Kaktiis Armut (Opuntia ficus-indica L.) Meyvesinden Stres Tolerant Mayalarin Molekiiler
Tanmmlanmasi ve Depo Karbonhidrat Birikimleri
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oz

Kaktiis armut bitkisi (Opuntia ficus-indica (L.) Mill.) yetistigi cografya ve iklim kosullar1 nedeniyle sicakliga ve
kurakliga toleranst oldukca yiiksek olan bir kaktiis tiiriidiir. Bu kaktiis tiirliniin bozulmaya baslayan kladotlar1 ve
meyveleri mayalarin ve diger mikroorganizmalarin ¢ogalabilmesi i¢in uygun alan olusturmaktadir. Maya hiicreleri
stres kosullarinda stres metaboliti olarak trehaloz ve glikojen biriktirir. Calismamizda kaktiis armut meyvesinden
stres direncli maya tiirlerinin izole edilerek molekiiler yontemlerle tanimlanmasi ve depo karbonhidrat birikimlerinin
belirlenmesi amaglandi. Termotolerant ve osmotolerant maya suslarinin molekiiler tanimlanmasinda 26S rDNA-
D1/D2 gen bolgesinin dizi analizi kullanildi. Stres direngli maya suglarinin trehaloz ve glikojen birikimleri stres
kosullarinda enzimatik olarak belirlendi. izole edilen K. marxianus, K. lactis ve P. kudriavzevii maya tiirlerine ait
tiim maya suslarinin termotolerant ve osmotolerant maya suslar1 oldugu gozlendi. K. marxianus ve K. lactis maya
tirlinde stres metaboliti olarak glikojenin P. kudriavzevii maya tiiriinde ise trehalozun tercih edildigi belirlendi.
Diger izole edilen A. pullulans, H. opuntiae ve P. kluyveri tiirlerine ait maya suglari arasinda stres toleransinin ve
depo karbonhidratin stresin derecesine ve cesidine bagli olarak degistigi tespit edildi. Izole edilen K. marxianus ve
K. lactis maya suslarinin siit tiriinleri endistrisinde, P. kudriavzevii maya suslarinin ise biyoetanol ve fermentasyon
enddistrisinde kullanim1 i¢in uygun potansiyele sahip olduklar1 degerlendirildi.

Anahtar Kelimeler: Is1 Stresi, Ozmotik Stres, rDNA, Stres Metaboliti

Molecular Identification of Stress Tolerant Yeasts Isolated from Cactus Pear Fruit
(Opuntia ficus-indica L.) and Reserve Carbohydrate Accumulations

ABSTRACT

Cactus pear plant (Opuntia ficus-indica (L.) Mill.) is a type of cactus with a high tolerance to heat and drought due
to the geographical and climatic conditions in which it grows. The fruits and decaying cladodes of the cactus pear
plant provide a suitable environment for yeasts and other microorganisms to grow. Yeast cells accumulate trehalose
and glycogen as a stress metabolite under stress conditions. Our study, it was aimed to isolate stress-tolerant yeast
species from cactus pear fruit and identify them with molecular methods, and determine their storage carbohydrate
accumulations. Sequence analysis of the 26S rDNA-D1/D2 gene region was used for molecular identification of
thermotolerant and osmotolerant yeast strains. Trehalose and glycogen accumulations of stress-tolerant yeast strains
were determined enzymatically under stress conditions. All isolated strains belonging to K. marxianus, K. lactis and
P. kudriavzevii yeast species were determined as thermotolerant and osmotolerant. It was determined that K.
marxianus and K. lactis yeast species preferred glycogen as a stress metabolite while P. kudriavzevii yeast species
accumulated trehalose. Stress tolerance and the type and amount of reserve carbohydrate were found to be various
among the other isolated yeast strains of A. pullulans, H. opuntiae and P. kluyveri depending on the degree and type
of stress. It has been evaluated that the isolated K. marxianus and K. lactis yeast strains have the potential to be used
in the dairy industry, while the P. kudriavzevii yeast strains are suitable for use in the bioethanol and fermentation
industry.
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GIiRIiS bilinmektedir. Meksika kokenli olan bu  bitki
Amerika'nin tropikal ve subtropikal bolgelerinde, Giiney
Afrika'nin  kurak ve yar1 kurak bolgelerinde ve
Akdeniz’in kiyr kesimlerinde dagilim gostermektedir

Cactaceae familyasina ait olan kaktiis armut bitlisi
(Opuntia ficus-indica (L.) Mill.) meyveli bir kaktiis
taridir. Dogada 200-300 farkli tirlinin  oldugu
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[1]. Ulkemizde ise Ege ve Akdeniz bdlgesinde dagilim
gostermekte olup Adana, Mersin, Antalya, Hatay,
Osmaniye ve Mugla illerinde yetistirilmektedir [2].
Halk arasinda Hint inciri, Misir inciri, Frenk inciri, Kilis
inciri, babutsa, kiire¢ yemisi, pabug inciri, esek inciri,
sabbara, frencir, kaktiis meyvesi ve kaynanadili gibi
farkli isimlere sahiptir. Birgok meyvenin dogal olarak
yetisemedigi kurak alanlarda yetigebilmesi ve kuraklik
toleransinin  yiiksek olmasi nedeniyle oOnemli bir
tarimsal tiriindiir. Bu kaktiisiin meyveleri sekil, boyut ve
renk bakimindan degisken olup ¢ok sayida sert ¢ekirdek
igeren etli bir yapidadir. Kaktiis armut meyvesi besleyici
ve sagligi gelistirici 6zellikleri nedeniyle son yillarda
biiyiik ilgi gormektedir. Agirlikli olarak taze meyve
olarak tiiketildigi gibi meyve suyu, recel, marmelat ve
sarap olarak da tiiketilmektedir. Kaktlis armut meyvesi
o6nemli bir seker, mineral ve prebiyotik lif kaynagidir.
Ayrica tokoferoller, arotenoidler, flavonoidler, fenolik
asitler, taurin ve vitaminler (A, B6, C, E ve K) gibi
biyolojik aktiviteye sahip ¢esitli bilesikler icermektedir
[3, 4, 5, 6]. Daha o6nce yapilan bilimsel calismalarda
kaktiis armut meyvesinin icerdigi bilesiklerden dolay1
anti-inflamatuar, anti-kanserojenik, anti-iilserojenik,
hipokolesterolemik, hipoglisemik, hepatoprotektif ve
bagisiklik uyarict 6zelliklere sahip oldugu gosterilmistir
[4,5, 6,7, 8, 9]. Ulkemizde yiiksek lif iceriginden dolay1
kilo kontroliinde ve bagirsak problemlerinde, meyve ve
yapraklardaki yogun su oranindan dolayr cilt
kurumalarma karsin nemlendirici olarak, kolesterol ve
kan sekeri seviyesinin kontroliinde, vitamin igeriginden
dolay1 iist solunum yolu hastaliklarinin tedavisinde ve
rahatlatic1 6zellige sahip riboflavin igeriginden dolay1
stres koruyucu olarak kullanilmaktadir.

Kaktiis bitkisinin meyveleri ve bozulmaya baslayan
kladotlart mayalarin g¢ogalabilmesi ig¢in uygun alan
olusturmaktadir. Cilriiyen kaktiis meyve dokusunda
bulunan mayalar genellikle diger meyvelerde bulunan
maya tiirleri ile benzer olmakla beraber sadece nekrotik
kaktiis dokularindan izole edilen tiirler kaktofilik
mayalar olarak kabul edilmektedir [10, 11]. Mayalar
kaktiis nekrotik dokularina Drosophilla, kuglar ve
bocekler gibi vektorler araciligiyla taginmaktadir. Pichia
cactophila, Candida (Ogataea) sonorensis, Clavispora
opuntiae, Kodamaea nitidulidarum, Candida restingae,
Wickerhamiella  cacticola ve  Sporopachydermia
kompleksinin tiirleri en yaygin kaktofilik tiirlerdir [11,
12, 13]. Ulkemizde kaktiis meyvesinden izole edilerck
tanimlanan maya tiirleri ile ilgili bir ¢alisma daha 6nce

yaptlmamigtir.  Agirhikli  olarak  kaktiis  bitkisinin
yetistirilmesi ile ilgili kosullarmin optimizasyonu,
meyvenin  biyokimyasal igerigi, fermentasyonu,

antimikrobiyal ve antioksidan ozellikleri ile ilgili
caligmalar yapilmistir [14, 15, 16, 17, 18, 19].

Mayalar farkli besin kaynaklarini kullanarak degisken
ve ekstrem g¢evre kosullarinda hayatta kalabilen
canlilardir. Maya hiicrelerinde depo karbonhidratlar
olan trehaloz ve glikojenin hiicredeki miktarlari
hiicrelerin fizyolojik durumuna, iireme asamalarina ve
ireme ortamlarina gore degiskenlik gdsterir [20].

Trehaloz ve glikojen glikozda iiremekte olan maya
hiicrelerinde logaritmik safhanin sonunda biriktirilmeye
baglayip duragan asamada devam eder [21, 22]. Ancak
181 stresi ozmotik stres, oksidatif stres ve diger ¢evresel
stres kosullarinda logaritmik asamada da trehaloz ve
glikojen birikimi gergeklesir.

Stres kosullarinda biriktirilen trehaloz ve glikojen stres
sonrasinda stresten ¢ikmak icin enerji kaynagi olarak
kullanilir. Ornegin maya hiicrelerinde spor olusumu ve
olgunlagsmas1 siiresince biriktirilen glikojen enerji
kaynagi olarak kullanilirken, trehaloz olgunlasmis olan
spor iginde bekletilerek spordan ¢ikista enerji kaynagi
olarak kullanilir [23]. Ayrica stres kosullarinda trehaloz
proteinlerin konformasyonlarinin bozulmasini engeller
ve denatiire proteinlerin agregasyonunu baskilar.
Boylece trehaloz hiicre zarim ve hiicresel proteinleri
stabilize ederek stres koruyucu etkisini gosterir [24].
Trehaloz sentezinde gorev alan trehaloz 6 fosfat sentaz
enzimi (Tpslp) hekzokinaz (Hxk2p) enzim aktivitesini
kontrol ederek glikolitik yolagi ve heksoz tasiyict
proteinleri (Hxt1-14p) etkileyerek glikoz alimimni kontrol
eder. Boylece hiicredeki enerji (ATP) seviyesini kontrol
ederek depo karbonhidrat metabolizmasinm1 ve stres
cevabinin olusmasint diizenler [25, 26, 27]. Bu
nedenlerden otiirii trehaloz ve glikojen stres koruyucu
molekiiller veya stres metabolitleri olarak bilinirler [24].

Kaktiis armut bitkisi stres toleransi yiiksek olan bir bitki
oldugu i¢in barindirdigr mikrobial biota igerisinde stres
tolerans1  yiiksek mikroorganizmalarin  bulunmasi
kuvvetli bir olasiliktir. Bu nedenle ¢aligmamizda kaktiis
armut meyvesinden maya tiirlerinin izole edilerek
sicaklik ve ozmotik stres direnci yiiksek olan maya
tirlerinin  molekiiller  yontemlerle  tanimlanmasi
amaclanmistir. Ayrica stres direnci ylksek maya
tirlerinin ~ stres  kosullarinda  biriktirilen  stres
metabolitinin ¢esidi ve miktar1 belirlenmistir.

MATERYAL ve YONTEM
Maya izolasyonu

Kaktiis armut meyve Ornekleri olgunlasma donemi
icerisinde 2019 yilinin Agustos ve Eylil aylarinda
Mersin ve Adana illerinden aseptik kosullarda toplandi.
Calismada kullanilan kaktiis armut meyveleri, Mersin
ilinin Karacailyas (36° 50' 55.7" K 34°43'48.0" D) ve
Kumkuyu (36°30'33.1" K 34°11'53.5" D) ilgelerinden,
Adana ilinin Biyiikkapili (36°52'22.1" K 35°33'53.3" D)
ve Akpmar (36°49'18.5" K 35°36'28.4" D) ilgelerinden
toplandi. Meyve orneklerinin tartimlari yapilarak %2
sodyum sitrat ¢ozeltisi iginde homojenize edildi. Daha
sonra seri dilusyonlar1 hazirlanarak %0,25 sodyum
propionat iceren YGC (40 gr/l Yeast Extract Glucose
Chloramphenicol Agar) kati besi ortamina ekimleri
yapildi ve 30 °C’de 2-3 giin inkiibe edildi. Petrilerdeki
maya  kolonilerinin ~ sayimi  yapilarak  koloni
olusturabilen birim degerleri (CFU/ml) hesaplandi.
Koloni morfolojilerine gore farkli maya kolonileri
rastgele secilerek YPD (10 gr/l Yeast Extract, 20 gr/l
Bacto-peptone, 20 gr/l Agar, %2 Dextrose) kat1 besi
ortamma gegirildi ve 30 °C’de 2-3 giin inkiibe edildi.
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YPD besi ortaminda iireme gosteren maya suslart %20
gliserol igerisinde -80 °C’de stokland.

Is1 ve Ozmotik Stres Diren¢ Testi

Maya suslarinin stres direnglerini belirleyebilmek igin
oncelikle izole edilen tiim maya suslarmm YPD zengin
besi ortaminda gecelik kiiltiirleri olusturuldu. Taze YPD
sivi kiiltiirlerine gecelik kiiltiirlerden maya hiicreleri
gecirilerek eksponensiyel asamaya kadar (ODggo=1,0)
30 °C’de sabit calkalama ile (120 rpm) ¢ogaltildi. Bu
siire boyunca her iki saatte kiiltiirlerden 6rnek alinarak
ODeoo degeri spektrofotometre kullanilarak olg¢iildi.
Ayrica alman oOrnekler YPD kat1 besi ortamina seri
dilusyon yapilarak ekildi ve CFU/ml degeri belirlendi.
Daha sonra maya suslarina ait CFU vs ODggo
kalibrasyon grafigi olusturuldu. Kalibrasyon grafigi
kullanilarak logaritmik asamadaki (ODgge=0,5-0,6)
maya hiicrelerinden 5 pl’de 10°%, 104 10% 10?2 ve 10
hiicre olacak sekilde seyreltmeler yapilarak YPD kati
besi ortamima ekimleri yapildi. Sicaklik testi i¢in maya
hiicreleri YPD kat1 besi ortaminda 25 °C, 30 °C, 37 °C,
40 °C ve 42 °C’de 2-3 giin inkiibe edildi. Ozmotik
strese karsi direnglerini belirleyebilmek i¢in YPD kati
besi ortamina farkli tuz konsantrasyonlari (0,2M, 0,4M,
0,6M, 0,8M, 1,0M, 1,2M ve 1,4M NaCl) ilave edildi ve
maya hiicreleri 30 °C’de 2-3 giin inkiibe edildi [28].
Testler her maya susu i¢in her tekrarda ii¢ set olarak ii¢
kez tekrar edildi.

PCR Amplifikasyonu ve Restriksiyon Profillerinin
Belirlenmesi

Maya suslarinin genomik DNA izolasyonu daha 6nce
kullanilan yontem ile yapildi [29]. 26S rDNA-D1/D2
gen bolgesinin PCR amplifikasyonu igin NLI (5'-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3) ve NL4
(5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3) primerleri
kullanilarak daha once belirtilen PCR kosullarinda
gergeklestirildi [30]. Benzer sekilde ITS1-5.8S-1TS2
rDNA gen bolgesinin PCR amplifikasyonu igin ITS1
(5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) ve ITS4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") primerleri
kullanilarak daha once belirtilen PCR kosullarinda
amplifikasyonlari yapildi [31]. Elde edilen PCR iiriinleri
%1.5 agaroz jelde elektroforez edilerek amplikonlarin
uzunlugu Gel-Pro Analyzer v4.0 programi kullanilarak
belirlendi. 26S rDNA-D1/D2 ve ITS1-5.85-ITS2 rDNA
gen bolgelerine ait amplikonlarm piirifikasyonlar
yapilarak ITS1-5.8S-1TS2 rDNA gen bdlgesine ait
amplifikasyon {irtinlerinin Hinfl, Haelll ve Hhal
restriksiyon enzimleri ile iretici firmanin Onerdigi
kosullarda  restriksiyon kesimleri  gerceklestirildi.
Restriksiyon iirtinleri %1,5 agaroz jelde elektroforez
edilerek bantlarin uzunlugu Gel-Pro Analyzer v4.0
programi kullanilarak belirlendi.

Dizi Analizi ve Filogenetik Analizler

Sicaklik ve ozmotik stres direnci yiiksek olan maya
suslarinin restriksiyon profilleri kullanilarak farklh
profile sahip en az bir maya susu DNA dizi analizi i¢in
rastgele segildi. Segilen maya suslarinin 26S rDNA gen

bolgesine ait PCR iriinleri DNA dizi analizi i¢in
firmaya gonderildi. Firma tarafindan gonderilen DNA
dizilerinin  benzerlik analizleri (DNA Sequence
Similarity Analysis) NCBI (National Center for
Biotechnology Information) servisinin sundugu BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) analiz programi
kullanilarak yapildi ve analizi yapilan suslarla en
yiiksek homoloji gosteren tiirler belirlendi. 26S rDNA
gen bolgesine ait DNA dizileri MEGA-X programi
altinda sunulan ClustalW v1.6 parametresi kullanilarak
hizalandi. Daha sonra tanimlanan maya tiirlerinin
filogenetik analizleri MEGA-X programi altinda yer
alan Maksimum parsimoni agact 1000 tekrarli boostrap
parametresi ile olusturuldu. Filogenetik analizlerde
tirler arasi  uzakliklarin  belirlenebilmesi  igin
Schizosaccharomyces pombe maya tiirii dis grup olarak
se¢ildi.

Trehaloz ve Glikojen Birikimi

Maya hiicreleri YPD sivi1 kiiltiirlerinde sabit ¢alkalama
ile (120 rpm) 30 °C’de eksponensiyel asamaya kadar
(ODgp0=0,5-0,6) iiretildi. Bu agsamada maya kiiltiirleri 6
kisma ayrildi ve birinci kisimdaki hiicre kiiltiirii i¢indeki
maya hiicreleri stres oOncesi trehaloz ve glikojen
birikimini belirlemek i¢in kullanildi. Tkinci kisimdaki
maya kiiltiirleri 37 °C’de ve figiincii kisimdaki maya
hiicreleri 40 °C’de sabit calkalama ile 4 saat inkiibe
edildi. Dordiincii, besinci ve altinci kisimdaki hiicre
kiiltiirleri steril distile su ile yikandiktan sonra sirasiyla
0,8M, 1,0M ve 1,2M NaCl igeren taze YPD sivi
kiiltiirlerine aktarildi ve 30 °C’de sabit ¢alkalama ile 4
saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi maya
hiicrelerinin trehaloz ve glikojen birikimleri daha once
kullanilan yontemle belirlendi [32]. Maya hiicreleri
0,25M Na,C0; iginde siispanse edilerek 2 saat
kaynatildiktan sonra 150 pl 1M asetik asit ve 600 pl
0,2M sodyum asetat pH 5.2 ilave edilerek iki kisma
ayrildi. Birinci kisimdaki hiicre lizatinin iizerine 3mU
trehalaz enzimi (Sigma, T8778) ilave edilerek 37 °C'de
18 saat ve ikinci kisimdaki hiicre lizatinin {izerine
1U/ml amiloglikozidaz enzimi (Sigma, 10115) ilave
edilerek 57 °C'de 18 saat inkiibe edildi. Enzimatik
reaksiyon sonucu agiga ¢ikan glikoz miktar1 glikoz-
oksidaz-peroksidaz (GOD-POD) kiti (Fluitest®-GLU,
Biocon, Almanya) kullanilarak belirlendi. Standart
glikoz ¢ozeltisine gore glikoz konsantrasyonlari
hesaplanarak elde edilen sonuglar maya yas agirligina
gore normalize edildi ve miligram hiicrede biriktirilen
mikrogram glikoz olarak (pg glikoz/mg yas maya
agirhign) olarak verildi.

istatistik Analizler

Tiim testler en az ii¢ tekrarli ve her tekrarda i set
olacak sekilde gergeklestirildi. Veri analizi SPSS (v.
10.0) istatistik programida Bagimsiz-Orneklem T-testi
%095 giiven seviyesi kullanilarak yapildi ve p<0,05
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR VE TARTISMA
Termotolerant ve  Ozmotolerant  Mayalarin
Belirlenmesi

Hint inciri olarak ta bilinen kaktiis armudu Akdeniz ve
Ege bolgelerinin kiy1 kesimlerinde dogal olarak yetisen
kurakliga ve sicakliga direncgli bir bitki tiriidiir.
Caligmamizda kaktiis armut meyvesi Adana ve Mersin
illerinden olgunlagsma doneminde toplanarak maya
izolasyonunda kullanildi. Farkli koloni morfolojisi
(formu, kenari, tepesi, yiizeyi ve rengi) gosteren 66
maya susu izole edildi. Kaktiis armut meyvesinde maya
yogunlugu 2,1X10® CFU/ml olarak hesaplandi.

izole edilen maya suslarimin  stres  direncini
belirleyebilmek igin eksponensiyel asamaya kadar
firetilen tiim maya suslarindan 10°, 104 10%, 10% ve 10
hiicre gelecek sekilde petrilere ekimleri yapildi. Is1 stresi
testi icin maya hiicreleri zengin besi ortaminda farklh
sicakliklarda inkiibe edildi. 37 °C ve iizerindeki
inkiibasyon sicakliklarinda 103, 10% ve 10 hiicre
sayisinda iireme gosteren maya suslari 1s1 stresine
direngli maya suslar1 olarak degerlendirildi. Is1 stresi
sonrasi tim maya suslar1 25 °C ve 30 °C°de %100 iireme
gosterdikleri i¢in Tablo 1’de yalnizca 30 °C sonuglari
verildi. izole edilen maya suslarindan yalmzca 22 tanesi
37 °C ve istiindeki sicakliklarda en az %75 iireme
gosterirken 19 maya susunun bu sicakliklarda tireme
gostermedigi belirlendi. 37 °C’de %75 iireme gosteren
31 maya susundan 3 tanesinin 40 °C’de %75 ve 42
°C’de %25 tireme gosterdigi, 6 maya susunun ise 40
°C’de %50 {ireme gosterirken 42 °C’de iireme
gostermedigi belirlendi. 37 °C’de %50 ve altinda {ireme

Tablo 1. Maya suslarinin 1s1 stresinde tireme sonuglart

gosteren 16 maya susundan yalnizca 12 tanesinin 42
°C’de %25 {ireme gosterebildigi diger 4 maya susunun
ise 40 °C ve 42 °C’de lireme gosteremedigi kaydedildi.

Ozmotik stres testi i¢in maya hiicreleri farkli tuz
konsantrasyonlari igeren zengin besi ortaminda 30 °C’de
inkiibe edildi. 0,8M ve tizerindeki tuz
konsantrasyonlarinda 103, 10? ve 10 hiicre sayisinda
iireme gosteren maya suglart ozmotik strese direngli
maya suslar1 olarak degerlendirildi ve elde edilen
sonuclart Tablo 2’de verildi. Tim maya suslarinin
diisiik tuz konsantrasyonunda (0,2M ve 0,4M) %75 ve
iizerinde iireme gosterdikleri belirlendi. izole edilen 9
maya susunun 0,8M ve  Ustlindeki tuz
konsantrasyonlarinda en az %50 iireme gostermesinden
dolay1 ozmotik stres direnci yiiksek maya suslar1 olarak
degerlendirildi. 0,8M tuz konsantrasyonunda %350
iireme gosteren 54 maya susundan 42 tanesinin 1,0M ve
izerindeki tuz konsantrasyonlarinda %25, 12 maya
susunun ise 1,2M ve iizerindeki tuz
konsantrasyonlarinda %25 tireme gosterdigi gozlendi.

Bu sonuglara gore izole edilen 66 maya susundan 25
tanesinin (P13, P15, P20, P24, P29, P33, P35, P37, P38,
P39, P43, P44, P45, P46, P47, P48, P49, P55, P57, P61,
P62, P63, P64, P65 ve P66) 1s1 stresine karsi direngli, 11
maya susunun (P15, P27, P29, P31, P33, P35, P36, P37,
P39, P55 ve P57) ozmotik strese karsi direngli ve 8
maya susunun (P15, P29, P33, P35, P37, P39, P55 ve
P57) hem 1s1 hem de ozmotik strese karsi direngli
oldugu belirlendi. Is1 stresi ve ozmotik stres sonuglarma
gore 28 maya susu direngli maya suslar1 olarak
degerlendirildi.

Inkiibasyon Sicaklig
Maya Suslari 30°C___ 37°C____40°C____42°C
P13, P15, P20, P24, P33, P38, P39, P43, P44, P45, P46, PA7, PA8, P49,
PS5, P57, P61, P62, P63, P64, P65, P66 AR AN AN I
P29, P35, P37 F+H+ F++ +++ +
P11, P12, P36, P40, P42, P53 bt - ++ -
P3, P8, P22, P26, P27, P28, P30, P31, P32, P34, P41, P60 T -+ + -
P4, P21, P25, P59 T + - -
P1, P2, P5, P6, P7, P9, P10, P14, P16, P17, P18, P19, P23, P50, P51, it ) ) )
P52, P54, P56, P58
10-102 hiicre: ++++; 103 hiicre:+++; 10* hiicre:++, 10 hiicre:+
Tablo 2. Maya suglarinin ozmotik streste tireme sonuglari

Mava Sus| Tuz Konsantrasyonu

aya susiart 02M _ 04M _ 06M _ 08M  10M  12M _ 14M
Eég, P27, P29, P31, P33, P35, P36, P37, et o et .t ++ -+ -+
P55, P57, P64 F+H+ +++ F++ e+ +++ + +
P34, P38, P40, P42, P43, P44, P45, P46,
P47 P48, P49, P53 +H++ +++ +++ ++ ++ + +
P1 - P14, P16 - P26, P28, P30, P32, P41,
P50, P51, P52, P54, P56, P58, P59, P60, ++++ +++ ++ ++ + + +

P61, P62, P63, P65, P66

10-102 hiicre: ++++; 103 hiicre:+++; 10* hiicre:++, 10 hiicre:+
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Maya Tiirlerinin Tanimlanmasi
Analizi

Maya tiirlerinin suslar1 arasinda fizyolojik 6zellikler ve
stres toleranslar farkliliklar gostermektedir. Bu nedenle
calismamizda stres direnci yiiksek olan maya suslarina
ilave olarak diger maya suslarinin da genomik DNA
izolasyonlar1 yapilarak ITS1-5.8S-ITS2 rDNA gen
bolgesinin Hinfl, Haelll ve Hhal enzimleri ile kesim
sonuclarma gore restriksiyon profilleri olusturuldu.
Boylece ayni tiire ait maya suslarinin stres toleranslari
arasindaki farkliliklarin belirlenmesi hedeflendi. Maya
suslarmm ITS1-5.8S-ITS2 rDNA gen bolgesinin
restriksiyonu sonrasinda 6 farkli restriksiyon profili
olustugu ve stres direnci yiiksek olan maya suslarinin 5
farkli profil iginde yer aldiklar1 gézlendi (Tablo 3). Stres
direnci yiiksek 28 maya susundan 16 tanesinin birinci
profili, 6 tanesinin ise ikinci restriksiyon profilini
olusturdugu goézlendi. Birinci restriksiyon profilinde yer
alan 12 maya susu ve ikinci profilde bulunan tiim maya
suslar1 26S rDNA gen bolgesinin DNA dizi analizi i¢in
secildi. Ucgiincii, doérdiincii ve besinci restriksiyon
profilinde yer alan maya suslarindan stres direnci
yiiksek olan P20 maya susu iiglincii profili, P45 maya
susu dordiincii profili ve P64 maya susu besinci profili
temsilen dizi analizi i¢in se¢ildi.

ve Filogenetik

Tablo 3. ITS PCR-RFLP sonuglari

Restriksiyon Enzimleri

Maya Suslari Hinfl Haelll Hhal
P13, P15, P24, P29,
P33, P35, P37, P44, 225-210-

P46, P48, P49, P55, 225-180-80 400-150 50

P57, P61, P62, P66

P38, P39, P43, P47,  275-200- 320-200-
P63, P65 125-80 650-100 190
P1, P2, P4, PS5, P6,
P7, P8, P9, P10, P14,
P16, P17, P18, P19, 280-180-80  450-150 20%1090‘
P20, P23, P50, P51,
P52, P54, P56, P58
P21, P28, P30, P32,
P34, P36, P41, P45, *00% 500100 310300
P53, P60
P3, P11, P12, P22,
P26, P27, P31, P40,  250-200 375-100  180-95-90
P42, P64

215-140-  300-200-  290-220-
P25, P59 140-100 100 90

Stres direnci yiiksek olan 28 maya susunun 21 tanesi
26S rDNA gen bolgesinin DNA dizi analizi ve tiir
tanimlamasi i¢in kullanildi. Elde edilen DNA dizilerinin
benzerlik analizleri NCBI servisinin sundugu BLAST
analiz programi kullanilarak yapildi ve analizi yapilan
suslarla en yiiksek homoloji gosteren tiirler belirlenerek
Tablo 4’te wverildi. Elde edilen tir tanimlama
sonuclarina gore birinci restriksiyon profilinde yer alan
12 maya susu (P13, P15, P24, P33, P44, P46, P48, P49,
P57, P61, P62 ve P66) Pichia kudriavzevii maya tiirii
olarak tanimlandi. Ikinci restriksiyon profilini olusturan
6 maya susundan bir tanesi (P43) Kluyveromyces lactis
olarak diger bes maya susu (P38, P39, P47, P63 ve P65)
ise Kluyveromyces marxianus olarak belirlendi. Ugiincii
restriksiyon profilinde yer alan P20 maya susu
Aureobasidium pullulans, dordiincii profilde yer alan
P45 maya susu Hanseniaspora opuntiae ve besinci
profilde yer alan P64 maya susu Pichia kluyveri olarak
tanimlandi. Bu sonuglara gore birinci profilde yer alan
16 maya susu P. kudriavzevii olarak, tgiincii profilde
yer alan 22 maya susu A. pullulans olarak, dérdiincii
profilde yer alan 10 maya susu H. opuntiae olarak ve
besinci profilde yer alan 10 maya susu P. kluyveri
olarak  degerlendirildi. Boylece  kaktiis  armut
meyvesinden izole edilerek tanimlanan maya tiirlerinin
yiizdelik dagilim1 A. pullulans igin %33, P. kudriavzevii
icin %24, P. kluyveri i¢in %15, H. opuntiae igin %15,
K. marxianus igin %8, R. glutinis i¢in %3 ve K. lactis
icin %2 olarak belirlendi.

Tablo 5. 26S rDNA bolgesi kullanilarak tanimlanan maya
tiirleri ve Genbank Erigim Kodlart

Strese direngli maya suglar1 koyu-kalin olarak ve 26S rDNA
gen bolgesi sekansi yapilan maya suglart alti ¢izili olarak
gosterildi.

Diger restriksiyon profilinde stres direnci yiiksek maya
susu bulunmadig: i¢in bu profilden DNA dizi analizi
icin maya susu segilmedi. Ancak altinci restriksiyon
profilinde yer alan P25 ve P59 maya suslar1 koloni
morfolojisine (koloni formuna, koloni kenarina, koloni
tepesine, koloni yiizeyine ve koloni rengine gore) ve
ITS1-5.8S-ITS2 rDNA gen bolgesinin restriksiyon
analizine gore Rhodotorula glutinis maya tirii olarak
degerlendirildi.

Maya Tanimlanan Maya Tiirii GenBank

Susu (Referans Erisim Numarasi) Erigim Kodu
P13 P. kudriavzevii (MH545928.1) MW832516
P15 P. kudriavzevii (K'Y108850.1) MwW832517
P20 A. pullulans (JX462671.1) MWwW832518
P24 P. kudriavzevii (K'Y108850.1) MW832519
P33 P. kudriavzevii (K'Y108850.1) MW832520
P38 K. marxianus (KY108103.1) MW832521
P39 K. marxianus (KY108106.1) MW832522
P43 K. lactis (KY108006.1) MW832523
P44 P. kudriavzevii (KY108850.1) MW832524
P45 H. opuntiae (KY107820.1) MW832525
P46 P. kudriavzevii (JX645718.1) MW832526
P47 K. marxianus (KC544466.1) MWw832527
P48 P. kudriavzevii (K'Y108850.1) MW832528
P49 P. kudriavzevii (K'Y108850.1) MW832529
P57 P. kudriavzevii (MH545928.1) MW832530
P61 P. kudriavzevii (K'Y108850.1) MWwW832531
P62 P. kudriavzevii (K'Y108850.1) MW832532
P63 K. marxianus (KY108106.1) MW832533
P64 P. kluyveri (KY108826.1) MW832534
P65 K. marxianus (KY108106.1) MW832535
P66 P. kudriavzevii (KY108850.1) MW832536

Endiistriyel olarak 6nemli olan Saccharomyces

cerevisiae maya tiiriine ilave olarak diger stres toleransi
yiiksek non-Saccharomyces maya tiirlerinin izolasyonu
ve tamimlanmasi olduk¢a O6nemlidir. Ozellikle Pichia,
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Debaryomyces ve Kluyveromyces cinslerine ait maya
tirlerinin farkli streslere karsi toleransinin yiiksek
oldugu bilinmektedir [33, 34, 35, 36]. K. marxianus maya
suslarinin  yiiksek  sicakliklarda etanol  iiretme
kapasitesine sahip olmalarindan dolayr K. marxianus
endiistriyel olarak 6nemli bir maya tiiriidiir [41, 42, 43,
44, 45]. Benzer sekilde P. kudriavzevii maya tiiriniin de
1s1 direncinin ve etanol iiretim kapasitesinin yiiksek
olmasi sebebiyle son yillarda olduk¢a 6nem kazanan bir
maya tiiriidiir [42, 43, 44]. Calismamizda da izole edilen
K. marxianus, K. lactis ve P. kudriavzevii maya
tiirlerine ait tim maya suslari 1s1 ve ozmotik strese karsi
toleransli olduklarindan endiistriyel potansiyele sahip
maya suslar1 olarak degerlendirildi.

Pullulan polisakkaritinin {iretiminde yaygin olarak
kullanilan A. pullulans oldukga genis bir dagilim alanina
sahip olup poliekstremotolerant maya tiirtidiir [45, 46, 47,
48]. A. pullulans maya tiiriine ait suslar yiiksek tuz
igeren ortamlarda, asidik ve bazik ortamlarda ve diisiik
sicakliklarda hayatta kalabildigi i¢in stres direncli maya
tiirli  olarak bilinmektedir [49, 50, 51, 52]. Ancak
calisgmamizda izole edilerek A. pullulans olarak
tanimlanan 22 maya susundan bir maya susu (P20) harig
diger maya suslariin 1s1 stresine ve ozmotik strese
direngli  olmadiklar1  gozlendi. Agirlikli  olarak
fermentasyon proseslerinde kullanilan H. opuntiae
etanol direnci yiiksek olan bir maya tiiriidiir [53, 54]. S.
cerevisiae gibi H. opuntiae maya tiirii de Avrupa Gida
Giivenligi Otoritesi (The European Food Safety
Authority, EFSA) tarafindan giivenli (Qalified
Presumption of Safety, QPS) maya tilirii olarak
degerlendirilmektedir  [55]. H. opuntiae olarak
tanimlanan 10 maya susundan P45 maya susunun 1s1
stresine ve P36 maya susunun ozmotik strese karsi
direncinin yiiksek oldugu belirlendi. Diger H. opuntiae
maya suslarinin ise 1s1 stresine ve ozmotik strese karsi
direnglerinin degisken ve disik seviyede oldugu
gozlendi. Bezer sekilde P. kluyveri olarak tanimlanan
P64 maya susunun 1st stresine, P27 ve P31 maya
suslarinin  ozmotik strese karst direngli olduklari
gozlendi. Diger P. kluyveri olarak tanmimlanan maya
suslarindan ise 1s1 stresine ve ozmotik strese karsi
direnglerinin diigiik veya orta seviyede ve degisken
oldugu gozlendi. Bu sonuclara gore stres toleransinin K.
marxianus ve P. kudriavzevii maya tirlerinin suslari
arasinda farklilik gostermedigi, A. pullulans, H.
opuntiae ve P. kluyveri maya tiirlerinin suslar1 arasinda
ise farklilik gosterdigi belirlendi.

Molekiiler olarak tanimlanan K. marxianus, K. lactis, P.
kudriavzevii, A. pullulans, H. opuntiae ve P. kluyveri
maya tiirlerine ait 26S rDNA gen bolgelerinin
filogenetik analizleri MEGA-X programi altinda
sunulan ClustalW v1.6 parametresi kullanilarak yapildi.
Elde edilen Maximum parsimoni filogenetik agac1 Sekil
I’de wverildi. Filogenetik analizlerde tiirler arasi
uzakliklarin belirlenebilmesi i¢in S. pombe maya susu
dis grup olarak se¢ildi. Elde edilen aga¢ uzunlugu 625,
tim niikleotid bolgelerinin CI (Consistency Index)
degeri 0,713, RI (Retention Index) degeri 0,876, RC

(Rescaled Index) degeri 0,625 olarak belirlendi. Ayrica
maksimum parsimoni agacina ait parsimony informatif
bolgeler i¢in iCI (Consistency Index) degeri 0,680, iRI
(Retention Index) degeri 0,876 ve iRC (Rescaled Index)
degeri 0,596 olarak hesaplandi [56]. Maksimum
parsimoni agaci bootstrap metodu 1000 tekrarli olarak
ve Subtree-Pruning-Regrafting (SPR) algoritmasi
kullanilarak olusturuldu. Elde edilen bootstrap degerleri
agacta verilirken, 50’nin altinda olan bootstrap degerleri
gosterilmedi [57, 58]. Maksimum parsimony agacina
gbdre maya susglar1 iki ana klada ayrildi. Birinci kladda
yer alan A. pullulans maya susunun diger tim maya
suslarmdan ayrildig1 gozlendi. ikinci kladda yer alan 20
maya susundan 13 tanesinin Pichia cinsine ve 6
tanesinin Kluyveromyces cinsine ait oldugu, H. opuntiae
maya susunun ise Kluyveromyces cinsinden ayrildigi
tespit edildi.

|00E A. pullulans (JX103180.1 CEC RMa-S-5)
A. pullulans (P-20)
100 H. opuntiae (KY107820.1 CBS:8820)
4 H. opuntiae (P-43)
K. marxianus (KY108078.1 CBS:458)
K. lactis (KY108006.1 CBS:5669)
o7 K. lactis (P-43)
100 B [ K. marxianus (P-39)
K. marxianus (P-47)
85 jﬁ K. marxianus (P-38)
| K. marxianus (P-65)
K. marxianus (P-63)

%0 96

72

8

% P. kluyveri (KY108826.1 CBS:7275)
P. kluyveri (P-64)

— P. kudriavzevii (KY108856.1 CBS:7322)
—— P. kudriavzevii (P-46)
—— P. kudriavzevii (P-57)

P. kudriavzevii (P-13)
—— P. kudriavzevii (P-15)

P. kudriavzevii (P-24)
———— P. kudriavzevii (P-44)
—— P. kudriavzevii (P-33)
— P. kudriavzevii (P-62)
—— P. kudriavzevii (P-66)

P. kudriavzevii (P-48)
—— P. kudriavzevii (P-49)
P. kudriavzevii (P-61)
Schizosaccharomyces pombe (KF278469.1 ATCC 16979)

Sekil 1. Maksimum Parsimoni filogenetik agaci. MP agaci,
MEGA-X programi igerisinde yer alan filogenetik analiz
programinda, Subtree-Prunning-Regrafting (SPR) algoritmasi
ve bootstrap metodu kullanilarak, 1000 tekrarli olarak
olusturuldu. %50’nin altinda kalan bootstrap degerleri
gosterilmedi.

Stres Direnci Yiiksek Mayalarin Trehaloz ve
Glikojen Birikimleri

Maya hiicrelerinin stres kosullarinda stres metaboliti
olarak trehaloz ve glikojen biriktirmesinden dolay1
calismamizda 1s1 stresine ve ozmotik strese direncli
maya tiirlerinin biriktirdigi trehaloz ve glikojen miktar1
belirlendi. Her maya tiiriinii temsilen bir maya susu
secilerek logaritmik asamaya kadar stres icermeyen
ortamda {iretilerek 1s1 stresi i¢in 37 °C ve 40 °C’ye ve
ozmotik stres i¢in 0,8M, 1,0M ve 1,2M tuz igeren iireme
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ortamlarma gegcirildi. Stres kosullarinda 4 saat tiretilen
maya hiicrelerinin depo karbonhidrat miktart enzimatik
olarak belirlendi.

P. kudriavzevii maya susunun (P15) stres kosullarinda
belirlenen trehaloz ve glikojen miktar1 Sekil 2’de
verildi. Stres igermeyen kosullarda P. kudriavzevii maya
susunda  Olgiilen  glikojen  miktarinin  trehaloz
miktarindan fazla oldugu (p<0,05), stres kosullarinda ise
trehaloz miktarinda anlamli artis oldugu gozlendi
(p<0,05). Maya hiicrelerinin trehaloz miktarinda 37
°C’de 15 kat 40 °Cde 7 kat, 08M tuz
konsantrasyonunda 4 kat, 1,0M tuz konsantrasyonunda
10 kat ve 1,2M tuz konsantrasyonunda 15 kat artis
(p<0,05) gozlendi. Hiicre iginde biriktirilen trehalozun
ozmotik stresin oranina paralel olarak arttig1 1s1 stresinin
oranina gore ise azaldigi tespit edildi. Glikojen
miktarindaki anlamli azalma (p<0,05) ise stres
kosullarinda glikojen sentezleyemedigi, aksine glikojeni
yiktig1 gozlendi. P. kudriavzevii maya tiiriiniin stres
metaboliti olarak trehalozu tercih ettigi belirlendi.

K. marxianus (P39) ve K. lactis (P43) maya suslarinin
stres kosullarinda biriktirdigi trehaloz ve glikojen
miktar1 Sekil 3 ve Sekil 4’te verildi. Stres igermeyen
kosullarda K. marxianus ve K. lactis maya suglarinin
biriktirdigi glikojen miktarinin trehaloz miktarindan
fazla oldugu (p<0,05) gozlendi. Stres kosullarinda K.
marxianus maya susunun trehaloz ve glikojen
miktarinda 5 ile 10 kat arasinda anlamli bir artis
(p<0,05) oldugu belirlendi. K. marxianus maya
hiicrelerinin 37 °C’de biriktirdigi trehaloz ve glikojen
miktarinm birbirine yakin seviyede oldugu gézlenirken
40 °C’de glikojen miktarinin trehaloz miktarindan
yaklagik 2 kat fazla oldugu (p<0,05) belirlendi. Ozmotik
stres kosullarinda K. marxianus maya hiicrelerinin
glikojen birikiminin trehaloz birikiminden 2-4 kat fazla
(p<0,05) oldugu gozlendi. K. marxianus maya
hiicrelerinde hiicre iginde biriktirilen trehaloz ve
glikojen miktarinin uygulanan stresin oranina paralel
olarak artt1g1 tespit edildi. K. marxianus maya susunun
stres metaboliti olarak trehaloza ilave agirlikli glikojen
biriktirdigi belirlendi.

4000 P, kudriavzevii

) Trehaloz
E Glikojen
23000
&
=y
2
o
2 2000 l [
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E
R 1
2 1000 ;
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= 1

0

Stres oncesi  0,8M 1.0M 1.2M 3iec 40°C

Sekil 2. Stres kosullarinda P. kudriavzevii (P15) maya tiiriiniin
trehaloz ve glikojen birikimi

K. marxianus
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Sekil 3. Stres kosullarinda K. marxianus (P39) maya tiiriiniin
trehaloz ve glikojen birikimi

K. lactis maya hiicrelerinin trehaloz miktarinin 37 °C’de
9 kat ve 40 °C’de 7 kat arttig1 (p<0,05) gozlenirken
glikojen miktarinin 37 °C’de 2 kat arttig1 40 °C’de ise
degismedigi (p<0,05) belirlendi. Ozmotik stres
kosullarinda ise K. lactis maya hiicrelerinin trehaloz ve
glikojen birikiminin 5 ile 10 kat arasinda arttig1
(p<0,05) gozlendi. K. lactis maya hiicrelerinin 1s1
stresinde trehaloz miktarmin glikojen miktarindan fazla
oldugu, ozmotik streste ise glikojen miktarinin trehaloz
miktarindan fazla oldugu belirlendi. Bu durum stresin
cesidine gore K. lactis maya hiicrelerinin biriktirdigi
stres metabolitinin degistigini gdstermektedir.

K. lactis
4000
Trehaloz
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Sekil 4. Stres kosullarinda K. lactis (P43) maya tiiriiniin
trehaloz ve glikojen birikimi

A. pullulans (P20) maya susunun stres kosullarinda
biriktirdigi trehaloz ve glikojen miktar1 Sekil 5’te
verildi. Stres icermeyen kosullarda A. pullulans maya
susunun  biriktirdigi trehaloz miktarmim glikojen
miktarindan yaklasik 24 kat fazla oldugu (p<0,05) stres
kosullarinda ise anlamli olarak azaldigi belirlendi.
Logaritmik asamada biriktirilen trehalozun %350’sinin
1s1 stresinde ve yaklasik %80°nin ozmotik stres
kosullarinda  yikildigi, glikojen  miktarinin  ise
degismedigi gozlendi. Bu durum A. pullulans maya
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hiicrelerinin stres kosullarinda trehaloz ve glikojen
disinda farkli bir stres metabolitini (6rnegin gliserol)
biriktirebilecegini diisiindiirmektedir.

A. pullulans

4000
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Sekil 5. Stres kosullarinda A. pullulans (P20) maya tiiriiniin
trehaloz ve glikojen birikimi

H. opuntiae (P45) maya susunun stres kosullarinda
biriktirdigi trehaloz ve glikojen miktar1 Sekil 6°da
verildi. Stres igermeyen kosullarda H. opuntiae maya
susunun trehaloz ve glikojen miktarlar arasinda anlamli
bir fark olmadigi, stres kosullarinda ise trehaloz ve
glikojen miktarinda en az 2 kat artis (p<0,05) oldugu
belirlendi. Ist stresinde maya hiicrelerinin trehaloz
birikiminin 3 kat glikojen birikiminin ise 2 ile 4 kat
arasinda artt1ig1, sicaklik arttikca biriktirilen depo
karbonhidrat ¢esidinin trehalozdan glikojene dogru
kaydig1 gozlendi. Maya hiicrelerinin 0,8M ve 1,0M tuz
konsantrasyonundaki  trehaloz miktarinin  glikojen
miktarindan 2-3 kat daha az oldugu (p<0,05), 1,2M tuz
konsantrasyonunda ise glikojen miktarinin azaldigi
trehaloz miktarinin arttig1 belirlendi. Bu durum H.
opuntiae maya hiicrelerinde stresin miktarina ve
cesidine gore trehaloz ve glikojen birikiminin
degistigini gostermektedir.

4000 H. opuntiae
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Sekil 6. Stres kosullarinda H. opuntiae (P45) maya tiiriiniin
trehaloz ve glikojen birikimi

P. Kkluyveri (P64) maya susunun stres kosullarinda
biriktirdigi trehaloz ve glikojen miktart Sekil 7’de

verildi. Stres igermeyen kosullarda P. kluyveri maya
susunun  icerdigi  trehaloz  miktarinmm  glikojen
miktarindan fazla oldugu (p<0,05), stres kosullarinda ise
trehaloz ve glikojen miktarinda anlamli bir artig oldugu
gozlendi. Is1 stresinde maya hiicrelerinin trehaloz
birikiminin glikojen birikiminden 2 kat fazla oldugu
(p<0,05), ozmotik stres kosullarinda ise stresin
yogunluguna gore trehaloz birikiminin azaldig1 (p<0,05)
glikojen birikiminde ise anlamli bir fark olmadig:
belirlendi.

4000 P, kluyveri
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ng glikoz/mg hiicre yas agirhg

P i L

Stres oncesi  0,8M 1.0M 1,2M 37°C 40°C

Sekil 7. Stres kosullarinda P. kluyveri (P64) maya tiiriiniin
trehaloz ve glikojen birikimi

SONUC VE ONERILER

Farkli fizyolojik streslere karsi toleransi yiiksek olan
maya tirleri gida endiistrisinde, firincilikta, ilag ve
alkollii igecek tiretiminde kullanilmaktadir. S. cerevisiae
Avrupa Gida Giivenligi (European Food Safety
Authority, EFSA) ve Gida ve Ilag Kurumu (Food and
Drug Administration, FDA) tarafindan giivenli olarak
tanimlanan (Generally Recognized As Safe, GRAS) ve
en yaygin kullanilan maya tiiridiir. S. cerevisiae maya
tiri disinda strese dayanikli non-Saccharomyces maya
tirlerinin ~ tamimlanmast  ve  endiistriyel alanda
kullanilmas: tiir gesitliligi agisindan oldukg¢a dnemlidir.
Bu nedenle calismamizda stres toleransi yiiksek olan
kaktiis armut bitkisinden sicaklik ve ozmotik stres
direnci yiiksek maya tiirleri izole edilerek molekiiler
yontemlerle tanimlandi. Ayrica stres direnci yiiksek
maya tiirlerinin stres kosullarinda biriktirdigi depo
karbonhidrat ¢esidi ve miktar1 belirlendi. izole edilen 66
maya susundan 25 maya susunun 1s1 stresine karsi, 11
maya susunun ozmotik strese kars1 ve 8§ maya susunun
hem 1s1 stresine hem de ozmotik strese karsi direngli
oldugu belirlendi.

Son yillarda dondurulmus-hamur endiistrisinde (frozen-
dough) kullanilan kryo-mayalarin (Cryo-yeast) dnemi
artmistir.  Kryo-mayalarin en temel o6zelligi depo
karbonhidrat birikiminin 6zellikle trehaloz birikiminin
yiiksek olmasidir [59, 60]. Ayrica bu mayalarin
donmaya kars1 direngli oldugu gibi 1s1 ve ozmotik strese
(seker ve tuz kaynakli) karst da direngli olmalari istenen
ozelliklerdir [25, 61, 62, 63]. Trehaloz ayrica
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yiyeceklerin dayanikliligini artirmada, ilag ve kozmetik
endiistrisinde  stabilizator olarak  kullanilmaktadir.
Endiistriyel amaglarla kullanilan mayalarin iiretim
sirasinda  ve sonrasinda  dayanikliliklari  maya
hiicrelerinin farkli karbonhidratlar1 enerji kaynagi olarak
kullanabilmelerine ve degisik metabolitleri
biriktirebilmelerine baglidir. Trehaloz ve glikojen stres
kosullarinda biriktirilen ve hiicreleri olumsuz dis
etkenlere karst1 koruyan metabolitlerdir. Trehaloz
biriktirmeyen maya hiicreleri ise glikojen gibi alternatif
karbon kaynaklarni  depo karbonhidrati olarak
biriktirmektedir. Trehaloz ve glikojen birikimi yiiksek
olan mayalar endiistriyel Oneme sahip mayalar
oldugundan c¢aligmamizda stres direngi yiikksek maya
tiirlerinin trehaloz ve glikojen birikimleri belirlendi.

K. marxianus ve K. lactis maya tiirleri stres kosullarinda
agirlik olarak glikojen biriktirirken P. kudriavzevii maya
tiiriiniin agirlik olarak trehaloz biriktirdigi tespit edildi.
K. marxianus, K. lactis ve P. kudriavzevii maya
tirlerine ait izole edilen tiim maya suslarinin
termotolerant ve ozmotolerant 6zelliklerinden ve yiiksek
miktarda stres metaboliti biriktirdiklerinden dolay1
endiistriyel Oneme sahip maya tirleri olduklar
belirlendi. Diger izole edilen A. pullulans, H. opuntiae
ve P. kluyveri maya tiirlerinde stres toleransinin suslar
arasinda  farkliik  gosterdigi  belirlendi.  Stres
metabolitinin ¢esidinin ve miktarinin stresin derecesine
ve c¢esidine gore maya tirleri arasinda farklilik
gosterdigi tespit edildi. Ancak bu sonucun dogrulanmasi
icin ayn1 maya tiirline ait diger maya suslarinda da
benzer analizlerin yapilarak etanol stresi gibi farkl: stres
kosullarinda da tekrar edilmesi gerekmektedir. A.
pullulans maya tiiriinde stres kosullarinda trehalozun
yikildigr ve glikojenin sentezlenmedigi goézlendi. Bu
nedenle daha sonraki ¢alismalarda maya hiicrelerinde
trehaloz ve glikojene ilave olarak diger bir stres
metaboliti olan gliseroliin miktarinin belirlenmesi uygun
olacaktir.
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