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Aydin ilinde Termofilik Cevreden izole Edilen Mayalarin
Molekiiler Tanisi
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Oz: Termofilik mayalarin izolasyonu igin Aydin ili Buharkent ilcesi Bereket Jeotermal
tesislerinin ¢evresindeki toprak ve su 6rnekleri materyal olarak kullaniimistir. Elde edilen
veriler ve analizler sonucunda, izolatlarin %98 ve %99 gibi degisen oranlarda belirli tirlerinin
ITS1 ve ITS2 bdlgeleriyle homoloji gdsterdigdi tespit edilmigtir. Bu turlerin GenBank'ta kayitli
Saccharomyces cerevisiae strain levure 23, Candida albicans, Candida albicans strain
m74a, Cyberlindnera jadinii strain ATCC 22023, Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces
marxianus strain P2, Pichia manshurica strain h79b, Candida glabrata strain 86A adli maya
suslari oldugu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Toprak, Su, Termofilik maya, izolasyon, ITS, Filogenetik analiz.

Molecular Identification of Yeasts Isolated from Thermophilic
Environment in Aydin Province

Abstract: For the isolation of thermophilic yeasts, soil and water samples around of
Bereket geothermal plants in Buharkent district of Aydin province were used as material. As a
result of the obtained data and analyzes, it was determined that certain strains showed
homologies with the regions of ITS1 and ITS2 at the rates of 98% and 99% of the isolates.
These species are registered in GenBank Saccharomyces cerevisiae strain levule 23,
Candida albicans, Candida albicans strain m74a, Pichia jadinii strain ATCC 22023,
Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces marxianus strain P2, Cyberlindnera jadinii
strain h79b and Candida glabrata strain 86A are identified as yeast species.

Key words: Soil, Water, Thermophilic yeast, Isolation, ITS, Phylogenetic analysis.

Giris

Mayalar dodada yaygin olarak bulunan
genellikle tek hicreli, 6karyotik mantarlardir.
Maya tirleri zorunlu aerobik veya fakiltatif
anaerobik 6zellige sahiptirler. Mayalar tomur-
cuklanma yoluyla eseysiz ve eseyli olarak
Urerler. Codu maya, yiksek sekerli cevresel
drneklerden izole edilebilir. Uziim, elma veya
seftali gibi meyvelerde bitki 6zsuyu sizmalarinda
bulunur. Bazi mayalar da toprak ve béceklerde
bulunur (Lee,1996).

Birgcok maya, Ascomycota bélimine ait
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olmakla beraber bazilari Basidiomycota'ya
aittirler. Candida albicans gibi bazi maya tirleri
insanlarda enfeksiyona yol acabildigi gibi
Rhodotorula turleri de dus perdelerinde ve
evdeki nemli ylzeylerde yasar ve ylzeyler
Uzerinde lekeli bir gérinim olusturur (Pfaller ve
Diekema, 2004; Charles ve ark., 2005).

Bazi mayalarin insanlarda ve gevrede
yarattiklari olumsuz etkileri olmasina ragmen
bircok maya tirinun faydal fizyolojik 6zellikleri
olmasi nedeniyle biyoteknoloji alaninda
kullaniimalari gok yaygindir.
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Mayalar endistriyel proseslerde en fazla
kullanilan mikroorganizmalardandir. Cesitli
gidalarin hem dretilmelerinde hem de
bozulmalarinda énemli role sahiptirler.
Fermantasyon yeteneklerinin ¢ok yiksek olmasi
nedeniyle alkol, sarap, bira ve ekmek
endustrisinde ¢ok genis bir kullanim alani
bulmuslardir (Vaughan-Martini, 2003).
Mayalarin &karyotik hiicre yapisinda olmalari,
laboratuvar sartlarinda kolayca uretilebilmeleri
ve genetik dizeyde manipulasyonlar
yapilabilmesi gibi 6zellikleriyle molekuler biyoloji
calismalarinda da 6nemli bir yeri vardir (Lopes
ve ark., 1998).

Son yillarda yapilan ¢alismalar mikrobiyal
yasamin spesifik ¢evrelerle sinirl olmadigini,
mikrobiyal kominitelerin ylksek sicaklik, yliksek
tuz, dusuk sicaklk, asidik, alkali pH ve yiksek
basing gibi ekstrem olarak bilinen ¢evrelerde de
bulunabilecegini ortaya koymustur. Bu ekstrem
cevrelerde yasayan mikroorganizmalar
ekstremofiller olarak adlandirilirlar (Van den
Burg, 2003). Ekstremofilik mikroorganizmalarin,
yiksek sicaklikta yasayan Gyeleri termofillerdir.
Yiksek sicaklikta Ureme, diger mikroorganiz-
malar ile kontaminasyon riskini de azaltir. Ayrica
termofilik mayalarin enzimleri 6zel avantajlara
sahiptir.

Enzim teknolojisinin giderek gelismesi
drunlerin kullanim alanlarinin gesitliligi ve
ekonomik degerinin ¢ok yuksek olmasi
nedeniyle biyoteknolojinin endustriyel enzimler
ile ilgili alaninda yapilan c¢esitli aragtirmalar daha
da énem kazanmaktadir. Ozellikle son yillarda
stratejik alan seklinde degerlendirilen
rekombinant DNA teknolojisinden yararlanilarak
enzim Uretimi buyuk boyutlara ulasmis ve
kullanimi giderek yayginlasmistir (Fernandez-
Espinar ve ark., 2006). Etanol uretimi icin de
termofilik mikroorganizmalardan yararlanma
mumkindur ve birgok avantaj saglamaktadir.

Taksonomide kullanilan geleneksel
yéntemler, mikroorganizmalarin ekolojik kaynak,
morfoloji, fizyoloji ve Ureme gibi fenotipik
6zelliklerini belirlemeye dayanmaktadir.
Biyoteknolojik olarak buyuk bir Sneme sahip olan
maya turlerinin klasik ydntemle tanilanmasi hem
zaman alici hem de daha az glvenilirdir. Bu
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nedenle son yillarda mayalarin tanimlanmasi ile
ilgili DNA esasli degisik yoéntemler Uzerinde
durulmustur (Lopes ve ark., 1998; Vaughan-
Martini, 2003). Molekuler taksonomi alaninda
yapilan ilk ¢alismalarin ardindan tanimlamada;
ribozomal RNA (rRNA) veya tamamlayici
molekli olan ribozomal DNA (rDNA)'daki belirli
bolgelerin hedeflendigi cesitli tekniklerin
gelistirildikleri ve gunumuzde de siklikla
kullanildiklari bilinmektedir (Vaughan-Martini,
2003; Hierro ve ark., 2004). Filogenetik
¢alismalarda da kullanilan bu ydntemler; 26S
rDNA, 18S rDNA veya 18rDNA' daki ara
bolgelerin (ITS1, ITS2, ITS3, ITS4)
tanimlanmasina yoéneliktir. Gunimuzde, DNA
baz dizi analizi ¢aligmalari sonucunda oldukga
fazla sayida veri bankasinin olusturulmasi ve
PCR teknolojisinin gelistiriimesiyle, mayalarin
hizli ve dogru bir sekilde tir ve sus dizeyinde
tanimlanmalari midmkin olabilmektedir (Lopes
ve ark., 1998; Van Der Vossen ve ark., 2003).

Bu calisma ile Aydin ilinde termofilik
cevrelerden izole edilen termofilik maya
suslarinin PCR teknigi kullanilarak hizli ve dogru
bir sekilde tanilanmalari ve tanilanan suslarin bir
sonraki calismalarda endustriyel kullanim
potansiyellerinin arastiriimasi amaclanmistir.

Materyal ve Metot

Toprak Orneklerinin Toplanmasi

Aydin ilinde Buharkent Bereket Jeotermal
Su kaynagi ¢evresinden (Enlem: 37° 56" 62' ;
Boylam: 28° 51"51" ; Yukseklik: 138 m) 7 adet
toprak, 2 adet su 6rnegi aseptik kosullara uygun
olarak alinmistir. Ornekler steril kilitli posetlere
konularak laboratuvara getirilmistir (Zhang ve
ark.,2014).

Mayalarin izolasyonu

Laboratuvara getirilen toprak ve su
drnekleri, 107, 10%, 10° ve 10™e kadar seyrel-
tilerek dilisyonlari hazirlanmistir.

Hazirlanan seyreltmelerden sodyum
propiyonat iceren YGC agar (%4 Yeast Extract
Glucose Chloramphenicol Agar, % 0,1 Sodyum
Propiyonat) petrilerine yayma ekim teknigi
kullanilarak, ekim yapilmistir.
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25-30 °C de 3-7 gun inkUbe edildikten sonra
maya kolonileri segilerek, YEP Agar (10 g/L
Yeast Extract, 20 g/L Bacto-peptone, 20 g/L
Agar, 20 g/L Dextrose) besiortaminda gelis-
tirilmis ve 200 g/L skim milk igerisinde
saklanmistir (Geng ve Cildir, 2012; Zhang ve
ark.,2014).

Molekiler Tanilama

DNA izolasyonu, Hoffman ve Winston
(1987)'nin modifiye edilmis metodu ile
gerceklestiriimistir. Maya izolatlar YEP Agar'da
30 °C de 24 saat gelistirildikten sonra hiicreler 1
mL steril distile suda stispanse edilmistir.14,000
rpm de 2 dk santrifiij edilerek, hiicreler toplanmis
ve fenol-kloroform yéntemi uygulanmistir. Elde
edilen DNA ekstraksiyonu %1'lik agaroz jel
elektroforezinde yiratiimastar.

% 1 konsantrasyonda 0,5 X TBE tamponu
ile hazirlanan 100 mL'lik agaroz jel igine ticari
olarak satilan SafeView jel gorintileme
boyasindan 3.5pL konulmustur. Donan jel
kuyucuklarina DNA &6rneginden 5 pL, 6X
Loading Dye DNA ¢oktirme boyasindan 5pL ile
karistirilarak kuyucuklara doldurulmustur. ilk
kuyucuga DNA'nin blyUkligini anlamak igin
marker olarak 1kb'llk DNA Ladder eklenmistir.
DNA'nin jeldeki gortntisiini elde etmek icin 40
dakika elektrik akimi (80 volt) uygulanmistir.
DNA UV goéruntuleme cihazinda
gorunttlenmistir. Total DNA konsantrasyonu ve
DNA Kkirliligi de NanoDrop'ta 6lgim yapilarak
belirlenmistir.

. oy =

yapilabilmistir (Tablo 1).
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PCR denemesi, Dlauchy ve ark.,
(1999)'na gore yapilmistir. 30 pL reaksiyon
hacmiicin 0,5 pL DNA polimeraz (2 U/ L, 0,3 pL
dNTP, 3 uL 10X tampon, 3 pyL MgCl, (25 mM), 3
ML primer (10Mm) kullaniimistir. PCR denemesi,
White ve ark. (1990)'nin tanimladigi primerler ile
gergeklestirilmistir.

ITS1(5°-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3°)
ITS4 (5°-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3")

PCR kosullari, 94 °C de 5 dk, 57 °C de 30
sn, 72 °C de 1dk, 72 °C de 5 dk olarak
yapilmigtir.

Elde edilen PCR urlnlerinin sekansi
Almanya'daki GATC BIOTECH Firmasi tarafin-
dan gerceklestiriimis ve sekans analizi ABI
Primse sekans sistemiile yapilmigtir.

Filogenetik Agacin Olugturulmasi

Filogenetik agac¢, 300bg¢-700bg¢
arasindaki uzunlugunda diziler baz alinarak
neighborjoining metot kullanilarak olusturul-
mustur (bootstrap analizleri 1000 tekrarli olarak
gergeklestirilmistir).

Bulgular

Mayalarin izolasyonu

Aydinilinde Buharkent Bereket Jeotermal
Su kaynagi gevresinden maya izolasyonu igin
toprak ve su ornekleri alinmistir (Sekil 1). Fakat
sadece toprak Orneginden maya izolasyonu

Sekil 1.Aydinili Buharkent Bereket Jeotermal Su kaynagi. HBM1, HBM2; HBM3, HBM4, HBM5,
HBM6, HBM7, HBM8, HBM9 izolatlari icin alinan su ve toprak érneklerinin dogal gérintisa.
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Tablo 1.Maya izolasyonu igin alinan érnek gesitleri ve izolat numarasi

Ornek Cesitleri izolat Numarasi
Toprak (1) HBM1, HBM2
Toprak (2) HBM3
Toprak (3) HBM4, HBM5
Toprak (4) HBM®6
Toprak (5) HBM7
Toprak (6) HBMS8
Toprak (7) HBM9
Su (1)
Su (2) _
YEP Agar besiortaminda gelisen maya kolonilerin vejetatif hiicre yapilari 100x
kolonileri saflastirimistir (Sekil 2). Saflastirilan immersiyon objektifinde incelenmistir (Sekil 3).

Sekil 2.izolasyonu yapilan bazi maya kolonilerinin YEP Agar besiortaminda gériintiis

HBM3 |, - ¥  ysM7

Y
a

¥ r - : b 3
—_—— - l . Kluyveromyces marxianus
10pm Candida albicans 10pm strain P2

Sekil 3.Saflastirilan izolatlara aﬁveTetatif hticre yapilarinin 100x immersiyon objektifindeki
mikroskobik goérintisi
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Molekiiler Tanilama
HBM1, HBM2; HBM3, HBM4, HBM5, HBM6, HBM7, HBM8, HBM9 olarak numaralandiriimis 9
izolata ait DNA'larin agaroz jel elektroforezindeki géruintisi verilmistir (Sekil 4).

Sekil 4.9 izolatin toplam DNA'larinin agaroz jel elektroforezi gérintilenmesi.
Marker olarak 1kb'lik DNA Ladder kullanilimigtir. 1:HBM1, 2:HBM2; 3:HBM3; 4:HBM4; 5:HBM5; 6:HBMG;
7:HBM7; 8:HBMS; 9:HBM9

Total DNAkonsantrasyonu ve DNAKirliliginin NanoDrop'ta 8lgtim degerleri (Tablo 2)' de verilmistir.

Tablo 2. Total DNA konsantrasyonu ve DNA kirliliginin NanoDrop'taki 6lgiimi

izolat Numarasi Nukleik Asit ng/pL 260/280(Abs) Ornek Tipi
HBM1 136,5 ng/uL 1,92 DNA
HBM2 806,5ng/uL 1,73 DNA
HBM3 577,9 ng/uL 1,86 DNA
HBM4 989,6 ng/uL 2,01 DNA
HBMS 711,2 ng/uL 1,78 DNA
HBM6 1038,4 ng/pL 1,83 DNA
HBM7 639,3 ng/uL 1,97 DNA
HBMS8 281,2 ng/uL 1,88 DNA
HBM9 412,4 ng/uL 1,91 DNA
PCR Urinleri Agaroz Jel Elektroforezinde HBM1, HBM3, HBM4, HBM5, HBMS6,
yirutilmas ve UV 1si1ginda jel goéruntusi HBM7, HBM8 ve HBM9 numarali izolatlarin
alinmistir (Sekil 5). GenBank'ta kayith tirlerle benzerligi
Elde edilen sekanslarin BioEdit 7.1.3 bulunmasina ragmen izolat HBM2'nin
programi kullanilarak, baz dizilimleri ve GenBank'ta karsihd tespit edilememistir. Bu
hizalamalari yapilmistir.Hizalama yapildiktan nedenle toplam 8 izolatin GenBank'taki karsiligi
sonra elde edilen diziler NCBI Blast saptanmustir. izolatlarin numaralari, tar isimleri,
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/blast/Blast.cgi) ile accession numaralari, depolanmig tirlere
GenBank'taki kayitli dizilerle karsilastiriimis ve benzerlik yiizdeleri ve identifikasyon skorlari
turler tespit edilmistir. Tablo 3'de verilmigtir.
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Sekil 5. Maya izolatlarina ait PCR Urlnlerinin agaroz jel elektroforezinde goriintilenmesi (1. kuyucuk:
HBM1; 2. kuyucuk: HBMZ2; 3. kuyucuk: HBMS; 4. kuyucuk: HBM4; 5. kuyucuk: HBMS5; 6.
kuyucuk: HBMG; 7. ve 8. kuyucuk: HBM7; 9. ve 10. kuyucuk: HBMS8; 11. ve 12.. kuyucuk:
HBM?9; M:1kb DNA Ladder, 100bg- 2500bg).

Tablo 3. Elde edilen sekanslarin GenBank'taki kayitli dizilerle karsilastiriimalari ve tespit edilen tir isimleri

|zolat Tiir ismi Accession Benzerlik (%) Max. Skor
Numarasi Numarasi
Saccharomyces
HBM1 cerevisiae strain KT726925.1 98 307
levure 23
DNA’sI elde edilmis
HBM2 fakat tur ismi tespit
edilememistir. - - -
HBM3 Candida albicans GU373665.1 99 318
Candida albicans
HBM4 strain H295B KP675008.1 99 316
Pichia jadinii strain
HBM5 ATCC 22023 AF335929.1 99 321
HBM6 Saccharomyces KP998094.1 99 311
cerevisiae
HBM7 Kluyveromyces KF851351.1 99 398
marxianus strain P2
Pichia manshurica
HBM8 strain H79a KP674783.1 98 283
HBM9 Candida glabrata KP764981.1 98 297
strain 86A

Tablo 3'deki mayalar, Adnan Menderes Universitesi, Fen/Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Balimii,
Mikrobiyoloji Laboratuvari stoklarinda kodlanan izolat numaralar ile liyofilize halde saklanmaktadir.
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Filogenetik Analiz Sonuglari

Nisan(2017)8(1)48-59

Filogenetik agacin olusturulmasi icin MEGA 6 programi kullaniimistir. GenBank'dan elde edilen
referans organizmalarin ve bu galismada elde edilen izolatlarin baz dizileri programa yiklenmistir. MEGA 6
biinyesinde yer alan ClustalW programi kullanilarak, baz dizi benzerliklerine gére siralanmistir. MEGA 6
programinin 1000 tekrarli “Bootstrap test of phylogeny” 6zelligi secilerek “neighbourjoining” 6zelligine
dayali olarak filogenetik agac olusturulmustur. Bu yéntemde taksonlar arasindaki yakinlik analiz edilmistir.

HBM3

—m: Candida albicans
i Candida albicans strain m74a HBM4

HBEM3

Pichia jadmi strain ATCC 22023

[ Saccharomyces cerevisiae strain levure 23 HEMI1
100 ——————— Saccharomyces cerevisiae HEMS

HEMT

Kluyveramyces marxianus strain P2

fro— Pictwa manshunca strain h79b HBMS

74— Candida glabrata strain 86A HBM9

Sekil 6. Suslarin MEGAG programi kullanilarak olusturulan filogenetik agaci. Dallarin yanindaki
rakamlar istatiksel bootstrap degerlerini gdstermektedir. istatistiksel olarak agactaki verilere
gore turler arasindaki % benzerlik ve yakinlik dereceleri hakkinda bilgi elde edilmistir

Tartisma

Termofilik mayalar bacteria ve archaea
turleri gibi daha yiksek sicakliklarda yasamaya
adapte olamazlar ve 60°C'nin Uzerinde yasayan
dkaryotikler de yoktur. Ustelik 60°C'nin lizerinde
Okaryotik organeller yasayamaz ve sadece
prokaryétik yagsam formlari olabilir (Madigan ve
ark., 2015). Bu yizden 40°C'nin Uzerindeki
sicakliklarda yasayanlar termotolerant/termofilik
mayalarin temsilcileri olabilir (Arthur ve Watson,
1976). Psikrofilik ve termofilik terimleri tanimla-
nirken organizmanin maya mi, ekstrem gevre-
deki prokaryot mu veya 6karyot mu olduguna
bakilmaksizin sadece turler dikkate alinarak
mikroorganizmalara goére yapilmaktadir.
Mayalarin Ust termofilik limiti, termofilik organiz-
malar icin en dusik limit tanimlamasi yaklasik
46°C'dir (Arthur ve Watson 1976; Madigan ve
ark.,2015).

Okaryotlardan bircogu, 40-45°C'den
ylksek isilarda yasamadiklari igin termofilik
mantarlar da uzun sire fark edilmemistir. Bir
asir 6nce Lindt tarafindan ekmekten ilk termofilik
mantar Mucor pusillus izole edilmis, ardindan
Tsiklinskaia tarafindan Thermomyces
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lanuginosus patatesden izole edilmistir. Bu
kiflerin her ikisi de tesadifen kesfedilmiglerdir.
Hugo Miehe, termofilik mantarlar ile ilgili genis
arastirmalar yapan ilk kisi olmustur. Miehe'in
yaptigl calismalardan dolayi termofilik
mantarlarin temel yagsam kosullari belirlenmigtir.
Cooney ve Emerson izole ettikleri 13 termofilik
mantar tirinld yasama ortamlarina goére
siniflandirmis ve bu alanda c¢aligsmalarin
artmasini saglamislardir (Deacon, 2007).

Termofilik mayalarin hepsinde olmasa da,
bazilarinda sitoplazmik zara bagli yag dolu
cisimcikler goérulmustir. Ayrica bu yapilarin
endoplazmik retikulumda da devam ettigi
gOsterilmigtir. Asil lipit depolanmasi, 50 °C 'de
degil, 37 °C 'de Ureyen hiflerde bulunur. Bu yag
cisimcikleri hentiz tam anlasilmamakla birlikte,
termofili mekanizmasi ile iligkili oldugu
dustnulmektedir (Hudson, 1987).

Termofilik mantarlar bulunduklari yerlere
gore, jeotermal bélgelerde Ureyenler ve cirimus
bitki kiimeleri, glbre gibi kendini 1sitan (self-
heating) kaynaklarda Ureyenler olmak Uzere iki
gruba ayriimiglardir.



MANTAR DERGISI/The Journal of Fungus

Jeotermal topraklar, dunyada bircok
yerde bulunur. Amerika Birlesik Devletleri'nde
Yellowstone Milli Parki'nda bu tur sicak su
kaynaklari bulunmaktadir. Buradaki topragin
6zelligi, 1sisinin 70 °C ve daha fazla olmasi, agir
metaller icermesi, pH'sinin 2-7 arasinda veya
daha az olmasi, az organik madde icermesidir
(Redman ve ark., 1999).

Dinyamiz'da solfatarik alanlar, hidro-
termal kuyular, sicak su kaynaklari gibi gesitli
jeotermal alanlardan aerobik termofillerin
izolasyonlari yapilmaktadir (Baker, 2001).
Yapilan c¢alismalarda, sicakhidin mikroorganiz-
malarin fizyolojik aktiviteleri ve gelisimleri
Uzerindeki en 6nemli faktdrlerden biri oldugunu
gOstermistir. Jeotermal kaynaklar acgisindan
oldukga zengin olan tlkemizde resmi kayitlara
alinmis 140 adet jeotermal saha bulunmaktadir.
iller bankasinin 2001 yilinda yayinlamis oldugu
listeye gore ulkemizdeki jeotermal kaynaklar ve
kuyu basi sicakliklari da verilmistir, bu
kaynaklardan bazilari da Aydin ilinde bulunmak-
tadir (Anonim, 2001).

Aslinda bu tir mantarlar ¢cevremizde ¢ok
yaygindir. Isisi 40-50 °C olan sicak sulardan,
topraktan, sicak havuzlardan, yagmur
ormanlarinin etrafindan, ¢amurdan, agag¢
yapraklarindan, topraktan hem mezofilik hem de
termofilik mantarlar bir arada izole edilmistir
(Deacon, 2007).

Aydin ili Buharkent Bereket Jeotermal Su
kaynag! cevresine birakilan termal sularin
sicakliginin minimum 65°C oldugunu bilindigine
gbre bulgulardan elde edilen veriler termofilik
mayalarin bu tir ¢evrelerde yaygin olgunun bir
gOstergesidir.

GUnUimizde mayalarin tanilanmalarinda
kullanilan kultarel yéntemlerin gecerliligi
olmasina ragmen mayalarin morfolojik, fizyolojik
ve Ureme gibi fenotipik 6zelliklerinde meydana
gelebilecek degisiklikler her zaman genotipik
Ozellik olarak yansimamaktadir (Vaughan-
Martini, 2003). Bu nedenle klasik yéntemlerle
yapilan tanilamada hata payinin fazla olmasi,
tekrarlanabilirlik ylzdesinin distik olmasi ve
zaman kaybina sebebiyet vermesi mimkin
oldugu icin son yillarda arastirmacilar tanila-
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mada molekuler metotlari kullanmaya yénelmis-
lerdir. DNA esasl olarak PCR teknolojisinin
gelistiriimesiyle mayalarin hizli, dogru ve
guvenilir bir sekilde tur ve sus dizeyinde
tanimlanmalari mimkin olabilmektedir.
Ozellikle ribozomal RNA (rRNA) veya ribozomal
DNA (rDNA)'daki belirli bélgelerin hedeflendigi
cesitli teknikler ginimuzde sikhkla kullaniimak-
tadir. PCR ile ¢ogaltiimis DNA bélgesinin
restriksiyon enzimleri ile kesimine dayanan
RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) ve RAPD (Randomly Amplified
Polymorphic DNA) kullanilan yéntemler
arasindadir. Tanilamada kullanilan DNA esasli
bu yéntemler; 26S rDNA, 18S rDNA veya
18rDNA' daki ara bélgelerin (ITS1 ve ITS2)
tanimlanmasina yoneliktir (Hierro ve ark., 2004).

Mayalarin tir tespiti ve tirler arasi iligki-
lerinin belirlenmesinde ITS bdlgelerinin kullanil-
masi yaygindir. ITS bdlgeleri ribozomal RNA
icerisinde tekrarlanan bir bélgedir. Bu bélgede 5'
external transcribed sequence (5' ETS), 18S
rRNA, ITS1, 5.8S rRNA, ITS2, 28S rRNA ve son
olarak da 3' ETS bdlgeleri bulunmaktadir.
Mayalarin tanilanmasinda ITS bélgesinin; ITS1,
ITS2, ITS5, ITS3 ve ITS4 primerleri ile
cogaltildiklari bilinmektedir (Schoch ve ark.,
2012).

Arxiozyma telluris (= Kazachstania
telluris) mayasi 28 ve 45°C arasinda dar bir
buyime sicakligi gdésterdigdi i¢in zorunlu
termofilik olarak siniflandinimistir. A. telluris'in
etanol de 37°C'de buyutildigu zaman
maksimum hicre verimine ulastigi géralmustar.
25°C'de buyime oldukga yavas ve 20°C'de ise
higbir bliylime goézlenmemistir, Ustelik bu
termotolerant Candida parapsilosis mayasindan
ziyade daha ¢ok termofilik bir karaktere sahip tur
oldugunu gosterir. A. telluris'in buyime igin Ust
biyime sicakligi yaklagik 45°C idi (Arthur ve
Watson 1976).

Kore'de topraktan izole edilen Y94T maya
susu daha yuksek sicakliklarda buyume
kapasitesine sahiptir. Sus, coklu tomurcuklanma
ile eseysiz Ureme, nisasta gibi ekstraselller
bilesiklerin yoklugu, negatif bir diazonyum
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mavisi B renk reaksiyonu ve artrosporlar, balistik
konidya ve askosporlarin yoklugu gibi karakte-
ristik 6zelliklere sahip oldugundan Candida
genusu icgine yerlestirilebilir. Diger belirli
fizyolojik karakterleri yaninda maksimum
biyime sicakligi 50-51°C olan ve diger
askomiset mayalardan ayrigsan kismi tek 26S
ribozomal DNA |1 bu susdur. Bu yeni sus
Candida thermophila olarak tanilanmistir (Shin
ve ark.,2001).

Calismada ITS béolgeleri kullanilarak
yapilan molekdiler tanilama sonucu % 98 oranin
da benzerlikle maya izolatlarinin tanilari
yapilmisgtir. Sadece bir tirin tanisi yapilama-
mistir. Bu da bize uygulanan tekniklerin
termofilik cevredeki mayalarin izolasyon ve
tanisi i¢cin gecgerli bir yéntem oldugunu
gbstermektedir.

Bulgularimiz olan Candida albicans,
Candida albicans strain m74a, Pichia jadinii
strain ATCC 22023, Saccharomyces cerevisiae,
Kluyveromyces marxianus strain P2, Pichia
manshurica strain h79b ve Candida glabrata
strain 86A turleri, Ulkemiz ve Aydin bdlgesindeki
jeotermal kaynaklarin bulundugu yerlerdeki
topraktan alinan ilk termofilik maya &rnekleri
olabilir. Cunku kayitlarda bu termofilik maya
orneklerine rastlanmamistir.

Dinya literatir kaynaklarinda mayalarin
cesitli cevrelerden izolasyonu ve tanilarinin ITS
bélgeleri kullanilarak yapildigini gésteren
fazlaca galismalar vardir. Senses-Ergul ve ark.,
(2006) gidalardan izole edilen bazi mayalarin
hem klasik hem de molekiler metotlarla
identifikasyonunu gergeklestirmislerdir. izole
edilen 22 adet maya susunda ITS-18S rRNAgen
bdlgesi sekanslanmis ve Candida parapsilosis,
Rhodotorula mucilaginosa, Debaryomyces
hansenii, Cryptococcus humicolus,
Cryptococcus albidus, Aureobasidium spp.,
Hanseniaspora valbyensis, Metschnikowia
pulcherrima, Lachancea thermotolerans, Pichia
anomala, Geotrichum candidum, Yarrowia
lipolytica olarak tanilanmigtir. Fitzpatric ve ark.,
(2006) izole ettikleri funguslarin filogenetik
identifikasyonu sonucunda Candida lusitaniae,
Candida guilliermondii, Debaryomyces
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hansenii, Candida albicans, Candida
dubliniensis, Candida tropicalis, Candida
parapsilosis ve Lodderomyces elongisporus
mayalarini tanilamislardir. Tofalo ve ark., (2009)
saraptan izole ettikleri mayalarin ITS gen
bélgelerini sekanslayarak, Candida apicola,
Candida zemplinina ve Zygosaccharomyces
bailii olarak osmotolerant maya tirlerini
identifiye etmislerdir. Choi ve ark., (2010)
topraktan 2 maya susu izole etmisler ve ITS1 ve
ITS2 gen bdélgelerini sekanslayarak,
Saccharomyces cerevisiae olarak belirlemis-
lerdir. Gonz’alez-Hern’andez ve ark., (2012)
etanol uretiminde kullanilan mayalarin
izolasyonunu ve molekdler identifikasyonunu
gercgeklestirmiglerdir. RFLP ydntemini
kullanarak Saccharomyces cerevisiae maya
tirdnd tanimlamiglardir. Kurtzman ve Robnett
(2013) izole ettikleri maya suslarinin filogenetik
identifikasyonunu yapmiglar ve Pichia sp.,
Saturnispora sp., Kregervanrija sp., Dekkera
sp., Ogataea sp, Ambrosiozyma sp.,
Barnettozyma sp., Cyberlindnera sp.,
Phaffomyces sp., Starmera sp.,
Wickerhamomyces sp., Kodamaea sp.,
Metschnikowia sp., Debaryomyces sp.,
Zygoascus sp., Yarrowia sp. olarak belirlemis-
lerdir. El-Latif Hesham ve ark., (2014) peyniralti
suyu gibi endustriyel atiklardan izole ettikleri
maya susunun 5.8S-ITS rDNA ve 26S rRNA gen
bolgelerinin sekansini yapmislar ve %99
benzerlikle Kluyveromyces marxianus ve
Kluyveromyces lactis olarak belirlemislerdir.
Suranska ve ark., (2016) beyaz peynirden izole
ettikleri maya suslarinin identifikasyonu igin ITS
gen boélgelerini kullanmiglar ve Debaryomyces
hansenii, Kluyveromyces lactis, Candida
zeylanoides, Yarrowia lipolytica, Galactomyces
geotrichum maya suglari tanilanmistir. Abdel-
Sater ve ark., (2016) deri ve tirnak 6rneklerinden
izole edilen 21 maya susunun ITS gen
bolgelerini sekanslayarak Saccharomycopsis
fibuligera, Candida galli ve Trichosporon
dohaense olarak tanilanmisgtir.
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Benzer ydntemler ile termofilik maya fazladir. Termofilik mayalar ve bunlarin taksono-
tirlerini tanilamamiz Candida Pichia misi ile yapilan calismalar olduk¢a azdir.
,Saccharomyces ve Kluyveromyces cinslerine Termofilik mikroorganizmalarin biyoteknoloji ve
ait turler tanilamamiz kullanilan tani yénteminin enzim biyoteknolojisinde kullaniminin énemi
gecerliligi agisindan oldukg¢a 6nemlidir. g6z 6ninde bulunduruldugunda toprak ve su

Suslarin MEGAG6 programi kullanilarak Orneklerinden izole edilen 8 termofilik mayanin
olusturulan filogenetik agacinda; Molekiler izolasyon ve tanisinin katkisi yadsinamaz.
tanilama icin kullanilan DNA bdlgesinde Calismamizda termofilik gevreden alinan toprak
olusabilecek bir nokta veya bélgesel bir ve su 6rneklerinden izole edilen 9 maya susunun
mutasyon, dizileme sirasinda olusan bir gap ITS1 ve ITS2 gen bélgeleri codaltilarak, sekans
veya yanlis eslesmeler baz dizi verisinde analizi yapiimistir. Termofilik mayalar kayit altina
degismeye yol acabilecedi icin filogenetik agac alinarak stoklarimiza girmistir. Bdylece elde
olusturan programin farkli yorumlamasina yol edilen suslarin endustriyel potansiyellerin
acmis olabilir. Bu degisiklikler tar tayinini arastirilmasi ve bir sonraki c¢aligmalar igin
etkilemese de filogenetik aga¢ c¢ikarirken kullanim olanagi saglayacagi dustnulmektedir.
farkliliklara yol agabilmektedir

Ege bolgesi ve 6zellikle Aydiniili jeotermal Tesekkiir
kaynaklarin en fazla oldugu illerimizden biridir. Bu calisma TUBITAK-BIDEP 2209 (Proje
Aydin ilinde jeotermal kaynaklardan izole edilen No: 1919B011500712) projesi ile
termofilik mikroorganizmalar; 6zellikle bakteriler desteklenmisgtir.

ve mikrofunguslar ile ilgili calismalar oldukca
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