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Oz: Alternatif sigma faktor olan com.X, streptokoklarda disaridan DNA alabilme kapasitesini belirleyen
genlerin transkripsiyonunu kontrol eden ve dolaysiyla bu suslarin yabanci genetik materyali kabul etme frekansi
ile iligkili olan bir gendir. Bu nedenle dogal izolatlardaki varliginin tespit edilmesi, bu izolatlarin konjugasyon
kapasitelerinin belirlenmesi agisindan 6nem arz etmektedir. Bu ¢alismada 106 farkli Streptococcus thermophilus
izolatinda comX geninin varlig1 arastirtlmistir. Bu izolatlarin 46 tanesinde polimeraz zincir tepkimesi (PZT)
yontemi ile comX gen varligi tespit edilmis ve niikleotid dizileri belirlenmistir. Kompetent hiicrelerin
konjugasyon frekanslari i¢in pNZ276 plazmiti ve katalaz testi kullanilmistir. BioSt-7, 16, 19, 23, 24, 25, 29, 30,
36, 37, 42 ve 46 nolu izolatlarin konjugasyon oOzellikleri tespit edilmistir. BioSt-19, 24, 25,29 ve 42 nolu
izolatlarin da konjugasyon frekanslar1 % 40’tan yiiksek bulunmus ve konjugasyon orani ile comX gen dizisi
arasinda iliski tespit edilmistir. ComX proteininde 72. amino asit pozisyonundaki asparajinin yerine izoldsin
degisimi (N—I), konjugasyon frekansini artirmistir. Bu ¢alismanin sonuglari, comX gen dizisi iizerindeki
degisim mutasyonlarimin izolatlarin gen transfer sikligini 6nemli derecede etkileyebilecegini, suslara gore
farklilik icerecegini ve konjugasyon 6zelligini degistirebilecegini gdstermistir.

Anahtar kelimeler: Streptococcus thermophilus, comX geni, konjugasyon frekansi

Determination of DNA Transfer Frequency, Related to the Presence of comX Gene, in
Natural Streptococcus thermophilus Isolates

Abstract: Activity of comJX, alternative sigma factor, is crucial in the expression of the genes required
for conjugation takes place in Streptococci and hence it is related to the frequency of competency. Determination
of these genes in natural isolates, therefore, is a pivotal issue to understand the conjugation capacity of those
microorganisms. In the current study, 106 Streptococcus thermophilus isolates are investigated for the presence
of comX gene. Total 46 of these isolates are found to be comX positive using polymerase chain reaction (PCR)
and nucleotide sequencing data of them were obtained. The plasmid pNZ276 and catalase tests were used to
investigate the conjugation frequency of competent cells. Conjugation characteristics of the isolates BioSt-7, 16,
19, 23, 24, 25, 29, 30, 36, 37, 42 and 46 were studied and conjugation frequency of the isolates BioSt-19, 24,
25,29 and 42 are found to be over 40% and moreover a notable relationship between conjugation ratio and comX
gene is determined. Substitution of isoleucine (I) for asparagine (N) in 72"¢ amino acid position of comX protein
increased the conjugation frequency of the isolates. The findings of current study suggest that, some mutations
occurred on comX gene may affect the frequency of competency and conjugated characteristics of streptococcal
isolates.
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1. Giris

Streptococcus thermophilus, laktik asit
formasyonu icin siit endiistrisinde yaygin
olarak kullanilan ve patojenik olmayan
starter bir laktik asit bakteri (LAB) tiiriidiir
(Hols ve ark., 2005). Endiistriyel olarak

onemli olan bu bakterilerin metabolik
ozelliklerinin  gelistirilmesi  yaklasimlari
Streptococcus thermophilus tiiriini

mikrobiyal genetigin Onciilerinden birisi

yapmaktadir.  Bu bakteriler thermofilik
laktik asit bakteri grubuna aittirler,
geleneksel olarak iiretilen  yogurtlarda

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
(Lb. bulgaricus) veya Lb. helveticus ile
kombinasyon halinde kullanilirlar (El Kafsi
ve ark., 2014). Ayrica nispeten yiiksek
sicaklikta islem goren (45 °C) emmental,
gibi  sert peynirlerin

gravyer, grana

yapiminda yaygin starter kiiltiir olarak

kullanilmaktadir (Fox, 1993; Tamime ve

Deeth, 1980). Yogurt yapiminda starter
kiiltiir olarak S. thermophilus ve Lb.
bulgaricus  suslar1  genellikle  birlikte

kullanilmalar1 nedeniyle bu iki starter tiir
arasinda biyokimyasal yonden kompleks bir
simbiyotik iliski sekillenmistir (Hols ve ark.,
2005; Akyol ve ark., 2015). S. thermophilus
suglart ve S. pneumoniae, S. pyogenes, S.
agalactiae, S. mutans gibi streptokok
patojenleri arasinda goriilen horizontal gen
aligverisi tiirlerin birbirlerine genetik olarak

benzemelerini saglamistir (Mitchell, 2003;
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Tettelin, 2004). Starter yogurt suslarinin
(LMG 18311 ve CNRZ1066) genom
dizilerinin yaymlanmasina bagli olarak
streptokok patojenleri ile starterlerin genom
karsilastirmalar1 yapilmistir (Bolotin ve ark.,
2004; Hols ve ark., 2005). Starter ile
patojenik tiirlerin genetik olarak yiiksek
oranda birbirlerine benzerlikleri belirlenmis
ancak patojenik Ozelliklerin olmadig1 veya
sessiz gen seklinde oldugu goriilmiistiir
(Tettelin ve ark., 2001; Bolotin ve ark.,
2004; Hols ve ark., 2005).

Prokaryot genomlarinin dizilenmesi ve
bunlarla ilgili filogenetik  calismalar,
horizontal gen transferlerinin bakterilerde
yaygin oldugunu ortaya koymustur (Dagan,
2011). Patojen ozellikte yatay gen transferi
onemli bir rol almasina ragmen, genom
karsilastirmast caligmalari S.
thermophilus un  genomunda bu o&zellik
yoniinden fonksiyonel kayiplarin oldugunu
da gostermistir (Zaccaria ve ark., 2014).
Bunun sonucunda S. thermophilus’da
genomik esnekliginin temeli i¢in Onemli
olabilecek diger bir oOzellik olan dogal
transformasyonunun fonksiyonel kompetans
(yeterlilik) mekanizmasi korumustur
(Gardan ve ark., 2009; Fontaine ve ark.,
2010).

Dogal DNA transformasyonu, bir gen
transfer mekanizmasidir ve bu transferi
kontrol eden gen veya genler kromozomla

biitiinlesmistir (Shin ve ark., 2016). Gen
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transferi icin gerekli proteinler, tlirler

arasinda korunur ve belirli fizyolojik

sartlarda ifade edilmektedir (Lorenz ve
Wackernagel, 1994; Mao ve Lu, 2016). Bu
yetenek streptokoklar arasinda goriilen ortak
bir ozelliktir (Cvitkovitch, 2001; Claverys
ve 2002).

Havarstein, Dogal

transformasyonlar ~genom uyumu ve

adaptasyona bagli olmasina ragmen alici

bakterilerin kromozomu iizerinde mutasyon

etkilerine neden olabilir ve hiicre
bliylimesini olumsuz etkileyebilmektedir
(Schneider ve ark., 2002). Dogal
transformasyonun temelini olusturan
kompetans, genellikle sik1  bir sekilde
diizenlenmis iki gen kiimesi tarafindan

diizenlenir ve bu genler kompetans dncesi ve
sonrasi olarak ikiye ayrilirlar (Claverys ve
Havarstein, 2002; Claverys ve Martin, 2003;

Peterson ve ark., 2004). Yiiksek-verimli

dogal  transformasyonun  gerceklestigi
bilinen bakteriler (Acinetobacter,
Azotobacter, Bacillus, Streptococcus,

Haemophilus, Neisseria ve Thermus) dogal
kompetant olarak bildirilmekte ve kolay
transforme olabilme yetenegine sahiptirler
(Hilter ve ark., 2017). Transforme olabilen

cinsler igerisinde sadece belirli suslar veya

tirler yliksek transformasyon ozelligi
gosterirler (Evans ve Rozen, 2013).
Transforme olan suslarda kompetans

0zelligini kontrol eden ve baska hiicrelerden

DNA’nin transferini saglayan proteinler

(6rnegin, S.pneumoniae’deki RecA ve
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DprA) bulunmaktadir (Bergé ve ark., 2003;
Madigan ve Martinko, 2005). Bu proteinler
dogal genetik transformasyon sirasinda, bazi

bakterilerin bulunduklar1 ¢evredeki yabanci

DNA’lar1  hiicre icine alabilmesini ve
homolog rekombinasyon yoluyla
organizmanin genomuna entegre

olabilmesini saglamaktadirlar (Madigan ve
Martinko, 2005).

Dogal genetik
1928'de  Frederick  Griffith
kesfedildiginden beri, iki LAB tiirii olan S.

transformasyon,

tarafindan

pneumoniae ve S. mutants bakterilerindeki
kompetans gelisimi kapsamli bir sekilde
Bu iki tilirde

aragtirilmustir. goriilen

kompentans 06zelligi, genellikle siki bir
sekilde baglantili iki gen kiimesinden olusur
(Shanker ve Federle, 2017). Transformasyon
oncesi genlerin (Oncli genler; yaklasik 20
adet)

comABCDE  genleri

aktivasyonundan  sorumlu  olan
ilk gen kiimesini
olustururken, transformasyon sonrasinda
gorevli genlerin (ge¢ genler; yaklasik 60
adet) ifadesi ve diizenlenmesinden sorumlu
olan comRSXW genleri ikinci gen kiimesini
olusturur (Boutry ve ark., 2012; Shanker ve
Federle, 2017). Bu olusturan

comABCDERSXW operonunda, erken ifade

sistemi

olan genler comE geni tarafindan

diizenlenirken, alternatif sigma faktori
comX, gec genlerin ifadesi i¢in gereklidir
(Mitchell, 2003; Boutry ve ark.,, 2012;
Peterson ve ark., 2004; Blomqvist ve ark.,

2006). Bu ikili kompentans sistemde gorevli
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ge¢ genler igerisinde comX geni iki kopya
halinde bulunur (comXI! ve comX2) ve
transkripsiyonunu aktive eder ki bu son
gorevli genlerin ifadesi i¢in Onem arz

etmektedir (Claverys ve Havarstein, 2002).

Geg¢ ifade olan genler, yabanci DNA
transferine  katildigindan, tek  iplikli
DNA'mm  korunmasinda  ve  genetik
transformasyonun basarili

sonu¢lanmasindan sorumlu genlerdir (Luo
ve Morrison, 2003; Prudhomme ve ark.,
2006; Perry ve ark., 2009).
ComX geninin varligi, Streptococcus
DNA
etkiledigi

cinslerinde disaridan

transformasyonunu olumlu
belirtilmektedir (Luo ve ark., 2003; Shanker
and Federle 2017). Ayrica bu gen gecici

olarak bir RNA polimeraz merkezi ile iliskili

olan ve son com genlerinin spesifik
transkripsiyonunun sonucunda Com
niikleotid dizi kutusuna baglanan bir

alternatif sigma faktoriidiir (Boutry ve ark.,
2013). Sigma faktorleri, RNA polimeraz
enzimine baglanan ve gen transkripsiyonu
baglatan odak noktalaridir (Hsu ve ark.,
2006). Genin transkripsiyonunu
baslatilmasinda rol alan sigma faktorii, gen
yapisina ve o genin transkripsiyonunu

baslatmak i¢in gerekli cevresel sinyallere

baghdir (Paget, 2015). Diger taraftan
genlerin  promotdr  dizilerinin  RNA
polimeraz  tarafindan  se¢ilmesi  ve

baglanmasi da RNA polimeraz ile iligkili

olan sigma faktoriine baghdir (Ho ve
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Ellermeier, 2012). Bu acidan streptokok
tiirlerde transkripsiyon etkinligin kontroli
sigma X faktorii (o ) ile saglanir ve bu
faktor tiirlerde dogal transformasyonun
diizenleyicisi gorevi goriir (Fontaine ve ark.,
2015). Transkripsiyonel aktivasyonunda
diizenleyici bir rol alan comX’in, dogal
izolatlarda gen transfer yatkinlig ile iligkisi
tam olarak belirlenememistir. Bu ¢alismada,
Tirkiye’nin gesitli bolgelerinden toplanmig
izole edilen

dogal yogurtlardan

Streptococcus  thermophilus  izolatlarinda

ozellikle gec evrede kompetent ozelligi
saglayan genlerin tezahiirii i¢in gerekli olan
comX geninin varligi PZT amplifikasyonu
ile tespit edilmis ve izolatlarin gen transfer
ile

frekanslar1  konjugasyon calismalari

belirlenmistir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Mikroorganizmalar ve Bilyiime
Sartlari

Calismada molekiiler tanimlamalari
yapilmus 106 farkli S. thermophilus izolati

ve E.coli (EC1000) susu kullanilmistir.

[zolatlar Kahramanmaras Siitcii Imam

Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Zootekni

Boliimii, Biyoteknoloji ve Gen Miihendisligi
laboratuvar1 kiiltiir koleksiyonundan temin

edilmistir. Referans EC1000 susu, S.

thermophilus ve E. coli’de replike olabilen

pNZ276 plazmitini tagimaktadir.

Streptococcus thermophilus izolatlar1 siikroz

ile  zenginlestirilmis M17  besiyerinde
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(SM17) (Merck, Almanya) ve E.coli susu ise
Luria Bertani Broth (LB) besi yerlerinde
kiiltiire alinmistir (Sambrook ve Russell,
2001). Kati SM17 ve LB hazirlamak igin
besiyerine %1,5 agar ilave edilmistir.
Streptococcus thermophilus suslar 42 °C’de
ve E. coli susu 37°C ’de kiiltiire alinmustir.
2.2. Molekiiler Calismalar
NCBI'daki streptokoklara ait comX
gen bolgesi niikleotid dizisi Clone Manager

9 programi kullanilarak analiz edilmis ve

spesifik  amplifikasyon i¢in  primerler
(ComXF: 5
ATGGAACAAGAAGTTTTTGTTAAGGC

3, ve ComXR: 5’
TCAGTCTTCTTCATTACA-TGGATCAA

3’) tasarlanmistir. PZT amplifikasyonu
islemi toplam 40 ul hacimde

gergeklestirilmistir. Her bir reaksiyon; 4 ul
buffer (10X) [500 mM Tris-HCI (25°C’de
pH 8,0), 50 mM MgClz, 10 mM DTT], 1 ul
dNTP (1 mM), ileri ve geri primerlerden
I’er ul (20 pmol), 0,5 ul DNA polimeraz (5
uw/pl) [25 mM Tris-HCI (pH 7,5), 0,1 mM
EDTA, 1 mM DTT ve %50 (v/v) gliserol], 1
ul kalip DNA (~400 ng/ml) ve 40 pl’ye
tamamlamak tizere 31,5 ul dH20 eklenerek
hazirlanmistir. PZT isleminde, 94 °C de 1
dak DNA’nin denatiirasyonu, 55 °C de 30 sn
primerlerin yapismasi, 72°C de 1 dak uzama
sicaklig olarak ayarlanmis ve PZT 35 dongi
olarak yapilmistir. Koloni PZT isleminden
once koloniler 95 °C de 5 dakika muamele

edilip daha sonra PZT isleminde kalip DNA
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olarak kullanilmigtir. Amplifikasyon islemi
sonucunda elde edilen PZT fiiriinleri agaroz
jelde (%1 w/v) kosturulmus ve Et-Br (0,5
pg/ml) ile 15 dakika boyandiktan sonra UV
15181 (312 nm) altinda goriintiilenmistir. PZT
ile amplifiye edilen comX gen bolgesinin iki
yonli  olarak  niikleotid  dizilemesi
yapilmistir. Elde edilen niikleotid dizisi,
Clone Manager 9, ClustalX ve UPGMA
yontemine gére MEGA 6.0 programlar ile
analiz edilmistir (Thompson ve ark., 1997;
Nei ve Kumar, 2000).
2.3. Bakterilerin Konjugasyon
Ozelliklerinin Belirlenmesi
Konjugasyon frekansini belirlemek i¢in
kullanilacak olan izolatlarin comX gen
bolgesi varligin PZT amplifikasyonu ile
belirlenmistir. comX amplifikasyonu pozitif
olan izolatlarin  konjugasyon  Ozelligi
acisindan transkonjugasyona daha uygun
olabilecegi  Ongoriildiiglinden  izolatlarin
comX geni varligina baglh konjugasyon
Ozellikleri test edilmistir. Alict hiicreler (S.
thermophilus  izolatlar1) SM17  agarh
besiyerine yayma ekim ile ekilerek petri
ylizeyini kaplayacak sekilde g¢ogaltilmigtir.
pNZ276 plazmidini tasiyan E. coli susu LB
Agar besi yerine dort farkli bolgeye inokiile
edilmigtir (Sekil 1). pNZ276 plazmidini E.
coli ve S. thermophilus tirlerinde replikle
olabilen, eritromisin antibiyotik direncli, 4.2
kb’lik bir plazmittir. Eritromisin duyarl Str.
thermophilus (alic1) ile ayni antibiyotige
E. (dondr)  bakterileri

direncli coli
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eritromisin igeren secici petride (SM17)
birlestirilmistir (Sekil 1). Secici petrilerin 16
saatlik inkiibasyonu takiben,

E.

potansiyel

transkonjugantlarin coli  veya S.

thermophilus ~ ayrimlart  katalaz  testi

sonucuna gore sec¢ilmistir.  Eritromisin

antibiyik direngli ve katalaz negatif

koloniler transkonjugant koloniler olarak

secilmistir.

3. Sonugclar ve Tartisma

Calismada kullanilan, 106 adet

Streptococcus ~ thermophilus  izolatinin
konjugasyon potansiyelinin tespit edilmesi
icin, konjugasyon ile iligkili comX genin
amplifikasyonu yapilmistir. PZT
amplifikasyonu yapilan 106 Streptococcus
thermophilus  izolatinin 46  tanesinde
yaklasik uzunlugu 497 bg¢ olan comX gen
bolgesi varligt tespit edilmistir (Sekil 2).
PZT amplifikasyonu
Orneklerden BioSt-7, 16, 19, 23, 24, 25, 29,

30, 36, 37, 42 ve 46 nolu izolatlarin

belirlenmis

konjugasyon ozellikleri incelenmistir. Bu

izolatlar selektif besiyerindeki biiylime
ozellikleri dikkate alinarak belirlenmistir.
Normal sartlarda Eritromisinli besiyerinde
gelisemeyen  Streptococcus — thermophilus
bakterileri pNZ276 plazmitini tasiyan E.coli
bakterileri ile Eritromisin igeren besiyerine
ekildiginde transkonjugasyona bagli gelisme
gostermislerdir (Sekil 3). Bunun sonucunda
comX bolgesine sahip izolatlarinin plazmit

kazanimlarinin yiiksek veya diisiik siklikta
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olup olmadiklari saptanmistir.
Transkonjugant petrideki, kolonilerin E. coli
ve S. thermophilus ayrimi, hidrojen peroksit
kullanilarak katalaz testi ile yapilmustir.
Katalaz pozitif koloniler E.coli sayisini
(ylizdesini)  katalaz  negatif  koloniler
Streptococcus thermophilus koloni sayisini
(ylizdesini) bu
izolatlarda BioSt-19, 24, 25, 29 ve 42 nolu

% 40’1n

bildirmistir.  Calisilan
susun konjugasyon frekansi
tizerinde oldugu (Cizelge 1) ve comX gen
varligi bakimindan pozitif olan izolatlar
olduklar tespit edilmistir. Transkonjugasyon
orani, comX gen varligi bakimindan negatif
olarak belirlenen izolatlarda (BioSt-7, 36 ve
37) % 10’un altinda oldugu goriilmustiir.
diger izolatlarin  konjugasyon
frekansi dikkate alindiginda, BioSt-16"nin %
22, BioSt-22’nin % 36, BioSt-30’un % 19 ve

BioSt-46’nin % 31 oldugu tespit edilmistir.

Ayrica

Bu sonu¢ konjugasyon frekansinin sadece
comX gen varlig ile agiklanabilmesi
olgusunu smirlamaktadir. comX gen bolgesi
yoniinden pozitif olarak belirlenen 8 izolatin
(BioSt-16, 19, 23, 24, 25, 29, 42 ve 46)
comX gen bolgesi niikleotid dizilimi ileri ve
geri  okumalarla  belirlenmigtir.  Daha
sonrasinda niikleotid ve protein dizilerindeki
farkliliklar analiz edilmistir (Sekil 4). comX
gen bolgesinin amino asit dizisinin BLAST
analizi, belirlenen tiim dizilerin comX gen
bolgesine (RNA polymerase sigma-70
factor) ait oldugunu gostermistir. BioSt-24

izolatindan elde edilen niikleotid dizilemesi,
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diger izolatlardan farkli amino asit

dizilimleri gostermistir (Sekil 5). Referans
olarak kullanilan S. thermophilus NDO7 (Ac.
No: CP016394.1) susunun comX gen
bolgesine gore, dizi analizi gergeklestirilen
tim BioSt izolatlarinin 60. niikleotid
pozisyonundaki Guanin Timine (G—T),
267. pozisyonundaki Timin Sitozine (T—C)

dontistirken, BioSt-19 ve BioSt-24’deki 229.

pozisyondaki  sitozin adenine (C—A)
doniismiistiir. Dikkat c¢eken nokta bu
pozisyonlardaki  niikleotid degisiklikleri

translasyonda degisiklige yol ag¢mazken,

BioSt-24’deki  215. pozisyonda bulunan
adenin niikleotidi yerini timin aldiginda
(A—T), amino asit diziliminde 72.
pozisyonunda polar bir amino asit olan
asparajin (N), apolar bir amino asit olan
izolosine (I) donlismiistiir. Elde edilen
protein dizilimindeki amino asit degisikligi
proteinin ii¢ boyutlu yapisinda degisiklige
neden olmus olabilir. Bunun i¢in daha
ayrintili olarak protein yapisinin ¢alisilmasi

gereklidir. Ancak BioSt-24 nolu izolattaki

amino asit degisikliginin (N—-D)
konjugasyon frekansi o&zelligini artirdigi
belirlenmistir.

Gilincel  c¢alismalar  bakterilerde
kompetans hiicre 6zelliginin kontroliinii
saglayan comAB, comCDE ve comRS
operonlarinin ~ yaninda, ge¢  genlerin
aktivasyonunu saglayan comX geninin

roliiniin nedenli 6nemli oldugunu ortaya

koymaktadir (Kaspar ve ark., 2015;
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Tovpeko ve Morrison, 2016; David ve ark.,
2017). comX geninin yiiksek oranda ifade
edilmesi ise S. thermophilus’da kompetans
bir ifadeyle

frekansini, diger

transkonjugasyonu tesvik etmektedir
(Blomqgvist ve ark., 2006). Bu nedenle
mevcut ¢alismada kullanilan Streptococcus
thermophilus izolatlarinin (BioSt-7,-16, -19,-
23,-24,-25,-29, -30, -36, -37, -42 ve -46)
farkli konjugasyon frekansina (%10< ve
>%40 ) sahip olmas1 comX geninin degisik
oranlarda  ifade  edildigini  gOsterir
niteliktedir. Benzer sekilde, Lactococcus
lactis ssp. cremoris susunda comX gen
niikleotidlik

bolgesindeki  tek

yapay
mutasyonla dogal DNA transformasyonun in
vitro olarak aktive edilebildigi belirtilmistir
(David 2017).

lactis’deki

ve ark., Lactococcus

dogal kompetans 0Ozelliginin
Streptococcus thermophilus’a benzer bir
yapr gosterdigi bilinmektedir (Mulder ve
ark., 2017). Bu noktada mevcut c¢aligmada
kullanilan  BioSt-24  susunun niikleotid
dizisindeki 215. pozisyonda bulunan Adenin
niikleotidinin  Timin ile yer degistirmesi
(A—T), amino asit diziliminde 72.
pozisyonunda polar bir amino asit olan
asparjini (N), apolar bir amino asit olan
izolosine (I) doniistiirmiis ve bu mutasyon
susun konjugasyon frekansinin artmasina
neden olmustur.

Gida endiistrisinde kullanilan laktik
asit bakterileri,

genel itibariyle genetik

ozellikleri yoniinden modifikasyon
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potansiyeline sahiptirler (Mayo ve ark.,
2008; Mulder ve ark., 2017). Bu agidan siit

endustrisinde son derece Onemli olan S.

thermophilus’a metabolik ozellikler
kazandirilmasi amaciyla tek niikleotid
farklilk  (SNP) ve c¢er¢eve kaymasi

mutasyonlart kullanilarak gen {iriinlerinin
aktivasyonu veya gelistirilmis 0Ozelliklere

sahip  starter suslarin  olusturulmasin

glinimiiz ~ biyoteknolojik  yontemleriyle

miimkiindiir. Fakat bu bakterilerin genetik

mithendislik  yontemleri ile disaridan
miidahale ile yeni ozelliklerin
kazandirilmas1  yerine dogal suslardaki

konjugasyon o6zelliklerinden yararlanilarak
yeni suslar1 gelistirilmesi endiistri i¢in daha

ucuz, insan tiiketimi i¢in daha giivenli

16

olabilecektir (David ve ark., 2017). Bu

calismalarin  etkili  olabilmesi  iginde

konjugasyon Ozelligine sahip genlerin
molekiiler 6zelliklerinin ve fonksiyonlarinin

tam olarak bilinmesi son derece Onemlidir.

Bu acidan mevcut calismada sunulan
sonuglar dogal izolat olan S.
thermophilus’larin ~ sahip oldugu comX

geninin suslara gore farklilik igerebilecegini
ve konjugasyon 6zelligini degistirebilecegini
gostermistir. Bu nedenlerle comX geni ve
dogal DNA transformasyonu ile iligkili diger
gen bolgelerinin  fonksiyonlarinin  agiga
c¢ikarilmasi yoniindeki ¢aligmalar yeni laktik
asit bakterisi kiiltlirlerin elde edilmesine

onculiik edecektir.
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pPNZ276
4200 bg
Segici petri (Ery)

Alicr Hiicre
(Streprococcus thermophilus)

Donér Hiicre
(E. Coli)

Transkonjugant

Steril Disk

Sekil 1. Transkonjugasyon isleminin sematik gosterimi. Alict hiicre S. thermophilus (eritromisine direngsiz),
donor hiicre E. coli (eritromisine direngli ve pNZ276 igeren EC1000 susu) ve steril disk (121 °C’de steril
edilmis, petri biiyiikliigiinde kadife pargasi).

Schematic representation of transconjugation process. The recipient cell is S. thermophilus (without
erythromycin resistance), donor cell E. coli (ECI1000 strain with erythromycin resistance and pNZ276) and
sterile disk (velvety in petri dish size sterilized at 121 ° C).

M 10 16 17 19 20 24 25 26 29 30

. = — = g e

32 42 46

Sekil 2. Streptococcus thermophilus izolatlarinda comX gen bolgesinin amplifikasyonu. (M) 100 b¢ DNA
standarti, (10-46) bakteri numarast.

comX gene amplification in Streptococcus thermophilus isolates. (M) 100 bp DNA standard, (10-46) bacterial

number
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Sekil 3. Konjugasyon igleminde kullanilan petri goriintiileri, A: E. coli (pNZ276), B: BioSt-29, C: Antibiyotiksiz
besiyerinde gelisen S. thermophilus ve E. coli, D: Antibiyotikli besiyerinde gelisen S. thermophilus ve E. coli.

Petri dishes used in the conjugation process, A: E.coli (pNZ276), B: BioSt-29, C: S. thermophilus and E. coli
developed in antibiotic-free media, D: S. thermophilus and E. coli developed in antibiotic media.

oot s T T T ]
Ref_S.thermophilus-strain-NDO7 1  MEQEVFVKAY EKVRPIVLKA FROYFIQLWD QADMEQEAMM TLYQLLKKFP DLEKDDDKLR RYFKTKFRNR LNDEVRROES
BioSt-16 1 - 20T
BioSt-19 1 - e idaaaaans mesaaaaasa msaeasasss susssasana smasessasa msasasasss sssssassna
BioSt-23 1 e - 2 e e e et e eeeee e e
BioSt-24 1 e e i iiiits sieisasans sssesanasa ssaesenens sasamsmsas . | IR
BioSt-25 1 s e e e e e e .
BioSt-29 1 e o e e e e e eeeeaaaa.
BioSt-42 1 e A
BioSt-46 1 e e e e e et e e e

Sekil 4. Caligmada kullanilan BioSt izolatlari ve S. thermophilus bakterisindeki comX geninin amino asit dizilerinin
homolojisi (Clustal W sonucu, |; amino asit farklilig).

Homology of the amino acid sequences of the comX gene in S. thermophilus and BioSt isolates used in current
study (ClustalW result, |;amino acid difference).
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Cizelge 1. Dogal izolatlarin konjugasyon potansiyeli (*; koloni sayisi+standart hata).
Conjugation potential of natural isolates (*; number of colonies + standard error).

izolat No Katalaz comX

Koloni sayis1 Transformasyon

amplifikasyon Frekans1 %

- +* 74.334£21.5 22.01
- 4 143.00+32.1 42.35
- +* 123.33426.1 36.53
- 4+ 337.67£9.5 100.00
= + 143.67+28.0 42.55
- + 169.67+21.5 50.25

+ 64.00+6.6 18.95

-
g - 28.33x1.5 8.39
g - 10.00+4.0 2.96
- 4 196.33+9.1 58.14
. I 105.00+3.0 31.10
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