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OZET
Yiiksek Lisans Tezi
Katil Maya Lindnera saturnus’ un Bozucu Mayalara Etkisi (in vitro)
Cagil TURKAY

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Gida Miihendisligi Anabilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Muhammet ARICI

Bazi maya tiirleri, bulunduklar1 ortama protein yapili, hiicre dis1 olan ve katil toksin (killer
toxin) adiyla bilinen toksin salgilarlar. Bazi belirli ve uygun kosullar altinda bu toksinler, bazi
duyarli maya tiirlerine kars1 6ldirtictidiirler fakat diger mikroorganizmalara kars1 bu yonde bir
oldiiriicti etkileri yoktur. Buna ek olarak, katil toksinler insanlara kars1 6ldiiriicli veya zararh
degildirler. Bunun nedeni katil toksinlerin sadece belirli hiicre duvar1 materyallerine karsi
etkili olmalar1 ve sadece bazi 6zel hiicre duvari bilesenlerine karsi etkilesim gostermeleridir.

Katil karakter mekanizmasi, her toksin igin farklilik gosterebilir ¢ilinkii katil 6zellik, ¢ift zincir
RNA, lineer ¢ift zincir DNA veya kromozom {izerinde kodlanmis olabilir. Katil mayalar

kendi toksinlerine karsi bagisiktirlar bu sebeple birbirlerine karsi etkileri yoktur.

Simdiye kadar katil mayalar K1’den K11’e 11 farkli g¢esit olarak smiflandirilmistir. Katil
mayalarin gida sektoriinde kullanilmast birgok arastirmaci i¢in konu olmustur ve alinan
sonuglar katil mayalarin biyoteknoloji, biyomedikal, fermentasyon alanlarinda ve koruyucu
olarak kullanimi hakkinda bilgi verir niteliktedir. Bu arastirma, katil mayalarin 6zellikleri,
katil toksin {iretimi, salgilanma mekanizmasi, endiistriyel uygulamalar1 ve Lindnera saturnus
var saturnus katil toksinin 6zellikle peynirde ve ¢esitli bagka iirlinlerde bozulmaya sebep olan
mayalar lizerindeki etkisine odaklanmistir. Sonug¢ olarak bu g¢alismada, in vitro denemelerde
katil mayalarin bazi bozucu mayalara karsi inhibisyon etkisi pozitif olarak kanitlanmistir.
Fakat {irtin c¢alismalarinda katil maya ile ilgili olarak spesifik bir pozitif etkiye

rastlanmamuistir.

Anahtar kelimeler: Katil maya, Williopsis saturnus, Lindnera saturnus, bozucu maya,
inhibisyon
2012, 56 sayfa



ABSTRACT

MSc. Thesis
The Effect of Killer Yeast Lindnera saturnus on Spoilage Yeasts (in vitro)
Cagil TURKAY

Department of Food Engineering
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Namik Kemal University

Supervisor: Prof. Dr. Muhammet ARICI

Some kind of yeast strains secrete protein based extracellular toxin into the medium known as
‘killer toxin’. Under some available and definite conditions these killer toxins are lethal to
some sensitive yeast strains; however they do not have a fatal effect against other types of
microorganisms. In addition, Killer toxins are not dangerous or lethal to humans because they
affect only certain cell wall components and interact with cell wall elements that harbor
specific receptors. The Killer characteristic mechanism differs for each toxin because it can
become coded on double-stranded RNA, linear dSDNA or chromosomal. Killer yeasts have

immunity to their own toxins, thus they cannot affect each other.

Until now, Killer toxins have been classified into 11 types between K1-K11. The application
of killer yeast in food industry has been the subject of many researchers and the result of their
studies give insight about Killer yeasts use in biotechnology, biomedicine, fermentation
process and as a preserver. Some studies also show Killer yeast applications in environmental
areas. This research mostly focused on general information about killer yeasts, killer toxin
production, secretion mechanism and industrial application, using methods of killer toxins in
food industry and emphasized effect of killer toxins of Lindnera saturnus var. saturnus
against to the yeasts which causes spoilage on the cheese and other products. As a result, in
vitro inhibition effect of the killer yeasts against some spoilage yeasts was proved positively
in this study; on the other hand, any specific positive effect related killer yeasts was attained
food sample trials.

Keywords: Killer yeast, Williopsis saturnus, Lindnera saturnus, spoilage yeast, inhibition

2012, 56 pages
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1.GIRIS

Mikroorganizmalarm 6ldiiriicii yetenegi yeni bir biyolojik fenomen degildir. idrardan izole
edilmis olan Bacillus anthracis 'un inhibisyon etkisini gézlemleyen Pasteur ve Joubert (1877)

muhtemelen mikroorganizmalar arasindaki rekabeti rapor eden ilk kisilerdir.

Mayalar insan irkinin en eski endiistriyel mikroorganizmalar1 olarak diisiiniiliir. Mayalarin
benzersiz 6zellikleri -Saccharomyces cerevisiae- ve 700 ¢esit mayanin yillardir biiyiik gizli
bir potansiyel olarak kullanilmasi, mayalarin arastirma i¢in kullanilmasin1 tercih sebebi yapti.
Bununla beraber S. cerevisiae ve diger mayalar insan hayati i¢in kazangli olan endiistriyel ve
medikal uygulamalarin c¢ogunlugunu saglarlar. Mayalarin istenen iriinleri veya hiicre

komponentleri fermentasyon sirasinda tiretilir (Vullo ve Wachsman 2005).

Toksin salgilayan katil mayalar ilk kez 45 yi1l 6nce S. cerevisiae laboratuar suslarinda (Cizelge
1) katil aktivitenin genetik etmeni olan ¢ift zincirli RNA (dsRNA) molekiiliinde arastirilmistir
(Breining ve ark. 2006; Young ve Yagiu 1978). 1963 yilinda S. cerevisiae mayasinin katil
aktivitesi, dSRNA Kkatil viriis tespiti ile tanimlanan katil suslar, katil (K), duyarli (S) ve notral
(N) terimleri kullanilarak Bevan ve Makover tarafindan kesfedilip 3 grupta siniflandirilmistir.

Katil mayalar ¢ogunlukla “duyarli” maya cinsine ait olan diger mayalara kars1 etkilidirler.

Katil ve duyarli hiicreler ayn1 ortamda gelistiklerinde, sonradan eklenenin biiylik oranda
oldiigii gézlenmistir. Oldiirme islemi katil ve duyarl hiicreler arasinda hiicre temasi olmadan
da gercgeklesebilir. ‘Katil faktor’ olarak isimlendirilen etken madde, katil hiicre tarafindan

duyarli hiicreyi 6ldiirmek iizere salinir (Woods ve Bevan 1968).

Saccharomyces cinsinin laboratuar suslarinda katil aktivitenin genetik etmeni olan gift zincirli

RNA (dsRNA) molekiilii arastiritlmistir (Young ve Yagiu 1978).

Katil aktivite 90°dan fazla tiirde kesfedilmistir ve Debaryomyces, Hanseniaspora,
Kluyveromyces, Pichia, Saccharomyces, Schwanniomyces and Williopsis cinslerinin tiirlerine
ait suglar tarafindan dretilen cesitli katil proteinler (mycocins), genis c¢apli olarak
arastirilmistir (Buzzini ve ark. 2004). Farkl cinslerin katil tiirleri toksik bilesen, pH, sicaklik
stabilitesi ve proteolitik enzimlere karst duyarlilik kosullar1 farkli olmak iizere izole
edilmislerdir. Katil faktor dogasi ¢alismalarini doguran Saccharomyces gostermistir ki, bu
protein yiiksek spesifik etki spektrumuna sahiptir ve 6zel pH, sicaklik ve havalandirma

kosullarina baglidir (Yener 2006).



Katil maya ekstraktinda dsSRNA’nin {i¢ tlirii (XL, L ve M) kesfedilmistir. En diisiik molekiil
agirhikli tiir (M) katil aktivite ile birlesmistir ve katil aktivitesi olmayan (6ldiiriicti faktor
tiretemeyen) suslar bu dsRNA agisindan noksandir. Bundan bagka, baskilanmis plazmid
tastyan suslarda M tiirii eksikligi vardir fakat M tiirlinden daha hafif molekiiler agirlikta olan
S tiirlind igerirler (Young ve Yagiu 1978).

Cizelge 1. Mayalarin tarihi (Feldmann 2005)

Kronoloji Dontim Noktasi
6000-2000 MO Mayalanma (Siimerler, Babiller)
1680 Mikroskop altinda maya (van Leeuwenhoesk)
1835 Mayaya bagli alkol fermentasyonu
1837 Maltta gézlemlenen maya igin ( S. cerevisiae) isimlendirme
1839 Maya gelisiminde besin kaynagi olarak seker
1857 Metabolizma ile baglantili olarak fermentasyon (Pasteur)
1876 Bira mayasi calismalar1 (Pasteur)
1877 “Enzim” terimi (mayalarda) ortaya ¢ikt1 (Kiihne)
1880 Mayalanma i¢in tekli maya hiicreleri ve saf suglar (Hansen)
1883 Serbest hiicre ekstraktlarindan alkol ve CO,
1915 Gliserol iiretimi
1920 Maya fizyolojisi yenilendi
1949 [k genetik harita (Lindegren); esleme tipi sistem
1930-1960 Kluyver tarafindan mayalarin taksonomisi
1966 Mayalarda ilk tRNA yapist
1978 Mayalarin ilk transformasyonu (Hinnen, Hicks ve Fink)
1990-1994 Rekombinant mayalardan ilk ticari farmasotik tirtinler (Hepatit B asisi1)
1990-1996 Maya genom projesinin tamamlanmasi

Inhibitdriin simiflandirilmas: ya da toksik maddeler gesitli yollarla elde edilebilirler: (1)
duyarli organizmaya karst aktivite spektrumlarinin belirlenmesi, (2) bir veya daha fazla
maddenin mutant direncine karsi aktivitelerinin test edilmesiyle, (3) toksin iireten sustaki
kars1 reaktivitenin incelenmesi ile (Ustilago’daki katil karakter gibi) ve (4) yapisal analiz
(Young ve Yagiu 1978).

Katil toksinlerin 6ldiirme islemi iki asamali bir mekanizmadan olusur. K1 ilk 6nce mayanin
hiicre duvarindaki 1-6-fB-D-glukan reseptdrlerine atak yapar ve bu proses B zinciri tarafindan
kontrol edilir. Ardindan o zinciri maya hiicre plazma membranina etki eder ve diizensiz

potasyum akisina, sonra da hiicrenin dliimiine neden olur (Altuntas ve Ozgelik 2007).
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Katil toksin kontaminasyonu gidalarda problemlere yol agabilir. Buna ragmen, eger mayalarin
oldiiriicii 0zelligi gida bozulmasina sebep olan mayalari inhibe etmede kullanilirsa, katil

mayalardan avantaj saglanabilinir.

Ornegin katil mayalar, Okaryotlardaki polipeptit prosesinde diizenleme mekanizmast,
salgilama ve duyarli hiicre ile toksin islemi c¢alismalarinda model sistem olarak
kullanilmaktadir. Ayrica mayalardaki oldiiriicii sistem oOkaryotik viriislerin anlagilmasi ve
kontrolii ¢alismalar1 i¢in kullanishh modeller saglamaktadir. Ek olarak, 6ldiiriicii sistemler
fermentasyon endiistrisinde ve ila¢ sektoriinde biyoteknolojik uygulamalara sahip olabilir.
Rekombinant DNA teknolojisinde, S. cerevisiae ve Klyuvermyces lactis’ten elde edilen
oldirticii plasmidlerin gonderilen polipeptidlerin etkili salgilanmasi i¢in vektoér kopyalamada
gbrev alma potansiyeli vardir (Marquina ve ark 2002). Ustelik katil toksinler insan irkina
kars1 zararli degildirler, ciinkii katil maya toksinleri sadece ‘hiicre duvari’ ve hiicre duvari

bilesenlerine karsi etkilesim gosterirler.

Bu arastirmada, katil mayalarin diger bozucu mayalarla ve diger mikroorganizmalarla
etkilesimi, mayalara olan inhibisyon etkisi incelenmistir. Buna bagli olarak katil mayalarin

gida sektoriine olas1 avantajlar1 ve kullanim alanlarinin arastirilmast amaglanmastir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. En Cok Bilinen Katil Maya Cinsleri
2.1.1. Candida

Candida galabrata’ nin katil fenotipi kromozomal gen temelinde kodlanmistir ve toksin geni
heniiz tanimlanamamustir. Aguiar ve Lucas (2000) tarafindan yapilmis bir arastirmaya gore
asir1 halotolerant maya olan Candida nodaensis katil fenotipinin (K) yiiksek tuza karsi da
gelisme gosterdigi gozlenmistir. Toksinin canli organizmada yiliksek tuz konsantrasyonunda
etkili olmasi, 6zellikle tuzlu fermente gidalarin korunmasi gibi biyoteknolojik uygulamalarda

maya tabanli biyokontrol stratejilerinin gelistirilmesi i¢in sira dis1 yollar {iretebilir.

C. nodaensis katil toksininin (CnKT) potansiyel uygulamalarinin denemesi i¢in, kaba 06ziit
hazirlanmis ve bu toksinin ilk fiziksel karakterizasyonu i¢in kullanilmistir. CnKT bilinen
toksinlerin aksine ve genelde dikkate alinan ¢ogu katil toksin dogasindan farkli olarak, zit
doga kosullarinda 6zelligini koruyup asir1 direngli bir toksin oldugunu ispat etmistir (da Silva
ve ark. 2008).

2.1.2. Cryptococcus

Diger bircok maya tiirii katil fenotipi aciga vururken, simdiye kadar toksin (mycocin)
tretiminin ekstra-kromozomal genetik unsurlarin varliiyla ilgili oldugunu gdsteren bir kanit
yoktur (Pfeiffer ve ark. 1998). Bir ¢alismada Cryptococcus hungaricus CBS 6569 susunda,
dsRNA’nin viriis benzeri molekiillerle (VLPs) birlesmis oldugu ve bunun toksin iiretim
ozelligini gosterdigi raporlanmistir. Bu tiir, Zsolt (1957) tarafindan Dioszegia hungarica
biyolojik ismiyle izole edilmis ayrica Fell ve Phaff tarafindan Cryptococcus cinsi iginde

yeniden adlandirilmis ve konumlandirilmistir.

Cogu katil toksin iiretildikten ¢ok sonra tanimlanmistir ve askili mantar sinifindan olan
mayalara kars1 aktiftirler. Bu toksinler 10-300 kDa w2-5x molekiiler agirlikli olarak protein
veya glikoprotein olarak goriiniirler. Yeni olarak, Cryptococcus humicola’ nin bazitli mantar
sinifindan olan maya suglar1 tarafindan tiretilen 1kDa kadar oldukc¢a diisiik molekiil agirlikli
katil toksinleri kesfedilmis ve kismi olarak saflagtirllmigtir. Diisiik molekiiler agirliklarindan
ve diisiik molekiil agirlikli bakteriyosinlere benzerliklerinden dolayr mikrosin (microcin)

olarak isimlendirilmislerdir (Puchkov ve ark. 1998).



Cryptococcus humicola suslar1 birgok askili mantar ve bazitli mantar benzeri mayay1 inhibe
eden katil toksin (3- 5,5 pH degeri araliginda) salgilar. Bu katil toksinlerde RNA ve DNA
plasmidlerine rastlanmamuistir. Aminoasit igeren toksinler diisiik M,’ye sahip, metanolde
¢oziilebilen proteolize karsi dayanikli, 1s1l stabil, selofan difiizyonu yapabilen ve mikrosin

olarak belirlenmislerdir (Golubev ve Shabalin 1994).
2.1.3. Debaryomyces

Debaryomyces hansenii nin genetik materyali kromozomal olmasina ragmen, toksin gen
sistemi heniiz tanimlanamamistir fakat bu toksinin hedef hiicredeki reseptorii B-1,6-D-

Glukandir (Altuntas ve Ozgelik 2007).

Katil toksin tretimi kiiltiirin bulundugu kosullar ya da deneyin gerceklesmesi gereken
optimum kosullar tarafindan fazlaca etkilenebilir. D. hansenii CYC 1021 katil toksini igin
optimal kosullar Saccharomyces suslarinin optimal kosullartyla - pH 5- karsilastirildiginda
oldukga diisiik (pH 4,5) oldugu gozlenmistir (Woods ve Bevan 1968).

Yapilmis bir ¢alismaya gore; katil maya D. hansenii CYC 1021°deki toksin {iretimi, karigik
ortamda biiytimeyle ilgili cevap veren liretimdi ve katil toksin tissel gelisim fazindan erken-
sabit faza gecen hiicre gelisimi gibi lretildi. Hiicre dis1 ortamdaki protein seviyesi, toksin
tiretiminin ve 20 °C sicaklikla yavas ¢alkantili sistemin yansimasidir. Iyonik olmayan madde
(deterjan) ve dimetil siilfoksit (DMSO) ilavesi katil toksinin en yiiksek konsantrasyonda
olmasina yol agmistir. Mikrobiyoloji perspektifinden bakilirsa, katil mayalardan faydalanma

olasiliginin ele alinmasi kontaminasyon kontrolii igin dogrudur (Palpacelli ve ark. 1991).

Debaryomyces toksini i¢in optimal stabilite pH 4,5’ ta ve 20° C sicakliga kadar belirlenmistir.
pH 4,5 tizerinde asir1 bir stabilite azalmasi gozlenmistir. pH 5,1°de ise aktivite ¢ok zor

belirlenebilmistir (Marquina ve ark. 2001).
2.1.4 Hanseniaspora

Hanseniaspora uvarum hedef hiicrenin B-1,6-Glukan reseptoriine karsi etkili olan bir katil
toksine sahiptir. Saccharomyces ve Zygosaccharomyces trleri kadar
Hanseniaspora/Kloeckera, Metschnikowia ve Candida tiirlerinin popiilasyonu da tiziimlerdeki

hasar yliziinden artar (106 Kob/mL iizerine) (Querol ve Fleet 2006).



Uziim suyu fermentasyonunda yapilan ¢ok sayidaki arastirma Saccharomyces olmayan
tirlerin (6zellikle Kloeckera apiculata ve Candida stellata) fermentasyon siiresince 6nemli
bir seviyede (Heard ve Fleet 1988; Ciani 1997) hayatta kaldiklarin1 gostermistir fakat diisiik

etanol toleranslar1 yiliziinden fermentasyon sonunda genelde ayirt edilememektedirler.

Kloeckera apiculata (Hanseniaspora uvarum) ve Metschnikowia pulcherrima gibi bazi
Saccharomyces olmayan tiirler 5nemli proteolitik aktiviteye sahiptirler (Charoenchai ve ark.
1997; Dizzy ve Bisson 2000) ve Saccharomyces cerevisiae igin gerecken aminoasidi
salgilayabilierler. Saccharomyces olmayan mayalarin otolizi (Hernawan ve Fleet 1995) S.

cerevisiae icin olasi besin kaynagi sunar.

Katil etkilesimin olmasi fermentasyon siiresince suslarin gelisimini ve maya tiirlerini
etkileyen diger faktorlerin olusumunu saglar. Katil fenomen, kendi tiirlerinin duyarh
hiicrelerini  6ldiiren, diger tir ve cinsleri de siklikla o6ldiiren polipeptid toksinlerin
salgilanmasima dayalidir. Ancak katil suslar kendi trettikleri toksinlere dayaniklidirlar
(Querol ve Fleet 2006).

Fermente {iziim suyundan elde edilen S. cerevisiae izole mayalar1 hakkinda literatiirde genis
Olgekte bilgi mevcuttur (Musmanno ve ark. 1999; Guriérrez ve ark. 2001). Querol ve Fleet
(2006) ' in aragtirmasina gore; S. cerevisiae’ nin Kkatil suglar1 fermentasyon sonunda bazen
ustiinliik saglayip, katil aktivitelerini ortaya koyarak fermentasyonu devraldiklar1 varsayilir.
Katil suslar Candida, Pichia ve Hanseniaspora sarap izolatlarindan tespit edilmistir ve bunlar

katil aktivitelerini S. cerevisiae’nin sarap suslarina karsi uygulayabilmektedirler.
2.1.5. Hansenula

Hansenula mrakii hiicre membraninin gegirgenligine zarar veren K9 katil toksinine sahiptir.
Ayrica, pH 4-11 gibi genis bir pH araliginda ve yiiksek sicakliklarda stabildir. Saccharomyces

cerevisiae’nin tirettigi K1 toksininden daha kiigiiktiir.

Hansenula mrakii’nin katil karakteristigi kromozomal gen {izerinde kodlanmistir (Altuntas ve
Ozgelik 2007).

HM-I katil toksini Hansenula mrakii’den salgilanan polipeptit yapili toksindir ve biiyiik
ihtimalle DNA, RNA, protein ve yag sentezini etkilemeyen fakat (-1,3-Glukan sentezini

engelleyen duyarli maya suslarini 6ldiiriir (Kasahara ve ark. 1994).



Bu toksin izoelektrik noktast pH 9,1 olan temel bir proteindir ve 10721 Da. molekiil
biiyiikliigiinde 88 aminoasit kalintisindan olusmustur. Mannozidozdan yoksundur. K1 katil

toksininden daha kiigiiktiir (18,5 kDa) (YYamamoto ve ark. 1986).
2.1.6.Kluyveromyces

Kluyveromyces lactis tiiriine ait olan katil mayalar ¢ift sarmalli linear DNA plasmidi
tagimaktadirlar. Yiiksek molekiiler agirlikta iki alt iiniteli toksin tiretmektedirler. Bu toksin,
adenil siklaz aktivitesini inhibe etmektedir. Hedef hiicrede bu mikroorganizma toksininin

reseptori kitindir (Altuntas and Ozgelik 2007).

K. lactis mayasinin katil suslarinda, toksin proteini tiretimi ve toksine olan bagisikligin tanimi
iki linear dsDNA plasmidin - K1 (8,9 kb) ve K2 (13,4 kb) - varligiyla birlesmistir. Toksin her
K. lactis’ in katil olmayan her iki susuna kars1 ve S. cerevisiae de igeren diger cinsin bir

numarasina karsi aktiftir (Stark ve Boyd 1986).

Yapilan bir ¢alisma gosterdi ki; plazmidleri ya da sadece K2 igerenleri iyilestiren suslarin
toksine duyarli, 6liimciil olmayan fenotipe sahip olmasi, toksin tretimini ve bagisikligi
tanimlayan genetik bilgi kiigiik olan K1 plazmitinde bulunmaktadir (Wesolowski ve ark.
1982; Niwa ve ark. 1981)

2.1.7.Pichia

Pichia kluveri’ye ait olan toksinler glikoprotein yapisindadir, pH 2,5- 4,7 arasinda ve 40
°C’nin tizerinde stabildir. Bu toksin ilk olarak hiicre duvarini etkiler ve sonra hiicre zarina etki
eder. Sonunda porlar tarafindan olusturulan elektro kimysal potansiyelin yikimina sebep olur

ve son olarak hiicre 6limii gergeklesir (Yener 2006).
2.1.8.Saccharomyces

Saccharomyces cerevisiae 1963 yilinda Makower ve Bevan tarafindan katil maya olarak
tanimlanan ilk mayadir. Woods ve Bevan (1968) ise bu toksin {iretimi ve aktivitesi igin

optimum olan ortam kosullarini tanimlamislardir.

S. cerevisiae mayasinin katil sistemi ile ilgili yapilan arastirmalar virolojinin ¢esitli alanlarina,

translasyon kontroliine, protein salgilanmasi ve hiicre duvari biyogenezine 6nemli katkilar



saglamistir. Biyokimyanin tiim alanlari, genetik ve molekiiler metotlar, viral transfeksiyon

sistemi de dahil olmak iizere bu sistemin arastirilmasi i¢in uygundur (Paterson ve ark. 1991).

S. cerevisiae katil, duyarli ve notral olmak tizere ti¢ fenotipe sahiptir. Cesitli toksin ¢esitlerine
sahip olan S. cerevisiae ilk ve en iyi tanimlanmis katil maya tiiriidiir. S. cerevisiae’nin genetik
calismalar1 katil karakteristiginin stoplazmik kalittm oldugunu ve katil hiicredeki viriis
benzeri partikiillerle iligkili olarak dsRNA da kodlandigimi1 gosterir. S. cerevisiae Katil
toksininin hedef hiicredeki reseptorii B-1,6-D-Glukandir (Marquina ve ark. 2002).

2.1.9.Ustilago

Ustilago geninin tiirleri, o6zellikle U. maydis ve suslar1 en iyi bilinen katil toksin

ureticilerindendir.

Her ne kadar en ¢ok enfekte olan hiicreler ¢oklu dsRNA segmentine sahipse de, U. maydis
virtisleri (UmV) Totiviridae olarak smiflandirilir. Bu ¢oklu segmentlerin iki orijini vardir:
baz1 segmentler gizli polipeptidlerde kodlanmis, duyarl: hiicreleri 6ldiiren uydu viriislerdir ve
diger segmentler ise bagimsiz totivirlis genomlaridir. Her iki yonden de Ustilago viriisleri
Saccharomyces cerevisiae mayasmin dsRNA viriisleri ile benzemesine ragmen daha iyi

genomik c¢esitlilik ortaya koyar (Tavantzis 2002).

U. maydis katil toksineri dsRNA mikoviriisiinde kodlanmis kiigiik proteindir. U. maydis e ait
oldugu bilinen 3 toksin KP1, KP4 ve KP6; sirasiyla U. mayadis viriislerinden P1, P4 ve P6
0zel orta biiyiikliikteki (M) segmentlerine kodlanmigtir (Santos ve ark. 2010).

2.1.10.Williopsis

Williopsis mraaki ve Williopsis saturnus kromozomal gen temelinde kodlanmistir. Williopsis
saturnus toksin geninin arastirmalar1 heniiz sonug¢ vermese de Williopsis mrakii HMK toksin

genine sahiptir (Altuntas ve Ozgelik 2007).

Bazi mayalarin kiif ve diger mayalara kars1 olan katil toksinler tarafindan tiretilen antagonistik
(katil aktivite) ozelligi vardir (Magliani ve ark. 1997). Bu 0Ozellik hasat sonrasi kiifler
sebebiyle olusan meyve hastaliklarinin biyolojik kontroliinde kullanilmaktadir. Birka¢ katil
toksin iireten maya sadece maya ve kiiflere degil ayn1 zamanda bakteriye karsi da etkilidir.
Williopsis cinsinin tiir ve suslari, 6zellikle W. saturnus var. saturnus, W. saturnus var. mraki

iyi bilinen katil toksin iireticileridir (Liu ve Tsao 2009).



Goretti ve ark. (2009) Williopsis saturnus’un in vitro antimikotik etkilerini arastirmistir.
Williopsis saturnus tarafindan salgilanan saflastirilmis katil proteinin (KT4561) in vitro
denemelerdeki antimikotik aktivitesi gidalarda bozulmaya sebep olan 14 maya cinsinden 21
tiriin (Candida, Debaryomyces, Dekkera, Hanseniaspora, lIssatchenkia, Kazachstania,
Kluyveromyces, Pichia, Rhodotorula, Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Torulaspora,
Yarrowia ve Zygosaccharomyces) 310 susuna karsi test edilmistir. Sonuglara gore ise
Williopsis suslarindan salgilanan Kkatil proteinlerin K1 proteini ile ayni yolu izledigi
aciklanmistir. Bu sebeple benzer bir mekanizmanin, KT4561 bozucu mayalara karsi
gosterecegi aktivitenin varligini agiklayabilecegini varsaymislardir. Bu ¢alismanin sonucunda
bazi gida bozucu maya tiirleri i¢cin KT4561’in uygun amagli bir ajan olabilecegi ortaya

stiriilmiistiir (Hodgson ve ark. 1995).

2.1.11.Zygosaccharomyces

Zygosaccharomyces bailii‘nin  gen temeli M-dsRNA toksin geni igerdigi yoOnde

tanimlanmigtir. Hedef hiicrenin hiicre duvarindaki mannoproteinler bu toksinin reseptoriidiir

(Altuntas ve Ozgelik 2007).

Zygosin, osmotolerant bozucu Zygosaccharomyces bailii tarafindan iretilen ve salgilanan
monomerik 10-kDa boyutunda bir proteindir. Z. bailii genetik olarak S. cereviciae toksin
genomlar1 gibi maya hiicresi sitozoliinde 2,1-kb lineer M-dsRNA tarafindan kodlanmistir. Z.
bailii’nin ¢ift zincir RNA viriisii ZbV-M, S. cereviciae’nin katil olmayan suslarina niikleik
asit verebilirdi (Weiler ve Schmitt 2003).

2.2. Molekiiler Mekanizma ve Katil Toksin Genetigi

Sitotoksik bilesenlerin mikroorganizmalar tarafindan iiretilmesi ve salgilanmast oliimciil
mikrobiyal rekabette siklikla bagvurulan bir ilkedir. Mayalarda ¢ok sayida katil sistem
gelistirilmigtir. Diger mayalar1 6ldiiren ya da en azindan gelisimini engelleyen stratejiler hedef
hiicredeki transkripsiyon veya replikasyon mekanizmasini, hiicre zar1 fonksiyonunu veya
hiicre duvari sentezini inhibe edici 6gelerdir (Klassen ve Meinhardt 2005). Bu toksinlerin katil

sisteminin arastirilmasi i¢in, katil molekiiler mekanizma iyi anlasilmis olmalidir.

Maya bircok karakteristik 6zelligi daha gelismis yapili Okaryotik hiicrelerle paylasan tek
hiicreli basit bir organizmadir. Bu sebeple maya genomunun tiimiiniin insan sekanslarina ve

diger Okaryotik genlere karsi referans olarak asiri kullanish oldugu kanitlanmistir. Genetik
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olarak manipiile edilebilen mayanin sagladig1 kolaylik bariz olarak endiistriyel kullanimla
ilgilidir ve bu durumdan dolay1 gen diizenlemesi caligmalar1 igin tercih edilen sistem
olmustur. 1970’ ten sonra mayalarda transformasyon sistemi gelismeleri ve rekombinant
DNA teknolojisindeki ilerlemelerden itibaren daha da gelisen bir konudur. Maya genomlari
son otuz yildir yogun arastirmalarin konusu olmustur. Ustelik biiyiikliigiine gore en biiyiik
maya kromozomlari insan kromozomlarindan daha kii¢iiktiir ve bu sebeple kromozom yapisi

ve fonksiyonu arastirmalari i¢in basit modeller saglar (Yener 2006).

Katil toksinlerin genel olarak belirli 6zellikleri vardir: protein yapilidir, genellikle diisiikk pH
optimizasyonu goriiliir ve yiiksek sicakliklarda inaktiftir. Bu ortak o6zelliklere ragmen katil
toksinler tiirler ve suslar arasinda farkli olabilir, yapisal gen agisindan molekiiler agirlik,
olgunluk ve bagisiklik karakterleri degisiklik gdsterebilir. Tanima ve duyarl hiicre 6ldiirme
mekanizmasi her toksinde farklidir. Katil faktoriin etkisi, duyarli organizmalarda lizize sebep
olmayan ve bakteriyolitik degil bakteriosidal olan bakteriyosinlere benzer (Woods ve Bevan
1968).

Katil tiirler direkt hiicreler arasi temas olmadan katil toksin reseptoriinde (KTR) ayni ya da
benzer cinslerin hiicreleri araciligiyla diisikk molekiil agirlikli protein ya da glikoprotein
salgilar. Mayalar icin dogal olan ortamdaki katil toksin iiretimi, sinirli ve uygun besin i¢in
savasan duyarli savas¢lt mikroorganizmalarin gelisimini kisitlayan, ileri biyolojik bir
mekanizmay1 sergiler (Rai ve Varma 2010). Cesitli cins ve tiirlerin katil suslar1 arasindaki

ters reaksiyona dayanarak katil mayalar K1 ve K10 aras1 10 gruba ayrilmistir (Cizelge 2.2.1.).
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Cizelge 2.2.1. Katil mayalar ve protein toksinleri (Kepekci 2006)

Katil Toksin Ureten Suglar Siniflandirma
Saccharomyces cerevisiae* K1
Saccharomyces cerevisiae* K2
Saccharomyces capensis K3
Candida glabrata K4
Pichia anomala K5
Kluyveromyces fragilis K6
Candida valida K7
Hansenula anomala K8
Hansenula mrakii K9
Kluyveromyces drosophilarum K10
Torulopsis glabrata K11

*K1 fenotipi S.cerevisiae’nin laboratuar suglarma ve K1’i oOldiirme yetenegi olan fermentasyon
kontaminantlarina ait yabani suslardir.

Bu biyokimyasal ayrim proteolitik enzim, sicaklik, katil aktivite {izerindeki pH ve katil
faktoriin saf kromatografisinin etkilerinin analizleri goz oniine alinarak olusturulmustur. S6zii
edilen katil suslar Saccharomyces cinsinin (K1, K2, K3) suslarin1 da igerir (Yener 2006).
Ayrica Candida glabrata’nin bir susu tespit edilmis ve K11 olarak siniflandirilmistir (Joshi ve
Pandey 1999).

S.cerevisiae kesfedildikten sonra, katil fenomen mayalar arasinda yaygin olarak bulunmustur
(Rai ve Varma 2010). Katil karakter sitoplazmik faktorlere ve cesitli kromozomal genlere
bagli oldugundan beri kompleks bir fenomendir. Bir ¢ok katil toksin ¢esidi raporlanmis ve
genomlar sitoplazmik kalitimla ¢evrili olan ¢ift zincirli RNA viriisiinde, lineer ¢ift zincirli
DNA plazmitinde veya kromozomal genlerde olmak {izere haritalanmistir (Schmitt ve Breinig
2002; Goto ve ark. 1990). Katil sistem mekanizma temeli i¢in detayli arastirma yapmadan

once farkli birimlerdeki tiim genomlarin tanimlanmasi daha agiklayici olacaktir (Cizelge

2.2.2).
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Cizelge 2.2.2. Mayalarda katil fenotipin genetik temeli (Altuntas ve Ozcelik)

Maya Genetik Temel Toksin Geni
Saccharomyces cerevisiae dsRNA virus M1-, M2-, M28
Hansenula uvarum dsRNA virus M-dsRNA
Zygosaccharomyces bailii dsRNA virus M-dsRNA
Ustilago maydis dsRNA virus M-dsRNA
Kluyveromyces lactis linear dsSDNA plasmid pGKI1
Kluyveromyces fragilis Kromozomal Tanimlanamamig
Pichia acaice lineer dsSDNA plasmid pPacl

Pichia inositovora lineer dsSDNA plasmid pPinl

Pichia kluyveri Kromozomal Tanimlanamamig
Pichia farinosa Kromozomal SMK1

Pichia anomala Kromozomal Tanimlanamamig
Williopsis mrakii Kromozomal HMK

Williopsis saturnus Kromozomal Tanimlanamamig
Schwanniomyces occidentalis Kromozomal Tanimlanamamig
Debaryomyces hansenii Kromozomal Tanimlanamamig
Candida glabrata Kromozomal Tanimlanamamig

Tiim katiller i¢in karakteristik olan belirli protein toksinin salgilanmasi, farkl: tiir ve cinslerin
duyarli suslari i¢in 6liimciildiir. Hiicre 6liimii genelde reseptdr aracilikli proseslerde, maya
hiicresinin dis yiizeyinin i¢indeki reseptorlere ilk toksin baglanmasi ihtiyacinda (6rnegin: -
1,6-D-glukan, a-1,3-mannoprotein veya kitin) ve sonra plazma zar1 reseptoriine ger¢eklesecek
transferde meydana gelir. Toksin cinsine bagli olmak iizere, plazma zarindaki hasar, G1/S
hiicre dongiisiiniin bloke olmasi veya DNA sentezindeki hizli inhibisyon 6liime sebep olabilir

(Schmitt ve Reiter 2008).

Salgilanmis olan toksinin duyarli hiicre lizerindeki genel katil etkisi ve mekanizmasi Sekil

2.2’ de goriilmektedir.
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Sekil 2.2. Duyarli maya hiicrelerininin Saccharomyces cerevisiae reseptor araciligiyla katil
K1 toksini tarafindan 6ldiiriillmesi (Marquina ve ark. 2002)

Hiicre duvarina baglandiktan sonra K1 katil toksini hiicre zarina transfer ediliyor ve iyon
akigint bozup ardindan da Olime sebep olan, voltaj-bagimsiz katyonik zar i¢i kanallar
tarafindan sekillendirilir. Zardaki reseptorler (R) ispatsiz olarak dogru kabul edilir (Marquina
ve ark. 2002).

2.2.1. Saccharomyces cerevisiae Katil Fenomeni ile dSRNA Viriis Temelli Katil Sistem

Sitoplazmik Mendelyen olmayan genetik belirleyici faktorlerin iligkisinin bulundugu katil
fenomen dogasinin arastirildig: ilk ¢aligmalarda, tahmin edildigi gibi mayalarda ¢ift zincirli
RNA (dsRNA) nin viriis benzeri parcaciklarla (VLPs) birlesmis oldugu ortaya ¢ikmistir
(Marquina ve ark. 2002).

Katil fenomenin niikleer genlerle olan iligskisi dsSRNA temeli ile agiklanabilir. dSRNA
molekiilleri viriis-benzeri molekiillere (VLPs) yakin olduklarindan Saccharomyces viriisii
olarak adlandirilir. Bu dsRNA viriis mayalarinin 6nceden enfeksiyona sebep olmadiklari
diistiniilmiistiir ¢linkii dogal iletim yollar1 tanimlanamamisti. dsSRNA viriis mayalar1 dikey
iletim yaparlar ve bu iletim sadece iireme ve gelisme siiresince sitoplazmik karigim tarafindan
veya hiicre birlesmesi tarafindan gergeklestirilir ve stoplazmik genetik eleman olarak olusur.
Sitoplazmada virlis benzeri molekiil olusumu ve bundan Otiirii viral kodlanmig protein
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toksinin salgilanmasi hiicreye “katil” karakteristigini verir. Virlis molekiilii icermeyen suslar,
kendi katil faktorlerine karsi bagisik olan suslar tarafindan iiretilen toksinlere duyarhdirlar

(Yener 2006).

Saccharomyces cerevisiae’nin katil toksinleri (K1, K2 ve K28) sitoplazmik kalitsal olan ve
viriis benzeri molekiil i¢inde kapside olmus farkli uydusal dsRNA’lar (M1, M2 ve M28)
tarafindan kodlanmistir (Marquina ve ark. 2002). S. cerevisiae’ nin suslarinda L-A, L-BC, T,
W ve M olmak {iizere bes dsRNA ailesi vardir. Bunlarin ii¢ii (L-A, L-BC ve M) mikoviriisiin
virlis benzeri molekiilleri i¢indeki genel temel kapsid proteini tarafindan ayr1 olarak
paketlenmistir. Hepsi Mendelyen olmayan tipte kalittim gosterir (Yener 2006). Bu uydularin
replikasyonu ve enkapsidasyonu i¢in baska bir grup yardimci maya viriise (L-A) gereksinim
vardir. Bu iyi karakterize dsRNA viriisler Totiviridae familyasinin iyeleridir. M dsRNA
uydusunun hiicrelerdeki varligi, katil suslarda gézlemlenen katil-bagisikli fenotipten sorumlu
L-A viriisiiyle koenfekte olmustur (Marquina ve ark. 2002). S. cerevisiae dsRNA viriisiinden
iki aileyi (L-A ve onun uydusu ve L-BC), iki sSRNA replikonu (20S RNA ve 23S RNA) ve en
az bes retroviriis benzeri unsuru igerir ve unsurlar “retrotransposon” olarak adlandirilir (Kiick
2004). L-A kapsiile edilmis LdSRNA ve MdsRNA’daki VLPs’nin temel kilif proteinini
kodlar. Timiiyle L-BC yoksunu olan katil suslardan dolayr L-BC ve dsRNA’larin herhangi
bir katil fenomenle iligkisi olup olmadigi kesin degildir (Tipper ve Bostian 1984; Bussel ve

ark. 1997).

Saccharomyces tarafindan salgilanan K1 katil toksini agisindan bakarsak; 35-Da olan
prekiirsorden islenir, M1dsRNA iizerinde kodlanir (Sekil 2.2.1.1.) ve 21 kDa molekiil
agirhgiyla o/B-heterodimer seklinde salgilanir. Bu protein 103 aminoasit kalintisindan olusan
olim kanali formunda, iki hidrofobik gerilimli, gegirgen zar araciligiyla etki eden a- alt
birimine sahiptir. Kanal olusumundaki bir role ek olarak, goriinene gore a-alt birimi hiicre
duvart reseptoriinii ve toksin bagisikligin1 baglayici olarak ¢ok fonksiyonludur. Benzer
sekilde B- alt birimi de a-alt birimine siilfiir bagiyla baglidir. Bu aminoasit hidrofiliktir ve 83
aminoasit kalintisiyla daha kiigiiktiir. B-alt birim hedef duyarli hiicrede a- glukan hiicre
duvar reseptoriine baglayicilikla iliskilidir. Proteinin etki alanini agsma yapisi aligtlmamis
olarak diger bilinen toksinlerden farklilik gosterir. Toksinin aminoasit sekansi

veritabanlarinda olan proteinlere benzerlik gostermez (Wickner ve ark. 1995).
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Sekil 2.2.1.1. §. cerevisiae 'nin katil toksin salgilama sistemi (Herring ve Bevan 1974)

Birgok ¢esit toksin analiz edilip iyice anlagilmistir. Breining ve ark. (2006)’a gore en genis
calisilan K1 ve K28 simdiye kadar kesfedilmis ti¢ katil toksindendir. Her bir katil toksin daha
sonra hiicreden serbest birakilan ve ortama salgilanan olgun ve sitotik o/f heterodimere
islenen yerdeki maya salgilanma yoluna ithal edilen 6n protoksin prekiirsorii olarak
cevrilmistir. Klassen ve Meinhardt (2005), K1 katil toksininin hiicre zari fonksiyonunu
etkilemesinin dsRNA viriisii tarafindan kodlandigimi ve aktive edici Tok1 potasyum kanallari
tarafindan hareket eder. Glikozilfosfatidilinozitol-bagli hiicre yiizeyi proteini Krelp, Kl
toksini icin yakin zamanda hiicre zar1 reseptoriinde tanimlanmustir. Her iki toksin de
baslangicta maya hiicre duvari i¢indeki reseptore baglidir ve sonra ikincil toksin reseptorii ile
birbirini etkiledigi hiicre zarina dogru yer degistirdi. Oysa hiicre zar1 reseptorii K28 i¢in
bilinmezligi siirdiiriir ve sonra K28 reseptor aracilikli endoksitozis tarafindan kendi hedef
hiicresine girer ve DNA sentezini bloklar, G1/S hiicre dongiisii engellenir ve kaspaz aracilikli

programlanmis hiicre 6liimii gerceklesir (Breinig ve ark. 2006).

Toksin Prosesi ve Salgilanmast. S. cerevisiae’nin viral olarak kodlanmis Kkatil toksinleri
arasinda lretim ve salgilama agisindan en ¢ok calisilmis olanlar1 K1 ve K28 toksin

proteinleridir. Bunla beraber her iki toksin de aminoasit kompozisyonlar1 ve molekiiler
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aksiyon halleri acgisindan belirgin farkliliklar gosterirler fakat sentez, proses ve salgilama

acisindan ise benzerdirler (Yener 2006).

Cogu katil toksinin 6n-protoksinden (pptox) enzimatik prosese dogru iiretildigi goriilmiistiir.
K1 ve K28 toksinlerinin ikisi de dsRNA viriisleri ve MdsRNA da depolanmis katil toksin
sentezi bilgileri tarafindan kodlanmistir (Yener 2006). Marquina D. ve ark. (2002), genelde
salgilanan proteinlerin, potansiyel kexl/kex2 ayriminin ve N-baglantili glikozilasyon
konumlarinin iizerinde bulunanlardan daha biiyiik olan ve hidrofobik amino u¢ iceren tekli
polipeptid protoksin olarak sentezlenen toksini tekli “agik okuma g¢ergevesi” (ORF)’nin
kodladigindan s6z etmislerdir. Protoksin dnce sentezlenir, ardindan endoplazmik retikulum,
golgi aparati ve salgi vesikiilleri tarafindan protein sentezi sonrasi modifikasyonlara ugrar.

Son olarak olgun, aktif toksinin salgilanmasi1 ger¢eklesmis olur (Sekil 2.2.1.2.).

Preprotoxin
88 147 IFZ 23 316

— .
Immunity region

PR

Protoxin:
Immunity protein

Pore forming region
= -t
“  Binding 1o glutans
a
45== = 147
K1 toxin i =¥

234 316
3

2 D =
Binding to glucans

*SP: sinyal peptidaz, KEX: toksin iiretimindeki proteaz igeren katil tanim; G: glikozile asparajin kalintis iceren
lokasyon, HD: hidrofobik domain.

Sekil 2.2.1.2. K1 katil toksin-bagisiklik prekiirsoriiniin taslak yapist ve olgun toksin
yapisi(Marquina ve ark. 2002)
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Protein prekiirsorli, yliksek hidrofobik N-terminal salgilama sinyali tarafindan maya
endoplazmik retikulumuna girer. Ardindan endoplazmik retikulumda ve golgi kompleksinde
sonunda olgun o/f heterodimetrik protein olarak salgilanincaya kadar protein sentezi sonrasi

modifikasyonlar gergeklesir (Herring ve Bevan 1974).

N-terminal Onciisii, prekiirsor proteini endoplazmik retikuluma konvansiyonel sinyal sekansi
fonksiyoneli olarak yonlendirir. Bu molekiil endoglikosidaz H faaliyetleri tarafindan 34 kDa
tiirline  doniistiirilmiis olarak  gosterilen protoksindir, bu sebeple glikoproteindir.
Glikozilasyon toksin salgilanma verimi acisindan gereklidir. Aktif K1 katil toksini glikozile
degildir bu sebeple toksin olgunlastirma islemi boyunca glikozile kismi uzaklastirilmalidir

(Marquina ve ark. 2002).

Karsilastirilabilir olarak K2 toksini de K1 toksinine, kiiciik dSRNA molekiiliine kodlanmis
olmas1 (M2); KEX1 ve KEX2 bagimli toksin/bagisiklik yapan prekiirsorler; bir 1,6-B-D
glukan hiicre duvari reseptoriiniin kiigiik protein salgilanirken kullanilmasi ve membran
diizensizligi tarafindan Sldiiriilme durumu agisindan benzerlik gostermektedir. Bu sebeple,
ardisik olan K2 prekiirsorii ve haberci K2 toksin alt birimlerinin aminoasit sekans seviyesinde
K1 toksiniyle benzerlik gostermemesi siirpriz olmustur. Buna ragmen toksin prekiirsor
molekiilleri biitiiniiyle benzer organizasyon gosterir ve biiyiikk olasilikla toksinler benzer

sekilde davranir.

K2 prekiirsorii ongoriilebilir proteinin 362 aminoasit kalintisini, N-terminusundaki boliinebilir
farz edilen sinyal sekansiyla beraber kodlar. a- alt birimi hidrofobiktir, N glikozilasyonu i¢in
bazi konumlara sahiptir ve biiyiik olasilikla KEX2 tarafinda 220 kalintiya komsu bir temel
kalintida sonlanir. Hidrofilik B- alt biriminin takip ettigi dokular arasi y- peptit ve o- alt
birimleri yoktur. Bagisiklik prekiirsorde kodlanmigtir ve o- alt biriminin hidrofobik
domainindeki mutasyon bagisikligi ortadan kaldirmistir fakat alikoyulan toksin aktivitesi

pH’ya bagli 6liimciil mutant tiretir (Wickner ve ark. 1995).

Salgilanan toksinle ¢calismak zor olmustur fakat 21,5 kDa protein (a varsayiliyor) ve hem daha
kiigiik hem daha az verimli olan bir proteinin (B varsayiliyor) her ikisi de K2 antikoruyla
beraber kesfedilmistir. 21,5 kDa biiyiikligiindeki protein endoglikosidaz-H muamelesinde
degiskenligi arttirdigi gibi N-glikoziledir. K2 toksin etkisi hakkinda az sey bilinmektedir.
Genelde sarap mayasinda bulunur ve K1 toksininden biraz diisiik olarak 4,2-4,3 pH
seviyelerinde yasayabilecek kapasitededir (Pfeiffer ve Radler 1984). Mutantlar KRE 1, 5, 6, 9,
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11 genlerindeki kusurlarla K1 ve K2 toksinlerine kars1 direnglidir ve 1,6-B-D glukanin her iki

protein icin de reseptor oldugu one siiriilmektedir.

Oysaki KRE2 mutantlart K2 toksinine karsi duyarlidir, hala glukanin, K1 toksininin
baglanmasini engelleyen mannosilasyon hatalariyla bile K2 toksini tarafindan tutuldugunu
gosterir. K2 fizyolojisi hakkindaki ilk caligmalarda potasyum akisina sebep oldugu ve Kl

toksinine benzer oldugu ileri stiriilmiistiir (Kiick 2004).
2.2.2 Kluyveromyces lactis Fenomeni ile Lineer dsDNA Plasmid Tabanh Katil Sistem

Sitoplazmik olarak yerlesmis lineer ¢ift zincirli DNA plasmid temelli mayalar Debaryomyces,
Wingea, Kluyveromyces ve Saccharomyces gibi gesitli cinslerden izole edilmistir. Bu tiirdeki
katil toksinler, dsRNA aracilikli katil maya olan S.Cerevisiae’'den iiretilen toksinlerden
molekiiler agirlik, 6ldiirme etki mekanizmasi ve ¢esitli mayalara kars1 sahip olunan 6ldiirme
spektrumu gibi 6zellikler agisindan farklilik gosterirler (Bostian ve ark. 1980). Ornegin bir K.
lactis susu olan IFO 1267, her biri her haploid hiicre i¢in 50-100 kopyadan olusan DNA
plasmidlerinden pGKL1 (8,9 kb) ve pGKL2 (13,5 kb) yi Mendelyen olmayan 6zellik gosteren
katil fenotip esliginde icerir. Bu sus Saccharomyces susunda bulunan RNA plasmidini
icermez. K. lactis’ in katil aktivitesi Saccharomyces’ in optimum pH ve duyarli suslarindan
ayirt edilebilir (Kiick 2004; Niwa ve ark. 1981). Sirastyla K1 ve K2 olarak cagirilan 6zdes
plazmidler K. lactis CBS2359’ da da bulunmustur (Gunge 1995).

K. lactis’ in katil sistemi, toksin iiretiminin sirasiyla K1 (pGKLI1) ve K2 (pGKL2) olarak
isimlendirilen iki lineer dsDNA plasmidinin varligma bagli oldugunu gostermistir. Daha
kiigiik olan plasmid pGKL1 katil ve dayaniklilik karakterlerini kodlar, biiyiik olan pGKL2
plasmid ise muhtemelen lineer plasmid replikasyonu ve siirekliligi i¢in gereklidir (Yener
2006). Bu plasmidler katil toksin salgilar ve ortaklasarak a (97 kDa), B (31kDa), y (28kDa) alt
birim formunda saflastirir. Toksin alt birimleri birbirinden ayri1 olarak saflastirilmis ve N
terminal aminoasit serisi ilk 15-24 kalint1 igin saptanmustir (Stark ve Boyd 1986). pGKL1’ in
niikleotid sekans verilerinin karsilastirilmas1 gostermistir ki, proteolitik proses tarafindan
blyiik prekiirsor protein kodlayan ORF2, a ve P alt birimlerini iiretmistir: sirasiyla
prekiirsoriin N-terminal 2-3. ve C-terminal 1-2.sinden tiiremislerdir. y alt birimi ise farkli
olarak ORF4 geni tarafindan kodlanmistir (Sekil 2.2.2.) (Gunge 1995).
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*pGKL ORF 1,3,5,7-9 (agik okuma gergevesi) heniiz karakterize edilmemistir. DBP (DNA baglayici
proteini), TP (terminal- ug protein), ITR (Invert Terminal Tekrar)

Sekil 2.2.2. pGKL1 ve pGKL2 lineer plasmidlerin genom diizenlemeleri (Gunge 1995)

Toksin Prosesi ve Salgilanmasi: Mayalardan ve diger okaryotlardan salgilanan proteinler
endoplazmik retikulum igindeki yer degisiminde pay1 olan kisa sinyal sekanslarini (yaklagik
15-30 hidrofobik aminoasit) saglarlar. N-terminal sekans analizinin, LYS-Arg dipeptidindeki
aminoasit hidrofilik pro sekans sonlanmasi tarafindan takip edilen bir 16 aminoasitlik
hidrofobik on (sinyal) sekanstan olusan bir lider peptide sahip a-f alt birim prekiirsoriinii,
pGKL-ORF2’nin kodladig1 gbzler oniline serilmistir (Stark ve Boyd 1986). Ayrica 6n islem
yapist, a faktor (¢iftlesme feromonu), maya karboksipeptidaz Y gibi cesitli okaryotik salgi
proteinlerini ortaya koyar. pGKL katil toksinindeki on islem sekansi, Lys-Arg kismi
terminalindeki proteolitik boliinme tarafindan o-f prekiirsériinden kaldirilir. Bu proteoliz
endopeptidazi kodlayan kromozomal bir gen (KEX1) tarafindan K. lactis 'te gergeklesmistir
(Wesolowski ve ark. 1982).

2.2.3. Kromozomal Kodlanms Katil Sistem

Williopsis, Pichia, Candida, Debaryomyces ve Torulopsis suslarinin dsRNA viriisii ya da
dsDNA plazmiti ile iliskili olmas1 ile katil karakterin ifade edilecegini gdsteren uygun bir
kanit yoktur. Diger sistemler igin bir bulgu olmadigindan, bu mayalarda Katil karakterin

kromozomla kalitsal oldugu varsayilmistir (Yener 2006).
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Goto ve ark. (1990) tarafindan bilinen katil sus aktivitelerinden daha gii¢siiz olan iki yeni katil
aktivite kesfedilmistir. Bu genler S. cerevisiae nin kromozomal DNA’sinda kodlanmis olarak
bulunmustur. KHR olarak adlandirilan gen 9. Kromozomda kodlanmistir ve diger bir gen ise

kromozomda KHS olarak adlandirilmistir.

HMK geni Hansenula mrakii katil toksini kodlar ve HSK geni Yamamato ve ark. (1986)
tarafindan saflastirilmig Hansenula saturnus Katil toksinini kodlar. Bu iki genin toksinleri

yiiksek 1s1l stabilite ve diger katil toksinlerden daha genis pH sabitligi géstermistir.

Toksin Etkisi ve Hiicre Oliimii: Bu katil toksinin biyolojik etkisinin iki basamakli reseptor
aracilikl1 prosesi oldugu diisiiniiliir. ilk basamak duyarli hedef hiicrenin hiicre duvar igindeki
toksin reseptdriine hizli ve enerji bagimsiz sekilde baglanmasini icerir. Ikinci enerji bagimli
sistem toksinin sitoplazmik zara transfer edilmesi ve oOliime yol agan ikincil membran

reseptorii etkilesimini icerir (Yener 2006).

Protoksin golgi aparatindan gectigi zaman proteolitik boliinme meydana gelir, her iki o ve
distilfit baglh toksin formu hiicre zartyla fiizyon tarafindan serbest birakilir. Hiicre zarindan
salgilandiginda hiicre dis1 ortamda iki durum toksin miktarini azaltir: 1) katil susun hiicre
duvarinda katil toksin i¢in bulunan reseptorler ve 2) hiicredeki fenilmetilsiilfonilflorid-duyarh
proteaz aktivitesi salgilanmis toksin molekiillerini biiyiik oranda azaltir. Hiicre duvarindaki

1,6-B-D-Glukan toksinin duyarli hiicreye baglanmasinda temel rolii oynar (Sekil 2.2.3.).
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Sekil 2.2.3. Mayanin Hiicre Duvari Yapisi (Yener 2006)
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Dogal komiinitelerde farkli rekabet¢i mekanizmalar arasinda c¢ogalma ve kurtulmayi
kullanabilen mikroorganizmalar i¢in, antimiokrobiyal toksin tiretimi ayn1 habitattaki rekabetci
suslarmn/tiirlerin elenmesinde genel, etkili ve spesifik ekolojik yollar sunar. Ozbagisikliklari
olan toksin iiretici mikroorganizmalar secilip, 6ldlirme ya da duyarli suslarin uygunlugunu
azaltmayla, spesifik ortamlarinda dominant olabilirler. Bu zit yarisin benzer 6rnekleri 6karyot
mikroorganizmalarda oldugu kadar bakterilerde de (bakteriyosin) tanimlanmistir. Ozellikle
mayalar (katil maya fenomeni) tarafindan katil toksin tretimi ciddi bir ilgiyi harekete
gecirmistir ¢iinkii bu mikroorganizmalarin igerigi, teknolojik transferi ve ilgi ¢ekici

perspektifi merak uyandirici diizeydedir (Rai ve Varma 2010).
2.2. Toksin Direncinin Bagisiklik Mekanizmasi

Tiim toksin iireten mikroorganizmalar iirettikleri toksinden korunmak i¢in bir yonteme sahip
olmalilar. K1 toksininin durumunda, mayanin toksine karsi olan duyarsizligin1 yani fenotip
terimi olarak “bagisiklig1” prekiirsor gen saglar (Gunge 2005). Katil toksinlerin bagisiklik
sistemleri suslar arasinda farkli detayli oOzelliklere sahiptir fakat genellikle bu sistem
mekanizmasi1 kabataslak olarak Marquina ve ark. (2002)’nin ¢alismasindaki &zelliklerle
benzerlik gosterir yani katil toksinler yap1 kosullari, gen, molekiiler boyut, olgun yap1 ve
bagisiklik gibi konularda tiir ve suslar arasinda farklilik gosterir. Bazi suslar toksin iiretmezler
ama katil maddeye karst bagisiklidirlar. Bunlar “nétral” olarak isimlendirilirler (Wickner

1974).

Katil suslar kendi toksinlerine bagisiklidirlar, diger bagisikli grubun toksin etkilerine karsi
duyarhilik gosterirler. Bu sebeple genelde fermentasyonda kontaminasyonu engellemek icin
Onerilen ¢oziim, katil toksin {ireten bagisikli endiistriyel suslarin diizenlenmesi ve
kontaminantlarin engellenmesidir (Izgii ve ark. 2004). Buna gore, 6zellikle belirli bir tiir

mayaya kars1 6ldiiriicli olan toksin muhtemelen diger maya tiirlerine kars1 6ldiirticii degildir.

Bagisikligin molekiiler temelleri tam olarak anlagilmis olmasa da, KEX mutant fenotipleri ve
prekiirsor bagisikligindaki alan hedefli mutajenez baz1 bilgiler saglar. KEX1 ve KEX2 proses
proteazlarindaki mutasyonlar ve prekiirsér genindeki mutasyonlar islem prekiirsorii hatasina
yol acar ve prekiirsor yigilmasina sebep olur, bagisiklik fenotipini alikoyar. Prekiirsordeki
bagisiklik alani haritalanmasi, toksinin a-alt birim toksin oldugunu ve katyon iletkenlik 6liimii
gerektiren alan ortlisiimli oldugunu goéstermistir. Birkag model su durumu anlatmak igin bir

hiicre baglantili prekiirsorii kapsar: (1) toksin prekiirsorii olgun toksin yetenegi ile direkt
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olarak oliimciil kanala etki edebilir. (2) prekiirsor toksin ilavesi i¢in gerekli olan bazi hiicre
zar1 reseptOrlerini isgal edebilir. (3) alternatif olarak islenmis prekiirsoriin bazi iirlinleri
yukarida anlatilan (1) ve (2) deki yollar ile bagisikliga yol agabilir. Fakat bu modelin deneysel
desteklenmesi maalesef eksiktir (Kiick 2004).

Katil mayada, fonksiyonel bagisiklik, hiicrenin hayatta kalmasi i¢in esastir ve zorunludur;
clinkii toksinler yalniz 6karyotik hiicre fonksiyonlarini hedef alir ve inhibe ederler. Bu durum
bakteriler tarafindan iiretilen, segici olarak okaryotlar1 6ldiiren, bundan dolayr bagisiklik
yapan ve Onemsiz prokaryotik konakta kendini koruyan protein toksinlere (Kolera toksini ve

Shiga toksini gibi) kars1 zitlik i¢indedir (Breinig ve ark. 2006).
2.3. Katil Maya Toksininin Diger Mayalardaki Etki Ornekleri

Saccharomyces cereviciae’ nin Pichia acaciae’nin lineer kodlanmis bir katil toksinine olan
hiicresel etkisi analiz edilmistir. Kluyveromyces lactis katil toksinine (zymocin) bakildiginda,
yakin gecmiste hedef hiicrenin kitinine baglandigi ve muhtemelen toksin alt birimi alimini

kolaylastirict olarak davrandigi goriiliir.

Klassen ve Meinhard (2005), S. Cerevisiae’ nin P. acaciae toksinine maruz kaldiginda
sergiledigi, iki basamakli gerceklesen, zamana bagli yasayabilirlik kaybina neden olan
hiicresel tepkisi ile alakali detayli bir ¢alisma gergeklestirdiler. Bu ¢alismalara gore; K. lactis
ve S. cerevisiae arasindaki 6liimciil etkilesim heterodimetric protein toksin olan ve a, B, y alt
birimleri iceren siit mayasinin pGKL lineer plasmidi tarafindan kodlanmig olan katil toksine
(zymocin) dayanir. a alt birimi hedef hiicre kitinine baglanir ve dikkat ¢ceken hidrofobik f alt
birimi muhtemelen hedef hiicre i¢indeki y alt birimi hiicresel aliminda yer alir, ¥ RNA-
polimeraz 2 bagimli transkripsiyonu engeller ve sonunda G1 (interfaz G1) safthasindaki hedef
hiicreyi onlemek i¢in fonksiyonel RNA-polimeraz II Elongator birlesmesine ihtiya¢c duyar
(Klassen ve Meinhardt 2005). P. acaciae toksininin in vitro sartlarda kitine baglandigi ve
temel kitin sentetaz (Chs3) kaybi, hiicreleri toksinin gelismeyi inhibe eden etkisine karsi
korudugu bilinmektedir. Devamli olarak kiiltiir ekimlerinde, Chs mutant yasayabilir
hiicrelerinin sayis1 toksin varligina ragmen artig gostermistir oysaki bozulmamig CHS3 aleli
ile (yabani tip) beraber, hiicrelerin yasayabilirligi ilk 4 saat boyunca inokiile edilen canli
hiicrelerle karsilastirmali olarak % 100den % 30a diismiistiir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4.1. S. cerevisiae LS20 (CHS3) ilintili hayatta kalma ve P. acaciae toxin (5xMIC)
iceren ortamdaki AChs3 degisimi grafigi (Klassen ve Meinhardt 2005)

Katil mayalarin biyotiplerini ve diger mayalar arasindaki fiziksel iligskiyi agiklayan birgok
biyolojik deney vardir. Bu baglamda 1980’lerden itibaren yapilan katil maya toksinlerindeki
biyotip tanimlamalarinda katil toksinlerine veya katil sus panellerine kars1 olan katil duyarlilik
ornekleri tespitlerini temel alan kolay ve molekiiler olmayan etkili metotlar benzeri metotlar
Oone siirlilmiistiir. Ortam bilesenlerinin standardizasyonu, inokulum miktari, test ve
inkiibasyon yonteminden sonraki laboratuar prosediirii, katil toksinin dnceden ilgili susun
ekildigi agar plak tlizerine direkt siiriilmesini iceren en basit biyotipleme laboratuvar
prosediiriidiir. Canli gelisimi {izerine, katil maya ortama katil toksini salgilar ve uygun
inkiibasyondan sonra, her bir se¢ilmis katil mayanin etrafinda olusan hale seklindeki,
duyarhiligin toplam spektrumunun imkan verdigince beliren inhibisyon zonlar1 sayesinde

duyarlilik basit¢e gozlemlenebilir ( Sekil 2.4.2) (Magliani ve ark. 2010).
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Sekil 2.4.2. Degisik metotlarla katil maya aktivitesinin farkli patojen mayalar lizerinde
degerlendirilmesi(Magliani ve ark. 2010).

Katil toksinler 6nceden inokiile edilmis ilgili kif (Sekil 2.4.2.a) ya da maya (Sekil 2.4.2.b)
suslariin tizerine direk olarak siiriilmiistiir. Katil suslarin stiriilmesine dayali olan prosediiriin
uygulamasi basit ve kolay olsa bile, salgilanmis mevcut katil toksinin standardize edilmesinin
zorlugundan dolay1 celiskili sonuglara yol agabilir. Kismen daha fazla ya da daha az
saflagtirillmis katil toksinler ile (Sekil 2.4.2.d) katil hiicrelerin (Sekil 2.4.2.c) veya
kuyucuklarin standardize edilmis siispansiyonunu igeren spotlarin kullanilmasi, ayni1 anda
olusan katil mayalarin ve katil toksin duyarlis1 suslarin farkli gelisme kosullarinin metodunu

bagimsiz yapmistir. Katil suslar standardize edilmis 50 pl lik damlalar halinde, 6nceden ilgili
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maya suslarinin  (Sekil 2.4.2.b,c,d) inokiile edildigi agar plakalarin ylizeylerine
yerlestirilmistir. Ekim yapilmig agarlarda ¢aplar1 10 mm olan kuyucuklar olusturulup igleri
100 pl konsantre edilmis katil toksinle doldurulmustur. Uygun inkiibasyondan sonra olusan
gelisimi inhibe eden zonlar katil susa karsi olusturulan duyarliligi kanitlar. inhibisyon
zonlarin ¢aplari, arastirilan suslarin ve uygulamalarin biyotiplerinin bilgisayar destekli
tanimlanma programlart metodun yeniden iiretilebilirliginin ileri diizey iyilestirilmesini

olanakl1 hale getirmek i¢in kullanilmistir (Rai ve Varma 2010).
2.5. Katil Mayalarin Bakterilere Etkisi

Katil mayalarin antibakteriyel hareketleri hakkinda bilinenler oldukg¢a azdir. Cogu toksin 20
kDa alt1 salgilanmis kiigiik peptitlerdir ama bazi Williopsis suslar1 85kDa boyutundan daha
biiytik aktif bilesenler salgilar. Gegmis bir arastirma Hansenula anomala, Williopsis mrakii,
Kluyveromyces drosophylarum, Kluyveromyces lactis ve Candida tropicalis tiirlerinin Gram
pozitif patojenik ve patojenik olmayan bakterilere kars1 gelisimi inhibe eden potansiyele sahip
olduklarin1 gostermistir (Ochigava ve ark. 2010). Calismalarina gore Streptococcus
pneumoniae insanlar i¢in Onemli patojen bir bakteridir ve yeni antimikrobiyal bilesen
gelismelerinin antibiyotik rezistans ihtiyaclarinda artisa sebep olur. Bir¢cok rapor katil maya
toksinlerinin bakterilere karsi aktivite gosterdigini one sirmiistiir ve bundan dolayr S.
pneumoniae’ye karsi olan Williopsis saturnus var. mrakii NCYC 500 katil toksini K9
arastirtlmistir. Oysaki s1vi kiiltiirde ve agar diflizyondaki konsantre K9 denemelerinde higbir
bakteriyel gelisme gozlenmemistir. Buna ragmen hiicre morfolojisi K9 muamelesinden
hafifce etkilenmistir, hiicresel canlilikta bir etki gériilmemis ve K9 un B-laktam (hiicre duvar
sentezini inhibe eden antibiyotik madde) vya da Triton X-100 (yiizey aktif-organik bir
biyolojik deterjan) tarafindan indiiklenmis hiicre lizizinde higbir uyarici etkisi yoktur. Bu
durum K9’ un hiicre duvarina zarar vermedigini kanitlamistir. Bundan bagka, akis sitometresi
katil toksine maruz kalmis tiim hiicrelerin duyarlilik degerlendirmesi gibi kullanilmistir. S.
pneumoniae hiicrelerinin higbir zarari belirgin olarak ortada degildir, buna ragmen
floresandaki minor degisiklikler, K9 katil toksininin bakteriyel yiizey bilesenleriyle karsilikli

etkilesimde olabilecegini ileri stirmiistir.
2.6. Katil Maya Toksinleri ile Bakteriyel Toksinlerin Benzer Etkileri

Mayalardaki katil faktor - Saccharomyces cerevisiae - irsi ve dldiiriicii olan diger herhangi bir

ajanla karsilastirilabilir ama katil toksin ve bakteriosin arasindaki analoji kismen dikkat
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cekicidir. Her iki sustaki hareket ayn1 veya benzer olarak tiirlerle baglantihidir ve protein
tabanlidir. Katil faktoriin ve bazi bakteriosinlerin stabilitesi ve {iretimi optimal titre i¢in ¢ok
dikkatli olunmasi gereken mikroorganizma gelisme kosullarina oldukca baghdir. Katil faktor
agar ortamda s1v1 besiyerinden belirgin olarak daha stabildir. Benzer olarak agarda iiretilmis
inhibisyon zonlarindaki bir¢ok kolisin sus sivi besiyerinde ¢ok az etki edebilir ya da hi¢ etki

gostermeyebilir (Woods ve Bevan 1968).

Katil faktor boyutu tam olarak bilinmese de deneyler makro molekiiler bir protein oldugunu
ileri siirmiistiir. Katil faktoriin bakterisidal etkisi ve megasinin bu etkisi bir¢ok agidan ¢ok
benzerdir. ilk olarak, 6liimden énce islem goren duyarli organizmanin gelisimi gozlenmelidir.
Ikinci olarak, duyarli hiicrelerin fizyolojik durumu 6liim miktari etkiler ve iiciincii olarak,
organizmalarin absorbsiyonu ve olimi iki ayri isleme ayrilir. Holland (1962), Bacillus
megaterium suslarinda megasin iiretmekte yasa bagli olan duyarlilik azalmasinin, yayilmis
bakteri tabakasinin ilerleyen gelismesi ile es zamanli oldugunu raporlamistir. Yayilmis
tabakanin Oliimcil etkinin kullanildig1 yapilardaki megasin etkisini yavaglattigint ya da
engelledigini One silirmiistiir. Su ana kadar logaritmik faz boyunca duyarli maya hiicrelerinin

katil faktor etkisine olan duyarlilik artisinin sebebi bilinmemektedir.

Katil faktoriin ve megasinin her ikisinin de absorbsiyon sonrast hareketi gelisim kosullari
tarafindan etkilenmistir. Ilki organizmanm gelisme boyunca ki katil faktor stabilitesi igin
optimum kosullara maruz kalmasmi gerektirir ama ikincisi organizma optimum yetisme

kosullarina maruz kalmadiginda zorunlu 6ldiircii degildir (Woods ve Bevan 1968).

2.7. Katil Toksinlerin Gida Uretiminde Cesitli Uygulamalalardaki Avantajlar ve
Riskleri

Istenmeyen mikroorganizma olarak etiketlenen katil mayalar gidalarda bozulmaya ve riske
sebep olurlar. Diger taraftan genetik ilerlemeler ve rekombinant DNA teknolojisi ya da
ilerleyen monoklonal antikor (antibody) caligmalar1 ile genetik materyalde yapilan katil
Ozellik diizenlemeleri sayesinde, bilim adamlar1 zararli kosullar altinda bile katil mayalarin
faydali etkilerini kullanmanin miimkiin oldugunu raporlamislardir. Katil fenomen tanimlanip
calisilmaya baslandigindan itibaren bircok potansiyel uygulama ileri siiriilmiistiir.
Fermentasyon endiistrisinde katil faktor yabani ve bulasici Saccharomyces suslarini 6ldiirmek

icin kullanilabilir (Yener 2006).
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Rekombinant DNA’ da S. cerevisiae — sadece S. cerevisiae degil ayn1 zamanda diger konak
hiicreler olan Schizosaccharomyces pombe ve Pichia pastoris’ te de — K. lactis ve
digerlerinden elde edilen katil plazmidler yabanci1 dkaryotik proteinlerin etkili algilanmasi ve
ifadesi i¢in klon vektorler olarak kullanilmaktadir (Magliani ve ark. 2010). Ayrica
mayalardaki katil sistem viriis taban1 anlatimi ve kontrolii calismalari i¢in kullanigli modeller
saglar. Ek olarak katil sistemler hem gida hem fermentasyon endiistrisi hem de ila¢ sektorii
i¢cin biyoteknolojik uygulamalarda gorev alabilir. Katil sistemler duyarli hiicreler lizerindeki
genis Oldiirme spektrumlarindan dolayr insan ve bitki patojenlerine karsi antifungal ajan
olarak kullanilabilir (Kepekci 2006). Katil mayalarin endiistriyel uygulamalarda kullanilma
arastirmasi, olduk¢a yenidir. Dogadan elde edilen daha fazla sus toksin aktivite alani igin
taranmistir; karmasik genetikleri, diizenleme mekanizmalari, uygunluklar1 ve toksin {iretim
seviyeleri daha iyi 6l¢iide anlasilacaktir. Bu artan bilgi birikimi genis menzilli istenmeyen
vahgi tip mayalara karst hedeflenmis sarap, bira ve diger katil aktiviteye sahip olan

endiistriyel mayalarin se¢imine ve yapimina olanak verecektir (Marquina ve ark. 2002).
2.7.1. Katil Toksinin Biyoteknoloji ve Fermentasyon Alam1 Uygulamalari

Kompleks genetik anlayisinin, mekanizma diizenlemelerinin, katil toksin iiretimi ve
salgilanmasi1 mekanizmasinin uygunlugunun gelismesi bir¢ok endiistriyel ve biyoteknolojik
uygulamay1 akla getirmistir. Sunu unutmamak gerekir ki; bazi mayalar basit etanol
mekanizmalar1 ya da katil toksin iiretimleri tarafindan diger mayalarin hayatta kalmasini ve
gelisimini etkiler. Bu ozellikler bakteri ve ipliksi mantar1 pekistirebilir ve aslinda mayalarin
muhtemelen su anda fark edilenden daha 1yi potansiyel biyokontrol ajani olabilecegine dikkat
cekebilir. Bu konu i¢in daha fazla arastirma gerekir. Etanol ve katil toksin iiretimi sarap

tiretiminde maya se¢imi ve ticaretinde ayirt edici 6zelliklerdir (Querol ve Fleet 2006).

Birada ve sarap fermentasyonunda starter kiiltiir olarak secilen katil maya inkiilasyonu,
fermentasyonun ilk asamasi siiresince kontaminant mayalarin kontrolii ve bozulmanin
Onlemesi i¢in Onerilmistir. Sarapgilikla alakali istenen ozellikler ile dogal ya da genetik
modifiye edilmis katil suslar igeceklerin kalitesini arttirmak amaciyla secilip diizenlenmistir
(Magliani ve ark. 2010). Fermentasyon isleminde katil toksin iireten maya tiirleriyle
gerceklesebilen kontaminasyon potansiyel bir problemdir. Katil fenomen katil 6zelligin
duyarli starter suslara tanitilmasi ile fermentasyon prosesinin maya kontaminasyonuna karsi
korunmasi i¢in kullanilabilir. Bagisikli endiistriyel suslar protoplast fiizyonu ya da

sitodiiksiyon metotlarint kullanarak yapilandirilmislardir. Sarap yapiminda S. cerevisiae'ye ait
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katil mayalar fermentasyonu baslatmak, sarap kalitesini ve prosesini gelistirmek i¢in su anda

kullanilmaktadir (Kepekci 2006).

Aragtirmalarina gore Petering ve ark. (1991) iiziim suyundaki katil maya aktivitesini saptamak
igin isaretli Saccharomyces sarap mayasi susu kullanmislardir. Belirli tiziim baglarindan ve
diinyanin ¢esitli bolgelerindeki saraphanelerden elde ettikleri 6rneklerde mayalarda katil
aktivite kesfettiler. Teorik olarak, secilen katil mayalar {iziim suyu fermentasyonu boyunca
istenmeyen S. cerevisiae yabani suslarinin gelisimini bastirmak i¢in inokiile edilmis sus
olarak kullanilabilirdi. Ek olarak, farkli cins mayalar arasinda katil etkilesim meydana
geldiginin raporlanmasi gibi, genetik miihendisligi sonucunda genis spektrumlu S. cerevisiae
katil suglar1 bulunmaktaydi. Uygulama sonuglarina gore katil suslara kars1 olan duyarli maya
tiirlerinde diisiis vardir. Bunu takip eden arastirmalarda katil suslarin sarap yapimiyla olan
uygulamalarin, secilmis maya kiiltiiriinlin fermentasyonu indiiklemek icin siraya inokiile
edildigi tlkelerde ilgi gordiigiine karar verdiler. Bu konu dogal olarak sirada bulunan
mayalarin gézlemlenmesinden dolayr pekismistir. Ayrica sirada dogal olarak bulunan bu
mayalar “saf” kiiltiir fermentasyonu olmas1 gereken fermentasyonda belirgin rol oynar. Bu
dogal mayalar Kloeckera, Candida, Hansenula ve Saccharomyces cinslerinden tiirleri igerir.
Saccharomyces katil sarap mayasi susu fermentasyon siiresince dogal Saccharomyces maya
suslarini durdurmak i¢in etkili olabilir ve katil mayalarin genis ¢apli miihendisligi sonucunda
diger cinslerden suslar1 kontrol etme olasilig1 olabilir. Sarap yapiminda katil karakter taramasi
hakkindaki diger bir aragtirmaya gore Kluyveromyces cinsinin 23 susu arasindan 3 sus katil
karakter dzelligi gostermistir (K. phaffii, K.vanudenii ve K. wikenii). Ozellikle K. phaffii’ nin
bircok susunu inhibe etmistir ve sarap yapiminda fermentasyondan once iiziim suyunun
genelde pastorize edilmemesinden dolayi, Kloeckera apiculata diisiik etanol toleransh
kontaminantina kars1 katil aktivite liretmeye uygun bir mayadan bu sekilde fayda saglanmasi
kullaniglt olabilir. K. phaffii ile 6n inokulasyon yapilmis preslenen iizim suyu ya da
saflastirilmig katil toksinlerinin eklenmesi veya transfer edilen K. phaffii katil 6zelliginden
elde edilen yeni suslarin secilmis S. cerevisiae sarap yapici suslarina direk inokiilasyonu,
geleneksel SO, kullanimina gerek kalmadan limon bi¢imli maya florasinin kolay kontroliine

olanak verebilir (Rosini 1987).

S. cerevisiae katil faktoriiniin ilk tamimlanmigindan itibaren NaCl varliginda katil aktivite
gosteren bir¢ok halotolerant katil maya tuzlu sebze, soya sosu gibi ¢ogu fermente gidadan

izole edilmistir. Bu bilgiyle beraber yesil zeytinlerin bozucu mayalardan korunmasi
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hakkindaki diger bir arastirmada katil aktiviteli mayalar, bozulmanin engellenmesi i¢in
koruyucu ve tuz kullanimi ihtiyacin1 azaltmasi ile zeytin paketlemesini gelistirebilir. Bu
Ozellik zeytin izolatlarinda test edilen katil suslarin en yliksek yiizdelik dilimine sahip olan
genin Debaryomyces oldugunu gozleyen birgok yazar tarafindan raporlanmistir ve bu
izolatlarden elde edilecek starter kiiltlirin bozucu mayalarina karsi biyo-kontrol metodu
olarak kullanilabilecegini 6ne siirmiislerdir. Spontane gergeklesen zeytin salamura
fermentasyonundan izole edilen mayalarla gegeklestirilen destekleyici ¢alismalarda Pichia,
Kluyveromyces, Candida ve Torulaspora cinslerinin suslar1 S. cerevisiae’ nin katil-duyarli

suslarina karsi katil aktivite gostermistir (Arroyo-Lopez ve ark. 2008).

Birkac rapora gore, Walker ve ark. (1995) bazi tahta saprofiti ve bitki patojeni mantarlari
inhibe edici olarak tanimlanmis katil mayay1 (Pichia anomala NCYC 435, S. cerevisiae 28, P.
membranifaciens 333, vb.) ortaya ¢ikarmistir. Ayrica bu durum katil mayalarin zirai ve
cevresel anlamda maya-kiiflere kars1 yeni bir biyokontrol ajani olarak kullanilma olasiligini
da arttirmistir. Masih ve ark. (2001) P. membranifaciens’in asma bitkisini Botrytis cinerea’ye
kars1 korudugunu ispatlamislardir. Nunes ve ark. (2002), Vinas ve ark. (1998), Curtis ve ark.
(1996), Kurtzman ve Droby (2001), Candida sake nin elma ve armutu Penicillium expansum
Ve B. cinerea’ya karsi korudugunu gostermislerdir. Santos ve ark. (2004) B. cinera’nin sebep
oldugu elma zarari igin ¢6ziim yolu aragtirmistir. Arastirma P. membranifaciens’ in bitkiler
icin katiyen patojenik bir maya olmadigina bu sebeple B. cinera‘ya karsi olarak, hasat sonrasi
bozulmayr etmek amaciyla kullanilan mantar ilact kullanimindan kaginmak igin

kullanilabilecegini ortaya koymustur.

Williopsis saturnus var. saturnus’un bozucu mayalara (galaktozu fermente eden) karsi olan
biyo-koruyucu etkisi laboratuar kosullari altinda peynir 6rneginde arastirilmigtir. W. saturnus
peynire 10° kob/ g seviyesindek inokiile edildiginde, bu katil maya laktozu fermente etmeyen
ama galaktozu fermente eden, 10° kob/g oraninda peynire énceden inokiile edilmis maya S.
cerevisiae VL1’ i inhibe etmistir. Ayrica katil maya W. saturnus, galaktoz iireten starter kiiltiir
Streptococcus thermophilus ile beraber gelisen, laktozu ve galaktozu fermente eden 10°-10*
kob/g oraninda inokiile edilmis Kluvyveromyces marxianus ATCC8640 maya gelisimini de
inhibe etmistir. Bu calisma, peynir olgunlagmasi icin ikinci kiiltiir segmede, sadece kiif
peyniri ve olgunlastirilmis peynirleri degil diger peynir gesitleri igin de bazi bulgulari
icermektedir. Ikincil kiiltiiriin katil maya icermesi diger mayalarin gelisimini geciktirebilir

hatta durdurabilir ve bu sebepten dolay1 peynir olgunlagsmasini etkileyebilir. Mayalarin katil
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aktivite ve katil aktiviteye olan duyarliliklarina yonelik taranmasi peynir i¢in ikincil kiiltiiriin
gelistirilmesinde gereklidir. W. saturnus ve W. californica’y1 da kapsayan Williopsis mayalari
peynir mikrotasinda dogal olarak bulunur. Patojenik, proteolitik veya lipolitik degillerdir. Bu
sebeple peynir tadinda veya dokusuna tesir etmeleri beklenmez. Ayn1 zamanda W. saturnus
var. saturnus CBS254 kendi basina peynirde herhangi bir ugucu metabolit (istenen veya

istenmeyen) tiretmez (Liu ve Tsao 2009).

Lee ve ark. (2010) Saccharomyces cerevisiae ve Williopsis saturnus mayalarinin karisik
kiltlirii tarafindan yapilan fermentasyon siliresince papaya suyundaki ugucu bilesenlerin
olusumunu ve kullanimini arastirmiglardir. Papaya fermentasyonu siireci S. cerevisiae var.
bayanus R2 ve W. saturnus var. mrakii NCYC2251 mayalar1 ve bunlarin karigik kiiltiiriinden
olusmustur. Saccharomyces cerevisiae tekli kiiltiiriinde ve karisik kiiltiirde Saccharomyces
cerevisiae hiicre popiilasyonundaki degisimler, briks, seker ihtiyact ve pH benzerdir. Karigik
kiiltiir fermentasyonunda W. saturnus igin erken gelisim Onlenmesi goriilmiistiir. Sonug
olarak, 1:1000 oranli S. cerevisiae / W. saturnus karisik kiiltiirii tarafindan, fermentasyon
performansi ve aroma bilesenlerinin olusum/kullanimi tek kiiltiir kullanilan fermentasyonlara
kars1 degerlendirmis ve karsilastirilmistir. Karisik kiiltlir fermentasyonu, tekli kiiltiirden daha
genis alanli, farkli seviyeli ugucu bilesenli papaya sarabi iiretim yetenegi gOstermistir. S.
cerevisiae / W. saturnus karisik kiiltiirlii papaya suyu fermentasyonu baska bir papaya sarap

kalitesinin modiilasyonuna olanak saglamistir.
2.7.2. Katil Toksinin Tibbi Uygulamalar

Polonelli ve ark. (1990) calismalarinda toksin iireten susla (Pichia anomala UCSC 25F)
miicadele veren fare dokusundaki katil maya toksin iiretimini fliioresan antikor (antibody)
teknigi ile ispatlamiglardir. Bu gozlem toksin {retiminin bir sekilde enfeksiyon
mekanizmasinin katil maya ile birlesmesi ihtimalini ortaya koyar. Katil maya toksinleri, maya
kolonilerinin olugsmasindan sorumlu patojenik faktdér ya da enfeksiyon siirecini etkileyen bir
faktor olabilir. Fakat sonuclar gdstermistir ki, hem katil maya toksinlerinin canli organizma
icindeki iiretimlerinin olasi biyolojik rolii, hem de enfeksiyonlu hayvanlarin sivisal ve
hiicresel tepkisi, ozellikle insan enfeksiyonlarinda en sik karsilasilan tiirlerin onaylanmis katil

izoleleri agisindan, Candida albicans’ e ihtiyag¢ duyulur.

Magliani ve ark. (2005), calismalarinda bagisiklik sisteminin dogadaki mikroorganizmalar

arasinda yaygin olan ve savasmak i¢in kullanilan reseptor aracilikli katil maya fenomenini
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taklit ederek katil toksin antikor (antibody) tiretimine ve se¢imine dayali bir antimikrobiyal
savunma sistemi gelistirebilecek oldugunu o6ne siirmiislerdir. Katil toksin antikor (antibody)
araciliklr gesitli farkli patojenik ajan karsi antimikrobiyal koruma, ilgili konsantrasyonundan
etkilenebilir ya da antikora (antibody) engel olan kontaminant tarafindan engellenebilirdi. Bu
bilgi, uygun olarak meydana getirilmis veya monoklonal, rekombinant ya da peptid
molekiilleri olarak tasarlanmis; genel olarak kullanilan kemoterapiye ilaveten yenilige acik
genis spektrumlu farkli mikrobiyal enfeksiyonlara karst yardimci terapide kullanilan

antimikrobiyal ara¢ olan mikrop 6ldiiriicii antikor ailesinin varligini destekler.

Insanlar ve diger hayvanlar dogumlarindan itibaren mayalara maruz kalir. Neyse ki sadece
200 civarinda fungi tiirli memelilere kars1 patojeniktir buna ragmen bir¢ok patojenik olmayan
fungi, alerjik semptomlara sebep olur. Son yirmi yildir, 6zellikle yogun kemoterapi,
bagisikligi bastirict ilaglar ve HIV sebebiyle bagisikligi zayiflamis hasta insanlarda fungi
sebepli enfeksiyonlarin oraninda dramatik bir sekilde artis gozlenmistir. Avrupa’da ve
diinyanin biiylik kisminda kandidiyaz (pamukguk) ve atletlerin ayaginda olusan deri
enfeksiyonu olan cilt mantar1 gibi kosullarla sinirli fungal enfeksiyonlar saglikli normal
insanlarda yaygin degildir. Ancak, bagisiklig1 zayiflamis konakta normal kiif ya da patojenik
olmayan fungi tiirleri olanak sebep olabilir. Ayrica, tehlikeli bagisiklik sistemlerinde diigiik
virulanshi fungal organizmalarin sebep oldugu enfeksiyonlar bile yasami tehdit edebilir.

Ornegin 16semi hastalarinin fungal enfeksiyonlar1 % 50 oranla &liimle sonuglanir (Yener

2006).

Katil mayalar 6zellikle Candida albicans ve C. neoformans patojenik mayalarinin biyo-
tiplenmesinde medikal uygulamalara sahip olabilir. Bu toksinlerin enfeksiyonlarin tedavisinde
yeni antimikrobiyal ajan olarak kullanim potansiyeli ortaya atilmistir. Katil toksinler
fiziyolojik sicaklikta ve pH’da ¢ok degiskendirler. Ancak, tampon ¢ozeltilere eklenmeleriyle
deri ve mukozal maya enfeksiyonlarinin tedavisinde etkili sonuglar alinabilir. Katil toksinler
sistemik antibiyotikler olarak kullanilamaz, ¢iinkii tahmin edilebilecegi gibi biiylik yabanci
proteinler i¢in antijeniktirler. Katil toksinlerin yerini tutan aymi antimikrobiyal aktivite
uygulayan anti-idyotipik antikor elde etmek miimkiindiir. Polonelli ve ark. (1990) goriiniise
gore P. anomala toksininin aktif kismimi paylasan bu antikorlart iiretmislerdir. Bu anti-
idyotipik antikorlar C. albicans’a kars1 salgilanmis toksinin katil etkisini taklit etmistir
(Marquina ve ark. 2002).
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2.7.3. Katil Toksinin Muhafaza Uygulamalar:

Hasat sonrasi depolama igleminde meyvelerde ve sebzelerdeki bozulmalar iirliniin ekonomik
degerini ciddi anlamda smirlandirir. Antagonistik mikroorganizmalarin  meyve ve
sebzelerdeki hasat sonrasi hastaliklarin kontrollerini igeren birgok calisma yapilmistir. Bu
antagonistik mikroorganizmalar arasindan katil mayalar, meyve ve sebzelerin hasat sonrasi
depolanmalarinda kullanilan fungisidal kimyasallara karsi alternatif saglayan biyo-kontrol
ajanlar1 olarak umut verici goriinmektedir. Katil mayalarin bitki patojeni fungilere karsi
hareketine bakilirsa, ¢esitli maya tirleri (in vitro) kayda deger antifungal aktivite
gostermektedir. Literatiirde Pichia anomala’nin genis alanli 6ldiirme spektrumunu gosteren
gesitli raporlar mevcuttur. Bu sebeple, Pichia anomala genis olarak ¢alisilmis ve biyo-kontol
ajan1 olarak amaglanmigtir (Kepekci 2006). Olstorpe ve Passoth (2010), P. anomala biyo-
kontrol mayasinin tahil tanelerine inokiilasyonu sonucu Enterobacteriaceae ve kiif miktarinin
azalip gida hijyenini iyilestirildigini, protein miktarinin artmasiyla ve anti-besinsel bilesen
fitat konsantrasyonunu azaltilip besinsel degerin arttigini belirlemislerdir. P. anomala suslari
yiiksek fitaz aktivitesi gdstermistir. Bazi suslarda olduk¢a fazla hiicre dis1 fitaz aktivitesi
gozlenmistir. Biyokiitle konsantrasyonundaki belirli maksimum deger asla P. anomala

gelisim inhibisyonunu tetikleyen hiicre yogunlugunu gosteren sinir1 agmamistir.

Nemli bugday y1giini (160 kg) depolamak i¢in kullanilan hava geg¢irmez 0,2 m? Olcekli pilot
silodaki denemelerde, P. anomalanin kiif gelisimini engelleme yetenegi onaylanmigstir
(Petersson ve Schniirer 1998). P. anomala suslar1 ayn1 zamanda depolanmis elma ve {iziim
tizerindeki gri kiif Botrytis cinerea gelisimini de engelleyebilir (Jijakli ve Lepoivre 1998;
Masih ve ark. 2000).

Laboratuar dl¢egindeki dikkate deger antagonistik mikroorganizma aktivitesine ragmen, tam
Olcekli gercek deneme laboratuar kosullar altindaki kadar iyi sonu¢ vermemistir. Hasat ve
meyvelerin depolanmasi arasindaki yarim gilinden birkag giine kadar cikabilen kisa zaman
hizli antagonistik hareketi gerektirir. Bir keresinde soguk depoya yerlestirilen meyvede
konagin metabolik orani ve birlesmis mikroflorasi, se¢ilmis sicaklik rejimine bagl olarak
diismiistiir. Antagonistlerin hasat sonrasi yaray: istila eden patojenleri kontrolii i¢in yapilan
arastirma, yarali kismin hizli kolonilestiricileri iizerine daraltilmis olmalidir ki diisiik

depolama sicakliginda metabolik aktivite olabilsin (Kepekci 2006).
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2.7.4. Katil Toksinin Taksonomik Alan Uygulamasi

Mayalar tek hiicreli organizmalarin yliksek heterojen gruplarindan olusur. Farkli mayalarin
ayirt edilmesi siklikla zor olmasina ragmen c¢esitli ayirt edici kriterler mayalarin
tanimlanmasina olanak saglar. Molekiiler ¢alismalar seker fermentasyonu ve asimilasyonu,
spor olusumu ve morfoloji gibi bir¢cok klasik 6zelligin taksonomi tanimi i¢in kullanildigin
gostermistir. Bu noktada basit testler i¢in genis olarak kullanilabilecek arastirmalar ciddi
Onem tasir. Bu testlerden biri taksonomik olarak, katil toksin iireten mikroorganizmalarla
akraba mayalara karsi olan katil mayalar tarafindan iiretilen toksinlere olusturulan duyarlilik
farkliliklarina dair bulgulara dayanabilir. Katil toksinlere kars1 olusturulan farkli duyarliliklara
gore, mayalarin diger karakteristikleri heterojen olsa dahi tekrar iiretilebilen kategorilere

ayrilmas1 muhtemeldir (Marquina ve ark. 2002).
2.7.5. Katil Toksin Riskleri

Starter mayalarin katil mayalarla kontaminasyonu temel tehlikedir. Sonug olarak bir sekilde
duyarli fermentasyonu saglayan mayanin dliimiine sebep olur. Katil mayanin % 1 gibi az bir
konsantrasyonu fermenterde fermentasyonu saglayan starter susu ortadan kaldirabilir. Katil
mayalar hiicre duvari1 bilesenlerine baglanan, hiicresel dongiiniin engellenmesine ya da
sizintiya sebep olan toksinler (ekzotoksin veya zimosin) salgilar. Katil suslar Pichia ( yiiksek
siklikta), Candida ve Saccharomyces (en diisiik oranda ve ¢ogunlukla laboratuar suslarinda)

cinslerinde bulunmustur (Boekhout ve Robert 2003).

Mayalarin 6n igbirligi etkilesimi sarap fermentasyonu 6rnegindeki gibi rakip mayalar1 azaltir
(Boekhout ve Robert 2003). Rakip mayalarin avantaji olan katil mayalarin asir1 duyarh
suglara sahip olusu, dogal habitatta siklikla bulunmalarinin sebebi olabilir ve sonug olarak,
yeteneklerinden oOtlirii ¢ogu kez gida prosesini ve igki iretimini kontamine etmeleri
istenmeyen organoleptik etkilerdir. Sarap yapiminda {riiniin kalitesi biiyiik o6lgiide
fermentasyonu tamamlayan susun Ozelliklerinden etkilenir. Katil yabani sarap mayalar
sarabin duyusal kalitesini yavas ve durgun fermentasyonun sebebi olarak olumsuz ydnde

etkileyebilir (Magliani ve ark. 2010).

Katil toksin iireten suslarla meydana gelen kontaminasyon durgun fermentasyon sebebi olan
starter mayay1 tamamen eleyebilir. Katil mayalar siklikla Saccharomyces olmayan yabani
mayalar arasinda, Pichia ve Candida gibi tiirlerde bulunmustur. Yeni bir ¢alismaya gore,

Saccharomyces kontaminantlar1 arasindan S. cerevisiae en sik karsilagilan (% 52), onu takip
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eden S. pastorianus (% 26) ve S. cerevisiae var. diastaticus (% 13)’tur; ve sadece tek bir sus
S. bayanus olarak tanimlanmistir (Deak 2008).

Tirk firin endiistrisinde gorildiigli gibi inokiile edilen mayalar oldiirildiigii taktirde katil
aktivite triin kalitesinde ciddi azalisa sebep olacaktir (Querol ve Fleet 2006). Candida
tropicalis, Tiirk firincilik endiistrisinde kullanilmis fermentasyon susu olan S. cerevisiae BSP
starter kiiltiirlinlin maya tarafindan kontaminasyonunda tespit edilen katil fenotipli sustur.
Katil toksinlerin endiistriyel suslara karsi aktivitesi pH 3,9 ve 4,1, sicaklik 22-25°C’de
optimumdur. Bilinen fenotiplerin bazi katil toksin iireten mayalarinin C. tropicalis’e karsi
aktiviteleri saptanmistir. Test edilen mayalar arasindan S. cerevisiae K3 ve Hansenula
anamola K8, C. tropicalis’e kars1 inhibisyon etkisi gosterir. Bu durum K8 ve /veya K3 katil
toksin Ozelliklerinin endiistriyel suslarin C. tropicalis kontaminasyonuna karsi direng

olusumunun yapisinda kullanilabilecegi sonucuna 6nciiliik eder (Izgii ve ark. 1997).
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3.MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Bozucu Mayalar

Bu c¢alismada kullanilan bozucu mayalar, tesadiifi 6rnekleme ile piyasadan temin edilmis
beyaz peynir, ev yapimi tursu suyu ve yogurt gibi iiriinlerden izole edilmis, ayrica bazi
izolatlar Erciyes Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii'nden temin edilmistir. Bozucu

mayalarin kaynaklart Cizelge 3.1.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1.1. Kullanilan bozucu maya kaynaklari

Izolat Kodu Isimlendirme Izole Edildigi Gida Kaynak

A koyun3.4 Koyun peyniri Erciyes Universitesi
B koyun3.2 Koyun peyniri Erciyes Universitesi
C koyunl.6 Koyun peyniri Erciyes Universitesi
D koyunl.1 Koyun peyniri Erciyes Universitesi
E koyun 4.2 Koyun peyniri Erciyes Universitesi
F koyun 5.5 Koyun peyniri Erciyes Universitesi
G tursu Tursu suyu Ev yapimi tursu

H zeytin Zeytin salamurast  Ev yapimi zeytin

I peynir Beyaz peynir Inek peyniri

3.1.2. Katil Suslar

Katil 6zelligi bilinen Lindnera saturnus Y-17396 (Sin. Williopsis saturnus var. saturnus) susu
ARS Kkiiltiir koleksiyonundan (Agricultural Research Service, Amerika) liyofilize olarak temin

edilmistir.
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3.1.3. Besiyerleri

Potato Dextrose Agar (PDA, Merck, Almanya), Yeast Extract Pepton Dextrose (YEPD) (%1
maya ekstrakti, %1 pepton, %2 dekstroz, %1,5 agar), YEPD broth (%1 maya ekstrakti, %1
pepton, %2 dekstroz) izolasyon, 6n deneme ve agar difiizyon ¢alismalarinda kullanilan

besiyerleridir.
3.1.4. Uziim suyu

In situ c¢alismalarinda kullamlmak iizere Tekirdag Bagcilik Arastirma Istasyonu

Miidiirliigii’nden pastorize edilmis beyaz iiziim suyu 6rnekleri temin edilmistir.
3.2. Metot
3.2.1. Bozucu Mayalarin izolasyonu ve Tanimlanmasi

Piyasadan temin edilen bozucu mayalarin izolasyonu igin Potato Dextrose Agar (PDA,
Merck, Almanya) besiyeri kullanilmigtir. 25 °C’de 2-3 giin siireli inkiibasyon islemiyle
peynir, tursu ve zeytin orneklerinden izole edilen mayalarin tiir diizeyinde tanimlanmasi
gerceklestirilmis  ve sonuglar APl ID 32 C (bioMerieux, Fransa) sisteminde
degerlendirilmistir (Ek 1).

3.2.2. Lindnera saturnus’un Bozucu Mayalara Etkisi (in vitro)

Cesitli kaynaklardan izole edilen bozucu mayalar PDA’da saflastirilip YEPD s1v1 besiyerinde
25 °C’de 2-3 giin siireyle zenginlestirildikten sonra, Lindnera Saturnus ile aralarinda olasi

etkilesimi gérmek i¢in agar difiizyon metodu kullanilmistir.

Bu amagla sterilize edilen (121 °C 15 dk) YEPD siv1 besiyerinin pH ayarlamas: tartarik asit
ile yapilmistir. Bozucu mayalar YEPD si1vi besiyerine ayri erlenlerde 50 pL olacak sekilde
inokiile edilmis ve dokme plak yoluyla petrilere aktarilmistir. Katilasan besiyerinin iizerine 2
tanesi 10°, 2 tanesi 107 liilii seyreltilmis, 10 pL’lik 4 ayri nokta seklinde Lindnera saturnus
inokiilasyonu yapilmistir. Petriler ¢esitli sicakliklarda 3 giin siireyle inkiibe edilmistir. Bu
islem 3.,5; 4 ve 5 pH da, 15, 25, 30 °C’de gergeklestirilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda
Lindnera saturnus ve bozucu maya etkilesiminden kaynakli zon olusmasi beklenmistir. Zon

gelisiminin varhigi Lindnera saturnus 'un bozucu mayayi inhibe ettigini gosterir.
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3.2.3. Uziim Suyu Denemesi

Uziim suyunda yapilan in citu denemelerinde 85 °C de 30 dk siireli pastorize edilmis iriine in
vitro denemelerde aktivitesi kanitlanmis olan, Katil maya etkilesiminde en fazla zon olusumu
goriilen bozucu maya ornekleri inokiile edilmis ve mikrobiyal gelismenin en yogun oldugu 25
°C’ de inkiibe edilmistir. Bu kombinasyonlar her bozucu maya ¢esidi i¢in 3 sekildedir: sadece
bozucu maya inokiilasyonu (10* Kob/mL), bozucu maya ve katil maya inokiilasyonu (10*
Kob/mL ve 10* Kob/mL), bozucu maya ve koruyucu ajan (% 0,1 oraninda potasyum sorbat).
Ayrica bir iiziim suyu erleni hig¢bir inokiilasyon yapilmadan kontrol amagli inkiibe edilmistir.
Bu orneklerin hepsi 7 giin siireyle ayni sicaklikta inkiibe edilmis ve 0, 4, 5 ve 7. giinlerde

cesitli analizler yapilmistir.

3.2.4. pH Olgiimii

Uziim suyu 6rneklerindeki pH 6l¢iimii WTW pH 330/ SET-1 model pH metre ile yapilmustir.
3.2.5. Optik Yogunluk Ol¢iimii

Uziim suyu 6rneklerindeki mikrobiyal yogunluk Mc Farland birimi cinsinden cap1 16 ve 18

mm olan tiiplerde DEN-1 BIOSAN McFarland densitometer ile dlgiilmiistiir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Bozucu Mayalarin izolasyonu ve Tanimlanmasi

API ID 32 C tanimlama testi sonucunda tursu ve peynirden izole edilen mayalarin Candida
inconspicua/norvengensis, zeytinden salamurasindan izole edilen mayanin ise Candida

pelliculosa tiirii oldugu tespit edilmistir.

Candida pelliculasa ¢esitli meyvelerde, aga¢ Oziinde, toprakta, sebzede, yogurtta, insan
derisinde, depolanmig tahilda, taze ve yumusak peynirde rastlanabilen ve her Candida cinsi
gibi firsatg1 patojen bir tiirdiir. Candida inconspicua/norvengensis ise salgam suyu, kefir,
depolanmis tahil, okyanus suyu, tursu salamurasi, kiirlenmis et, zeytin ve deri yiizeyinde

bulunabilir.

4.2. Lindnera Saturnus’un ve Bozucu Mayalara Etkisi (in vitro)

Agar difiizyonu denemelerinde etkilesimin pH ve sicaklik artigi ile dogru orantili olarak
beklenen inhibisyonda artis goriilmiistiir. Istisnai durumlar olsa da en diisiik inhibisyon

pH’nin 3 ve sicakligin 15°C oldugu durumlarda belirlenmistir.

Lindnera Saturnus’un 15°C’de ve farkli pH degerlerinde bozucu mayalara etkisi Cizelge
4.2.1. ve Sekil 4.2.1.de goriilmektedir. pH 3,5°de Lindnera saturnus’un bozucu mayalara
etkisi tespit edilememisken, pH 4 ve 5°de katil maya kolonilerinin etrafinda farkh
biiyiikliikklerde seffaf zon goriilmiistiir. Bununla birlikte, Lindnera saturnus’un pH 4’de bazi
bozucu mayalara kars1 etkisiz olduklar1 belirlenmistir. pH’s1 5’e ayarlanan besi yerinde biitiin
bozucu mayalara karsi etki tespit edilirken, pH’s1 4’¢ ayarlanan besiyerinde C ve D kodlu

bozucu mayalara kars1 herhangi bir etki tespit edilememistir.
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Cizelge 4.2.1. Lindnera saturnus’un 15°C’deki bozucu mayalara etkisi

Zon gap1 (mm)

Bozucu Maya

pH 3,5 pH 4 pH 5
A - 0,40 0,20
B - 0,33 0,51
G - 0,57 0,26
C - - 0,70
I - 0,30 0,58
D - - 0,20
H - 0,67 0,70

-Zon olusumu goriilmedi.

€

E

s HmpH3,5

(0]

c mpH 4

§ p
WpHS5

bozucu mayalar

Sekil 4.2.1. Lindnera saturnus’un 15°C’deki bozucu mayalara etkisi

15°C sicaklikta pH 3,5’ta herhangi bir zon olusumuna rastlanmamistir fakat Sekil 4.2.2°deKi
gibi pH artisiyla beraber zon olusumlarindaki degisim acik¢a goriilebilmektedir.
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(@) (b)

Sekil 4.2.2. Lindnera saturnus’un 15°C’deki bozucu mayalara etkisi [pH4 (a) ve pH 5 (b)]

Lindnera saturnus’un 25°C’de ve farkli pH degerlerinde bozucu mayalara etkisi Cizelge
4.2.2. ve Sekil 4.2.3’te goriilmektedir. pH 3,5’ta Lindnera saturnus bazi bozucu mayalara
kars1 etki gdsteremezken pH artisina paralel olarak bu bozuculara karsi da etki gosterdigi
tespit edilmistir. pH 4’ten pH 5’e arttirildiginda inhibisyon zonlarinda genel olarak artis
gorlilmektedir. Bir 6rnek haricinde Lindnera saturnus tarafindan, tiim bozucu mayalara karsi

pH 4 ve 5’te etki gosterilmistir.

Cizelge 4.2.2. Lindnera Saturnus’un 25°C’deki bozucu mayalara etkisi

Zon Cap1 (mm)

Bozucu Maya pH 3,5 pH 4 pH 5
A - 0,12 0,23
E - 0,08 -

G 0,09 0,24 0,43
C - 0,14 0,18
B - 0,20 0,16
F 0,07 0,11 0,39
I 0,12 0,16 0,41
D 0,14 0,07 0,13

-Zon olugumu gozlenmedi
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zon gapi (mm)

bozucu mayalar

Sekil 4.2.3. Lindnera Saturnus’un 25°C’deki bozucu mayalara etkisi

25°C sicaklikta pH 3,5 ta zon olusumu pH 4 ve 5’ten daha azdir fakat Sekil 4.2.4°deki gibi pH

artistyla beraber zon olusumlarindaki degisim agikca goriilebilmektedir.

(b)

Sekil 4.2.4. Lindnera Saturnus’un 25°C’deki bozucu mayalara etkisi [pH 4 (a) ve pH 5 (b)]
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Lindnera saturnus’un 30°C’de ve farkli pH degerlerinde bozucu mayalara etkisi Cizelge
4.2.3. ve Sekil 4.2.5.’te goriilmektedir. Cesitli bozucu mayalara kars1 3,5 pH’da aktivite tespit
edilmezken pH artis1 ile bu drneklere karsi da aktivite gdzlemlenmistir. Istisnalar haricinde

pH artisi ile etkilesim zon ¢apinda da artis belirlenmistir.

Cizelge 4.2.3. Lindnera Saturnus’un 30°C’deki bozucu mayalara etkisi

Zon ¢ap1 (mm)

Bozucu Maya pH 3,5 pH 4 pH 5
A - 0,33 0,23
E - 0,28 0,24
G 0,03 0,35 0,36
C - 0,13 0,24
B - 0,24 0,22
F - 0,23 0,26
I 0,05 0,25 0,27
D 0,12 0,17 0,35

- Zon olusumu gozlenmedi

E mpH3,5
é p ?
s HpHA4
S
£ pH5
N

bozucu mayalar

Sekil 4.2.5. Lindnera Saturnus’un 30°C’deki bozucu mayalara etkisi
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Diger sicakliklar i¢in gecerli olan pH 3,5’ta etkilesim zonunun belirgin goriilmemesi durumu
30°C i¢in de gecerlidir (Sekil 4.2.6.).

(@) (b)

Sekil 4.2.6. Lindnera Saturnus’un 30°C’deki bozucu mayalara etkisi [pH4 (a) ve pH 5 (b)]
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4.3. Lindnera Saturnus’un Uziim Suyunda Bozucu Mayalara Etkisi

Icerisine Lindnera saturnus ve bozucu maya ilave edilerek 25°C’de 7 giin boyunca
inkiibasyonu sonucu, {iziim suyunun bazi fizikokimyasal oOzelliklerindeki degisiklikler
incelenmis ve Lindnera saturnus’un bozucu mayalari inhibisyon potansiyeli belirlenmeye

calisiimustir.
4.3.1. Uziim Suyunun pH’sinda Meydana Gelen Degisiklikler

Lindnera saturnus ve bozucu maya ilave edilmis {iziim suyu 6rneklerinin pH’sinda meydana
gelen degisimler Cizelge 4.3.1. ve Sekil 4.3.1.’de goriilmektedir. Lindnera Saturnus ile
birlikte bozucu maya G eklenmis {iziim suyunun pH’s1, sadece bozucu maya G’nin eklendigi
tiziim suyunun pH’sindan ¢ok farkli bulunmamuistir. Buna karsilik potasyum sorbat ve bozucu
maya ilave edilen {izim suyunun pH’s1i degismemistir. Buradan, her ne kadar in vitro
caligmalarda etkili oldugu belirlenmigse de, Lindnera saturnus’un iiziim suyu igerisinde
bozucu maya G’ye kars1 etkili olamadigi sonucu ¢ikarilabilir. Bu sonug diger bozucu mayalar
icin de hemen hemen benzerlik gostermistir. En yiiksek pH, koruyucu maddenin eklendigi
orneklerde gorilirken, en disik pH Lindnera saturnus ve bozucu mayanin eklendigi

orneklerde Olgiilmustiir.

Cizelge 4.3.1. Bozucu maya ilave edilmis iziin suyu 6rneklerinin pH degisimi

in

Ornek 0 4, 5 7

G 3,55 3,35 3,38 3,38
G+katil maya 3,54 3,44 3,36 3,30
G+potasyum sorbat 3,59 3,59 3,60 3,65
| 3,56 3,37 3,38 3,39
I+katil maya 3,56 3,36 3,34 3,38
I+potasyum sorbat 3,58 3,58 3,59 3,61
| 3,57 3,34 3,35 3,34
D+katil maya 3,55 3,33 3,32 3,41
D+potasyum sorbat 3,56 3,57 3,61 3,63
D 3,57 3,35 3,37 3,61
F+katil maya 3,57 3,39 3,35 3,38
F+potasyum sorbat 3,56 3,57 3,58 3,63
F 3,58 3,37 3,36 3,62
C+katil maya 3,58 3,36 3,34 3,40
C+potasyum sorbat 3,55 3,59 3,58 3,61
C 3,57 3,39 3,40 3,44
Uziim suyu 3,55 3,35 3,38 3,38
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In vitro denemelerde en fazla etkilesim saptanan bozucu maya ve Lindnera Saturnus’un

inokiilesi yapilmis ¢esitli 6rneklerde 0, 4, 5 ve 7. giinler boyunca yapilmistir (Sekil 4.3.1).

3,70 ce@ee G
3,60 -
G+ katil maya
3,50 A
T 3,40 -
o =G + potasyum
3,30 sorbat
3,20 ' ' ' == (Jz{im suyu
0 4 giin 5 7
3,70 cou@ee |
3,60 1 I+ katil maya
T 3,50 -
=== |+ potasyum
3,40 1 sorbat
3,30 . . . Uziim suyu
0 4 gin 5 7
3'70 XY’ TXNND)
3,60 -
D+ katil maya
3,50 -~
:In:. 3,40 - ey D+ potasyum
sorbat
3,30 ' ' ' ey (Jz{im suyu
0 4 giin 5 7
3,70 cee@e- F
3,62 -
3,54 - F+ katil maya
T 3,46 -
o ey [ + potasyum
3,38 - sorbat
3,30 .
e Jz(IM SUYU
3,70 coo@ee C
3,62 -
3,54 - C+ katil maya
:g_ 3,46 -
338 - ey C+ potasyum
! sorbat
3,30 T T T .
0 a 5 7 e JZUM SUYU
giin

Sekil 4.3.1. Uziim suyu 6rneklerinin pH degerlerindeki degisimler
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4.3.2. Uziim Suyunun Optik Yogunlugunda Meydana Gelen Degisiklikler

Lindnera saturnus ve bozucu maya ilave edilmis iizim suyu Orneklerinin optik
yogunlugundaki meydana gelen degisimler Cizelge 4.3.2. ve Sekil 4.3.2.’de goriilmektedir.
Maya gelismesine bagli olarak, {izim suyunun optik yogunlugunun degismesi ongoriilmiistiir.
Buna gore, potasyum sorbat ilave edilmis ve hi¢ bir sey ilave edilmemis (kontrol) iiziim
sularinin optik yogunluklar1 degismezken, sadece bozucu maya ve bozucu maya + katil maya
ilave edilmis {izim suyu Orneklerinin optik yogunluklari zamana bagli olarak aralarinda

Oonemli bir fark olmaksizin artig gostermistir.

Cizelge 4.3.2. Bozucu maya ilave edilmis iiziin suyu orneklerinin optik yogunluklarindaki
degisim

Giin

Ornek Adi 0 4 5 /

G 2,60 6,80 5,20 7,20
G+katil maya 2,60 6,40 5,40 7,20
G+potasyum sorbat 2,80 3,00 3,00 3,10
I 2,80 5,40 5,30 7,30
I+katil maya 2,60 6,30 5,00 6,90
I+potasyum sorbat 2,70 2,70 3,00 3,20
I 2,70 6,90 7,40 8,50
D+katil maya 2,90 6,60 7,60 8,60
D+potasyum sorbat 2,90 3,00 2,90 3,10
D 2,80 6,90 7,30 9,10
F+katil maya 2,80 5,80 7,70 9,10
F+potasyum sorbat 2,80 3,10 2,90 3,00
F 2,60 6,80 7,90 8,80
C+katil maya 2,90 6,00 8,00 8,90
C+potasyum sorbat 2,70 2,80 2,90 3,10
C 2,80 2,70 3,10 3,10
Uziim suyu 2,60 6,80 5,20 7,20
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Sekil 4.3.2. Uziim suyu 6rneklerinin optik yogunluk degerlerindeki degisimler
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5. SONUC ve ONERILER

Bu ¢alismada katil mayalarin bozucu mayalara karsi olasi inhibisyon etkisini arastirmak ve
olumlu sonu¢ elde edilmesi halinde endiistriyel gida uygulamalarinda kimyasal koruyucu
madde yerine, katil maya kullanim1 gibi bir biyolojik yolla ¢esitli gidalarda bozucu maya

aktivitesinin ve buna bagli olarak gida bozulmalarinin 6nlenmesi amaglanmaistir.

Arastirma sonuglarina gore, in vitro kosullarda katil maya ve izole edilmis bozucu mayalar
lizerinde yapilan agar difiizyonu caligmalarinda, katil mayanin ¢ogu bozucu mayaya karsi
gosterdigi aktivitenin genel olarak sicaklik ve pH artisina paralel sekilde arttigi saptanmaistir.
Ortam asitliginin azalip, sicakligin artmas1 durumunda katil maya inhibisyon zonlari1 daha net

sekilde gbzlemlenmektedir.

Gida Ornegindeki calismalarda ise koruyucu madde kullanimmin iiriindeki bozucu maya
gelismesini engellemesi sebebiyle, koruyucu madde kullanilmis 6rneklerin pH’sinin diger
orneklere nazaran daha az bir diigiis gostermesi, hatta stabil olmasi s6z konusudur. Optik
yogunlukta da aynmi sekilde, sadece meyve suyu olan ve sadece antimikrobiyal ajan eklenen
orneklerin optik yogunlugu benzer bir stabilite gosterirken, bozucu maya ve katil maya iceren
orneklerde mikrobiyal gelisme goriilmiistiir. Ayrica bazi denemeler i¢in diisiik sicakliklarda
katil maya etkisinin goriilmesi, diisiik sicakliklarda bozucu maya gelisiminin zayif olusu

sebebine bagli olabilir.

Sonug olarak bu ¢alismada in vitro denemelerde Lindnera saturnus’un bazi bozucu mayalara
kars1 inhibisyon etkisi pozitif olarak kanitlanmistir, fakat iiriin ¢aligmalarinda katil maya ile
ilgili olarak spesifik bir pozitif etkiye rastlanmamistir. Buna ragmen giiniimiizde katil mayalar
hiicre flizyon teknolojisindeki, monoklonal antikor c¢aligmalar1 ve rekombinant RNA
caligmalarindaki yeni bilimsel ilerlemeler dogrultusunda ciddi olgiide gidalarin
muhafazasinda kullanilmaya baslanmistir. Giiniimiizde, katil maya kullanim1 hakkindaki ¢ogu
ornek teorik olsa bile, katil mayalarin gida endiistrisinde koruyucu ajan veya bozulmayi
inhibe eden ajan olarak kullanilmasinin pratik etkinligini kanitlayan cesitli arastirmalar
mevcuttur. Bu agidan bakildiginda diger fermente gidalarda test edilecek katil mayalar {iriin

i¢in de olumlu sonug verebilir.
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EKLER

EK 1. API'ID 32 C test sonuglari

Peynir, tursu ve zeytin suyundan izole edilen mayalarin APl ID 32 C tanimlama sonuglari
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