidrolaz 2

ailesine aittir (Henrissat ve Bairoch 1993, 1996).

LAC4 ve LACI2, 2.6 kb’lik alistlmamis biiyiikliikte intergenik bir bolgeden zit
yonlere dogru transkribe edilirler. Bu bolgenin iginde transkripsiyonel aktivator olan
Lac9p’nin (KlGal4p) baglanabilecegi 4 wupstream aktivatér sekansi (UAS)
bulunmaktadir (Ruzzi ve ark. 1987; Godecke ve ark. 1991). Fermente edilemeyen
karbon kaynaklarinin varliginda ve uyarict olmayan kosullarda LAC4 ve LACI2 genleri
bazal seviyede transkribe edilmektedir (Sheetz ve Dickson 1981). LAC/GAL
regulonunda bazal seviyedeki transkripsiyon K. lactis’deki KlGaldp otoregulator
dongiisiiniin transkripsiyonundan dolay1 S. cerevisiae’deki GAL regulonundan daha
fazladir (Sekil 2. 2) (Kuzhandaivelu ve ark. 1992; Zachariae ve Breunig 1993).
Indiiksiyonun olmadigi durumlarda KIGal80p, KlGaldp direkt etkilesimi ile
transkripsiyonun ¢ogunu baskilamaktadir (Sekil 2. 2) (Zachariae ve Breunig 1993;
Zenke ve ark. 1993). K. lactis galaktozda, S. cerevisiae’ya gore daha yliksek oranda
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Sekil 2. 2. K. lactis’de laktoz kullaniminin genetik kontrol mekanizmasi (Rubio-Texeira

2006).

tireyebilir. Bu farklilik ScGaldp’ye gore KlGaldp’nin daha yiiksek konsantrasyonda
bulunmasina baglanabilir. K. lactis’de galaktoz ve laktoz varhi§inda KIGAL4 geninin
transkripsiyonunun otoindiiksiyonu bu karbonhidratlar ile uyarilmis hiicrelerde
Gal4p’nin konsantrasyonu arttirken S. cerevisiae’da bu gergeklesmez (Czyz ve Ark.

1993; Zachariae ve Breunig 1993).



15

Laktoz veya galaktoz, laktaz sentezini 150 kat kadar aktive edebilirler (Sheetz ve
Dickson 1981; Dickson ve Barr 1983). Bu artig galaktoz ve ATP’nin Leloir metabolik
yolunda galaktozu, glikolitik ara madde olan glukoz-6-fosfata doniistiiren ilk enzim olan
galaktokinaz KlGallp’nin sensor/indiikleyici fonksiyonunu aktive etmesiyle olur
(Johnston 1987; Lohr ve ark. 1995). KlGallp galaktokinaz aktivitesi olan bir enzim
olmasina ragmen ayni zamanda KI1Gal80 ile etkileserek onun KlGal4p’ye baglanmasini
kontrol eden iki fonksiyonlu diizenleyici bir proteindir (Anders ve ark. 2006). Ortamda
galaktoz veya laktoz bulunmasi durumunda yapisal degisiklige ugrayan KlGallp
sitoplazmadan niikleusa gecgerek KIGal80 ile etkilesir. Gal4p’nin laktoz ile aktivasyonu,
laktozun hiicre i¢ine alinmasi sonucu laktazin laktozu hidroliz etmesi ile gerceklesir
(Dickson ve Barr 1983). GAL/LAC regulonu uyaricisinin sitoplazmik galaktoz oldugu
acikca gosterilmistir (Cardinali ve ark. 1997). Siirekli olarak niikleusta bulundugu
gosterilen KlGal80 ise ortamda galaktoz veya laktoz yoklugunda dimer olarak
KlIGal4p’nin aktivasyon bolgesi ile etkileserek KIGal4p’nin aktivitesini baskilamaktadir
(Sekil 2. 3). Laktoz veya galaktoz varliginda ise KlGallp, K1Gal80 ile etkileserek onun
KlGal4p’ye baglanmasini engeller ve bunun sonucu olarak da agikta kalan KlGal4p
aktivasyon bolgesi laktoz permeaz kodlayan LACI2 ve laktaz enzimini kodlayan LAC4
genleri transkripsiyonunu aktive etmektedir (Anders ve ark 2006). KlGallp’nin iki
fonksiyonlu bir protein oldugu KIGALI geninde yapilan mutasyonlar ile gosterilmistir

ve diizenleyici aktivite enzimatik aktiviteden ayirt edilebilir (Meyer ve ark. 1991).

Fungal transkripsiyon faktorleri ailesine ait olan Gal4p, mayalarda galaktoz ve
galaktoz iceren bir disakkarit olan laktoz metabolizmasini kontrol eden genlerin
transkripsiyonunu diizenler. Gal4p’nin ait oldugu protein ailesi iiyelerinin %80’ ninden
¢ogu korunmus DNA’ya baglanma bolgeleri ile tanimlanmistir. Bu transkripsiyon
faktorleri proteinin amino ucunda (N-terminal) ya da bu bolgeye yakin olarak bulunan
DNA’ya baglanma bdlgeleri ile hedef genlerdeki baglanma dizilerine baglanirlar. S.
cerevisiae Galdp’ini ile K. lactis Gal4p’ninin DNA’ya baglanma bolgeleri atomik
diizeyde coziimlenmistir (Marmorstein ve ark. 1992, 1994). Gal4p’nin DNA’ya
baglanma bolgesi 2 ¢inko iyonunun 6 cysteine birimiyle olusturdugu Cys¢Zn(Il), ¢inko

parmak (Zinc finger) yapisi seklindedir (Marmorstein ve ark. 1994). Bu DNA baglanma
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Sekil 2. 3. K. lactis’de KlGallp ve KlGal80p’nin galaktoz aktivasyonundaki islevleri.
Sekilde KlGallp 1, K1Gal80p 80, KlGal4p ise 4 ile gosterilmistir (Anders ve ark. 2006).

bolgelerinin baglandig1 upstream aktivasyon sekanslari da iyi korunmus DNA dizileri
olup palindromik yapidaki 5’-CGG(N);;GCC3’ dizileridir (Gédecke ve ark. 1991).
KlGal4p aktivasyon domeninin yapist da iyi belirlenmistir ve ScGaldp ile yiiksek
derecede homoloji gostermektedir (Kuger ve ark. 1990).

Laktozu kullanabilen mayalardan K. lactiste GAL genleri laktoz metabolik
genleriyle birlikte diizenlenir ve KlGal4p seviyesi ortamdaki laktoz varligina
adaptasyon yliziinden S. cerevisiae’dan fazladir (Breunig ve Ark. 2000). Bu adaptasyon
islemiyle ilgili olarak KlGal80p, KlGal4p’nin baskilanmis, transkripsiyonel olarak
inaktif halde kalmasi i¢in daha 6nemli bir role sahiptir (Zenke ve ark. 1993). Ortamda
glukoz bulundugunda K. lactis’te Galdp aktivasyonunu engellemek icin Gal80p
indiiksiyonu gerekirken, S. cerevisiae ’da durum boyle degildir. KIGal80p promotorunda
da 2 adet KlGal4p’ye baglanma bolgesi vardir ve KlGal4p bu baglanma bdolgelerine
yiiksek afinite ile baglanmaktadir (Perlman ve Hopper 1979, Godecke ve ark. 1991,
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Zachariae ve ark. 1993, Breunig ve ark. 2000). Bu bdlgelerin delesyonu KlGal4p ile

kontrol edilen genlerin diizenlenme mekanizmalarinin degismesine sebep olur.

KlGal4p’nin konsantrasyonu siki bir sekilde kontrol edilir. Ortama glukoz
eklendiginde KIGAL4 mRNA’st uyarilmig hiicrelerle karsilagtirildiginda 3 kat azalir
(Kuzhandaivelu ve ark.1992). Ayrica KIGAL4’in DNA baglanma bolgesinde olusan
mutasyon veya yaban tip susa ikinci kopya olarak yerlestirilen KIGAL4 geni, laktaz
aktivitesi ve mRNA diizeyinde incelendiginde GAL/LAC regulonunun normal isleyisini

bozar (, Kuger ve ark. 1990, Kuzhandaivelu ve ark. 1992).

Laktoz ve/veya galaktoz, bazal seviyede sentezlenip hiicre membraninda
bulunan Lac12p laktoz permeaz ile hiicre i¢ine alinir. Sitozolik laktaz laktozu glukoz ve
galaktoza hidroliz eder. Glukoz, glukolize direkt girebilirken, galaktoz ilk olarak Leloir
metabolik yolunda bir ara madde olan glukoz-6-fosfata doniistiiriilmelidir. Galaktoz ve
ATP Leloir Metabolik yolunda ilk enzim olan bifonksiyonel galaktokinaz KlGallp’ye
allosterik olarak etki eder. Bu etkilesim sekilsel bir degisiklige sebep olup bu proteinin
transkripsiyonel bir represor olan K1Gal80p ile etkilesimini baglatir (Sekil 2. 3). Sonucta
KIGal80’nin KlGal4 ile etkilesimi bloke edilerek laktoz/galaktoz metabolizmasi ile
enzim veya diger proteinleri kodlayan genlerin transkripsiyonlar1 KlGal4p tarafindan
aktive edilir (Anders ve ark. 2006; Rubio-Texeira 2006). Glukoz varlig1 ise alternatif
karbon kaynaklarinin kullanimiyla ile ilgili genlerde glukoz baskilamasina neden olur.
Diger etkilerinin yan sira glukoz, bir ¢esit metabolik sensor ve ana diizenleyici protein
kinaz olan KlISnflp’yi inhibe eder, bu da nukleusta aktif KIMiglp seviyesinin
artmastyla sonuglanir. KIMiglp heniiz tanimlanamamis bir ko-represoér kompleksi ile
birleserek KIGALI’in promotor bdlgesindeki represor diziye baglanarak bu bolgeden
olan transkripsiyonu engeller. Bu da KlGallp’ye bagli KIGal80p’nin etkilesiminin sona
ermesi ve KlGal80p’nin de serbest kalarak tekrar KlGal4p’yi baskilmasi sonucu
GAL/LAC regulonunun kapanmasina neden olur (Sekil 2. 3) (Rubio-Texeira 2006).
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2. 4. Glikojen Metabolizmasi

Maya hiicrelerinin endiistriyel amaclarla fermentdrlerde iiretilmeleri ve {iretim
sonrast dayanikliliklar1 biiyiik dlgiide lireme ortamlarindaki karbonhidratlari karbon ve
enerji kaynagi olarak kullanmalarina ve bazi metabolitleri hiicre i¢inde depo etmelerine
baglidir. Glikojen ve trehaloz belirli lireme ortami sartlarinda maya hiicreleri tarafindan
sentezlenen karbonhidratlardandir (Frangois ve Parrou 2001). Bu karbonhidratlar ¢evre
kosullarma ve hayat dongiisii asamalarina bagli olarak, maya hiicrelerinin kuru
agirliklarinin %1-25’in1 olusturabilirler (Lillie ve Pringle 1980). Bir tiir polisakkarit
olan glikojen, glukoz birimlerinin o (1-4) ve o (1-6) bagiyla baglanmasiyla
olugmaktadir. Glikojenin S. cerevisae’da suda ¢oziinen ve ¢oziinmeyen olmak tizere iki
farkli formunun bulundugu bilinmektedir. Suda ¢oziinmeyen glikojen daha c¢ok -
glukan polimerlerine bagl olarak bulunmaktadir. Bu nedenle glikojenin S. cerevisiae 'da
sitoplazmik ve hiicre duvarina bagli olmak iizere iki farkli alanda depolandigi

bulunmustur (Gunja-Smith ve ark. 1977).

Glikojenin biyosentezi ve yikimi ile ilgili metabolik yollar Saccharomyces
cerevisiae’de olduk¢a iyl belirlenmis olmasina ragmen Kluyveromyces’de bu
karbonhidratin metabolizmasina iligkin arastirmalar kisitli sayilardadir. K. lactis’te
glikojen metabolismasi ile ilgili olarak diizenleyici protein olan K/GSK-3 geni izole
edilip dizi analizi yapilmis ve ozellikleri belirlenmistir (Rodriguez-Belmonte ve ark.
1998). Bir glikojen sentaz protein kinaz olan KlGsk3p, Ser/Thr protein kinaz ailesine
aittir. Bu tlir protein kinazlarin eukaryotlarda gelisimsel ve hormonal diizenlenmede
islevlerinin oldugu bilinmektedir. Karbon agligi oldugu durumlarda ve sporulasyon
ortammna aktarilan diploid hiicrelerde KI/GSK-3’iin mRNA seviyesinin arttid1
belirlenmistir. K/IGSK-3, 30 C veya 14 C’deki vejetatif tireme i¢in gerekli degildir,
ancak Klgsk-3::URA delesyonlu suslar glukozlu ortamda 37 °C’de iireyememektedirler.
KIGSK-3 geninin S. cerevisae MDS1 genine homolog oldugu bulunmugstur. MDS/ geni
(Mckl Dosage Supresor) S. cerevisiae’de GSK-3 ailesi ile baglantili olan genlerden
birisidir. MDS1 normal vejetatif iireme sirasinda gerekli olan bir gen degildir ve 1siya

duyarlilig1 baskilamaktadir (Rodriguez-Belmonte ve ark. 1998).
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K. lactis ve S. cerevisiae’de sporulasyonun diizenlenmesinde farkliliklar vardir
ve KIGSK-3 geni sporulasyonla ilgili bulunan ilk gendir. Ayrica KIGSK-3 geni MCK1
ile de gorevleri acisindan baglantilidir. Ciinkii K/GSK-3’iin  delesyonu glikojen
depolanmasinin azalmasina neden olmaktadir. K/GSK-3’iin ekspresyon incelemeleri bu
genin ekspresyonunun vejetatif kosullarda diisiik oldugunu, sporulasyonda ve karbon
kaynagi eksikliginde genin aktiflestigini gostermektedir (Rodriguez-Belmonte ve ark.
1998). KIGSK-3’1in bu sekilde diizenlenmesi K. lactis’de glikojen metabolizmasinin S.

cerevisiae’ya benzer sekilde kontrol edildiginin en 6nemli gostergesidir.

Mayalarin  glukoz varligindaki diauxic gelisimleri sirasinda glikojen
sentezlemeleri ve besin eksikliginin oldugu duragan sathada glikojenin yikimi depo
karbonhidratlarin birikimi kavramina uymaktadir. Besin yoklugunda hiicresel aktiviteyi
desteklemek, enerji ve karbon saglamak hiicrede biriken glikojenin en biiyiik
fonksiyonudur (Frangois ve Parrou 2001). S. cerevisiae’da glikojen glukozun bol
miktarda bulundugu eksponansiyel iireme fazinda da sentezlenmektedir. Hiicre disinda
glukozun kalmadig1 duragan safha sirasinda trehaloz sentezi devam ederken glikojenin

metabolize edildigi vurgulanmaktadir (Lillie ve Pringle 1980; Francois ve ark., 1988).

2. 5. Glukoz Baskilamasi ve Kontrol Mekanizmasi

Tercih edilen karbon kaynagi olan glukoz varliginda alternatif karbon
kaynaklarinin kullanimiyla ilgili olan enzimlerin genlerinin transkripsiyonu baskilanir.
Bu olay glukoz baskilamasi olarak adlandirilir (Trumbly 1992; Carlson 1999).
Mikroorganizmalar i¢in olduk¢ca Onemli metabolik avantaj saglayan bu kontrol
mekanizmas1 genellikle 3 farkli guruba ayrilabilen genlerin transkripsiyonunu
etkilemektedir. Bunlar solunum ve glikoneogenez icin gerekli genlerle sukroz, galaktoz

ve maltoz gibi alternatif karbon kaynaklarini kullanmadan sorumlu genlerdir.

K. lactis tirli mayalarda belirli sayidaki sitoplazmik ve mitokondriyal enzimlerin
glukoz baskilamasi ile kontrol edildigi bilinmektedir (Breunig 1989, Lodi ve ark. 1994,
Goffirini ve ark. 1995, Georis ve ark. 1999). Fakat, glukoz baskilamas1 ve glukoz

aktivasyonu sinyal ileti yolu bilesenleri S. cerevisiae kadar ayrintili incelenememistir.
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K. lactis’teki laktoz ve galaktoz metabolizmasindan sorumlu olan ve boliim 2. 3. 2°de
aciklanan GAL-LAC sistemi iizerindeki ¢alismalar bu sistemin karbon kaynagiyla nasil
diizenlendiginin anlasilmasina sebep olmustur (Kuzhandaivelu ve ark. 1992, Zachariae
ve ark. 1993, Zenke ve ark. 1993, Dong ve Dickson 1997, Rubio-Texeira 2005). S.
cerevisiae 'da glukoz baskilamasi igin gerekli olan bir¢ok genin ortologu K. lactis’te de
tanimlanmigtir (Cassart ve ark. 1995, Goffirini ve ark. 1995, 1996, Wesolowski-Louvel
ve ark. 1996, Rubio-Texeira 2005). Ornegin K. lactis'ten MIGI geni KIMIGI
klonlanmustir ve K. lactis’de GAL-LAC genlerinin transkripsiyonel kontroliinii saglayan
KIGALI geni transkripsiyonunun baskilanmasindaki gerekliligi gosterilmistir (Cassart

ve ark. 1995, Dong ve Dickson 1997).

Kluyveromyces suslar1 glukoz baskilamasina cesitli derecelerde duyarlilik
gosterirler. KLGAL4 geninin promotor bdlgesindeki farklilik KlGal4p’nin kendi
promotorundaki baglanma dizilerine olan afinitesine etki etmektedir. Zayif baglanma
saglayan aleller glukoz baskilanmasina daha duyarli olurlar (Kuzhandaivelu ve ark.
1992). Alternatif karbon kaynaklarinin kullaniminda gérevli cesitli genlerin de (KHT],
KHT2 ve RAGI1) glukoz baskilamasi altinda olduklar1 ve glukoz baskilamasindan
onemli derecede etkilendikleri bilinmektedir (Breunig 1989, Schaffrath ve Breunig
2000). K. lactis’de glukoz baskilamasini kontrol eden ve S. cerevisiae Gal83p ile
Snflp’nin fonksiyonel homologlari olan FOGI ve FOG2 genleri klonlanmis ve glukoz
baskilamasindaki islevleri de analiz edilmistir (Goffrini ve ark. 1996, Breunig ve ark.
2000). Glukoz baskilamasi niikleusun iginde aktif seviyedeki KIMiglp represoriiniin
artmasina sebep olan KlSnflp/Fog2p ana regiilator kinazin inaktivasyonuna da baglidir
(Goffrini ve ark. 1996; Dong ve Dickson 1997). Bu bakimdan KIMiglp’nin KISnflp ile
kontrolu S. cerevisiae’daki Migl-Snfl sistemine benzemektedir (Carlson 1999). S.
cerevisiae’da Miglp’nin Snflp’ye bagl fosforilasyonu, Cyc8-Tupl ile birlesme
yetisiyle engellenir bu da Miglp’nin sitozole geri donmesini saglar (DeVit ve ark.

1997).

FOGI de GAL/LAC regulonu genleri glukoz derepresyonunda onemli role
sahiptir (Goffirini ve ark. 1996). FOGI, Snfl kinaz kompleksin hiicre igi

lokalizasyonunu diizenleyen 3-fB alt birimden biri olan Saccharomyces’de Gal83p’ye
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homolog olan bir protein kodlar. Gal83p, fermente edilemeyen karbon kaynaklarinda,
Snflp’nin fosforilasyon ile aktif forma gecisini saglar. Aktif Snflp’nin de Miglp’yi
fosforlayarak nukleustan ¢ikigini sagladigi bilinmektedir (DeVit ve ark. 1997, Vincent
ve ark. 2001). Bu metabolik yol K/uyveromyces’de bu kadar ayrintili incelenmese de bu
iki maya tiriiniin genetik yapilar1 arasinda kuvvetli homoloji nedeni ile

Kluyveromyces’de de benzer bir kontrol mekanizmasi oldugu 6ne siiriilebilir.

KIGAL4 promotorunda bazi K. lactis suslarinda farkliliklar oldugu ve bununda
KlIGal4p’nin biyosentezini etkiledigi bulunmustur. Bunun sonucu olarak da laktaz geni
gibi baz1 genlerde glukoz baskilamasi farkli seviyelerde olusmaktadir. K laktis suslar
laktoz-galaktoz regulonunun glukoz baskilamasina verdigi tepkiye gore 3 kategoriye
ayrilir. Y1140 suslan diisiik baskilama gosterirler, ¢linkii laktaz aktivitesi l¢tildiigiinde
ortamda glukoz varliginda laktaz aktivitesi 2 kat azalmaktadir (Dickson ve Markin
1980). CBS2360 susunda ise hicbir baskilama gozlenmez (Breunig 1989). JA6 ve
Y1118 tiirti K. lactis suslarinda ise GAL-LAC regulonunda glukoz ile 50-100 kat kadar
olabilen giiclii bir baskilama goriilmektedir. GAL-LAC regulonundaki glukoz
baskilamasindaki farkliliklarin molekiiler mekanizmasi Breunig (1989) tarafindan analiz
edilmis ve glukoz baskilamasina duyarli bir susun KIGAL4 yada diger adiyla LACY
geninin degistirilmesiyle glukoz baskilamasina duyarsiz bir susa doniistiiriilebilecegi
gosterilmistir (Breunig 1989). Bunun nedeni de KIGAL4 transkripsiyonunun oto

regulasyonundaki farkliliklardir.

Glukoz baskilamasmin farkli derecelerde goriildiigii suslarda KIGAL4 geni
yapist incelenmistir (Kuger ve ark. 1990). Elde edilen sonuglar incelenen K. lactis
suslarinda glukoz baskilamasina karsi olusan farkli yanmitin aktivatdr protein
KlIGal4p’nin ¢inko parmak yapisi seklinde olan DNA’ya baglanma bolgesindeki tek
amino asit farkliligindan kaynaklandigim1 gostermektedir. Glukoz baskilamasinin
normal olarak olustugu sus olan K. lactis JA6’da KlGalp’de inko parmak yapisini
olusturan sistein amino asitlerinin herhangi birinde degisiklik olmasinin KlGal4p’nin
DNA’ya baglanma afinitesini onemli Olc¢lide azaltabildigi bulunmustur (Witte ve

Dickson 1988; Witte ve Dickson 1990).
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2. 6. Invertaz Geninin Yapisi ve Kontrol Mekanizmasi

S. cerevisiae’da invertaz enziminin kodlandig1 gen olan SUC2 S. cerevisiae’'da
glukoz baskilamasinin molekiiler analizi ve glukoz baskilamasina neden olan faktdrlerin
belirlenmesinde model sistem olarak kullanilmaktadir (Trumbly 1992, Ronne 1995,
Gancedo 1998). S. cerevisiae’ya yakin bir maya tiirii olan Kluyveromyces lactis’te de
glukozun en ¢ok tercih edilen karbon kaynagi olmasi daha az ifade edilse de bazi
suglarda belirli sitoplazmik ve mitokondriyal enzimlerin glukoz baskilanma
mekanizmalar1 tanimlanmistir (Werich ve ark. 1997). K. lactis’te ise invertaz geni
yerine laktoz ve galaktoz metabolizmasindan sorumlu GAL/LAC regulonunu olusturan
genlerin karbon kaynagina gore diizenlenmeleri incelenmistir (Kuzhandaivelu ve ark.
1992, Zachariae ve ark. 1993, Dong ve Dickson 1997, Rubio-Texeira 2005). S.
cerevisiae 'da bir¢ok genin ortologu K. lactis’te de tanimlanmistir (Wesolowski- Louvel
ve ark. 1996, Cassart ve ark. 1995, Goffirini ve ark.1995, 1996). Ornegin S.
cerevisiae’da SUC2 ve diger birgok genin transkripsiyonunun glukoz sinyali ile

baskilanmasini saglayan MIG1, K. lactis 'den de klonlanmigtir (Cassart ve ark. 1995).

Kluyveromyces genusunda B-fruktokinaz enzimleri genis capli olarak karakterize
edilmistir. Bu enzimler, yliksek molekiiler agirliktaki oligosakkaritlere olan spesifiteleri
ve iniilin tipi fruktanlara gére siniflandirilirlar. Invertaz enziminin K. lactis’de hiicre
duvarinda bulunan bir hiicre disi enzimi oldugu daha 6nce yapilan arastirmalarda
bulunmustur (Rouwenhorst ve ark. 1990). K. lactis’te bulunan invertazin, yapilan
enzimatik aktivite dl¢timleriyle glukoz baskilanmasina maruz kaldigi da gosterilmistir
(Goffrini ve ark. 1995). K. lactis’te klonlanan ve invertaz sentezinden sorumlu olan
KIINVI geninin aslinda transkripsiyonel diizeyde glukoz baskilanmasina maruz kaldigi
fakat KIMiglp’den bagimsiz olarak baskilandigr gosterilmistir. Diger maya
invertazlariyla yapilan karsilagtirmalar ve sekans analizleri sonucu KllnvIp’nin yeni bir
B-fruktokinaz ailesine ait oldugunu gdsterir. DNA hibridizasyon analizleri KIINV1
geninin K. lactis’te tek kopya olarak bulunan bir gen oldugunu gostermektedir (Georis

ve ark. 1999).



23

Georis ve arkadaslarinin (1999) yaptig1 ¢alismada K. /actis’te bulunan invertaz
geni KI/IINV1, K. marxianus iniilinaz geni prob olarak kullanilarak koloni hibridizasyonu
ile izole edilmistir. Elde edilen iki bagimsiz klonun 1827 baz ¢iftlik ORF’a sahip oldugu
gosterilmistir. K. lactis iniilinazinin amino asit dizisi K. marxianus iniilinazina %59’luk
bir benzerlik gosterir. Southern blot analizleri ve gen ayristirma yontemleri KIINV1’in
Kluyveromyces’e 6zgii bir gen oldugunu gostermistir. Northern blot analizlerine gore
KIINVI’in transkripsiyonu, glukoz varliginda gii¢lii bir sekilde baskilanir fakat S.
cerevisiae’dakine ters olarak baskilanma KIMiglp’den bagimsizdir. KIMIG1 delesyonlu
K. lactis suslarinda glukoz baskilanmasinin devam etmesi K/INVI’in S. cerevisiae, K.
marxianus ve S. pombe invertaz genlerinden ¢ok farkli bir sekilde kontrol edildigini de

gostermektedir (Cassart ve ark. 1995, Tanaka ve ark. 1998).

Invertaz geni K. lactis’te glukozla diizenlenen Snflp/Miglp’den bagimsiz tek
gen degildir. KIGAL4 ve KICATS genlerinde de S. cerevisiae’daki homologlarindan
farkli olarak KlIMiglp’nin baglanmasi i¢in potansiyel bir bodlge yoktur (Dong ve
Dickson 1997; Georis ve ark. 1999). S. cerevisae’dan farkli olarak. K. lactis’de KIINV1
geninin kontrol mekanizmasi ile ayrintili arastirmalar glinlimiize kadar yapilmamustir.

Bu nedenle KIINV1 geni kontrol mekanizmas ile ilgili kisith sayida bilgi vardir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3. 1. K. lactis Suslarinin izolasyonu

Deneylerimiz sliresince maya Orneklerinin iiretilmesinde ve enzimatik
aktivitelerinin tayini i¢in kullanilan besiyeri ve diger ¢ozeltilerin 6zellikleri Ek-1’de
verildi (Rose ve ark. 1990). Bursa ili siirlarindaki siit ve siit {iriinii iireticilerinden
islenmemis taze siit ve peynir Ornekleri aseptik sartlarda 50 ml’lik streril falkon
tiiplerine alind1 ve toplanilan bolgelere gore orneklere farkli MY (Milk Yeast) kod
numaralar1 verildi. Siit ve peynir 6rnekleri laboratuar analizleri siiresince + 4 derecede
bekletildi. Stok peynirlerden peynir ornekleri i¢ kisimlarindan olacak sekilde alinip
yaklagsik 0.5 gr olarak tartild1 ve steril %2’lik 5 ml sodyum sitrat i¢inde ¢oziildii. Siit ve
peynir orneklerinin ¢ozeltilerinden her bir 6rnek i¢in ticlii olarak 50 ul alinip igerisine
sodyum propionat (% 0.1 v/w) eklenmis YGC petrilerine yayma ekimi yapildi. Ornekler
30 °C’deki etiivde 3-4 giin siireyle inkiibasyona birakild. inkiibasyon periyodu sonunda
petrilerde olusan maya kolonilerini sayilara kayit edildi. Elde edilen koloni sayilari ile
siit ve peynir Orneklerindeki toplam maya sayist CFU/ml (koloni olusturan birim/ml
ornek) siit veya CFU/gram peynir 6rnegi olarak kayit edildi. Maya orneklerinin tiir
tayinleri i¢in YGC petrilerinde 1yi izole olmus kolonilerden 150 tanesi rastgele segilerek
steril kiirdan ile alindi ve YPD petrilerine kii¢iik pasaj seklinde ekimleri yapildi. YPD
petrilerindeki maya orneklerinin iiremesi i¢in petriler 30 °C’deki etiivde 3-4 giin siireyle

inkiibasyona birakildi.

Toplanan siit ve peynir 6rneklerinden izole edilen 150 maya 6rneginden 37 maya
ornegi secilerek glukoz, laktoz, galaktoz, sukroz, maltoz, gliserol, DL laktat ve iniilin
gibi farkli karbon kaynaklar1 iceren lireme ortamlarina ekilip etiivde 30 °C’de 3 giin
stireyle bekletilerek bu karbon kaynaklarini kullanip kullanamadiklar1 incelendi. Ayrica
Amonyum Siilfat, Sodyum Nitrat, Potasyum Nitrat ve Lizin i¢eren ortamlarda tiretilip
azot kullanimlarina, %10 NaCl ve %5 glukoz bulunan ortamlarda {iretilerek de ozmotik
toleranslarinin olup olmadig1 arastirildi. Buna ek olarak laktoz pozitif olarak segilen
maya Orneklerinin 6 °C ve 37 °C gibi farkli sicakliklarda iireyip tireyemedikleri de

arastirildi.
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Secilen mayalardan laktoz pozitif maya orneklerinin tekrar se¢cimi ve metabolik
Ozelliklerinin test edilmesi i¢in se¢ilen 37 maya 6rnegi minimal ortam olan YNB laktoz
petrilerine ekildi ve petriler 6rneklerin iiremesi i¢in 30 °C’deki etiivde 3 giin siireyle
bekletildi. YNB laktoz iireme ortaminda iireyebilen (laktoz pozitif) maya kolonilerinden
steril sartlarda kiirdan ile ornekler alinarak 1 ml’lik steril %20’lik gliserol’e 6rnekler

alind1 ve -70 °C’de uzun siireli olarak depo edildi.

3. 2. K. lactis Suslarimin Tiirlerinin Tayini

Farkli karbon ve azot kaynaklarin1 kullanma 6zellikleri ve farkli sicakliklarda
tireme Ozellikleri ayri ayr1 incelenip, standart olarak kullanilan K. lactis susuna
(ATCCB8585) benzer ozellik gosteren maya suslari tekrar YNB laktoz ortamina ekilerek
tiremeleri kontrol edildi. Bu testlerden sonra laktoz pozitif 6zellik gésteren maya suslari
secilerek tretici firma tarafindan aciklandigi sekilde API 32C (Analytical Profile
Index)(katalog no: 32200) testi uygulandi (Biomerieux- Fransa). Secilen maya
suslarinin API 32C testi Olglitlerine gore cizelge 4. 4’de verilen % olasiliklarla tiirleri

belirlendi (Tornadijo ve ark. 1998, Kurtzman ve Fell 2000).

3. 3. K. lactis Tiirlerinden Genomik DNA Saflastirilmasi

Arastirmalarimizda uygulanan testlere gore %99 olasilikla K. lactis olarak tiirleri
belirlenen mayalar (MY22-25, 28, 29) ile standart sus olarak kullandigimiz K. lactis’in
(ATCC8585) rDNA bolgelerinin ve laktaz gen yapisinin genetik Ozelliklerinin

karsilagtirmali analizleri i¢in bu maya tiirlerinden genomik DNA saflastirildi.

Genomik DNA’larin saflastirilmasinda daha dnce tanimlanan Zymolyase-Sorbitol
metodu uygulandi (Rose ve ark. 1990). Bunun i¢in K. lactis suglar1 5 ml’lik YPD besi
yerinde 30 °C’de ve 120 devir/dakika hizda calkalamali etiivde 16-18 saat iiretildi.
Ureme periyotlar1 sonunda maya hiicreleri santrifujde + 4 °C’de 5000 g de 5 dakika
coktiiriildii. Coktiiriilen K. lactis hiicreleri 500 pl’lik sorbitol- EDTA (1 M sorbitol, 0.1
M EDTA) cozeltisinde siispanse edilerek 1.7 ml’lik steril mikrofiij tiiplerine alindi.
Mikroflij tiiplerindeki K. lactis slispansiyonlarina taze olarak Sorbitol-EDTA

cozeltisinde 2.5 mg/ml konsantrasyonunda hazirlanmis Zymolyase’dan 20 ul ilave
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edilerek 10 saniye vortex ile karistirildi. Karisim 37 °C’deki su banyosunda 60 dakika
bekletildi. Bundan sonra karisimdaki maya hiicreleri mikrosantrifiijJde 10 000 g’de oda
sicakliginda 5 dakika c¢oktiiriildii, sivi kisim atildi. Coktiiriilen maya hiicrelerine steril
Tris-EDTA ¢ozeltisinden (50 mM Tris/HCI pH: 7.4., 20 mM EDTA pH:7.4) 500 ul
eklenerek pipet ile hiicreler siispanse edildi. Bu asamadan sonra maya karigimlarina
%10’luk Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) ¢ozeltisinden 50 pul eklendi ve karisimlar 65
°C’lik sicak su banyosunda 30 dakika bekletildi.

Inkiibasyon periyodu sonunda SDS ile lizis edilen maya karisimlarma 200 pl
soguk 5M potasyum asetat ¢ozeltisi ilave edildi ve mikrofiij tiipleri buz igine
yerlestirilerek 60 dakika beklendi. Bu islemler sonunda parcalanmis maya karigimlarini
iceren Ornekler mikrosantrifiijde 10 000 g’de 5 dakika santrifiij edildi ve s1v1 kisim (iist
faz) taze mikrofiij tiiplerine alind1. K. lactis suslarina ait genomik DNA’y1 iceren bu sivi
fazdan DNA’y1 ¢oktiirmek icin 1 hacim (yaklasik olarak 600 pl) % 100 izopropanol
ilave edildi ve karistirllarak oda sicakliginda 5 dakika beklendi. Karigimlar
mikrosantrifiijde 15 000 g’de 1 dakika santrifiij edilerek genomik DNA’lar ¢oktiiriildii.
S1v1 kisim atilarak ¢oken DNA’larin oda sicakliginda kurumalari i¢in 5 dakika beklendi.
K. lactis suslarindan saflastirilan genomik DNA’lar 250 ul’lik 1xTE’de (pH:7.4)
coziildii. DNA konsantrasyonlar1 ve saflik dereceleri spektrofotometrede belirlendi

(Rose ve ark. 1990).

3. 4. K. lactis Tiirlerinin ITS1-5.8s rDNA-ITS2 Dizilerinin Belirlenmesi

Kluyveromyces lactis tiirlerinden (MY 22-25, 28, 29) saflastirilan genomik DNA
orneklerinden PCR reaksiyonlari i¢in yaklasik 100 ng alindi. Kluyveromyces tiirlerinin
ITS1-5.8s rDNA-ITS2 bdlgelerinin Polimeraz Zincirleme Reaksiyonu (PZR) ile
cogaltilmasinda Qiagen SYBR PZR kit’i (katalog no: 204145) ve mayalar igin
tanimlanan iiniversal primerler kullanildi (White ve ark. 1990). Bu primerlerin
niikleotid dizileri asagida verildigi gibidir.

ITS1 primerinin niikleotid dizisi: 5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’.
ITS4 primerinin niikleotid dizisi: 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3".
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ITS1 ve ITS4 primerleri Kluyveromyces tiirlerindeki ribozomal DNA’nin ITSI-
5.8s rDNA-ITS2 bolgesinin PZR ile ¢ogaltilmasinda 5’ (forward) ve 3’ (reverse) primer
olarak kullanildi. PZR’da White ve ark. (1990) tarafindan Onerilen reaksiyon sartlari

kullanildi. PZR reaksiyonu bilesenleri ve reaksiyon sartlari asagida verildigi gibidir.

PZR Reaksiyonu bilesenleri:

Qiagen SYBR PCR Mix : 12.5 ul
ITS1 (Forward) primer: 3 ul (1.2 umol)
ITS4 (Reverse) primer: 3 ul (1.2 pmol)

1/10 seyreltilmis Genomik DNA. 3 ul (yaklasik 100ng)
Steril distile su. 3.5 ul

PZR Sartlar ise baslangi¢ denaturasyonu i¢in 95 °C’de 15 dakika, daha sonra toplam 30
dongii olmak {lizere; 94 °C’de 2 dk, 60 °C’de 1 dk, 72 °C’de 2.5. Dongiilerin

tamamlanmasindan sonra da son dongii olarak 72 °C’de 5 dakika bekletildi.

PZR ile c¢ogaltilan DNA’lar PZR saflastirma kit’i (Roche, Katalog No:
11732676001) kullanilarak saflastirildi. Sekanslama reaksiyonu ig¢in saflastirilan
DNA’lardan 10 pl alimarak rDNA RFLP analizleri i¢in Hinfl enzimi ile standard
sartlarda kesilerek % 2’lik agaroz elektroforezi ile ayristirildi ve SYBR Green ile

goriintiilenerek sonuglar boliimiinde verilen jel fotograflari elde edildi.

K. lactis tiirlerinin genomik DNA’larindan ITS1 ve ITS4 primerleri kullanilarak
PZR ile ¢ogaltilan ve saflagtirilan ITS1-5.8s rDNA-ITS2 bolgesinin niikleotid dizisi de
ayni primerleri kullanarak DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing Kit’i
(Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg, Germany) ve ABI PRISM 310
Genetic Analyzer cihazi (Iontek, Istanbul) kullanilarak belirlendi. Niikleotid dizilerinin
analizleri NCBI’mn sagladigit BLAST servisi kullanilarak yapildi. Elde edilen ITS-5.8s
rDNA sekanslar1 daha 6nce tanimlanan ve gen bankasinda bulunan maya suslarinin
rDNA dizilerine olan benzerlikleri sonuglar boliimiinde verildi. K. lactis MY22-25, 28,
29 suglar1 ITS-5.8S rDNA bolgelerinin sekanslar1 Ek-2’de verildi.
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3. 5. Glikojen Miktarlarinin Belirlenmesi

Saflastirilan maya tiirlerinde glikojen sentezi ve birikimi olup olmadig: iyot
boyama testi ile daha once aciklandig1 sekilde kalitatif olarak belirlendi (Chester 1968).
Bunun i¢in 6nce K. lactis suslar1 (MY22-29 suslar1 ve kontrol K. lactis susu) 10 ml’lik
YPD ortaminda 30 °C’deki karistirmal1 inkiibatorde 140 devir/dakika hizda 16-18 saat
iretildi. Sivi kiiltiirde tretilen K. lactis Orneklerinden 4 pl alinarak farkli karbon
kaynaklar1 iceren (Glikolitik veya Glukoneogenik) minimal (YNB) veya zengin (YP)
ortam petrilerine damla seklinde {igerli olarak ekim yapildi. Petrilere ekilen mayalarin
tiremeleri i¢in 6rnekler 30 °C’deki etiivde 48 saat bekletildi. Uremesi tamamlanan maya
kolonilerini iceren petriler taze hazirlanmis iyot c¢ozeltisi ile doyurulmus 3 numara
Watman kagit igeren petrilere kapatilarak 10 dakika siiresince iyoda maruz birakilarak
maya hiicrelerindeki glikojenin boyanmasi saglandi (Chester 1968). Petriler

fotografland1 ve sonuglar bolimiinde verildi.

3. 6. Laktaz Aktivitelerinin Ol¢iimii

Arastirmamizin birinci asamasinda saflastirilip fermentasyon ozellikleri laktoz
pozitif olarak belirlenen maya suslarinin laktaz (B-galaktozidaz) aktiviteleri belirlendi.
Bu tiirlerin laktaz aktivitelerinin belirlenmesinde Zachariae ve Breunig (1993)
tarafindan gelistirilen yontem uygulandi. Daha sonraki arastirmalarimizda laktaz
biyosentezinin diizenlenmesine yonelik deneylerimiz ITS-5.8s rDNA dizilerine gore
tiirleri K. lactis olarak belirlenen MY22, 23, 24, 25, 28, 29 suslar1 ve arastirmalarimizda
kontrol K. lactis susu olarak kullanilan K. lactis ATCC8585 susu ile yapildi.

Laktaz aktivitelerinin 6l¢iimil i¢in dnce Kluyveromyces suslari farkli niteliklerde
ve farkli konsantrasyonlarda karbonhidrat i¢eren (laktoz, glukoz, veya gliserol laktat) 5
ml’lik YP iireme ortaminlarinda 30 °C de 140 doniis/dakika hizda c¢alkalamali
inkiibatorde 16-18 saat iiretilerek 6n kiiltlirler elde edildi. Bu maya 6n kiiltlirlerinden
sonuglar boliimiinde agiklandig1 sekilde karbon kaynagi olarak farkli karbonhidratlart

iceren YP besiyerlerine baslangictaki maya derisimleri ODggo: 0.2 olacak sekilde
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seyreltilerek ekimleri yapildi. Maya kiiltiirleri 30 °C de 140 doniis/dakika hizda

calkalamal1 inkiibatorde logaritmik veya duragan asamaya kadar tiretildi.

Kluyveromyces suslarinin laktaz aktiviteleri peynir altt suyunda yukarida
aciklandig1 sekilde {iretilerek de belirlendi. Peynir alt1 suyu liyofilize toz olarak bir
endiistriyel siit lireticisinden saglandi. K/uyveromyces suglarinin iireme ortami olarak
kullanilmasinda peynir alt1 suyu deiyonize saf suda %2’lik siv1 ¢ozelti olarak hazirlandi.
Peyniralt1 suyuna azot kaynagi olarak % 0.5 amonyum siilfat eklendi ve otoklavda steril
edilip deproteinize edilerek kullanildi. Peynir alti suyunun deproteinizasyonu ig¢in
sterilizasyondan sonra 10000 g hizda 20 dakika santrifiij edilerek protein ¢okeltileri
ayristirildi ve ondan sonra direkt ireme ortami olarak kullanildi (Siso 1994, Becerra ve

Siso 1996).

Ureme siireleri sonunda Kluyveromyces Xkiiltiirleri 5000 g hizda 5 dakika
coktiiriildi. Coktiiriilen maya hiicreleri 1 ml steril soguk distile suda siispanse edilerek
tekrar ayn1 sartlarda ¢oktiiriildii. Coktiiriilen Kluyveromyces hiicreleri 200 pl’lik laktaz
tampon ¢ozeltisinde siispanse edilerek steril 1.7 ml’lik steril mikrofiij tiiplerine transfer
edildi. Bu sekilde hazirlanan Kluyveromyces ornekleri -70 °C’deki derin dondurucuda

laktaz aktiviteleri belirleninceye kadar saklandi (Zachariae ve ark. 1993, Breunig 1989).

Laktaz aktivitelerinin Ol¢iimii i¢in dondurulan Kluyveromyces 0Orneklerinin
coziinmesi beklendi. Coziinen Kluyveromyces siispansiyonlara stok % 0.1°’lik SDS
cozeltisinden 20 pl ve stok % 99’luk kloroformdan 20 pl ilave edilerek 10 saniye
siiresince en hizli mod’ta vortekslenerek permeabilize edildi (Flores ve ark. 1994).
Permeabilize edilen Kluyveromyces hiicre Orneklerinin laktaz aktiviteleri 30 °C’de
ONPG  (O-nitro-phenyl-pB-D-galactoside) kullanilarak asagida verildigi sekilde
belirlendi (Zachariae ve ark. 1993, Guarante 1983).

Her bir Kluyveromyces 6rnegi i¢in iiclii olarak hazirlanmis 10x100 mm’lik cam
tiiplere 980 ul’lik laktaz tampon ¢ozeltisi (Z-Buffer) konuldu ve bu tampon ¢ozelti igine
SDS ve Kloroform ile permeabilize edilen K/uyveromyces siispansiyonlarindan 20 pl’lik
karisim ilave edildi. Daha sonra bu deney ¢ozeltisinin optimum sicakliga ulasabilmesi

icin 30 °C’de su banyosunda 2 dakika bekletildi. Bu siire sonunda da permeabilize
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edilmis hiicre karisimina 200 ul ONPG eklenerek 30 °C’de agik sar1 renk olusuncaya
kadar beklendi. Reaksiyon siiresi sonunda reaksiyonlar 500 pl 1M sodyum karbonat
ilave edilerek durduruldu. Bunun i¢in gegen siire de kayit edildi. Reaksiyon tiipleri masa
iistii santrifiijde 1500 g’de 5 dakika siiresince santrifuj edildi, hiicreler ¢oktiriildii.
Cozeltilerin absorbanslar1 420 nm’de Shimadzu Mini 1240 model spektrofotometrede
Olciildli. Deneyler ayn1 Kluyveromyces susu i¢in iiclii olarak yapildi ve en az ii¢ kez
tekrarlandi. Bu nedenle sonuglar boliimiinde verilen tablolardaki laktaz aktiviteleri en az
18 farkli deneyin ortalamasini gostermektedir. Laktaz aktiviteleri Miller Units (MU)
olarak verildi (Ek 1). Elde edilen sonuglarda standart sapmanin % 20’nin altinda oldugu

bulundu.

3. 7. Invertaz Aktivitelerinin Ol¢iimii

Invertaz aktivitelerinin dlciimleri icin MY?22-25, 28, 29 ve kontrol K. lactis susu
(ATCCB8585) bir gece dnceden YPD ortama ekildi. Duragan faza ulasan bu maya 6n
kiiltiirlerinden 1 ml alinarak 9 ml YPD igeren ortama ekim yapildi ve maya kiiltiirlerinin
logaritmik faza ulagsmalar1 i¢in yaklasik 4 saat beklendi. Logaritmik fazdaki maya
kiiltiirlerinden 5ml alinarak 1500 g hizda 5 dakika c¢oktiiriildii. Coktliriilen maya
hiicreleri 5 ml’lik steril saf su ile yikandi ve tekrar g¢oktiiriilerek derepres iireme
ortamina (YP+ % 0,05 glukoz) aktarildi (Celenza ve Carlson 1984). Maya hiicreleri 3
saat daha ayni sartlarda (30 °C’de 140 devir/dakika doniis) iiretilerek hiicre dis1 invertaz
aktiviteleri daha Once tanimlanan standard metod ile asagida verildigi sekilde

degisiklikler yapilarak dl¢iildii (Goldstein ve Lampen 1975, Rothe ve Lehle 1998).

Sivi besi yerinde ikiserli olarak, glukoz baskilamasinin oldugu (repres) veya
olmadig1 (derepres) sartlarda tiretilen hiicreler 1500 g’de 5 dakika santrifiij edilerek
coktiiriildi. Coktiiriilen maya hiicreleri dnce 5 ml steril ve soguk distile su ile yikandi ve
daha sonra 5 ml’lik A-tampon ¢ozeltisiyle (50 mM Sodyum asetat, pH: 5) ile iki kez
yikandi1 ve yine santrifiij ile ayn1 sartlarda ¢oktiiriildii. Coktiiriilen hiicreler 200 pl’lik B-
tampon ¢ozeltisinde (50 mM Sodyum asetat, pH: 5., 2mM PMSF) ¢oziildii ve 1.7 ml’lik
mikrofiij tiiplerine aktarildi. Bu hiicre siispansiyonundan 50 pl alinip steril mikrofiij

tiiptinde 200 pul’lik 200 mM sukroz ¢ozeltisiyle karistirildi. Bu karisim 30 °C’deki su
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banyosunda 15 dakika bekletildi. Reaksiyon periyodu sonunda invertaz aktivitesi 50 pl,
IM Tris HCI (pH:8.8) eklenerek durduruldu. Karisim 1 dakika mikrosantrifiijde 10000
g’de santrifiij edilerek hiicreler ¢oktiiriildii. Reaksiyon sonucu agiga ¢ikan glukoz
miktart ikiserli olarak 20 pl’lik 6rnek alinarak glukoz oksidaz-peroksidaz reaksiyonu
(GOD-POD) ile belirlendi (Goldstein ve Lampen 1975, Rothe ve Lehle 1998). Glukoz
oksidaz reaksiyonunda Biocon-Fluitest GLU (Biocon Diagnostik, Marienhagen-
Almanya, Katalog no: 4342), GOD-POD sistemi kullanildi. 3 kez tekrarlanan
deneylerden elde edilen sonuclarin ortalamalar1 invertaz aktivitesi sonucu agiga ¢ikan
uM glikoz/dakika/100mg kuru agirlik olarak hesaplandi. Mayalarin kuru agirligi
ODgoo:1 igin 0.5 mg olarak alindi. Invertaz deneyleri 2 kez tekrarlandi. Bundan dolay:
sonuglar boliimiinde verilen invertaz aktiviteleri en az 4-6 farkli deneyin ortalamalari
olarak verildi. Ayn1 K. lactis susu i¢in belirlenen invertaz aktiviteleri arasindaki standart

sapmanin da %>5’den daha az oldugu goriildii.

3. 8. K. lactis Suslarinin Ureme Hizlarmin Olgiimii

Stok kiiltlir olarak bulunan 6 farkli K. lactis (MY22-25, 28, 29) maya
suslarindan her biri taze kiiltiir baglatmak amaciyla, 5 mI’lik YPD besi yerine ekildi ve
30 C’de 140 devir/dakika hizdaki karistirmali inkiibatorde 16-18 saat iiretildi.
Hazirlanan bu 6n kiiltiirlerden karbon kaynagi olarak % 2 glukoz veya %2 laktoz iceren
20 ml YP besi yerine 150 pl olarak ekimler yapildi. Ekimler her bir maya susu i¢in ikili
olarak gerceklestirildi. Maya kiiltiirleri 30 °C’de 140 devir/dakika hizdaki karistirmali
inkiibatorde tiremeye birakildi ve 90 dakika araliklarla 1 ml 6rnek alinarak maya
orneklerinin ODgoy degerleri belirlendi. Elde edilen ODgoy degerleri yar1 logaritmik
grafik kagidinda zaman araliklarina kars1 grafige aktarildi. Olusturulan grafiklerden de

maya hiicrelerinin logaritmik fazdaki iklenme siireleri belirlendi.

Ayn1 maya suslarmin peynir altt suyu igeren iireme ortaminda ikilenme
stirelerinin hesaplanmasi amaciyla bdliim 3. 6°’da agiklandigi sekilde % 2’lik peynir altt
suyu tireme ortami olarak hazirlandi. Farkli K. lactis suslarinin (MY22-25, 28, 29) bu

tireme ortamindaki ikilenme siireleri de yukarida agiklandigi sekilde belirlendi.
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3.9. K. lactis Suslarinda LAC4 Geni Promotor Bolgesinin Analizi

K. lactis MY22-25, 28, 29 suslarmin laktaz geni olan LAC4’lin promotor
bolgelerini iceren DNA bolgesi bolim 3. 3’de agiklandigr sekilde saflastirilan bu
suslarin genomik DNA’larindan Qiagen SYBR PZR kit’i ( Katalog no: 204145) ile
cogaltildi. PZR i¢in kullanilan primerlerin DNA dizileri asagida verildigi gibidir.

LAC4-Forward primer: 5’- CTTTTCGGACTGCGATTATTC-3’
LAC4- Reverse primer : 5°- CACTAGAAATCATACCCTTCACA-3’.

Bu primerlerden forward primer LAC4 promotor bolgesinde 1. kodon olan
ATG’ye gore — 772 bg¢’den — 792 bg’ne kadar olan bolgeye, reverse primer ise —301
b¢’den — 324 b¢’ne kadar olan bolgeye homolog olup PZR ile ¢ogaltilacak olan LAC4
promotor bolgesinin uzunlugu yaklasik olarak 492 b¢’dir (Sekil 3. 1). LAC4 geni
promotor bdlgesi dizisi, ve bu promotor bolgesindeki KlGald4p baglanma bolgeleri ve

PZR primerlerinin lokalizasyonu Sekil 3. 1’de verildi.

LAC4 geni promotor bolgesini PZR ile c¢ogaltmak icin uygulanan reaksiyon
sartlar1 asagidaki gibidir. Reaksiyon karisimi toplam hacim 25 ml olacak sekilde
asagida verildigi gibi hazirlandi:

Qiagen SYBR PCR Mix : 125wl
LAC4-Forward primer: 3 ul (0,6 umol)
LAC4- Reverse primer: 3 ul (0,6 umol)

1/10 seyreltilmis Genomik DNA. 3 ul (yaklasik 100ng)
Steril distile su. 3.5 ul

PZR Sartlar1: Baslangi¢ denaturasyonu icin 95 °C’de 15 dakika, daha sonra 35 dongii
olmak tizere; 95 °C’de 40 sn, 54 °C’de 40 sn, 72 °C’de 45 sn. Dongiilerin

tamamlnamasindan sonra da son dongii olarak 72 °C’de 5 dakika bekletildi.

PZR ile ¢ogaltilan ve saflastirilan LAC4 promotor bolgesinin uzunlugunu kontrol

etmek icin PZR reaksiyonundan 3 pl almarak % 1.5°lik agaroz elektorforezinde
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yuriitiildii. Elektroforez sonucunda jel SYBR green ile boyanarak jel goriintiileme
sisteminde fotograflandi. Jel fotografi sonuclar boliimiinde verildi. Saflastirilan K. lactis
MY22-25, 28, 29 suslarinin LAC4 geni promotor bolgesinin niikleotid dizileri de ayni
primerler ile DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing Kit’i (Amersham) ve ABI
PRISM 310 Genetic Analyzer cihazi (lontek, Istanbul) kullanilarak belirlendi.
Niikleotid dizilerinin analizleri NCBI’1n sagladigt BLAST servisi kullanilarak yapildi.
Elde edilen LAC4 geni promotor bolgesi sekanslari daha once tanimlanan ve gen
bankasinda bulunan standart K. lactis susu sekanslar1 ile karsilastirildi. Ayrica elde
edilen K. lactis maya suglarinin LAC4 geni promotor dizileri “CHROMAS” Alignment

programi kullanilarak birbiri ile karsilastirildi.

3. 10. K. lactis Suslarinda KIGAL4 Geni Islevsel Bolgelerinin Analizi

K. lactis’de laktaz geni aktivator proteini KlGal4p’dir. Transkripsiyon faktorii
KlGal4p’nin islevsel boliimleri olan DNA’ya baglanma bdolgesi ve asidik aktivasyon
bolgesinde standart K. /actis susu ile bu arastirmada saflagtirilan K. lactis MY suslari
KlGal4p yapisinda farklilik olup olmadig1 da arastirildi. Bunun i¢in K. lactis suslarindan
saflagtirilan genomik DNA’dan KIGAL4’iin Zinc Finger (ZF) yapisinda olan DNA’ya
baglanma boélgesi ve asidik aktivasyon bolgesi (AD) asagida verilen primerler ile
Qiagen SYBR PZR Kit’i (katalog no: 204145) kullanilarak cogaltildi. KIGAL4’iin
kodlama boélgesi, islevsel bolgeleri ve PZR primerlerinin KIGAL4’de homolog oldugu
bolgeler sekil 3. 2°de verildi.

ZF Forward primer: 5’- AAACGTTACTGCCATCGGAG -3’
ZF Reverse primer : 5’- CCCAAACTGGGAAAAGTTCTT -3°.
AD Forward primer: 5’- CGGACCTACTTTCACTGTGG -3’
AD Reverse primer : 5’- AGAAATAGAAATCTGCGGGG -3°.

KIGAL4 geni DNA baglanma bdlgelerinin PZR ile ¢ogaltilmasinda uygulanan

PZR reaksiyon u bilesimi ve reaksiyon sartlar1 agagida verildigi gibidir.
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PZR Reaksiyonu bilesenleri:

Qiagen SYBR PCR Mix : 12.5 ul
Forward primer: 3 ul (0,6 pmol)
Reverse primer: 3 ul (0,6 pmol)

1/10 seyreltilmis Genomik DNA. 3 ul (yaklasik 100 ng)
Steril distile su. 3.5 ul

PZR Sartlart: Baslangi¢ denaturasyonu i¢in 95 °C’de 15 dakika, daha sonra 45 dongii
olmak tzere; 95 °C’de 30 sn, 56 °C’de 40 sn, 72 °C’de 45 sn. Dongiilerin

tamamlnamasindan sonra da son dongii olarak 72 °C’de 5 dakika bekletildi.

PZR ile ¢ogaltilan ve sekans analizi i¢in saflagtirilan KIGAL4 ZF ve AD DNA
pargalarinin sekanslama ic¢in uygunluklarini ve uzunluklarmi kontrol etmek i¢in 3 pl
almarak % 1.5’lik agaroz elektorforezinde ayristirildi. Elektroforez sonucunda jel
SYBR green ile boyanarak jel goriintiileme sisteminde fotograflandi. Jel fotografi
sonuclar boliimiinde verildi. Saflastirilan KIGAL4 ZF ve AD bolgesinin niikleotid
dizileri de ayni primerleri ile DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing Kit’i
(Amersham) ve ABI PRISM 310 Genetic Analyzer cihazi (lontek, istanbul) kullanilarak
belirlendi. Niikleotid dizilerinin gen bankasindaki kayitlar ile karsilastirilmast NCBI’1n
sagladigt BLAST servisi kullanilarak yapildi. Elde edilen KIGAL4 ZF ve AD sekanslari
ayrica “CHROMAS” Alignment programi kullanilarak birbiri ile de karsilagtirildi.
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TGTGTCAGTT TGAACAAAAA AACAATCATC ATACCAATTG -821
TGGAACGGCT TTTCGGACTG CGATTATTCG TGAGGAATCA -761 (Primer F)

TTACGGACAA CAGTGGGTGA TTCCCATATG GAGTAGGAAA -701

GATATGTTGC GGAATTCTGT TCACCGCAAA GTTCAGGGTG -641 (KlGal4 Baglanma Bolgesi 1)

TCTTTGCTTT GCTTCTCCCT TGTCTTGCAT GTTAATAATA -581
CTTAGGGTAG GCTTAGTGTT GGAACGTACA TATGTATCAC -521
CGACCTGGTA GCCAGCCATA CCCACACACG TTTTTTGTAT -461

GTGTAGCGGA AATTTGTGGT CCGAGCAACA GCGTCTTTTT -401 (KiGal4 Baglanma Bélgesi 2)

TTGGTTGACA
GAAGGGTATG

TTGGTATTTG
ATTTCTAGTG

TTGCTGTTTT
TTATCATTGT
GAGAATTATT
CGCTTAACAC
AACACACATA

ACTTGAGATT
GAAGATGTTC
ATTCTTTTGT
TTGAAATTTA
CTCATCGAGA

TCGATTGAGA
TTCCCTAACT
TATGTTGCGC
GGAAAGAGCA
ACTGAAAGAT

GACTTTGTTG CTACACCATT -341
GTGAACACCT TTAGTTACGT -281 (Primer R)
AAAAGGTATT TAATAGCTCG -221
CGAAAGGTAT ATGAGGCTTG -161
TTGTAGTTGG AAAAGGTGAA -101
GAATTTGGCA AAAAAAATAA -41

ATG +3.

Sekil 3. 1. LAC4 geni (KLLAOB14883g) promotor dizisi. Promotor bolgesinde transkripsiyon faktorii KIGal4p’nin baglanma dizileri koyu

olarak gosterildi. PZR reaksiyonunda kullanilan forward ve revers primerlerin baglanma boélgelerinin alt1 ¢izili olarak gosterildi. Baglama

kodonu ATG koyu italik olarak gosterildi (URL-1).
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+1 ATGGGTAGTAGGGCCTCCAATTCGCCTTCTTTTTCAAGTAAGGCGG 46

AAACGTTACTGCCATCGGAGTATAAAAAGAATGC 80 (47 -66 ZF-Forward Primeri)
GGTTAAGAAGGAAACAATACGCAATGGCAAGAAAAGGAAATTGCCTGATACAGAATCCTC 140
AGATCCTGAGTTTGCAAGTCGGCGTTTGATAGCTAATGAAACTGGCACTGATGCGGTGAG 200

TAATGGTAACAAAAATGATAGCAAT GCCAACAACAACAACAACAACAACAACAAGAAATC 260- (DNA baglanma Bdlgesi (225-318)
AAGTGAAGTAATGCACCAGGCGTGCGATGCTTGCAGGAAGAAGAAGTGGAAATGTTCC AA 320
GACAGTACCGACTTGCACGAACTGTCTGAAATACAATTTAGACTGTGTCTACTCTCCGCA 380
AGTTGTTAGGACTCCGTTGACAAGAGCACATTTAACAGAGATGGAAAATAGGGTTGCAGA 440

GTTGGAACAGTTTTTGAAAGAACTTTTCCCAGTTTGGGATATCGATAGGTTACTTCAGCA 500 (478-458 ZF Reverse Primeri)
AAAAGATACATACAGGATTAGGGAATTGCTTACTATGGGTTCTACAAATACTGTTCCGGG 560
ACTTGCATCGAATAATATCGATTCATCGTTAGAACAGCCCGTTGCCTTTGGTACTGCGCA 620
GCCGGCACAATCTTTGTCAACTGATCCAGCAGTACAATCTCAAGCCTATCCAATGCAACC 680
GGTACCGATGACAGAGCTTCAATCTATCACCAATCTTCGACACACGCCATCACTTCTGGA 740
TGAACAGCAAATGAACACGATTTCCACGGCAACGCTGCGGAACATGTACTCTTCAGGTAA 800
CAATAATAACAACTTGGGTAACATCTCTGGTCTATCACCTGTTACAGAGGCATTCTTCCG 860
TTGGCAGGAAGGTGAAACGTCAATCGATAATAGTTATTTTGGAAAAGGTTCAATTTTGTT 920
TTGGTTGAACCAATTACTATCATCAGAAAAGATCGCTGGCGTTACATCAAAAGTAGGCAA 980
TGACATTAACACTAATAATAATAATATAAACCATCAGAAGCTACCTCTAATACTAAACAA 1040
TAATATTACTCATAATGTGTCGGACATAACCACAACAAGTACATCTTCAAACAAAAGGGC 1100
AATGTCTCCTCTTTCTGCCAATGACTCTGTATATCTCGCTAAAAGAGAGACAATATCCGC 1160
GTATATCGATGCGTACTTCAAGCACTATCATGCGCTATATCCGTTGGTCAGTAAGGAAAT 1220
GTTTTTCGCTCAGTATAATGATCAAATTAAACCAGAGAACGTTGAGATATGGCACATCTT 1280
ACTAAACGCGGTATTAGCTTTGGGTTCATGGTGCTCTAATTCATGTTCAAGTCACCATAC 1340
TCTCTATTACCAAAACGCATTATCATATTTGTCCACCGCTGTATTGGAAACAGGGTCCAC 1400
AGATTTAACCATAGCACTCATACTTTTAACGCATTATGTTCAAAAGATGCATAAGCCAAA 1460
CACTGCATGGAGTCTCATAGGACTTTGTAGCCATATGGCTACATCGTTGGGATTACACCG 1520
GGATCTACCAAACTCAACGATACATGATCAGCAACTCCGTAGAGTATTGTGGTGGACTAT 1580
TTATTGCACGGGATGCGATCTCTCATTAGAGACTGGAAGGCCCTCATTATTGCCCAATCT 1640
TCAGGCTATTGATATACCATTACCAGCTTCATCTGCCACTATCAAAGAACCAAGCATATA 1700
TTCCTCCATCATACAAGAATCCCAATGGTCTCAAATATTGCAACAGAAATTGTCAAATAA 1760
CTCATATCAGCAAAGTGCAGGTGAATGTCTCTCATGGTTCGATAGTGTTCAAGCATTTTT 1820
AGACCACTGGCCTACTCCTAGTACCGAAGCTGAACTCAAAGCCTTAAATGAAACTCAACT 1880
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AGATTGGCTACCATTAGTGAAGTTCCGGCCATACTGGATGTTCCATTGTTCCCTAATATC 1940
ACTTTTCTCAGTTTTTTTTGAAGAAGATGCCCCAACCGACAACAACGTCATACGGTGCAA 2000
GGAGTTATGCCTTCAACTTTCAAGCAGAAATATATTTAGCGTGGCCACTTTTGTACGGAG 2060
CTATGCATTCAACTCACTTTCCTGTTGGTACGCGACACATTATCTTGTTAGAAGCGCATT 2120
AGTGCCTCTACATTTCGCATCTCGGATATCTCCACAGCACGCCTTGTGGGAGACAGTTAA 2180
AGCGCAATTATTATCAGCCCATGAAGCGATGGGTATATTGTCACAAGAATCTTCCTTGGC 2240
CGCTAAATTTGATGGGATATTAACCAAGAATTATTCTGAAATACTACAAAGAGAAGGCAT 2300

CAACAAAAGCCAACTGATGCCACCACCAACTCCATTGCTACAATCAACCAGTTTCTCGGA 2360 (2357-2376 AD Forward primeri)
CCTACTTTCACTGTGGTCAGCAAACGCAGAAGACGCTCCGAGAGTCAGTAATTCCCAGAT 2420
GCCTCAATCGATCACTATCACGGACTCTTTGCTACAGTCATCAACAACTCAAATGAGACC 2480
TCCAACCACATCTGGATGGCCTGATACCAACAACTTCCTGAATCCATCG ACCCAACAGCT 2540 (2529-2595, Asidik Aktivasyon Bolgesi, AD)
ATTCAACACCACAACAATGGACGATGTGTACAACTATATATTTGATAACGACGAG TAAGA 2600
AATCTCTCTTTTCCGTAGTCAATTGGGACAGCATCAATTCATGTATTTACTTTTTGTTCA 2660
GTAGCTATCAAATAGCTATCCAACGAGACCACTGGTACGAACAGTGTCCATCATGCACAT 2720

TGTAGGTAACCAACTCGTGGCCTTAACTACCATCCCCGCAGATTTCTATTTCTCATCGAA 2780 (2754-2773 AAB Reverse Primeri)

Sekil 3. 2. KIGAL4 (KLLAODI12672g) (LACY9) geninin kodlama bolgesi. KIGAL4’iin baslangic (ATG) ve stop (TAA) kodonlar1 koyu
harfler ile gosterildi. DNA baglanma bolgesi (Zinc Finger, ZF) ve asidik aktivasyon bdlgeleri (AD) alt1 ¢izili, koyu olarak verildi. PZR
reaksiyonunda kullanilan forward ve revers primerlerin baglanma bolgeleri koyu harflerle alt1 ¢izili olarak gosterildi ve kodlama bolgesi
icindeki pozisyonlar1 dizi sonlarinda gosterildi. Rakkamlar baslangic kodonuna goére (+1, ATG) KIGAL4’iin kodlama bolgesindeki
niikleotid pozisyonlarin1 gostermektedir (URL-1).
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4. BULGULAR

4. 1. K. lactis Suslarmin izolasyonu

Laktoz metabolize edebilen mikroorganizmalarin dogal olarak bulunabildikleri en
uygun habitat siit ve siit Uriinleridir. Arastirma konumuz olan laktaz enzimini sentez
eden yeni K. /actis tiirii mayalarin bulunabilecegi en uygun kaynaklar da islenmemis siit
ve siit trlinleridir (Schaffrath ve Breuning 2000; Fadda ve ark. 2001, 2004). Farkl
ozelliklerde laktaz enzimi biyosentezi yapabilen yeni K. lactis tiiri mayalari izole
edebilmek i¢in Bursa ili sinirlar1 i¢inde 5 farkli bolgede bulunan siit iireticilerinden siit
ve peynir Ornekleri alindi. Peynir ornekleri starter kiiltliir kullanilmadan {iretilen
orneklerden seg¢ildi. Siit ve peynir 6rnekleri materyal ve yontem boliimiinde aciklandig:
sekilde hazirlanarak segici besiyeri olan sodyum propionat eklenmis YGC agar

petrilerine ekildi.

Cizelge 4. 1. Arastirmada kullanilan siit ve peynir orneklerinin alindig1 yerler ve maya
konsantrasyonlart.

Ornegin Alindig1 | Ornek Tiirii Maya Ornekten Laktoz pozitif

Yer Konsantrasyonu® | olarak secilen maya susu
kodlar

Tahtali Koyti- Beyaz peynir 21717 MY1-MY6, MY30-MY34

Bursa

Minareli Cavus Beyaz peynir 16250 MY7-MY14, MY17, MY24

Ko6yi-Bursa

Yunuseli Koyii- Taze siit 8060 MY15, MY 16, MY26-

Bursa MY29

Minareli Cavus Taze siit 2120 MY18-MY21, MY35-

Ko6yi-Bursa MY37

Doganbey Koyii- Taze sit 3540 MY22, MY23, MY25

Bursa

“Maya konsantrasyonlar1 1 gram beyaz peynirden veya 1 ml taze siitten YGC agar
petrilerinde iireyen maya kolonisi sayisin1 (Colony Forming Unit, CFU) gostermektedir.
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Inkiibasyon periyodu sonunda &rneklerdeki toplam maya sayilart belirlendi
(Cizelge 4. 1). Bursa’daki 5 farkli bolgeden saglanan siit Orneklerindeki maya
derigiminin 2000 cfu/ml ile 8000 cfu/ml arasinda degisebildigi goriildii (Cizelge 4. 1).
Peynir 6rneklerinin ise siit 6rneklerine gore daha fazla miktarda maya hiicresi icerdigi

ve genellikle 15000- 20 000 cfu/ g peynir oldugu bulundu.

4.2. Maya Suslarimin Metabolik Ozellikleri

Saflastirilan maya Orneklerinin tiirlerini belirlemek ve laktaz aktivitesi olan
dolayistyla da sadece laktoz igeren ortamda lireyebilen mayalari segmek igin secilen
mayalarin daha oOnce tanimlandigi sekilde farkli karbonhidratlar1 kullanabilme
ozellikleri arastirildi. YGC petrilerinde tireyebilen 150 maya kolonisi arasindan rastgele
secilen 37 maya Orneginin glukoz, laktoz, galaktoz, sukroz, maltoz, gliserol, DL laktat
ve iniilin gibi farkli karbon kaynaklarinda iiremeleri incelendi. Secilen maya
orneklerinin bazilarinin laktoz pozitif, bazilarinin da laktozda lireyemeyen veya cok az
ireyebilen maya tiirleri oldugu belirlendi. Secilen maya Orneklerinin farkl
karbonhidratlar1 ve azot kaynaklarin1 kullanabilme 6zellikleri Cizelge 4. 2 ve Cizelge 4.
3’de verildi. Segilen 37 maya Orneginden sadece 16 ornegin (% 43°1) laktoz pozitif

Ozellikteki mayalar oldugu belirlendi.

Farkli karbonhidratlarin kullanimi gibi farkli azot kaynaklarmin kullanimi ve
diisiik veya yiiksek sicakliklarda iireyebilme de maya sistematiginde kullanilan énemli
taksonomik kriterlerdir (Kurtzman ve Fell 2000). Bu amagla segilen maya tiirlerinin
farkli azot kaynaklarmi kullanabilme, diisiik ve yiiksek sicakliklarda tireme, ozmotik
strese dayaniklilik 6zellikleri arastirildi. Elde edilen sonuglar aragtirmamizda referans
maya susu olarak kullanilan K. lactis ATCC8585 susu ile karsilastirildi (Cizelge 4. 3).
K. lactis tiriiniin azot kaynagi olarak nitratlar1 kullanamadigi, diisiik ve yiiksek
sicakliklara da duyarli oldugu bilinmektedir (Kurtzman ve Fell 2000). Secilen maya
ozelliklerinin bu ozellikleri dikkate alinip laktoz kullanim o6zellikleri de gbz Oniine
alindiginda az sayida Ornegin standart K. lactis susuna benzer metabolik 6zellikleri

tagidig goriilmektedir.
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Cizelge 4. 2. Secilen Maya 6rneklerinin karbonhidrat assimilasyon test sonuglari

Maya Ornegi . N _ §

Kod No: E S % S 5 = k £
E - = = = = = =
& - &) n = & = =

MY1 + - + + Z Z +

MY?2 + - + + Z Z +

MY3 + + 4 + + Z —

MY4 (pembe) + — + + + Z +

MYS5 + - + + Z V4 +

MY6 + - Z + V4 + —

MY7 + + + + Z + +

MY8 + + + + 4 + +

MY9 + - + + + + Z

MY 10 + + + + Z + +

MY1l1 + + + + 4 + +

MY12 + + + + 4 + +

MY13 + + + + Z + +

MY 14 + + + + 4 Z V4

MY15 + + + + Z Z +

MY16 + - + + Z + +

MY 17 + + + + 4 + +

MY18 + - + + V4 + +

MY19 + - + + Z + +

MY20 + - + + 4 + +

MY21 + - + + + + +
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Cizelge 4. 2. (Devam)

Maya Ornegi N :§
Kod No: E § % E § :% E s
E - = = = 2| g =
& - &) n > & =) =
MY22 + + + + + + + —
MY23 + + + + + + + -
MY24 + + + + + + + —
MY25 + + + + + + + —
MY26 + - + + + — — —
MY?27 + - + + + — — —
MY28 + + + + + + + —
MY29 + + + + + + + —
MY30 + — + + 4 Z + —
MY31 + - + + Z Z + -
MY32 + - + + Z Z + Z
MY33 + - + + Z Z + Z
MY 34 (Pembe) + — + + + Z — Z
MY35 + - + + Z Z + Z
MY36 + — + + Z + + Z
MY37 + - + + Z + Z Z
K. lactis + + + + D D D D
(ATCC8585)

Degerlendirmeler Petrilerdeki 28 °C’de 2 giin sonucunda koloni olugum siirecine gore
yapilmustir. + : Iyi ve hizli iireme. — Ureme yok. Z: Zayif iireme. D: Degisken, maya
susuna gore degisen 6zellik.
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Cizelge 4. 3. Secilen maya 6rneklerinin azot kullanimi, ozmotik tolerans ve sicakliga
duyarlik testleri sonuglari.

Maya Ornegi _ N
Kod No g g SZ2l. |
= = s S| B = o o, =
= - = = > = Z = | o @ |~ @ = L B
SE| x| &L= OIOE|VE | ER
EZ|22|22|8 |Ss|xlf|nd 080
<7 |Gz |87 |2 |S6 &85 8B [T
MY1 + - - + - + - -
MY2 + — - + — + — —
MY3 Y | - | - | [ - |+ -
MY4 (pembe) + - - - V4 + - -
MY5 PR - -
MY6 FIR I N I N T n
MY7 + | - -]+ ]z |+ + —
MY8 + | - -]+ ]z |+ + —
MY9 U I S I I I n
MY 10 + | - =]+ ]z | + + -
MY11 + - - + Z + + -
MY 12 + [ - -1+ 1z +1+ -
MY13 + | - =]+ ]z | + + -
MY 14 + — - + — + + —
MY15 | - | - I+ 1 - | + 1 + -
MY 16 + | = =] + [z+] + + -
MY 17 n — — n _ n n —
MY18 FI I A I N I n
MY21 FI I A I N I n
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Cizelge 4. 3. (devam)

N _ N
errtan N U T F S PR P

<n|RZ | &% |3 =& 8o | 8P [Pl
MY22 + — — + Z/— + + —
MY23 + — — Z Z/- + — _
MY24 + — — Z Z/- + _ _
MY25 + — _ + Z/- + _ _
MY26 + - — — Z + + —
MY27 + | — | = _ 7 n n -
MY28 + | - =1 + Z + | z -
MY29 + | = | = | + Z + | z -
MY30 + — — + 4 + — —
MY31 + - — + 4 + — —
MY32 + - — + 4 + — —
MY33 + — — + 4 + — —
MY34 (Pembe + — — - V4 + — -
MY35 + - - + - + Z +
MY36 + — — + - + z +
MY37 + - - + - + Z +
K. lactis + - - D - + D -
(ATCC8585)

Degerlendirmeler petrilerdeki 28 °C’de (37 °C ve 6 °C testleri hari¢) 3 giin sonucunda
koloni olusum siirecine gére yapilmustir. + : yi ve hizli iireme., — Ureme yok., Z: Zay1if
ureme.

D: Degisken, maya susuna gore degisen 6zellik.



44

4. 3. K. lactis Suslarimin Tiir tayinlerinin Yapilmasi

Farkli karbon kaynaklarinda iireyebilme, azot kullanimlarina, ozmotik tolerans
ve farkli sicakliklarda iiremelerine gore incelenen 37 maya Ornegi laktoz pozitif
Ozellikleri kontrol edildikten sonra API 32C testi uygulanarak tiir tayinleri yapildi.
Uretici firma tarafindan agiklandign sekilde API 32C ortaminda iiretilen maya
orneklerinin tiirleri Mini API cihazinda belirlendi. Elde edilen sonuclar Cizelge 4. 4’de
verildi. Segilen 37 maya 6rneginin ¢esitli olasiliklarla ¢ok farkl: tiirlere ait maya tiirleri
oldugu belirlendi. Uygulanan API 32C testi sonucu incelenen 37 maya Orneginden
sadece 6 tanesinin (MY22, MY23, MY24, MY25, MY28 ve MY29 kodlu maya
ornekleri) % 99.9 olasilikla K. lactis tiirleri oldugu belirlendi (Cizelge 4. 4). Secilen 37
maya susunun mikroskobik incelemeleri de ayrica yapildi. Bu maya tiirlerinden MY22-
25, 28, 29°un ¢izelge 4. 2 ve 4. 3°de verilen farkli metabolik 6zellikleri, mikroskobik
incelemeler sonucu belirlenen morfolojik yapilar1 ve API 32C sonuglari dikkate alinarak

K. lactis’in farkli suslari olduguna karar verildi.

4. 4. K. lactis Suglarimin ITS1-5.8S rDNA-ITS2 Bélgelerinin Incelenmesi

Canlilarda ve oOzellikle mikroorganizmalarda tiir tayininde yaygin olarak
kullanilmakta olan diger bir kriter de ribozomal DNA sekanslaridir. TDNA’nin Internaly
Transcribed Spacer-1 (ITS-1) ve 2 olarak (ITS-2) bilinen boélgeleri tiire 6zeldir. ITS
dizileri tek baglarina tiir tayini i¢in yeterli olmamakla birlikte yukarida agiklanan
metabolik 6zellikler ile birlestirildiginde 6zellikle mikroorganizmalarin tiirlerinin en az
%99 olasilikla dogru olarak belirlenmesini saglamaktadir (Kurtzman ve Fell 2000,
Kurtzman ve Robnett 2003). Arastirmamizda metabolik 6zelliklerine gore yeni K. lactis
suslar1 olarak belirlenen maya orneklerinin tiirlerinin daha kesin olarak belirlenebilmesi
icin ITS1-5.8S rDNA-ITS2 bolgelerinin niikleotid dizileri belirlendi ve standart K lactis
susu ile kiyaslandi. Sonuglar Ek-2’de verildi. Yapilan karsilastirmali analiz ve Gen
bankasinda yapilan BLAST analizi sonucu arastirmamiz sirasinda yeni suslar olarak
izole edilen K. lactis MY22-25 ve MY28, 29 suslarinin incelenen 6zelliklerine gore K.

lactis tirtine ait 6rnekler oldugu bulundu.
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Cizelge 4. 4. Saflastirilan maya 6rneklerinin API 32C kit’1 ile belirlenen tiir adlari.

Maya Kod No | API 32¢’ye Gore Adlandirma Baz Sinonim Adlar:
MY1 Candida colliculosa %66.9 Torulopsis colliculosa
Zygosaccharomyces spp %17.1 | Zygosaccharomyces delbrueckii
Torula colliculosa
MY2 Candida colliculosa %66.9
Zygosaccharomyces spp %17.1
MY3 Cryptococcus albidus %99.9 Torulopsis albida
Torula gelatinosa
MY4 Rhodotorula mucilaginosa %86.3 Saccharomyces glutinis
(pembe) Rhodotorula glutinis %13.7 Rhodotorula rubra
MY5 Candida colliculosa %66.9
Zygosaccharomyces spp %17.1
MY6 Candida zeylanoides %99.9 Mycotorula zeylanoides
Azymocandida zeylanoides
MY7 Candida kefyr %99.9 Kluyveromyces marxianus
Kluyveromyces bulgaricus
Dekkeromyces fragilis
MY8 Candida kefyr %99.9
MY9 Candida lusitaniae %99.1 Clavispora lusitinae
MY10 Candida kefyr %99.9
MY1l1 Candida kefyr %99.9
MY12 Candida kefyr %99.9
MY13 Candida kefyr %99.9
MY 14 Candida kefyr %99.9
MY15 Candida kefyr %99.9
MY16 Candida krusei %86 Saccharomyces krusei
Candida valida %1291 Tricosporon krusei
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Cizelge 4. 4 (devam)

Maya Kod No | API 32¢’ye Gore Adlandirma Baz1 Sinonim Adlar
MY 17 Candida kefyr %99.9
MY18 Candida lambica %99.9 Pichia fermentans
Zymopichia fermentans
Candida monosa
MY 19 Candida lambica %99.9
MY20 Candida lambica %99.9
MY21 Candida lambica %99.9
MY22 Candida sphaerica %99.9 Kluyveromyces lactis
Saccharomyces lactis
MY23 Candida sphaerica %99.9
MY24 Candida sphaerica %99.9
MY25 Candida sphaerica %99.9
MY?26 S. cerevisiae %59.4
Zygosaccharomyces spp. %40.3
MY27 S. cerevisiae %97.5
MY28 Candida sphaerica %99.9
MY29 Candida sphaerica %99.9
MY30 Candida colliculosa %66.9
Zygosaccharomyces spp %17.1
MY31 Candida colliculosa %66.9
Zygosaccharomyces spp %17.1
MY32 Candida colliculosa %66.9
Zygosaccharomyces spp %17.1
MY33 Candida colliculosa %66.9
Zygosaccharomyces spp %17.1
MY34 (Pembe) | Rhodotorula mucilaginosa %79
Rhodotorula glutinis %17
MY35 Candida lambica %99.9
MY36 Candida lambica %99.9
MY37 Candida lambica %99.9
K. lactis Candida sphaerica %99.9
(ATCC8585)
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Arastirmamizda elde edilen K. lactis suslarinin tiirleri tDNA RFLP analizleri
yapilarak da analiz edildi. Bu analiz i¢in K. lactis MY22-25, 28, 29 suslarindan
saflagtirilan genomik DNA’dan ITS1 ve ITS4 primerleri kullanilarak PZR ile ¢ogaltilan
ITS1-5.8S rDNA ITS2 DNA bolgesi Hinfl enzimi ile kesilerek jel elektroforezinde
analiz edildi. rtDNA RFLP analizi olarak bilinen bu yontem de farkli tiirlerin ayirt
edilmesinde kullanilan bir yontemdir (Naumova ve ark. 2004). Jel elektroforezinde
olusan bantlarin sayist ve biiyiikliikleri kiyaslandiginda K. lactis MY22-25, 28, 29
suslarinin rDNA RFLP profillerinin standart K. /actis susu ile ayni oldugu belirlendi
(Sekil 4. 1). Hinfl restriksiyon enzimi ile kesim sonucu K. lactis MY suslarinin TSI
5.8S-rDNA ITS2 bolgesinden olusan DNA pargalarinin uzunluklarinin daha 6nce
Naumova ve ark. (2004) tarafindan K. lactis i¢in rapor edilen sonuglar ile ayni 6zellikte
oldugu goriildii. Bu nedenle arastirmalarimizin bundan sonraki asamalarinda sadece
yeni sus olarak tamimladigimiz K. lactis MY22-25, 28, 29 suslarinin metabolik ve

genetik ozelliklerinin incelenmesi kararlastirildi.
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Sekil 4. 1. K. lactis suslarinin ITS-5.8 rDNA RFLP analizi.

M: Marker, 1: Standart K. lactis (ATCC8585), 2-7: Sirastyla MY22-25 ve MY28-29
kodlar ile verilen K. lactis genomik DNA 6rneklerinden elde edilen PCR ile elde edilen
rDNA’larin Hinfl enzimi ile kesim sonuglari. 100-500 marker DNA uzunluklarini
gostermektedir.
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4. 5. K. lactis Suslarinda Glikojen Miktarlarinin Belirlenmesi

Glikojen maya hiicreleri i¢in olduk¢a dnemli bir depo karbonhidrati olup sitozolde
ve hiicre disinda depo edilmektedir (Frangois ve Parrou 2001; Gunja-Smith ve ark.
1977). Glikojen depolanmasi farkli maya tiirlerinde ve farkli {ireme kosullarinda farkl
miktarlarda yapilmaktadir (Frangois ve Parrou 2001; Tirkel 2006). Arastirmamizda
saflagtirillan yeni K. lactis suslarmin glikojen metabolizmalarinda benzerlik veya
farkliliklar olup olmadigi aragtirildi. Bunun i¢in K. lactis suslar1 farkli karbonhidrat

iceren ortamlarda iiretilerek glikojen miktarlar1 kalitatif olarak belirlendi.

Karbonhidrat kaynagi olarak glukoz iceren minimal ortamda (YNB +%2 Glukoz)
iiretildiklerinde K. lactis MY?22-25, 28, 29 suslarinin standart K. lactis susundan ¢ok
daha fazla glikojen igerdikleri yapilan iyot boyama testi sonucu belirlendi (Sekil 4. 2).
Fakat minimal iireme ortaminda karbonhidrat kaynagi olarak %2 laktoz kullanildiginda
K. lactis suslarinin glikojen igerikleri arasinda herhangi bir fark olmadigi belirlendi
(Sekil 4. 2). Karbonhidrat kaynagi olarak gliserol kullanildiginda da K. lactis MY22-25,
28, 29 suslarmin glikojen iceriklerinin standart K. /actis susuna ¢ok yakin miktarda

glikojen igerdikleri belirlendi.

K. lactis suslarinin zengin lireme ortami olarak kullanilan ve farkli karbonhidratlar
iceren YP ortaminda iiretildiklerinde depo edebildikleri glikojen miktarlart da aym
sekilde iyot boyama testi ile belirlendi. YP ortaminda karbonhidrat kaynagi olarak
glukoz, glisereol veya laktoz kullanildi. Her 3 durumda da K. lactis MY22-25, 28, 29
suslarinin glikojen igeriklerinin standart sustan daha fazla oldugu belirlendi (Sekil 4. 3,
Sekil 4. 4). Elde edilen sonuglar glikojen biyosentezi ve depolanmasinda K. lactis MY

suslari ile standart K. lactis susu arasinda 6nemli farkliliklar oldugunu gostermektedir.
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YNB Glukoz YNB Laktoz

K. lactis (MY 22) K. lactis (MY 22)

K. lactis (MY 23) K. lactis (MY 23)

K. lactis (MY 24) K. lactis (MY 24)

K. lactis (MY 25) K. lactis (MY 25)

K. lactis (MY 28) K. lactis (MY 28)

K. lactis (MY 29) K. lactis (MY 29)

Standart K. lactis Standart K. lactis

Sekil 4. 2. K. lactis suslarinin YNB glukoz ve YNB Laktoz ortamlarinda glikojen

igerikleri.

YNB Gliserol YP Glukoz

K. lactis (MY 22)
K. lactis (MY 22)

K. lactis (MY 23)
K. lactis (MY 23)

K. lactis (MY 24) K. lactis (MY 24)

K. lactis (MY 25) K. lactis (MY 25)

K. lactis (MY 28) K. lactis (MY 28)

9
K. lactis (MY 29) K. lactis (MY 29)

Standart K. lacis Standart K. lactis

Sekil 4. 3. K. lactis suslarinin YNB gliserol ve YP glukoz ortamlarinda glikojen

igerikleri.
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YP Laktoz YP Gliserol

K. lactis (MY 22) K. lactis (MY 22)

K. lactis (MY 23) K. lactis (MY 23)

K. lactis (MY 24) K. lactis (MY 24)

K. lactis (MY 25) K. lactis (MY 25)

K. lactis (MY 28) K. lactis (MY 28)

K. lactis (MY 29) K. lactis (MY 29)

Standart K. lactis .
Standart K. lactis

Sekil 4. 4. K. lactis suslarinin YP laktoz ve YP gliserol ortamlarinda glikojen igerikleri.

4. 6. K. lactis MY Suslarinda Laktaz Aktivitelerinin Belirlenmesi

Saflastirihip tiirleri K. lactis olarak belirlenen maya suslar1 YP laktoz iireme
ortaminda logaritmik faz veya duragan faza kadar iretilerek laktaz aktiviteleri
belirlendi. Elde edilen sonuglar ¢izelge 4. 5’de verildi. Laktaz aktiviteleri standart K.
lactis susu (ATCC8585) ile kiyaslanarak analiz edildiginde logaritmik fazda K. lactis
MY?22-25, 28, 29 suslarinin laktaz aktivitelerinin birbirine ¢ok yakin degerlerde oldugu
bulundu. Incelenen K. lactis suslarinda logaritmik fazdaki laktaz aktivitelerinin yaklasik

PR

olarak 607-657 (Miller Unitesi) araliginda degistigi goriilmektedir (Cizelge 4. 5).

Arastirmamizda kullanilan K. /lactis suslarinin duragan fazdaki laktaz enzim
aktiviteleri de belirlendi. Bunun icin K. lactis MY22-25, 28, 29 suslar1 ve standart K.
lactis susu YP laktoz lireme ortaminda duragan faza kadar tiretildi. Logaritmik fazdan
farkli olarak, K. lactis maya suslarinin duragan fazdaki laktaz aktivitelerinde 6nemli
farkliliklar oldugu bulundu. Arastirmamizda saflagtirilan baz1 K. lactis MY22-25, 28, 29
suslarinin laktaz aktivitelerinin standart K. lactis susundan 150-250 MU kadar fazla
olabildigi bulundu (Cizelge 4. 5). K. lactis MY29 susu duragan fazdaki laktaz
aktivitesinin 737 MU iken standart K. lactis susunun laktaz aktivitesinin 491 MU
oldugu goriilmektedir (Cizelge 4. 5).
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Standart laboratuar ortamina ek olarak K. lactis MY22-25, 28, 29 suslarinin
endiistriyel lireme ortami olan amonyum siilfat ilave edilmis peynir alti suyunda
tiremeleri saglanarak logaritmik ve duragan fazdaki laktaz aktiviteleri de belirlendi ve
sonuclar Cizelge 4. 6’da verildi. Peynir alt1 suyunda iiretilen K. /lactis suslarinda zengin
besiyeri olan YP laktoz ortaminda iiretilen suslara kiyasla daha az seviyede laktaz
aktivitesi Ol¢iildii. Standart K. lactis susunun laktaz aktivitesinde de peynir alt1 suyunda
lireme sonucu az miktarda azalma goriiliirken arastirmamizda saflastirilan K. lactis
MY22-25, 28, 29 suslariin laktaz aktivitelerinde peynir alt1 suyunda iiretildiklerinde
ortalama %40 kadar bir azalma oldugu gozlendi (Cizelge 4. 6).

Cizelge 4. 5. Saflastirillan K. lactis suslarinin, YP laktoz iireme ortamindaki laktaz
aktiviteleri.

Laktaz aktiviteleri®

K. lactis Suslan Logaritmik faz Duragan Faz
K. lactis (MY 22) 657 £71 663 £77
K. lactis (MY 23) 606 £90 503 113
K. lactis (MY 24) 693 £52 645 £15
K. lactis (MY 25) 607 £94 667 £21

K. lactis (MY 28) 613 +46 631 £151
K. lactis (MY 29) 654 +£97 737 £159

K. lactis (ATCC8585) 616 +151 491 +£27

*Laktaz aktiviteleri Miller Unitesi olarak verilmistir (+ Standart Sapma).
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Cizelge 4. 6. Peynir alt1 suyunda tiretilen K. lactis suslarinin laktaz aktiviteleri.

Laktaz aktiviteleri®
K. lactis Suslar Logaritmik faz Duragan Faz
K. lactis (MY 22) 289 +8 291 +42
K. lactis (MY 23) 321 £14 306 £24
K. lactis (MY 24) 267 £52 301 £57
K. lactis (MY 25) 326 +16 385 +42
K. lactis (MY 28) 292 +20 304 +£57
K. lactis (MY 29) 276 +8 292 +21
K. lactis (ATCC8585) 444 +16 557 £69

*Laktaz aktiviteleri Miller Unitesi olarak verilmistir (+ Standart Sapma).

4. 7. Laktaz Biyosentezine Glukoz baskilamasinin Etkilerinin Arastirilmasi

K. lactis’de laktaz biyosentezinin glukoz baskilamasi ile kontrol edildigi
bilinmektedir (Breunig 1989). K. lactis MY suslarinda laktaz biyosentezine glukoz
baskilamasinin etkileri standart tireme kosullar1 kullanilarak test edildi. K. lactis suslar
farkl1 miktarlarda glukoz ve laktoz igeren YP iireme ortaminda {iretilerek laktaz
aktiviteleri belirlendi. Ureme ortaminda %2 veya %4 glukoz bulundugunda K. lactis
suslarinda laktoz igeren ortamdaki aktiviteler ile kiyaslandiginda 4-5 kat daha az laktaz
aktivitesi olgiildii (Cizelge 4. 7). Fakat standart K. lactis susu ile K. lactis MY suslari
karsilastirilginda glukoz baskilamasinin K. lactis MY suslarina daha az etki ettigi agikca
goriilmektedir. Standart K. lactis susunun laktoz ve %4 glukoz igeren iireme
ortamlarindaki laktaz aktiviteleri karsilastirildiginda bu susta glukoz baskilamasi nedeni
ile laktaz aktivitesinin yaklasik 11 kat azaldigir bulundu (Cizelge 4. 7). K. lactis MY
suslarinin laktoz ve %4 glukoz igeren ortamlardaki laktaz aktiviteleri karsilagtirildiginda

ise bu suslarda laktaz aktivitesindeki azalmanin daha diisiik seviyede oldugu goriildii.
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Glukoz baskilamasi nedeni ile K. lactis MY suslarinda laktaz aktivitesinde 4-5 kat
azalma oldugu goriilmektedir. Bu sonuclara ek olarak %4 glukoz iceren {ireme
ortamindaki laktaz aktiviteleri karsilastirildiginda ise K. lactis MY suslarindaki laktaz
aktivitesinin standart sustan ortalama 2 kat daha fazla oldugu bulundu. Bu sonuglar
glukoz baskilamasinin arastirmalarimizda saflagtirilan K. lactis MY suslarinda laktaz
geni transkripsiyonuna ve dolayisiyla da laktaz biyosentezine tam olarak etki etmedigini

gostermektedir.

Cizelge 4. 7. Laktaz biyosentezine glukoz baskilamasinin etkileri.

Laktaz aktiviteleri®
K. lactis Suslan YP2% | YP+0.1 | YP+%2 | YP+%4
Laktoz glukoz Glukoz glukoz
K. lactis (MY 22) 617 £6 177 £3 119 £5 124 +1
K. lactis (MY 23) 653 +57 171 £7 135 £16 112 £1
K. lactis (MY 24) 721 £23 181 £17 131 £18 117 £1
K. lactis (MY 25) 553 £5 132 6 100 +6 112 £12
K. lactis (MY 28) 573 +49 152 +1 86 +1 93 +6
K. lactis (MY 29) 633 £29 186 +7 144 £21 127 +8
K. lactis (ATCC8585) 735 13 127 £16 98 +1 67 £21

*Laktaz aktiviteleri Miller Unitesi olarak verilmistir (+ Standart Sapma).
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4. 8. Laktaz Biyosentezine Laktoz Aktivasyonunun Etkilerinin Arastirilmasi

Laktaz biyosentezi iireme ortaminda bulunan laktoz ile aktive edilmektedir
(Dickson ve Markin 1980). Laktozun hiicre i¢inde laktaz tarafindan hidrolizi sonucu
olusan galaktoz KlGallp araciligi ile KlGal80p’yi inaktive ederek laktaz geninin
transkripsiyon faktorii KlGal4p tarafindan tam olarak aktive edilmesini saglamaktadir
(Sekil 2. 2. ve 2. 3). K. lactis MY suslarinda laktaz biyosentezinin laktoz tarafindan

aktive edilip edilmedigi daha 6nce tanimlanan sekilde arastirildi.

K. lactis suslart YP ortaminda glukoz ve laktoz varliginda logaritmik faza kadar
tiretilerek laktaz aktiviteleri belirlendi. Ureme ortaminda glukoza ek olarak %2 oraninda
laktoz varliginin kismen glukoz baskilamasini engelledigi ve K. lactis suslarinda 3-4
katlik bir artis oldugu bulundu (Cizelge 4. 8). Laktoz aktivasyonunun K. lactis MY
suslarinda standart K. lactis susuna gore daha fazla oldugu da belirlendi. Laktoz
aktivasyonunun en fazla gorildigi suslarin MY28 ve MY29 suslart oldugu

goriilmektedir.
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Cizelge 4. 8. K. lactis’de laktaz biyosentezinin laktoz ile aktivasyonu.

Laktaz aktiviteleri®
K- lactis Suslar YP+2% | YP+%4 | YP+ %4 Glukoz
Laktoz Glukoz + %72 laktoz
K. lactis (MY 22) 617 £6 124 42 317 45
K. lactis (MY 23) 653 £55 112 +2 345 +30
K. lactis (MY 24) 721 £22 117 1 388 +8
K. lactis (MY 25) 553 +4 112 +12 299 +5
K. lactis (MY 28) 573 +48 93 +6 375 +4
K. lactis (MY 29) 633 +28 127 +8 406 +5
K. lactis (ATCC8585) 735 £12 67 £21 213 +3

*Laktaz aktiviteleri Miller Unitesi olarak verilmistir (+ Standart Sapma).

4.9. K. lactis Suslarinda Invertaz Aktivitesinin Arastirllmasi

K. lactis’de sukrozu hidroliz eden invertaz enzimi aktivitesinin bulundugu daha
once rapor edilmistir (Rouwenhorst ve ark. 1990; Georis ve ark. 1999).
Aragtirmalarimizda yerel kaynaklardan saflastirdigimiz K. lactis MY suslarinin invertaz
aktiviteleri de standart K. lactis susu ile karsilastirmali olarak analiz edildi. K. lactis’de
invertaz biyosentezinin K/INVI geninden yapildig1 ve bu genin de laktaz geni LAC4
gibi glukoz baskilamasi ile kontrol edildigi bilinmektedir (Georis ve ark. 1999). Bu
nedenle incelenen K. lactis suslarinin invertaz aktiviteleri bu suslar farkli miktarlarda

glukoz igeren lireme ortamlarinda {iretilerek belirlendi (Cizelge 4. 9).

K. lactis suslarmin glukoz baskilamasiin olmadigi diisiik miktarda (%0.05)
glukoz iceren lireme ortamlarinda iiretilmeleri sonucu 470 ile 700 unite arasinda

degisebilen miktarlarda invertaz aktivitesine sahip olduklar1 belirlendi (Cizelge 4. 9).
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Olduke¢a yiiksek olarak degerlendirilebilen bu enzim aktivitelerinin ayni kosullarda
iretilen standart K. lactis susunun invertaz aktivitesinden de 3-4 kat daha yiiksek oldugu
belirlendi. En yiiksek invertaz aktivitesi yaklasik 700 iinite olarak K. lactis MY24
susunda Olgiildlii. K.lactis MY suslarinin invertaz aktiviteleri arasinda da 6nemli

farkliliklar oldugu belirlendi.

K. lactis suslarinda invertaz biyosentezine glukoz baskilamasinin etkilerini
arastirmak icin maya suslar yiiksek miktarda (%2 veya %4) glukoz igeren iireme
ortamlarinda tretildi. Glukoz baskilamasi nedeni ile K. lactis MY suslarinda invertaz
aktivitelerinde 2-3 kat azalma oldugu ve invertaz biyosentezinin glukoz baskilamasi
altinda oldugu bulundu (Cizelge 4. 9). Fakat K. lactis MY suslarinda glukoz baskilamasi
kosullarinda belirlenen invertaz aktivitelerinin standart K. /actis susundan ortalama 4-5

kat daha yliksek oldugu da elde edilen sonuglardan goriilmektedir (Cizelge 4. 9).

Cizelge 4. 9. K. lactis suglarinin farkli tireme ortamlarinda invertaz aktiviteleri.

Invertaz aktiviteleri®
K. lactis Suslan %4 Glukoz %2 Glukoz | %0.05 Glukoz
K. lactis (MY 22) 205 +23 325 +11 537 35
K. lactis (MY 23) 213 +43 230 29 523 +4
K. lactis (MY 24) 262 +65 319 +81 700 +180
K. lactis (MY 25) 216 +13 353 +39 561 +14
K. lactis (MY 28) 241 +43 309 £71 622 £95
K. lactis (MY 29) 260 +25 321 421 472 427
K. lactis (ATCC8585) 56 +4 49 £6 154 +1

“invertaz aktiviteleri pm glukoz/ dakika/ 100 mg maya (kuru agirlik) olarak verilmistir
(+ Standart Sapma).
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4. 10. K. lactis Suslarinda Laktaz Geni Promotor Bolgesinin Analizi

K. lactis’de laktaz enziminin kodlandig1 gen LAC4 genidir (Sheetz ve Dickson
1981). Laktaz biyosentezi bolim 2, 3. 2’de de aciklandigi gibi promotor bdlgesine
baglanan KIGAL4 tarafindan laktoz varhiginda aktive edilmektedir. Glukoz
baskilamasinin K. lactis MY suslarindaki laktaz biyosentezine standart susa gore daha
az etki ettigi boliim 4. 7°de acgiklandig1 sekilde belirlendi. Bunun nedenlerini aragtirmak
icin K. lactis MY suslarininin LAC4 (laktaz) geni promotorunda herhangi bir farklilik

olup olmadig1 arastirildi.

K. lactis MY22-25, 28, 29 suslarindan LAC4 geni promotor bolgesinin molekiiler
analizi i¢in genomik DNA saflastirildi. Herbir K. lactis MY22-25, 28, 29 susunun LAC4
geni promotor bolgesi bu suslarin genomik DNA’larindan PZR ile ¢ogaltildi. K. lactis
suslart promotor bdlgesinde delesyon veya insersiyon tipi herhangi bir kromozomal
farklilik olup olmadigini belirlemek i¢in PZR ile elde edilen promotor bdlgesine ait
DNA pargalar jel elektroforezi ile de analiz edildi. Sekil 4. 2’de goriilebildigi gibi
incelenen K. lactis suslar1 promotor bolgelerinde herhangi bir delesyon veya insersiyon
sonucu artma veya azalma olmadig1 bulundu. K. lactis suslarindan PZR ile elde edilen
LAC4 geni promotor bolgeleri uzunluklarinin standart K. lactis susundan beklendigi gibi

yaklagik olarak 492 bg¢ oldugu bulundu (Sekil 3.1 ve 4. 5).

K. lactis MY?22-25, 28, 29 suglarindan PZR ile ¢ogaltilan LAC4 geni promotor
bolgelerinin niikleotid dizileri de belirlendi. Elde edilen LAC4 geni promotor dizileri
yaban tip sus ile kiyaslandiginda K. Lactis MY suslarimin LAC4 geni promotor
bolgelerindeki KlGal4p baglanma dizilerinde herhangi bir mutasyon olmadig1 goriildii.
Fakat K. lactis MY suglariin laktaz geni promotor bolgelerinde transkripsiyon faktorii
KIGAL4 baglanma bolgesi disinda kalan bazi bolgelerinde yaban tip K. Lactis susundan
farkli olarak bazi niikleotid degisiklikleri oldugu belirlendi.
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Sekil 4. 5. K. lactis suslarinin LAC4 (laktaz) geni promotor bolgesinin jel elektroforezi
ile analizi. M: Marker, 1: Standart K. lactis (ATCC8585), 2-7: Sirastyla MY22-25 ve
MY28, 29 kodlan ile verilen K. lactis suslarindan PZR ile elde edilen LAC4 geni

promotor bolgesini gdstermektedir.

4. 11. K. lactis Suslarinda KIGAL4 Geni Islevsel Bolgelerinin Analizi

KlGaldp K. lactis’de GAL/LAC regulonu aktivatdr proteini olarak tanimlanan
transkripsiyon faktoriidiir. izole edilip laktaz aktiviteleri karsilastirmali olarak analiz
edile K. Lactis MY suslarinda standart susa gore laktaz aktivitelerindeki farkliligin
KlGal4p’nin islevsel bolgelerindeki herhangi bir farkliliktan kaynaklanabilecegi
diistintilerek bu faktoriin iglevsel boliimleri olan DNA’ya baglanma (Zinc Finger, ZF)
ve asidik aktivasyon bolgeleri (Activation Domain, AD) de incelendi. Boliim 3.10°da
verilen primerler kullanilarak K. lactis suslarindan saflastirilan genomik DNA’lardan
PZR ile DNA’ya baglanma ve Aktivasyon boélgeleri ¢ogaltildi. PZR reaksiyonlari
sonucu genomik DNA’lardan elde dilen DNA’ya baglanma ve aktivasyon bolgeleri
uzunluklar1 dnce jel elektroforezi ile analiz edildi (Sekil 4. 3). Jel elektroforezi sonuglari
incelendiginde, K. lactis MY suslarinin DNA’ya baglanma bolgesini igceren DNA’larin
PZR reaksiyonu i¢in kullanilan primerlerinin olusturabilecegi biiyiikliikkte ve yaklasik
431 b¢ uzunlugunda oldugu goriildii (Sekil 4. 3). Benzer sekilde K. lactis MY suslari

KIGAL4 geni aktivasyon bolgelerinin de PZR reaksiyonu i¢in kullanilan primerlerin
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olusturabilecegi uzunlukta ve 416 b¢ oldugu bulundu. Bu sonuglar K. lactis MY
suslarinin K/GAL4 geni DNA’ya baglanma ve asidik aktivasyon domenlerinde biiyiik

delesyon veya insersiyon tipi mutasyonlar olmadigini gostermektedir.

K. lactis suslart genomik DNA’larindan PZR ile ¢ogaltilip jel elektroforezi ile
analiz edilen KIGAL4 DNA’ya baglanma ve asidik aktivasyon bolgelerinin niikleotid
dizileri de belirlendi. Belirlenen niikleotid dizileri karsilastirmali olarak analiz
edildiginde standart K. lactis ATCCS8585 ile MY suslarinda KIGAL4 DNA’ya baglanma

ve aktivasyon bolgesi niikleoid dizilerinde herhangi bir mutasyon olmadigi belirlendi.

Galdp ZF Galdp AD
M1 234567 M123 4567

500
300

100

Sekil 4. 6. K. lactis MY suslarinin KIGAL4 geni DNA’ya baglanma (ZF) ve Asidik
Aktivasyon (AD) bolgelerinin jel elektroforezi ile analizi. M: Marker, 1: Standart K.
lactis (ATCC8585), 2-7: Swrastyla MY22-25, 28, 29 kodlan ile verilen K. lactis
suslarindan PZR ile elde edilen DNA baglanma bolgesi (Galdp ZF) ve Asidik
aktivasyon bolgelerini (Gal4p AD) gostermektedir.
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4. 12. K. lactis MY Suslarinin Ureme Hizlariin Belirlenmesi

K. lactis suslarimin endiistriyel uygulamalar icin farkli tireme ortamlarindaki
ikilenme stireleri olduk¢a onemli bir 6zelliktir. Arastirmamizda izole edilip K. lactis
olarak belirlenen maya suslarinin hem laboratuar ortami olarak kullanilan YPD ve hem
de endiistriyel amaglar i¢in kullanilan peynir alti suyu ortamlarindaki ikilenme siireleri
belirlendi. Elde edilen sonuclar ¢izelge 4. 10 ve Cizelge 4. 11°de verildi. K. lactis
(ATCCS8585) susu ile kiyaslandiginda arastirmalarimizda saflastirilan K. lactis MY?22-
24 ve MY29 suslarmin YPD ortamindaki ikilenme siirelerinin standart K. lactis
susundan ¢ok farkli olmadigi ve ortalama 110-120 dakika oldugu bulundu. Fakat, K.
lactis MY25 ve K. lactis MY28 suslarinin ikilenme siirelerinin arastirmalarimizda
saflastirilan diger K. lactis tiirleri ile standart K. lactis susundan ¢ok farkli oldugu ve
daha hizli boliindiikleri gorildi (Cizelge 4. 10). K. lactis suslarinin peynir alti
suyundaki ikilenme siirelerinin de K. /actis MY25 susu disindaki suslarda oldukga yakin
degerler oldugu bulundu. K. /actis MY25 susunun diger suslardan ve standart K. lactis

ATCCS8585 susundan daha kisa bir ikilenme siiresine sahip oldugu belirlendi.
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Cizelge 4. 10. YPD ortaminda iiretilen K. lactis suslarinin ikilenme siireleri

K. lactis suslar: ikilenme Siireleri®
K. lactis (MY 22) 110 £9
K. lactis (MY 23) 112 +£3
K. lactis (MY 24) 126 +6
K. lactis (MY 25) 90 +1
K. lactis (MY 28) 76 £3
K. lactis (MY 29) 138 £33
K. lactis (ATCC8585) 120 +6

“Ikilenme Siireleri logaritmik asama icin ve dakika olarak verilmistir (+ Standart

Sapma).
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Cizelge 4. 11. Peynir alt1 suyunda iiretilen K. lactis suslariin ikilenme siireleri.

K. lactis suslar1 Ikilenme Siireleri®
K. lactis (MY 22) 122 +3
K. lactis (MY 23) 104 £15
K. lactis (MY 24) 106 £18
K. lactis (MY 25) 92 +9
K. lactis (MY 28) 120 +6
K. lactis (MY 29) 110 £7
K. lactis (ATCC8585) 118 +7

“Ikilenme siiresi logaritmik asama icin ve dakika olarak verilmistir (+ Standart Sapma).
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5. TARTISMA

K. lactis endiistriyel amaglar i¢in yaygin olarak kullanilmakta olan ve GRAS
0zelligi uzun siire Once onaylanan onemli bir maya tiiriidiir. Gerek laktaz enzimi
iireticisi olmast ve gerekse Onemli klinik uygulamalar1 olan bazi rekombinant
proteinlerin {iretiminde artarak kullanilmast K. lactis’in endiistriyel maya tiirii olarak
Oonemini hergilin arttirmaktadir (Fukuhara 2006, van Ooyen ve ark. 2006 ). Bu nedenle
farkli enzimatik Ozellikleri olan yeni K. lactis suslarinin genetik miihendislikle
gelistirilmesi veya farkli kaynaklardan yeni K. lactis suslarinin izolasyonu ve
tanimlanmast  6nem  kazanmaktadir.  Genetik  yapist  degistirilen  (GDO)
mikroorganizmalarin kullanim alanlarimin bazi yasal diizenlemeler ile kisitlanmasi
nedeni ile dogada dogal flora olarak bulunan K. /lactis tiirlerinin izolasyonu ve
tanimlanmas1 da cesitli endiistriyel uygulamalar i¢in ¢ok onemli kayit olarak kabul

edilmektedir.

Bu tez arastirmasimin amaci Ozellikle yerel kaynaklarimizdan yeni ve farkl
enzimatik 6zellikleri olan K. lactis suslar1 izole etmek ve bu suslarda laktaz biyosentezi
ile ilgili genetik Ozellikleri aragtirmaktir. Bu kapsamda yapilan arastirmalarda Bursa
bolgesinden bulunan iireticilerden saglanan bazi siit ve peynir 6rneklerinden K. /actis
suslart izole edildi. Arastirmalarimiz i¢in kaynak olarak kullanilan siit ve peynir
orneklerinin farkli maya tiirleri igerdigi ve maya c¢esitliliginin ¢ok zengin oldugu
belirlendi. Arastirmamizda incelenen 6rneklerde toplam maya konsantrasyonunun siit
veya peynir drnegine gore degismekle birlikte 2x 10° ile 2x10* CFU/ml siit veya CFU/g
peynir araliginda degistigi bulundu. Arastirmalarimizdaki 6rneklerde saptanan bu maya
konsantrasyonlarinin daha once farkl siit veya peynir 6rneklerinde rapor edilen maya
konsantrasyonlarina yakin degerler oldugu goriildii (Fleet ve Mian 1987, Fadda ve ark.
2001). Daha once rapor edilen bazi ¢aligmalardaki siit {riinlerinde toplam maya
konsantrasyonunun 10’ kadar olabildigi de bulunmustur (Fleet ve Mian 1987).
Aragtirmalarimizda kaynak olarak kullanilan siit 6rnekleri aseptik sartlarda direkt olarak
iiretim tesislerinden aliman ve herhangi bir pastorizasyon islemi uygulanmamis siit

ornekleridir. Benzer sekilde, arastirmalarimizda kaynak olarak kullanilan bu peynir
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ornekleri de aseptik sartlarda {ireticilerden direkt olarak alinan ve starter kiiltiir
kullanilmadan, tamamen klasik yoOntemlerle iretilen peynirlerdir. Bu nedenle
arastirmalarimiz sirasinda saflastirilip tanimlanan maya Ornekleri Bursa bdlgesinde
tiretilen siit ve peynir Orneklerinde bulunan dogal maya populasyonuna ait maya

Ornekleridir.

Arastirmamizda incelenen siit ve peynir Ornekleri maya tiirlerinin ¢esitliligi
acisindan degerlendirildiginde farkli iilkelerdeki siit iiriinleri i¢in rapor edilen siit
tiriinlerindeki maya ¢esitliliklerinden onemli farkliliklar gostermektedir (Fada ve ark.
2001, 2004). Arastirmalarimizda incelenen 5 farkli 6rnekte 10 farkli laktoz pozitif maya
tiirii belirlenirken, Cosentino ve arkadaslarinin (2001) yaptig1 ¢aligmada incelenen 150
farkli peynir Orneginde maya konsantrasyonlar1 10° veya daha fazla olarak
belirlenmistir. Bu maya 6rneklerinin de 25 farkl: tiire ait oldugu bulunmustur. Bagka bir
arastirmada ise 4 farkli peynir Orneginde 48 farkli maya tiirli saflastirilarak
tanimlanmistir (Andrighetto ve ark. 2000). Fakat bu aragtirmalarda verilen tiir sayisi
toplam maya cesitliligini gostermektedir ve hem laktoz negatif hem de laktoz pozitif

maya tiirlerini igermektedir.

Maya Orneklerinin tiirlerinin belirlenmesinde ¢ok farkli kriterler kullanilmaktadir
(Kurtzman ve Fell 2000). Bu kriterlerden bazilar1 kemotaksonomik 6zellikler (6rnegin
membran lipidlerinin ¢esitliligi), fermentasyon ozellikleri (baz1 karbon ve azot
kaynaklarini kullanabilme), bazi DNA veya gen bolgelerinin (rDNA, Sitokrom oksidaz,
mt-rDNA gibi) dizi analizleri’dir (Kurtzman ve Robnett 1998, Kurtzman ve Fell 2000).
Genellikle tek bir teknige bagl kalinarak yapilan tiir tayinleri 6zellikle yakin tiirlerin ve
alt tiirlerin ayrimi i¢in yeteli olmamaktadir. Arastirmalarimizda maya tiirlerinin tayini
icin kullanilan API 32C kiti mayalarin tiir tayini i¢in kullanilan giivenilir bir test
sistemidir. Bu test sistemi saf kiiltiir olarak izole edilen maya orneklerinin bazi
karbonhidrat ve azot kaynaklarim1 kullanabilme &zelligine gore tiirlerini % 99
dogrulukla belirleyebilmektedir (Tornadijo ve ark. 1998). API 32C testi tiir tayini i¢in
tek basina yeterli goriilmedigi i¢in arastirmalarimizda API 32C kiti ile K. lactis olarak
belirlenen 6rneklerin tiirleri rDNA’larinin ITS boélgelerinin dizi analizleri yapilarak da

belirlenmigtir (White ve ark. 1990, Kurtzman ve Fell 2000). Arastirmamizda standart K.
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lactis susu ile karsilastirilarak yapilan rDNA RFLP ve ITS-rDNA dizi analizleri de API
32C ile K. lactis olarak tanimladigimiz maya oOrneklerinin bu tiire ait oldugunu
gostermektedir. K. lactis MY 22-25, 28, 29 susu olarak tanimlanan maya 6rneklerinin
rDNA’lar1 ile yapilan RFLP analizlerinin daha dnce rapor edilen K. lactis ornekleri ile
ayni oldugu goriilmektedir (Naumova ve ark. 2004). Bununla birlikte API 32C ve
rDNA analizleri bir maya orneklerinin alt tiirlerini belirlemeye yonelik olmadigindan ve
saflagtirilan K. lactis tiirlerinin  enzimatik  6zellikleri de farkli oldugundan
saflagtirdigimiz orneklerinin K. lactis tiiriiniin farkli alt tiirleri veya tiir i¢i varyeteleri
oldugu varsayilabilir. K. lactis MY 22-25, 28, 29 suslarmin farkli alt tiirler olup
olmadigimin daha kesin olarak belirlenebilmesi i¢in Kurtzman ve Robnett (1998)
tarafindan Onerilen coklu gen analizlerinin de yapilmasi gerekmektedir. Bu testlere
alternatif olarak, Naumova ve arkadaslarinin (2005) o6zellikle Kluyveromyces genusu
tirlerinin ayirt edilebilmesi i¢in gelistirdikleri molekiiler markerlar kullanilarak da
arastirmalarimizda saflastirilan K. lactis MY 22-25, 28, 29 suslarinin farkli alt tiirler

olup olmadiklar1 bulunabilir (Naumova ve ark. 2005).

K. lactis MY 22-25, 28, 29 maya suslarinin glikojen iceriklerinin standart K. lactis
susundan ¢ok fazla oldugu da arastirmalarimizda ortaya konulmustur. Glikojen
metabolizmasi direkt olarak karbonhidrat kullanimi1 ve depolanmasi ile ilgilidir. Bundan
dolay1 K. lactis MY suslarinda glikojen biyosentezi ve depolanmasi ile ilgili metabolik
yolun standart K. lactis’den daha farkli oldugu one siiriilebilir (Frangois ve Parrou
2001). Glikojenin gerektigi zaman hiicrede glukoza hidroliz edilerek karbon kaynagi
olarak kullanildig1 bilinmektedir (Frangois ve Parrou 2001). Glukoz metabolizmasinda
fakliliklar bulunmasinin glikojen depolanmasini 6nemli derecede etkiledigi de
bilinmektedir. K. lactis’de fosfogluko izomeraz enziminin kodlandigt RAG2 geninin
delesyonu sonucu glikojen sentezi ve depolanmasinda onemli eksikliklerin oldugu
bizim arastirmamizda da kullanilan iyot boyama testi ile gosterilmistir (Becerra ve ark.
2004). Bu nedenle K. lactis MY suslarinda fazla glikojen bulunmasinin genetik
nedenlerinin belirlenebilmesi i¢in glukoz tiikketim hizlarinin, glikolitik metabolit
miktarlarinin, hiicre i¢i ve hiicre dis1 glikojen miktarlarinin da belirlenmesi

gerekmektedir. Bu tiir metabolik analizler K. /actis’de heniiz tam olarak yapilmamastir.
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K. lactis MY suslarinin laktaz aktiviteleri ve 6zellikle invertaz aktiviteleri standart
sustan oldukca farkhidir. K. lactis’de laktaz geninin transkripsiyonel kontrolu KlGal4p,
KlGallp, ve KlGal80p ile saglanmaktadir (Anders ve ark. 2006). Bu farkliligin
molekiiler nedenlerini belirlemek i¢in arastirmalarimizda tanimlanan K. lactis MY
suslarinin laktaz geni promotor bolgesinin ve KIGAL4’in DNA’ya baglanma bolgesi ve
asidik aktivasyon bolgesinin niikleotid dizileri belirlendi ve bu bolgelerde herhangi bir
mutasyon olmadigi bulundu. Bu nedenle K. lactis MY suslarinda laktaz ve invertaz
aktivitelerinin standart susa gore oldukca farkli olmasinin nedeni bu aragtirmada
incelenmeyen ve GAL/LAC regulonu isleyisine etki eden transkripsiyon faktorleri veya
protein kinazlar gibi diizenleyici faktorler olabilir. Standart K. lactis susu olarak
kullanilan CBS2359 susu ile endiistriyel K. lactis B1 suslar1 kullanilarak yapilan bir
arastirmada ilireme ortami kosullarina gore bu iki K. lactis susunda 482 genin farkl
sekilde kontrol edildigi mikroarray analizi ile belirlenmistir (Suleau ve ark. 2005). Bu
arastirmada ortamda glukoz veya laktoz bulunmasma gore K. lactis CBS2359 ve K.
lactis Bl suslarinda o6zellikle GAL/LAC regulonunu olusturan genlerin ekspresyon
diizeylerinde 6nemli farkliliklar oldugu bulunmustur (Suleau ve ark. 2005). Suleau ve
arkadaslar1 (2005) tarafindan yapilan bu arastirmada K. lactis CBS2359 susunda LAC4
ve LACI2 genlerinin ekspresyon diizeyleri karsilastirildiginda her iki genin de K. lactis
CBS2359 susunda yaklasitk % 50 daha fazla ekspres edildigi gosterilmistir. K.
marxianus ile yapilan bagka bir arastirmada ise laktoz kullaniminda polimorfizm oldugu
ve laktoz permeaz geni ekspresyonunda (LACI2) tir i¢i farklilar bulundugu
gosterilmistir (Naumov 2006). Benzer bir deneysel yaklagim ile K. lactis MY suslari
laktoz iceren ortamda iiretilerek bu suslardan elde edilecek olan RNA’ 6rneklerinin
Micro-array teknigi ile analiz edilmesi K. lactis MY suslarinda hangi genlerin farkli

miktarlarda ekspres edildigini direkt olarak ortaya koyacaktir.

K. lactis’de lireme veya boliinme hizi (ikilenme siiresi) lireme ortamindaki karbon
kaynaklarmin etkin kullanimina baghdir. Laktoz veya diger karbonhidratlarin hizl
metabolize edilmesi ikilenme siiresini % 30 -% 60 kadar kisaltabildigi ve bununda
bliyiik oranda GAL/LAC regulonu genlerinin ekspresyonuna bagli oldugu bilinmektedir
(Czyz ve ark. 1993). Arastirmalarimizda elde edilen K. lactis MY suslarinin bazilarinda

(0rnegin MY25 ve MY28) ikilenme siireleri glukoz ve peyniralti suyu ortamlarinda
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standart K. lactis susuna gore daha kisadir. Ikilenme siirelerindeki bu farklilik baz1 K.
lactis MY suslarinda GAL/LAC regulonu genlerinin ekspresyonunda énemli farkliliklar

oldugunu gosteren 6nemli bir sonugtur.

Bu aragtirmalar sirasinda Bursa’daki yerel siit iireticilerinden saglanan
orneklerden metabolik Ozellikleri farkli yeni K. lactis suslari izole edilip tanimlandi.
Tanimlanan K. /actis suslar1 bu bolgedeki siit {iriinlerinin dogal florasinda bulunmakta

olup endiistriyel amaglar i¢in dogal ve yerel K. lactis suslar1 olarak kullanilabilir.
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7. EKLER
EK. 1. Ureme Ortamlar: ve Cozeltilerin Hazirlanmasi

1. YP (Yeast Extract, Pepton)

YP besiyeri arastirmalarimizda zengin besiyeri olarak kullanildi. Sivi YP besiyeri
icin 10 gr maya oziitli, 20 gr pepton toplam hacim 1 litre olacak sekilde distile suda
¢oOziildii. Karisim otoklavda 121 °C’de 25 dk. steril edildi. YP petrileri i¢in YP ortamina
20 gr/l olacak sekilde agar agar eklendi.

2. Sodyum Propiyonat
Sodyum Propiyonat (Sigma) %1°lik stok ¢ozelti olarak distile suda ¢ozildii, 45
um’lik sterilizasyon filtresi ile steril edildi, YGC agar petrilerine otoklavdan sonra son

konsantrasyonu % 0,2 olacak sekilde eklendi

3. Sodyum Sitrat
Sodyum Sitrat konsantrasyon %2 olacak sekilde hazirland.

4. YGC Agar (Maya oziitii, glukoz, Kloramfenikol)
Uretici firma (Merck, 1.16000.0500) aciklandig1 sekilde 40 gr YGC agar karisimi
1 litre distile suda suspansiyon olarak hazirlanip otoklavda standart sartlarda steril

edilerek petrilere dokiildii.

5. Glukoz, Laktoz ve Gliserol Stok Cozeltileri

Glukoz, laktoz ve gliserol %20’lik ¢ozeltiler olarak distile suda hazirlandi ve
otoklavda steril edildi. Sterilizasyondan sonra iireme ortamlarina karbonhidrat kaynagi
olarak stok cozeltilerden son konsantrasyonlar1 ilgili ¢izelgelerde belirtildigi sekilde

ilave edildi.

6. YNB (Yeast Nitrogen Base)
Yeast Nitrogen Base (YNB) minimal iireme ortami olarak maya suslarinin
tiretilmesi i¢in s1v1 veya son konsantrasyonu %2 olacak sekilde agar agar eklenerek kati

besiyeri olarak kullanildi. YNB ortaminin hazirlanmasinda; 1,7 gram YNB (Sigma
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Y1251), 5 gram amonyum siilfat toplam hacim 1 litre olacak sekilde distile suda
¢ozildi. 121 °C’de 25 dakika otoklavda steril edildi. YNB iireme ortamlarina
karbonhidrat kaynaklar1 olarak stok c¢ozeltilerden sterilizasyondan sonra verilen

konsantrasyonlarda taze olarak eklendi.

7. Laktaz Aktivitesi ol¢iim ve hiicre lizis tamponu

Laktaz tampon ¢ozeltisi (Z-Buffer) asagida verilen iyon konsantrasyonlarini
saglayacak sekilde stok ¢ozelti olarak ilgili kimyasallar kullanilarak distile suda 1 litre
olarak hazirlandi.

5 mM Tris/HCI pH: 705

10 mM KCL

%S5 Gliserol

0.1 mM PMSF

PMSF 80 mM stok ¢ozelti olarak absolu etanolde ¢6ziildii ve bu stok ¢ozeltiden
son konsantrasyonu 0.1 mM olacak sekide laktaz tampon ¢6zeltisine ilave edildi. Laktaz

tampon ¢ozeltisi deneyler siiresince +4 °C’de saklandi.

8- ONPG (O-Nitro phenyl p-D-Galactoside)
ONPG (Sigma N1127) toplam konsantrasyonu 4 mg/ml olacak sekilde taze olarak
50 ml’lik laktaz tampon ¢dzeltisi icinde hazirlandi. ONPG Stok c¢ozeltisi +4 °C’de

saklandi.

9- 1 M sodyum karbonat
106 gr Na,COj; toplam hacim 1 litre olacak sekilde distile suda ¢oziildii. Deneyler

stiresince oda sicakliginda saklandi.

10- 1x TE, pH:7.4
10mM Tris.HCL, pH:7.6
ImM EDTA, pH:8.0
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11. Enzim Aktivitelerinin Hesaplanmasi
Laktaz (B-Galaktosidaz) Aktivitesinin Hesaplanmasi

Kluyveromyces suslarinin laktaz enzim aktiviteleri agagidaki esitlige gore hesap edildi.

Aktivite: (OD420x1000)/(txVxODsgo)

Bu esitlikte;

Aktivite: Miller Unitesi, MU.

ODyy: Laktaz reaksiyonunda olusan sar1 rengin 420nm’deki absorbansi

T: Laktaz reaksiyon siireci

(Dakika cinsinden verilmelidir)

V: vh x Konsantrasyon faktorii

Vh: Laktaz reaksiyonunda kullanilan hiicre siispansiyonu hacmi (genellikle 0.02 ml)
Konsantarsyon faktorii: 5 ml hiicre c¢oktiirip 0.2 ml maya lizis c¢oOzeltisinde
coziildiiglinden konsantrasyon faktorii 25 olacaktir. Deneylerde kullanilan hiicre
hacmine gore degisebilir.

ODgo: laktaz aktivitesinin Slgtimiinde kullanilan 1 ml Kluyveromyces hiicrelerinin 600

nm’deki 6l¢tim degeri.

Invertaz Aktivitesinin Hesaplanmasi
Kluyveromyces suslarinin invrtaz enzim aktiviteleri agagidaki esitlige gore hesap edildi.

(AaOrnek/AxStandart)x Standart konsantrasyonu= Invertaz Aktivitesi

AAOrnek: Orneklerin ODs4¢’daki absorbansi

AaStandart: Standart glukoz ¢ozeltisini ODs44’daki absorbansi

Standart konsantrasyonu: Standart glukoz konsantrasyonu (5.55nmol/L) olarak
kullanildi. Glukoz konsantrasyonlarinin dl¢limiinde Biocon glukoz tayin kiti kullanildi.
Invertaz Aktivitesi. Bir iinite invertaz enzimi, lpmol glukoz/dakika/100mg kuru

agirhiga esittir.
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12. Glukoz-Oksidaz-Peroksidaz
Biocon Diagnostik firmasi tarafindan tiretilen glukoz 6l¢iim kiti (GOD-POD Kkiti)
tiretici firma tarafindan Onerilen ve bolim 3. 7°de agiklandigi sekilde kullanildi. GOD-

POD kiti deneyler siiresince +4 °C’de saklandi.
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EK. 2. K. lactis Suslarinin ITS1-5.8S rDNA-ITS2 Bolgesi Niikleotid Dizileri.

Niikleotid karsilagtirmalart ilgili kromatogramlarda sekanslarin net olarak

okunabildigi alt1 ¢izili olarak verilen bdlgeler arasinda yapilmistir.

1- Standart K. lactis susu (ATCC8585).

GGGAAATAGAGAGTAATACTGGGGGATCGCTGAAATGGCCTGCGCTTAATTGCGCG
GCTAATTCTTGATTTTCTGCTATCGTTTTCTTTCTCTCATCCTAAACACAATGGAGTT
TTTTCTCTATGAACTACTTCCCTGGAGAGCTCGTCTCTCCAGTGGACATAAACACAA
ACAACATTTTGCATTATGAAAAACTATTTATCAAGAAATTTAATATTCAAAACTTTC
AACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATATGT
ATTGTGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCAAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTC
TGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTCTCAAACCTTTGGGTT
TGGTAGTGAGTGATACTCGTTTTTCGGGTTAACTTGAAAGTGGCTAGCCGTTGCCTT
CTGCGTGAGCAGGGCTGCGTGTCAAGTCTATGGACTCGACTCTTGCACATCTACGTC
TTAGGTTTGCGCCAATTCGTGGTAAGCTAGGGTCAATGAGCTTATAGGTGTTATAA
AGACTCGCTGGTGTTTGTCTCCTTGAGGCATACGGCTTAATCAAAACTCTCAAAGTT
TGACCTCAAATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCATAAGCGGAGGA
A

2. K. lactis MY?22.

GGGAAATATGATGATAATACTGGGGGATCGCTGAATATGGCCTGCGCTTAATTGCG
CGGCTAATTCTTGATTTTCTGCTATCAGTTTTCTTTCTCTCATCCTAAACACAATGGA
GTTTTTTCTCTATGAACTACTTCCCTGGAGAGCTCGTCTCTCCAGTGGACATAAACA
CAAACAACATTTTGCATTATGAAAAACTATTTATCAAGAAATTTAATATTCAAAACT
TTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATA
TGTATTGTGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCAAATCTTTGAACGCACATTGCGCC
CTCTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTCTCAAACCTTTGG
GTTTGGTAGTGAGTGATACTCGTTTTCGGGTTAACTTGAAAGTGGCTAGCCGTTGCC
TTCTGCGTGAGCAGGGCTGCGTGTCAAGTCTATGGACTCGACTCTTGCACATCTACG
TCTTAGGTTTGCGCCAATTCGTGGTAAGCTAGGGTCAATGAGCTTATAGGTGTTATA
AAGACTCGCTGGTGTTTGTCTCCTTGAGGCATACGGCTTAATCAAAACTCTCAAAGT
TTGACCTCAAATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAA
GAAAA
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3. K. lactis MY23.

GGGAAATTGATGATAATACTGGGGGATCGCTGAATATGGCCTGCGCTTAATTGCGC
GGCTAATTCTTGATTTTCTGCTATCAGTTTTCTTTCTCTCATCCTAAACACAATGGAG
TTTTTTCTCTATGAACTACTTCCCTGGAGAGCTCGTCTCTCCAGTGGACATAAACAC
AAACAACATTTTGCATTATGAAAAACTATTTATCAAGAAATTTAATATTCAAAACTT
TCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATAT
GTATTGTGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCAAATCTTTGAACGCACATTGCGCCC
TCTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTCTCAAACCTTTGGG
TTTGGTAGTGAGTGATACTCGTTTTTCGGGTTAACTTGAAAGTGGCTAGCCGTTGCC
TTCTGCGTGAGCAGGGCTGCGTGTCAAGTCTATGGACTCGACTCTTGCACATCTACG
TCTTAGGTTTGCGCCAATTCGTGGTAAGCTAGGGTCAATGAGCTTATAGGTGTTATA
AAGACTCGCTGGTGTTTGTCTCCTTGAGGCATACGGCTTAATCAAAACTCTCAAAGT
TTGACCTCAAATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCATAGGCCGGAA
GAAA

4. K. lactis MY24.

CCCGATAATATGATGAGAGATACTGGGGGATCGCTGAAATGGCCTGCGCTTAATTG
CGCGGCTAATTCTTGATTTTCTGCTATCAGTTTTCTTTCTCTCATCCTAAACACAATG
GAGTTTTTTCTCTATGAACTACTTCCCTGGAGAGCTCGTCTCTCCAGTGGACATAAA
CACAAACAACATTTTGCATTATGAAAAACTATTTATCAAGAAATTTAATATTCAAA
ACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCG
ATATGTATTGTGAATTGCAGATTTTCCTGAATCATCAAATCTTTGAACGCACATTGC
GCCCTCTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTCTCAAACCTT
TGGGTTTGGTAGTGAGTGATACTCGTTTTTCGGGTTAACTTGAAAGTGGCTAGCCGT
TGCCTTCTGCGTGAGCAGGGCTGCGTGTCAAGTCTATGGACTCGACTCTTGCACATC
TACCTCTTAGGTTTGCGCCAATTCCTGGTAAGCTAGGGTCAATGAGCTTATAAGTGT
TATAAAGACTCGCCTGTGTTTGTCTCCCTGAGGCCTACGGCTAATTCAAAACTCTCA
AAGTTTGACCCTCGAATCAGGGTAGGAATACCCCCCTGAACTTTAAGACAAATCAA
TAAACCGAAAGAAAGCTTTTTTTTTCTCCGCCTCGCATGCGCAACAATTAAAATTCC
CTTACTTAGAACAAACCCGGGAAACCCTTTTCCCCCGAGCCCGAAACAAGAGAAAA
ACCTTCCCTACCATTTCTTGGGGGG
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5. K. lactis MY?25.

GGGAAATAGATGATAATACTGGGGGATCGCTGAATATGGCCTGCGCTTAATTGCGC
GGCTAATTCTTGATTTTCTGCTATCAGTTTTCTTTCTCTCATCCTAAACACAATGGAG
TTTTTTCTCTATGAACTACTTCCCTGGAGAGCTCGTCTCTCCAGTGGACATAAACAC
AAACAACATTTTGCATTATGAAAAACTATTTATCAAGAAATTTAATATTCAAAACTT
TCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATAT
GTATTGTGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCAAATCTTTGAACGCACATTGCGCCC
TCTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTCTCAAACCTTTGGG
TTTGGTAGTGAGTGATACTCGTTTTTCGGGTTAACTTGAAAGTGGCTAGCCGTTGCC
TTCTCCCTGAACAGGGCTGCGTGTCAAGTCTATGGACTCGACTCTTGCACCTCTACG
ACTTAAGTTTGACACCAATTCGTGGTAAGCCAGGGCCAGGGAACATAACCGTTCTA
ATAAAGAACCCCTAGGTGTTTGTCTCCCTTGAGGATTCCGGATTTATCCAAAACCCT
CAAGGTTTGGACCCCCAATCCAAGGTCGAAATACCCCCCTGGAACTTAAAACCAAT
ATAAAAAAGGCGGAAAAAAAAATTTTCCCCCTGGCTGGGCCCACACATGGAATAG
GAAATCCCAGGCAGTAAAAAAAATTGGGCAAATCCTCTTTCCCCAGAGCCCCCCCG
AGGGAAAAAACCCTTCC

6. K. lactis MY28.

GGATAATTGATAGTGATACTGGGGGATCGCTGAATATGGCCTGCGCTTAATTGCGC
GGCTAATTCTTGATTTTCTGCTATCAGTTTTCTTTCTCTCATCCTAAACACAATGGAG
TTTTTTCTCTATGAACTACTTCCCTGGAGAGCTCGTCTCTCCAGTGGACATAAACAC
AAACAACATTTTGCATTATGAAAAACTATTTATCAAGAAATTTAATATTCAAAACTT
TCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATAT
GTATTGTGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCAAATCTTTGAACGCACATTGCGCCC
TCTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTCTCAAACCTTTGGG
TTTGGTAGTGAGTGATACTCGTTTTTCGGGTTAACTTGAAAGTGGCTAGCCGTTGCC
TTCTGCGTGAGCAGGGCTGCGTGTCAAGTCTATGGACTCGACTCTTGCACATCTACG
TCTTAGGTTTGCGCCAATTCGTGGTAAGCTAGGGTCAATGAGCTTATAGGTGTTATA
AAGACTCGCTGGTGTTTGTCTCCTTGAGGCATACGGCTTAATCAAAACTCTCAAAGT
TTGACCTCAAATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAGNNCGGA
GGAAAA
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7. K. lactis MY?29.

GGATAATTGATGANAGATACTGGGGGATCGCTGAATATGGCCTGCGCTTAA
TTGCGCGGCTAATTCTTGATTTTCTGCTATCAGTTTTCTTTCTCTCATCCTAA
ACACAATGGAGTTTTTTCTCTATGAACTACTTCCCTGGAGAGCTCGTCTCTC
CAGTGGACATAAACACAAACAACATTTTGCATTATGAAAAACTATTTATCA
AGAAATTTAATATTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATATGTATTGTGAATTGCAGATTTTCGTG
AATCATCAAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCAGGGGGCAT
GCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTCTCAAACCTTTGGGTTTGGTAGTGAGTGAT
ACTCGTTTTTCGGGTTAACTTGAAAGTGGCTAGCCGTTGCCTTCTGCGTGAG
CAGGGCTGCGTGTCAAGTCTATGGACTCGACTCTTGCACATCTACGTCTTAG
GTTTGCGCCAATTCGTGGTAAGCTAGGGTCAATGAGCTTATAGGTGTTATAA
AGACTCGCTGGTGTTTGTCTCCTTGAGGCATACGGCTTAATCAAAACTCTCA
AAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAT
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