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LACTOCOCCUS LACTIS SUBSP.LACTIS SUSLARINDA YUKSEK
SIKLIKTA KONJUGAL TRANSFER SiSTEMLERININ ANALIZI*

ANALYSIS OF HIGH FREQUENCY CONJUGAL TRANSFER SYSTEMS IN
STRAINS OF LACTOCOCCUS LACTIS SUBSP. LACTIS '

Cagla TUKEL, Mustafa AKGELIK
Ankara Universitesi Ziraat Faklitesi Gida Mihendisiigl B&lama, ANKARA

OZET: &0 galigmada, L. /actis subsp. lactis suglannda laktoz fermentasyonu dzellijini kodlayan alt farkih plazmidin yiksek sikikia konjugal
aktanm yetenedl aragtinldi. Bu plazmidierin konjugal transfer siklikiar; iki seks fakisriintin interaksiyonuna bagh olarak {Clu ve Agg), Clu/Agy’,
Agg* x Clu/Agg*, Agg™ ya da Clu*/Agg’ x CluAgg” konjugasyon egler igin 1.5x10°5 —1,0x107 ve Clu*/Agg™ x Clu/Agg* kenjugasyon egler igin
7.1x102 - 2.7 x 10® orantannda degjisim gésterdi. Laktoz plazmidierinin stabifiteleri ise; dogal suglarda %82-96, MG1390 alic sugu igin tanimla-
nan kenjugantiarda %77-98 ve MCLBOGO altc) sugu Igin tanimlanan konjugantfarda ise %44-67 amsinda saptand:,

ABSTRACT: In this study, high frequency conjugal transfer ability of six differant lactose plasmids encoding lactose fermantation in L. fac-
tis subsp. factis strains was searched. Depending on the interactions between the two sex tactors (Clu and Agg), the conjugal transfer frequ-
encles of thess plasmids have ranged In the rates of 1.5x10°5 - 1.0x107 for Clu/Agg, Agg* x Clu/Agg*, Agy™ or Clu*/Agg™ x Clu/Agg” conju-
gation pairs and 7.1%10%2 - 2.7 % 1072 for Clut/Agg” x ChufAgg™* conjugation pairs. And the stability of the lactose plasmids wers 82-96% in
wild type strains, 77-98% in the conjugants of racipient strain MG1380, 44-67% in the conjugants of recipient strain MCLBOSD.

airis

Dedisik fermente gidalann {retiminde starter kGltlrler olarak kullanilan laktokok suglarinda plazmid
kodiu laktoz genlerinin konjugasyon sistemileri ite aktarimi, ilk kez GASSON ve DAVIES (1980) tarafindan ta-
nimlanmigtir, Bu dncl aragtirmalardan sonra, farkh suglar ile yiiritilen galismalarda; laktoz plazmidlerinin do-
gal streglerde aktanminda konjugasyonun genel bir sistem oldugu, ancak digik siklikta meydana geldigi
saptanrmighir (McKAY ve ark. 1980; SNOOK ve McKAY, 1981; SHEREWITZ ve ark. 1983). Molekiiler genetik-
te saglanan geligmeler, bakterilerin arzu edilen yonde yeniden diizenlenmesini olanakli kilmaktadir. Bu gene-
tik diizenlemelerin, yalniz etkin aktanm sistemleri igeren suglarda gergeklegtirilebiimesi; laktokoklarda yiitksek
siklikta konjugal aktarm sistemlerinin saptanmasi ve analizini, starter sug geligtirme caligmalannin hareket
noktasi haline getirilmigtir (KOK, 1996).

Konjugasyon, verici (donor) ve alici (recipient) bakteri hiicrelerinin fiziksel temasi sonucu, genetik ma-
teryalin verici hiicreden alict hiicreye dogru tek yonll aktanim: ile karakterize edilmektedir. Lactococeus cinsi
{yelerinde, hiicre temasi ve konjugal képriilerin olusumunda rol oynayan cinsel piluslar bulunmadidi igin, kon-
jugasyonun baglatilabilmesinde hiicrelerin ylzeysel temasi esastir (GASSON ve DAVIES, 1980; SHAERMAN
ve ark. 1996). L. /actis suglaninda belirlenen atipik agregatif (Clu*) fenotiplerin yliksek siklikta konjugal aktarim
yetenedi ile iligkili oldugu, dedisik aragtincilar tarafindan saptanmigtir (GODON ve ark. 1994; GASSON ve
ark. 1895; SHAERMAN ve ark. 1996). Agregatif fenotipler, suglann sivi besin ortamlarinda geligimi sonucu
olugturduklan siinme yapilan ve bu yapilarin mekanik kangtincilarda yiiksek hiz uygulamasi sonucu gézile-
memesi ile tammlanmaktadir (McKAY ve ark. 1980; SNOOK ve McKAY, 1981). Diger yandan agregatif olma-
yan (Clu’y bazi tipik L.lactis suglannin verici olarak kullariimas: halinde de yliksek konjugal transfer oraninin
saglanabildigi belirlenmigtir. (KRANENBURG ve DE VOS, 1998; AKGELIK, 1999). Sugtan suga farkliik gdste-
rebilen ve oldukga karmagik siireglere sahip bu aktarim sistemlerinin genetik determinantlan ve biyokimyasal
dodastnin analizi 0zerinde aragtirmalar, yogun bir gekilde sirdirilmektedir.

* Bugalgma Cagla Ttkel'in, YOksek Lisans Tezinin bir bolimidir.
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Bu aragtirmada, 10 adet verici suga karg: iki farkli alici sugun kullaniidigs konjugal eglestirme galisma-
lari ile, Turkiye kdkenli L. factis subsp. factis suglarinda yliksek sikhkta konjugal transfer sistemlerinin tanim-
lanmasi amaglanmigtir.

MATERYAL ve YONTEM
Materyal

Aragtirmada kullarmlan konjugal verici ve alici suglar TUKEL (1999) tarafindan izole edilmis ve tanim-
lanrmigtir. Kontrol alici sug L. lactis subsp. factis MG1390 MICHAEL J. GASSON'dan (AFRC, Norwich/UK)
saglanmigtir. Bakteriter M17 dik agar besiyerinde +4°C'de ve litmuslu siit ortaminda -20°C'de saklanmigir.

Yoéntem

Antibiyotik Direnglilik Ozelligine Sahip Konjugal Alici Sus Geligtirme Caligmalari

Streptomisin ve kanamisin (Sigma Chem. Co., USA} stok gdzeltileri (10 mg/mL) saf su ite hazirlanmig
ve membran filtrelerden (0.45 pm, Sartorius, Germany) gegirilerek sterilize edilmigtir. Akriflavin (Sigma Chem.
Co., USA} muamele edilerek (40 pg/mL) segilen, plazmidleri giderilmis alic) sus Lactococcus lactis subsp.
factis MCL8060 {TUKEL, 1999) ve verici suglara karg1 bu antibiyotiklerin. minimal inhibisyon konsantrasyoniar,,
antibiyotiklerin seri diliisyonlar ile hazirflanan Elliker broth (DIFCO MANUAL, 1984) ortamlarinda saptanmig-
tir. Plazmid igermeyen L. /actis subsp. factis MCLB060 susu, antibiyotiklerin ait inhibisyon konsantrasyonlarin-
da beg pasaj gelistirildikien sonra, arttinlan antibiyotik konsantrasyonlanna denenmistir. Her iki antibiyotik igin
s6z konusu sugta tekrarlanan alt inhibisyon konsantrasyonunda direnglilie tegvik sonucu, maksimum direng
konsantrasyenuna ulagimigtir (PARADA ve DE GIACHI, 1986).

Konjugasyon

Konjugal aktanmda, alici ve verici sug karigimlarinin membran filtreler (0.45 um, Sartorius, Germany)
dzerinde eglegtiriime ybnteminden yararlanimigtir (GASSON ve DAVIES, 1981). Konjugantlar, alic1 suglann
direncli oldugu antibiyotikleri iceren laktoz indikator agar (McKAY ve ark. 1972) ortammda secilmigtir. Konju-
gasyon sirecinde transformasyondan korunmak igin filtreler 2 mL DNaz I(100 pg/mL, Sigma Chem. Co., USA)
gozeltisi ile muamele edilmis ve 37°C'de 15 dk. tutuimusgtur. Aynica membran filtrelerin ¢6zGld(ga steril fizyolo-
ik su ortamlarina, 100 pg/mL olacak gekilde DNaz | uygulanmigtir (GASSON ve DAVIES, 1981). Konjugas-
yon sikhgi; 1 mL igin saptanan konjugant sayisimin, 1mL'de bulunan verici sus sayisina oranlanmasi sonucu
belienmistir. ‘

Laktoz Plazmidi Stabilite Testi

Suglarda ve konjugantlarda laktoz plazmidi stabilitesi; herbirinin %10 reconstitute skim milk (Oxoid Ltd.,
UK) ortaminda 10 pasaj (~70 generasyon) geligtiriimesinden sonra segilen kolonilerin, laktoz indikatér agarda
test edilmesi ile saptanmigtir (COAKLEY ve ark. 1997). Bu ortamlarda 30°C'de 18 saat inkiibasyon sonucu in-
dikator boya rengini sarya geviren koloniler laktoz fermentasyon yetenedini siirdiren (Lac*) koloniler olarak
tanimlanmigtir. Lac* kolonilerin populasyondaki orani, yilzde stabilite cinsinden ifade edilmigtir,

Plazmid lzolasyonu ve Tanimlanmasi

L. lactis subsp. lactis suglannda plazmid izolasyonunda ANDERSON ve McKAY (1983) tarafindan éne-
rilen alkali denaturasyon yontemi kullanilmigtir. Agaroz jellerde plazmid bilyiikiiklerinin belilenmesinde ise ti-
cari plazmid marker molekiilerin (ccc DNA, Bathesda Reseach Laboratories, Product No: 5622SA, USA)
elektroforetik hareketlilikleri ile biyliklikleri arasindaki dogrusal iligkiden yarardaniimigtr. (ELDER ve ark.
1983).
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SONUGLAR ve TARTISMA

Konjugasyon denemelerinde verici suglar olarak 6 farkl: bilyilkliikte laktoz plazmidine sahip 10 L. factis
subsp. lactis sugu kullaniimigtir. Bu suglarda oncelikle sivi gelisme ortamlarinda agregat olugturan (Clut) ve
olugturmayan (Clu) fenotiplerin dogal antibiyotik direng ézellikleri belirlenerek, verici sug karakterieri tanimlan-
migtir. Alict suglar olarak ise, antibiyotik direnclilik dzelliklerine sahip ve plazmid icermeyen L. factis subsp.
lactis MCLBO0EC ile MG 1390 suglart kullamimigtir. Clu~ fenotipteki MCLB0B0 susu, plazmid giderme ve antibi-
yotik direnglilik tegviki testleri sonucu, bu galigmada geligtirilmigtir. Streptomisin ve kanamisin alt inhibisyon
konsantrasyonlarinda tegvik edilen bu susta, s62 konusu antibiyotikler igin sirasiyla 450 pg/mL ve 120 pg/mb
direnglilik dizeylerine ulagiimigtir, Kromozemal DNA kékenli konjugal faktér geni (Agg*) igeren, Clur, plazmid-
siz ve spekiinomisine direngli (100 ug/mL) MG1390 susu ise kontrol alici sug olarak kullaniimigtir {Gizelge 1).

Verici suglar ile her iki alici sug arasinda yiiritilen konjugasyon denemelerinde, tiim laktoz plazmidleri-
nin konjugal aktarim yetenedi icerdigi saptanmigtir. Konjugantiar, alici sug icin tanimlanan antibiyotikleri ige-
ren laktoz indikatdr agar ortamlarninda gelisme ve Lac* 6zellikie olma kriterlerine gére secilmistir (Cizelge 2).
Sadece L. lactis subsp. lactis suglannda degil, tim Lactococcus cinsi {iyelerinde laktoz plazmidlerinin konjugal
transfer yetenegi icermeleri ve bulunduklan konakgilarda yiksek diizeyde stabilite géstermeleri yaygin bir du-
rumdur (SINHA, 1980; LANGELLA ve ark. 1996). Ancak bu suglarda konjugal transfer yeteneginde olmayan
dedisik laktoz plazmidieri de tanimlanmighir (VENEMA, 1993; KOK, 1996). Konjugatif &zellikte olmayan laktoz
plazmidine sahip suglarda Jaktoz plazmidinin kaybinin yliksek olugu, bu suglann siit endiistrisinde starter kl-
tir olarak kullammint engelleyen teme! 6zelliklerden biridir (KOK, 1996). Aragtirmada tanimlanan farkli mole-
killer bilyiikliklerdeki tim laktoz plazmidlerinin (Gizelge 1) konjugal aktanm yetenegine sahip olmalart (Gizel-
ge 2) bu agidan 6nem tagimaktadir.

MCL8060 (Clu) sugunun alic) olarak kullanididi konjugasyon denemelerinde laktoz plazmidi transfer
siklig1, 1.5x105-1.0x107 gibi diigiik oranlarda saptanmistir, Bu denemelerde, verici suglann Clut ya da Clu~
bzellikleri, laktoz plazmidlerinin transfer oranlar {izerinde bir farkiilia neden olmamigtir. Diger yandan
MG1380 alicy sugu ile Clu* verici suglanin {MCL4, MCL6, MCL7 ve MCL15) eglestiriimeleri sonucu 7.1x10-2—
2.7x1073, ayni alici sug ile Clu™ verici suglann (MCL5, MCL10, MCL33, MCL34, MCL35 ve MCL48) eslestiril-
mesi sonucu ise 2.4x10°5 ~ 5.2x10® arasinda konjugal aktarim oranlan belidienmigtir. Clu* fenotipte konju-
gantlar, sadece Clu* verici suslar ile ahcl sug MG 1390 arasinda gergeklestirilen konjugal aktanimlarda mey-
dana gelmis {Cizelge 2) ve konjugasyon stklklar, laktokoklar, igin tamimlanan optimum sinirtar ile uyum gés-
termigtir (GASSON ve DAVIES, 1980; McKAY ve ark. 1980; STEENSON ve KLAENHAMMER, 1987). Aktanm
denemeleri sonucy elde ofunan konjugantiarin timiinde, yalniz verici suglara ait laktoz ptazmidi belilenmigtir
(Sekil 1). Konjugal aktarimda verici suglann igerdigi diger metabolik ya da kriptik plazmidlerin laktoz plazmidi
ile birlegerek aktanlabildigi, farkh laktokok sugtari igin tammlanmigtir. Aktarim sonrasinda bu birlesik plazmid-
ler konjugantiardan; ya blylmg laktoz plazmidi ya da ayriima sonucu iki farkli plazmid olarak izole ediimekte-
dir (LEENHOUTS ve ark. 1991; BROADBEND ve ark. 1995; SHAERMAN ve ark. 1998). Bu aragtirmada olug-
turulan konjugantlarin higbirinde boyle bir durum saptanmamigtir.

Laktokoklarda yiksek siklikta konjugal transfer sistemlerinin mekanizmasi, L. factis subsp. lactis sug-
larinin model sistemler olarak kullanilmasi suretiyle, tanimlanmaya galigtiimaktadir, Bu arastirmalardan elde
olunan veriler, yiksek siklikta konjugal aktanim yeteneginin en az iki farkl sistem tarafindan kontrol edildigini
gostermektedir (BRINGEL ve ark. 1892; GASSON ve ark. 1992; WANG ve ark. 1994; BROADBEND ve ark.
1995; LANGELLA ve ark. 1996, SHAERMAN ve ark. 1996; KRANENBURG ve DE VOS 1998) Bu sistemler-
den en yaygin olani, L. lactis subsp, lactis ML3 ve 712 ve iligkili suglarinda biitiin elemanlan émeklenen ki
seks faktérlli sistemdir. Burada biri kromozomal DNA (Agg*), digeri ise plazmid DNA entegrasyonuna bagh
olarak (Clu*) ifade edilen, seks faktér genleri Grinlerinin interaksiyonu sonucu yiliksek siklikta transfer meyda-
na gelmektedir. S6z konusu interaksiyon yalmz verici hlicre karakteristigi degildir. Eger ahci sug Glu/Agg
6zellikte ise Clu*/Agg" verici suglann kullaniimasi halinde laktoz plazmidi transferi, 101—10-3 gibi yiksek oran-
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larda meydana gelebilmektedir. Ciu*/Agg* verici suglarin kullaniimasi halinde ise, alici suglar Clu/Agg olsa
dahi yitksek sikhikta transfer olugmaktadir (VAN DER LELIE ve ark. 1991; BRINGEL ve ark. 1992; GASSON
ve ark. 1992; GODON ve ark. 1924; GASSON ve ark. 1995; SHAERMAN ve ark. 1996).

ikinci sistem ise; yalniz verici sug laktoz plazmidi tarafindan determine edilmekiedir. Bu sistemin, iki
seks faktorli sistemden temel farkhih@, Clu/Agg verict ve alict suslarda yliksek konjugal transfer oranlarinin
saglanmasidir (WANG ve ark. 1994; BROADBEND ve ark. 19985; LANGELLA ve ark. 1996; KRANENBURG
ve DE VOS, 1998; AKGELIK, 1999). Henlz hakkinda ¢ok az ey bilinen sistemin, genetik ve biyokimyasal do-
gasin esas alan yalniz bir aragtsrma bulunmaktadir. KRANENBURG ve DE VOGS (1998) L. factis subsp. fac-
tis NIZO B40 sugunun ylksek konjugal transfer yetenegine sahip pNZ 4000 plazmidinin Gzerinde bu dz&lligi
tek bagina y&nlendiren gen bdlgesini ve protein Griinlind tanimlamigtir. S6z konusu proteinin konjugasyon sd-
reglerinde bagka bir faktdrle interaksiyonu meydana gelmemektedir. ,

Yukarida 6zetlenen literatiir verileri ve deneysel bulgular 1s1@inda; bu aragtirmada kulianilan L. facfis
subsp. lactis suglarinda yliksek siklikta konjugal aktarim sistemlerinin, plazmid entegrasyonundan bagimsiz,
ancak iki seks faktoryte iligkili oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Zira, yalniz Clu/Aggt genctipik ézellikieri tanimlan-
nug kontrol alici sug MG1390 ile yaimiz Clut fenotipik ozelligi belirlenmig olan verici suglar arasindaki konjugal
aktanim denemelerinde, ayn suglarda bulunan Clu* ve Agg* faktbrlerin interaksiyonu sonucu yilksek siklikta
transfer ve tim konjugantlarda Clu* fenotip clusmusgtur. Bu durum Clu* verici suslann timinin Agg™ ve Clu*
verici suglar ile eglesmelerinde de dlslik transfer sikhdi igeren MCL8060 sugunun ise Clu/Agg" genotipte ol-
dudunu ispatlamaktadsr. Gunki aksi halde {TUm Clu* verici suglarin Agg* ya da MCL 8060 alic) sugunun Clu/
Agg* olmast durumlarinda), Clu* verici sustar ile MCLB060 alici susunun kullanildi§i konjugasyon denemele-
rinde de yiiksek transfer oranlan ve Clu* fenotipte konjugantlann olugmasi gerekmekteydi. Dijer yandan,
Agg’ ve ayni laktoz plazmidine sahip verici suglarda Clu* ve Clu fenotiplerin tamimlanmasi; sdzkonusu suglar-
da bu &zelligin, konjugantiarin aksine, Agg* interaksiyonuna ihtiyag duymadidina igaret etmektedir.

Konjugal aktanm sistemleri, lakiokoklarda rekombinasyona clanak saglayan temel mekanizmadir. Bu
dzelligi ile hem genetik analiz ve hem de starter sug geligtirme galigmalarinin vazgegilmez bir unsurudur. (VE-
NEMA, 1993; KRANENBURG ve DE VOS, 1998). Bu galigmada L. /acfis subsp. lactis suglarnda tanimlanan
laktoz plazmidi konjugal aktanm sistemi, &zellikle gelenekse! fermente siit Griinlerimize ydnelik starter kiiitir
geligtirme galismalannin temel stratejisini olugturmasi agisindan nem tagimaktadir. Bundan sonraki agama-
da, elde olunan verilerin; molekiler diizeyde plazmid ve kromozomal DNA analizleri ve sz konusu gen Orin-
lerinin biyokimyasal dogastnin belirlenmesi ile karakterizasyonu amaclanmaktadir. ' '

Konjugal aktarimin saglandi sustarda, laktoz plazmidierinin gdsterdigi stabilite; tek kolenilerden Greti-
len kaltiirlerin, retonstitute skim milk (%10} ortamlannda ardigik 10 pésaj (~70 generasyon) geligtirimesinden
sonra saptanmigtir. MCLB060 alici sugunun kullanildign kenjugal transfer testleti sonucu segilen konjugantlar-
da laktoz plazmidlerinin stabiliteleri, %44-67 arasinda dedisme gdstermistir. Difer yandan, aym laktoz plaz-
midlerinin dogal konakgilanndaki stabiliteleri (konjugal verici 'suglar); bu konjugantlar igin belirienen stabilite
diizeylerinin, %24-44 arasinda degigen oranlarda (zerinde meydana gelmistir (Cizelge 3). MCL 8060 konakgi-
sinda, biitin laktoz plazmidleri i¢in tanimlanan kararsizlik, benzer aragtirmalar igin bildirilen literatir veriletine
gore (WARD ve ari. 1993; KRANENBURG ve DE VOS 1998) oldukga ylksektir. Bu durum, muhtemelen lak-
toz plazmidierinin MCLB060 sugundaki diiglik kopya sayisi regllasyonuna baghdir. Ancak bu éngdriiniin ke-
sinlik kazanabilmesi igin, laktoz plazmidlerinin s8z konusu konjugantlardaki replikasyon karakteristiklerinin ta-
nimlanmast gerekmektedir.

Ayni verici sustar ile MG1390 alici susu arasinda gergeklestirilen konjugal aktanmiar sonucu segilen
konjugantlarda laktoz plazmidlerinin stabiliteleri, %77-98 arasinda degigen oranlarda bulunmugtur. Laktoz
plazmidlerinin verici suglarda belirlenen stabiliteleri ile (%82-96) bu konjugantlardaki stabiliteleri, 8nemli slgiide
benzerlik gostermigtir. Ayni biyikliklerdelki plazmidlerin konjugantiar ve dodal suglardaki stabilite cranlan
arasinda en fazla £ %5 farklilk meydana gelmigtir. Diger yandan her iki alici sus igin de olugturulan konju-
gantlarda, laktoz plazmidi biytklngline bagh belirgin bir stabilite degdisimi saptanamamigtir (Cizelge 3).
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Gizelge 1. Laktoz Fermentasyonu Yeteneginin Konjugal Aktariminda Kullanilan

Verici ve Ahici Suglarin, Agregat Olugturma Yetenekleri ve Diger
Fenotipik Ozellikleri

Bakteri Kod No. | Konjugal Davranig Fenotipik Ozsllikier Laktoz Plazmidi
(kb)
MCLS Verici Sug Lac*,Str%, Km®, Clu 33.0
MCL7 Vericl Sug Lac*, Str%, Km®, Clu* 33.0
MCL4 Verici Sus Lact, StrS, Km®, Clu* 385
MCL34 Verici Sug Lac*, SirS, KmS, Clu- 38.5
MCLB Verici Sug Lac*, StrS, Km®, Clut 29.1
MCL35 Varici Susg Lac*, Str%, KmS, Clu” 29.1
MCL10 Verici Sug Lac™, Str¥, KmS, Clu 26.3
MCL33 Varicl Sug Lact, StrS, KmS, Clu" 36.4
MCL15 Verici Sug Lac*, StS, Km®, Ciu* 350
MCL48 Verici Sug Lac*, Str¥, KmS, Clu” 35.0
MCL8060 Alici Sus Lac”, Str", Km', Clu™ -
MG1390* Alci Sug Lac", Spef, Clu -
Kb : Kilobaz

Lac* : Laktozu metabolize etme yetenegl
Lac™ : Laktozu metabolize etme yetenegini kaybetmig
Clu* : Sivi geligme ortamlarinda agregasyon olugturma yetenegi
Strf : Streptomisin direnglilik (450 pg/mL)
Km" : Kanamisin direnglilik {120 ug/mL)
Spc' : Spektinomigin direnglilik (100 pg/mL)
‘ : L. lactis subsp. Iactis (AFRC, Norwich/UK), kromozomal

- DNA tarafindan kodlanan konjugal faktér geni igeriyor (Agg*)

Aragtirma bulgular;
konjugasyon denemelerin-
de kulianilan alici suglarin,
aktarilan laktoz plazmidleri-
nin stabilitesi Uzerinde etkin
bir rol oynadigina igaret et-
mektedir. Ozellikle starter
sug geligtirme ¢aligmalarin-
da kullanilacak alici sugla-
rin seg¢iminde, plazmid sta-
bilite kapasitelerinin belir-
lenmesi zorunludur. Aragtir-
ma kapsaminda tammlan-
mayan, ancak yine starter
sug gelistirme sireglerinde
oénemli bir difler nokta ise,
laboratuvar  kosullarinda
saptanan plazmid stabilite
oranianimin  endistriyel 6l-
cekte UOretimler igin test
ediimesi gerekliligidir.

Cizelge 2. L. lactis subsp. lactis Suglarinda Laktoz Fermentasyonu Gzelligini Determine Eden Plazmidlerin

Konjugal Aktarimi

Verici Sus Kod No.| Alici Sug Kod No.| Konjugant Segim | Segilen Konjugant}  Konjugant Siklig Clu* Konjugant
Kriterleti No. (Vericl hilcre bagina) Orani
MCL5 MCLB060 Lac*, Strf, Km' MCL5-60 5.6%10° -
MCL7 MCL8060 Lac*, Str’, Km' MCL7-60 2.9x10°5 -
MCL4 MCLB060 Lac*, Strf, Km" MCL4-60 8.8x10°5 -
MCL34 MCL8060 Lac*, St Km' MCL34-60 1.1x108 -
MCLS MCLB060 Lac*, S, Km" MCL6-60 7.4x10°6 -
MCLas MCLB060 Lac*, Str", Km' MCL35-60 5.9x10°6 -
MCL10 MCLB060 Lac*, St, Km' MCL10-60 1.0x107 -
MCL33 MCLB060 Lac*, Str', Km' MCL33-60 4.2x10°8 -
MCL15 MCLB060 Lact, Str', Km' MCL15-60 1.5x10°5 -
MCL48 MCLB060 Lact, Stf, Kmf MCL48-60 6.6x105 -

Lac* : Laktozu matabolize etme yetenegi
Clu* : Sivi geligme ortamlarinda agregasyon olugturma yetenedl
Str’ : Streptomisin direnglitik (450 pg/mL)
Km' : Kanamisin direnglillk {120 pg/ml.}




266

GIDA YIL : 24 SAYL:4 TEMMUZ-AGUSTOS 1999

Gizelge 2. L. lactis subsp. /actis Suglaninda Laktoz Fermentasyonu Ozelligini Determine eden Plazmidlerin Konju-
gal Aktarimi (devam)

Verici Sug Kod No. [ Alici Sug Ked No. | Konjugant Segim | Segilen Konjugant [  Konjugant Sikhg Clu* Konjugant
Kriterleri No. {Verici hiicre bagina) Orani

MCL5 MG1380* Lac*, Spc' MCL5-90 2.4x10°° —
MCL7 MG1390 Lac*, Spc” MCL7-90 7.1x1072 100
MCL4 MG1390 Lact, Spcf MCL4-90 1.8x1073 100
MCL34 MG1390 Lac*, Spc’ MCL34-90 5.2x106 -
MCLé MG1390 Lac*, Spe' MCLB-90 1.0x10°3 100
MCL35 MG1390 Lac*, Spe’ MCL35-90 4.8x10°6 -
MCL10 MG1390 Lact, Spc' MCL10-90 3.5x10°6 -
MCL33 MG1330 Lact, Spe’ MCL33-90 6.8x10°3 —
MCL15 MG1390 Lact, Spef MCL15-80 2.7x10°3 100
MCL48 MG 1390 Lac*, Spe' MCL48-90 4.9x10°8 -

Lac* : Laktozu metabolize etme yetenedi

ciut : S geligme ortamlarinda agregasyon olugturma yetenegi

Spc* : Spektinomisin direnglilik (100ug/mL)
* : L. factis subsp. lactis (AFRC, Norwich/UK), kromozomal
DNA tarafindan kodlanan konjugal faktér geni igeriyor (Agg*)

Cizelge 3. Dogal Tip L. lactis subsp. lactis Suglan ve
Konjugantlarda Laktoz Plazmidi Stabilitesi

Laktoz Plazmidi Stabilitesi (%}
Laktoz Kontrol
Konjugant No.| Plazmidi(kb) | Kaonjugant (Konjugal
Verici Sug)*

MCL5-60 33.0 52 95
MCL7-60 33.0 55 80
MCL4-60 38.5 46 88
MCL34-60 38.5 48 g2
MCL6-60 29.1 €5 96
MCL35-60 29.1 60 94
MCL10-60 26.3 67 91
MCL33-60 36.4 44 82
MCL15-60 35.0 52 82
MCL48-60 35.0 56 90
MGL5-20 33.0 95 95
MGL7-90 33.0 83 80
MGL4-90 38.5 80 88 $ekil 1. MCL10 x MCLBO60 suglan arasinda gergeklestiri-
MGL34-90 38.5 94 92 len konjugal transfer denemelerinde kullanilan ali-
MGLB-90 29.1 o8 96 <1 ve verici suglar ile olugsan konjugantlarin plaz-
MGL35-90 291 98 94 mid igerikleri
MGL10.90 268 87 9 MCL10-60 MCL8060 MCL10
MGL33-90 36.4 77 82 A-B-C-E-G-H D F
MGL15-90 35.0 87 g2 (kenjugant) (Alici sug) (verici sug}
MGL48-90 35.0 89 90 (k) (kb) (kb)

26.3 - 3.0
*Cizelge 1 ve 2 26.3
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