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Ozet

Mayalar, gida endiistrisi agisindan olduk¢a 6nemli mikroorganizmalar olup; gesitli gidalarin hem tretil-
melerinde hem de bozulmalarinda rol alabilmektedirler. Mayalarin tanimlanmalarinda kullanilan kiilti-
rel yontemlerin, zaman alic1 olduklari, dogruluk ve tekrarlanabilirlik oranlarinin da disiik oldugu bilin-
mektedir. Bu nedenle; maya tanimlamada hizli ve kesin sonug veren DNA esasli yontemlerin kullanildig:
calismalarin, son yillarda giderek yayginlastiklar1 goriilmektedir. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile
cogaltilmis DNA bolgesinin restriksiyon enzimleri ile kesimine dayanan “Restriction Fragment Length
Polymorphism (kesim pargast uzunluk ¢esitliligi; RFLP)” yontemi, bu amagla en sik kullanilan yéntem-
lerden birisidir. Molekiiler esashi yontemlerin kullanilmasiyla, bir maya tiiriine ait suslarin genotiplendi-
rilmeleri de; Randomly Amplified Polymorphic DNA (rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA; RAPD) gibi,
cesitli yontemler ile yapilabilmektedir. Gida kaynakli mayalarin molekiiler yontemlerle tanimlanmalari ve
genotiplendirilmeleri; fermantasyonlarin kontroliinde, kontaminasyon kaynaklarinin belirlenebilmesinde,
gida bozulmalarinin 6nlenmesinde ve endiistriyel 6neme sahip maya suslarinin belirlenmesinde, oldukc¢a
onemli bir yere sahiptir.

Anahtar kelimeler: Gida, Maya, Molekiiler tanimlama, Genotiplendirme, RFLP-PCR, RAPD-PCR

USE OF MOLECULAR BASED METHODS FOR
IDENTIFICATION OF FOODBORNE YEASTS

Abstract

Yeasts, which are very important microorganisms for food industry, can contribute to both production
and spoilage of various foods. It is known that culturing techniques used for yeast identification are time
consuming and have low accuracy and reproducibility. For this reason, studies concerning the use of DNA
based techniques giving fast and accurate identification results, have been increased in recent years. Re-
striction Fragment Length Polymorphism (RFLP), depending on cutting of the Polymerase Chain Reaction
(PCR)-amplified DNA fragments by restriction enzymes, is given as one of the most common methods
used for this purpose. Genotyping of the yeast strains of a species by molecular methods can be performed
by various techniques such as Randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPD). Identification and geno-
typing of foodborne yeasts by molecular methods have major importance in monitoring fermentations,
determination of contamination sources, preventing of food spoilage and determining of industrially im-
portant yeast strains.
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GIRIS

Mayalar dogada yaygin olarak bulunan, cesitli gi-
dalarin hem tretilmelerinde hem de bozulmalarin-
da 6nemli role sahip olan mikroorganizmalardir.
Gida endistrisinde gerek iiretim amaciyla kulla-
nilan mayalarin, gerekse bozulma etmeni olabile-
cek tiirlerin tanimlanmalari ve bu tiirler arasinda-
ki farkliliklarin ortaya konulmasi, iyi kalitede bir
tiriin elde edilmesi agisindan 6nem tasimaktadir
(1, 2). Son yillarda, maya tanimlama ile ilgili yon-
tem yaklasimlarinda 6nemli degisikliklerin oldugu
bilinmektedir. Bu degisikliklerin; temel biyolojik
bilgilerin hizla artmasi, mayalarin endiistriyel ola-
rak kullanilmalar1 ve biyolojik yayilimlarina olan
ilginin artmasi ve hizli teknolojik gelismelere bagh
olarak gerceklestigi belirtilmektedir. Taksonomi-
de kullanilan geleneksel yontemlerin, mikroor-
ganizmalarin ekolojik kaynak, morfoloji, fizyoloji
ve tireme gibi fenotipik 6zelliklerini belirlemeye
dayandig bilinmektedir. Ancak, bu teknikler kul-
lanilarak elde edilen sonuglarin yorumlanmasinin,
son 30 yilda hizli bir degisime ugradig: belirtilmek-
tedir. Bu degisime neden olarak; DNA ve RNAnin
yap1 ve fonksiyonlarinin daha da iyi anlagilmasiyla,
fenotipik farkliliklarin her zaman genotipik ¢esit-
lilige isaret etmediginin aciklik kazanmasi gos-
terilmektedir (3). Molekiiler taksonomi alaninda
yapilan ilk ¢alismalarin ardindan tanimlamada; ri-
bozomal RNA (rRNA) veya tamamlayict molekilii
olan ribozomal DNA (rDNA)’daki belirli bolgelerin
hedeflendigi cesitli tekniklerin gelistirildikleri ve
giiniimiizde de siklikla kullanildiklar: bilinmekte-
dir (3). Filogenetik caligmalarda da kullanilan bu
yontemler; 26S rDNA, 18S rDNA veya 18rDNA’
daki ara bolgelerin (ITS1 ve ITS2) tanimlanmasina
yoneliktir. Glintimiizde, DNA baz dizi analizi ¢alis-
malar1 sonucunda oldukga fazla sayida veri banka-
sinin olusturulmasi ve PCR teknolojisinin gelisti-
rilmesiyle, mayalarin hizli ve dogru bir sekilde tiir
ve sus diizeyinde tanimlanmalar1 miimkiin olabil-
mektedir. Bu amagla gelistirilen yontemler arasin-
da en sik kullanilanin, PCR ile ¢ogaltilmis DNA
bolgesinin restriksiyon enzimleri ile kesimine da-
yanan; RFLP oldugu belirtilmektedir. Maya tanim-
lamada kullanilan PCR-RFLP yonteminin, tiirler
arasindaki ayrimin yapilmasinda olduke¢a faydal
bir yontem oldugu bildirilmektedir (4). Ayni tiire
ait maya suslarinin ayrimlari da, gesitli molekiiler
tekniklerle yapilmaktadir. Bu amagla en sik kul-
lanilan yontemlerden biri olan; RAPD, niikleotid
dizilimi rastgele secilmis primerler kullanilarak ya-

pilan bir polimeraz zincir reaksiyonu olup, niikle-
otid dizi bilgisine sahip olmaksizin polimorfizmin
belirlenmesini saglamaktadir (5). Mayalarin mole-
kiiler yontemlerle tanimlanmasi ve tiplendirilmesi;
sarap fermantasyonu gibi endiistriyel fermantas-
yonlarin kontroliinde, ekolojik ¢alismalarda, gida
endiistrisinde kontaminasyon kaynaklarinin belir-
lenmesinde, gida bozulmalarinin kontroliinde ve
ayrica; endiistriyel 6neme sahip ve cesitli iiriinlerin
tiretiminde kullanilabilecek baz: tiirlerin tespitinde
oldukca 6nemli bir yere sahiptir (3). Bu derlemede;
gida kaynakli mayalarin molekiiler esash yontem-
ler ile tanimlanmalarinin 6nemi ve bu amacla kul-
lanilan bazi yontemler {izerinde durulmustur.

GIDA MAYALARINDA MOLEKULER
TANIMLAMANIN ONEMI

Giintimiizde, gida endiistrisinde mikrobiyel bozul-
malarin biiyiik ekonomik kayiplara yol agtiklar: ve
bu nedenle gida bozulmalarinin engellenmesinin
oneminin giderek arttig1 bilinmektedir. Mayalar;
meyveler, gazli ve gazsiz alkolsiiz icecekler, yiiksek
seker icerikli ve/veya asitligi yliksek gidalarda bo-
zulmalara neden olabilmektedirler (6). Basta Zygo-
saccharomyces cinsi icerisinde yer alan mayalar
olmak iizere bircok maya tirtiniin, bozulma belir-
tisi gozlenen bu tip gidalardan izole edilebildikleri
belirtilmektedir. Mikrobiyel bozulmalari kontrol
edebilmek i¢in, bir gidada bulunan bozucu mikro-
organizma tiiriiniin belirlenmesinin ardindan, dik-
katli bir izleme ile, mikroorganizmanin iretim hat-
tin1 nasil ve hangi kaynaklar araciligi ile kontamine
ettiginin belirlenmesi ve bu bulasinin engellenmesi
gereklidir. Belirtilen 6nlemlerin dogru bir sekilde
alinabilmesinin bir yolunun; molekiiler tiplendir-
me oldugu ifade edilmektedir. Uretim hattinin iz-
lenmesi ve kontaminasyon kaynaklarinin saptana-
bilmesi amaciyla yapilan tanimlama ve tiplendir-
melerin dogru yontemlerle yapilmasi gerekmekte-
dir. Bu amagcla kullanilan, mikroorganizmalarin tiir
ve sus ayrimlarinin basaril bir sekilde yapilabildigi
DNA-esasli yontemlerin dogru ve hizli sonug ver-
dikleri ve gida endistrisinde sik¢a rastlanan bozu-
cu ve patojen mikroorganizmalardan kaynaklanan
problemlerin ¢6ziimiinde oldukga yararli olduklar:
bilinmektedir (4).

Bazi1 mayalarin, son yillarda patojen 6zellik goster-
diginin ortaya ¢ikmasi ve bu tiirlerin gidalardan da
izole edilmeleri, mayalar1 gida endiistrisi a¢isindan
daha da 6nemli hale getirmistir. Baz1 Candida ttr-



Molekiiler Esasli yontemlerin Gida Kaynakli...

lerinin virulans ozellik tasidigi bilinmektedir. Bu
turler arasinda virulanslik diizeyi en yiiksek ola-
nin, Candida albicans oldugu, bunu da Candida
tropicalis'in izledigi bildirilmektedir (7). Ancak;
yillardir patojen oldugu disiintilmeyen bir¢ok ma-
yanin da giiniimiizde, firsat¢1 patojen olabilecegi
kabul edilmektedir (8, 9). Ornegin, son yillarda
yapilan arastirmalar, Saccharomyces cerevisiae'nin
fungemi, pnémoni, endokardit, iirogenital yol ve
deri enfeksiyonlar1 tasiyan bazi insanlardan izole
edildigini ortaya koymustur (10).

Gida endistrisi agisindan 6nemli bir mikroorga-
nizma grubu olan mayalarin tanimlanmalari; bir
tirtindeki bozucu floranin ortaya konulmasi ve bo-
zulmalara kars1 6nlemler alinmasi agisindan yarar
sagladig: gibi, tirtiniin kalite 6zelliklerini gelistiren
floranin karakterizasyonu agisindan da 6nem ta-
simaktadir (4). Ornegin; mayalarin sarap kalitesi
tizerinde belirleyici rol oynadiklar: bilinmektedir.
S. cerevisiae, sarap fermantasyonundan sorumlu
esas mikroorganizma olarak bilinse de, tiziim flora-
sindan gelen Saccharomyces cinsi disindaki bir¢ok
yabani maya tiiriiniin de sarap kalitesine katkida
bulundugu belirtilmektedir. Bu yabani maya susla-
rinin sarabin duyusal 6zelliklerini gelistirebilecegi
gibi, susa bagl olarak fermantasyonun son asama-
larinda sarabin bozulmasina da neden olabilecek-
leri bildirilmektedir (11, 12). Son yillarda, sarabin
kalitesini etkileyebilecek maya florasinin saptan-
masi ve standart kalitede sarap iretimi icin sarap
endiistrisinde maya tanimlama tekniklerinin kul-
lanilmasi vazgecilmez hale gelmis; sarap mayalari-
nin tiir veya sus diizeyinde, molekiiler yontemlerle
tanimlanmasini konu alan bir¢ok c¢alisma rapor
edilmistir (13-17). Mayalarin siit ve diriinlerinde de
onemli mikroorganizmalar olduklari, 6zellikle son
yillarda yapilan calismalarla ortaya konulmustur
(18). Ozellikle seker icerigi yiiksek olan meyveli yo-
gurtlarda, Zygosaccharomyces spp. ve S. cerevisiae
gibi ozmotolerant mayalarin risk olusturabildikle-
ri bildirilmektedir (19). Baz1 mayalarin peynirler-
de bozulmalara yol agtiklar1 bilinmesine ragmen
(20), bazi tiirlerin de peynirin yap1 ve aromasininin
olumlu yonde degismesine katkida bulunduklar:
belirtilmektedir (21). Bu nedenle; bazi maya tiir-
lerinin peynir tiretiminde laktik asit bakterilerinin
yaninda, yardimci (destek) starter olarak kullanil-
malar1 konusundaki ¢alismalarin da yogunlastig:
gorilmektedir (21). Peynir kalitesinde olumlu et-
kiler yaratabilecek bu mayalarin tanimlanmalar1 ve
secilmelerinde, molekiiler esasli yontemlerin kulla-
nilmalarinin da giderek arttig1 goriilmektedir.

GIDA MAYALARININ TANIMLAMA
VE GENOTIPLENDIRILMELERINDE
KULLANILAN MOLEKULER ESASLI
YONTEMLER

Mayalarin tanimlanmalari amaciyla kullanilan mo-
lekiiler yontemler arasinda; DNA hibridizasyon
teknigi, elektroforetik karyotiplendirme, RFLP, mi-
tokondriyal ve ribozomal DNA sekans (dizi) analizi
gibi teknikler yer almaktadir (2, 22). Bu yontem-
lerden, PCR esasl tekniklerin; mayalarin hem tiir,
hem de sus diizeyinde tanimlanmalarina olanak
sagladiklar1 bilinmektedir (2).

PCR yonteminde, DNA polimeraz enzimi yardi-
mi ile; genomun 6zgiin bolgelerinin kopyalanmasi
gerceklestirilmektedir (23). Genetik yapiy1 anlama
istegi ile baslayip bugtine kadar gecen son yaklasik
elli yillik siiregte, molekiiler biyolojinin bash basina
bir bilim dali haline gelmesine yol acan pek cok ge-
lismenin yasandig: belirtilmektedir. Bu gelismeler-
den bazilari, restriksiyon endoniikleazlarin kesfinin
bir uzantisi olarak yorumlanmaktadir. Restriksiyon
endoniikleaz enzimleri; kisa DNA dizilimlerini 6z-
giil olarak taniyan ve bu dizilimlere yakin bolgeler-
den veya bu dizilimler i¢indeki 6zgiin bolgelerden
DNA'y1 kesen enzimlerdir. Restriksiyon endontik-
leaz enzimleri kullanilarak gerceklestirilen, birden
fazla tiplendirme yontemi bulunmaktadir. Bu me-
totlarin en sik kulanilanlary; RFLP ve atilim alanh
jel elektroforezi (Pulsed Field Gel Electrophoresis,
PFGE)dir (24). PCR ile ¢ogaltilmis DNAnin, bu
enzimlerden bir veya birkagct ile kesime ugratildik-
tan sonra, agaroz jel elektroforezine tabi tutulmasi
ve etidyum bromiir ile boyanan jelde olusan DNA
bantlarinin yeri ve sayisi karsilastirilarak elde edi-
len cesitlilige “kesim parcasi uzunluk gesitliligi” ads
verilmektedir (25). Bu yontem, dort temel asamada
gerceklestirilmektedir. Bunlar; DNAnin izolasyonu
ve ¢ogaltilmasi, DNAnin restriksiyon endoniikle-
azlar ile kesimi, kesilen DNA’ya uygulanan elekt-
roforez islemi ve en son asamada ise; jeldeki DNA
parcalarinin gortintillenmesi asamalaridir. RFLP
analizinin; suslarin yakinliklarini belirlemede iis-
tin avantajlara ve ozellikle deneysel laboratuvar
teknolojisinde 6nemli bir analiz kapasitesine sahip
oldugu da belirtilmektedir. Bununla birlikte; bu
teknikle ilgili karsilasilan en buiyiik sikintinin, yiiz-
lerce kesim parcasinin ortaya ¢iktigi durumlarda
karmasik profillerin karsilagtirilmalarindaki zorluk
oldugu da belirtilmektedir.
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[Kigtk rRNA geni (ss rDNA veya 18S rDNA), transkripsiyonu yapilmayan bélgeler (ITS), 5.8S rRNA geni, buytk rRNA geni (Is

rDNA veya 26S rDNA), genler arasi bolge (IGS) ve 5S rDNA geni]

Maya tanimlamada kullanilan PCR-RFLP yonte-
minin, tiirler arasindaki ayrimin yapilmasinda ol-
duga faydali bir yontem oldugu bildirilmektedir.
Yontemde, PCR ile ¢ogaltilan, tiire 6zgii niikleik
asit dizilimi, rRNA alt birimini kodlayan bolgeden
(ss rDNA veya 18S rDNA) secildiginde, cins ve tiir
diizeyinde ayrim yapmak miimbkiin olabilmektedir
(4, 26). Funguslarda taksonomik iligkilerin ve ge-
netik degiskenliklerin belirlenmesi ¢alismalarinda,
rRNA genlerinin kodlandigi DNA dizilerinin, yay-
gin olarak kullanildiklar1 belirtilmektedir. Fungus-
larda rRNA gen kiimesi olarak da bilinen ¢ekirdek
rDNA, her genomda bir kag yiiz kopyasi olan ve
ardisik olarak tekrarlanan rDNA birimleri seklin-
de organize olmustur (27, 28). Sekil 1'de; rDNA'nin
tekrarlayan birimlerden olusan yapisi gosterilmek-
tedir. rIRNA gen kiimesinin, hem ¢ekirdek, hem de
mitokondride bulundugu ve olduk¢a korunmus
ve degisken bolgelerden meydana geldigi bilin-
mektedir. Tekrarlanan her birimde ii¢ rRNA geni
bulunmaktadir. Bunlar; kii¢itk rRNA geni (ss veya
18S rDNA), 5.8S rRNA geni ve biiyiikk rRNA geni
(Is veya 26S rDNA) dir (28). Alt birimler arasinda-
ki ara (spacer) bolgeler, transkripsiyonu yapilma-
yan bolgeler (internal transcribed spacer- ITS) ve
genler arasi bolge (intergenic spacer- IGS) olarak
adlandirilmaktadir (4, 28). 5S rRNA geni ise; trans-
kripsiyonu yapilan bolgeye komsu olarak, genler
arast bolgede yer almaktadir (27). Funguslarda
18SrDNA boélgesinin nispeten yavas bir sekilde ev-
rim gecirdigi ve uzak akraba organizmalarin kar-
silastirllmasinda kullanildig bildirilmektedir. Mi-
tokondriyal rDNA genlerinin ise; daha hizli evrim
gecirdikleri ve yakin akraba organizmalarin ayril-
masinda kullanildiklar: bilinmektedir (29). Ancak,
kodlanmayan bélgelerin (ITS ve IGS), en hizli ev-
rim gegciren bolgeler olduklar: ve bir tiir icerisinde-
ki suslarin veya bir cins icerisindeki fungal tiirlerin
karsilagtirilmalarinda daha faydali olduklar: belir-
tilmektedir (28, 29).

18S rDNA'y1 ¢ogaltabilmek i¢in, bu genin korun-
mus bolgeleri esas alinarak, evrensel bir maya
primer ciftinin olusturuldugu bildirilmektedir. Bu
primer cifti, test edilen biitiin maya suslarinin 18S
rDNA’sinin 1230 baz cifti (bg) bitytiklugiindeki bir
bolgesinin ¢ogaltilmasini saglamakta, bu da; bu
primer ciftinin ¢ok genis bir uygulama potansiyeli-
ne sahip oldugunu gostermektedir (4). 18S rDNA’y1
cogaltabilmek icin; NS1, NS2, NS3, NS4, NS5, NS6,
NS7 ve NS8 primerleri kullanilabilmektedir (29).
18S rDNAYy1 hedefleyen PCR-RFLP ile, PCR drii-
niine farkli kesim endoniikleazlar1 eklenerek (Aval,
Taql, Hhal, Cfol, vb.), parmak izleri elde edilmek-
tedir. Burada kullanilacak olan kesim enzimlerinin
seciminin, yontemin tir ayrimindaki basarisinin
belirlenmesi a¢isindan oldukc¢a 6nemli oldugu be-
lirtilmektedir. Ornegin; Msel enziminin, Pichia
membranefaciens, S. cerevisiae, Yarrowia lipolyti-
ca, Zygosaccharomyces bailii ve Z. rouxii tiirlerinin
birbirinden ayriminda kullanildig1 belirtilmektedir.
Tirlerden her birinin kendine 6zgii bir kesim profi-
line sahip oldugu, ayni tiir igerisindeki suslarin ise,
ayni profile sahip olduklar1 bilinmektedir. Avall ke-
sim enziminin, Z. bailii ve Z. rouxiinin ayriminda
kullanilabildigi ifade edilmektedir. Cfol kesim enzi-
minin ise; 2 membranefaciens ve diger dort tiiriin
ayriminda kullanildig: bildirilmektedir (4).

Ribozomal DNAdaki ara bolgelerin (ITS ve IGS),
PCR-RFLP analizi, mayalarin tanimlanmasinda
kullanilabilen bir baska yontemdir. ITS bolgesinin;
ITS1, NL2 (4), ITS2, ITS5, ITS3 ve ITS4 primerleri
ile; IGS bolgesinin ise, JVS1ET ve JV52ET primer-
leri ile ¢ogaltildiklar1 belirtilmektedir (4, 29). ITS
amplifikasyon triinlerinin uzunlugunun tiirden
tire degisebildigi, bu nedenle, amplikonun boyut
farkindan da tir ayrimma gidilebildigi bildiril-
mistir. ITS-PCR-RFLP’nin, 185 rDNA-PCR-RFLP
yaklasimina gore, daha hassas bir ayrim yapabildigi
belirtilmektedir. Granchi et al. (30) tarafindan ya-
pilan bir ¢alismada; spontan bir sarap fermantas-
yonunda belirli asamalarda izole edilen 174 adet
mayanin tanimlanabilmesi amaciyla, ITS bolgesi-
nin ¢ogaltildigt RFLP yonteminin kullanildig: bil-
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dirilmistir. Cfol, Dral, EcoRl, Haelll ve Hinfl kesim
enzimlerinin kullanilmasiyla, tiirlerin birbirinden
ayrilabildigi rapor edilmistir. Yapilan bir bagka ca-
lismada; cesitli gidalar ile sarap, bira ve alkolsiiz
iceceklerden izole edilen toplam 128 maya tiiri;
18S rDNA ve ITS bolgelerinin ayni1 anda ¢ogaltil-
masi ile tanimlanmislardir. Bu ¢alismada; gen bol-
gelerinin NS1 ve ITS2 primerleri ile ¢ogaltildig1 ve
amplikonun Alul, Haelll, Mspl ve Rsal enzimleri
ile kesildigi rapor edilmistir (27, 31). Zott et al. (32)
tarafindan yapilan bir bagka calismada da; kirmi-
z1 saraptan soguk maserasyon asamasinda izole
edilen mayalarin molekiller tanimlamalarinin,
PCR-ITS-RFLP yontemi ile yapildig1 bildirilmistir.
Calismada; Pichia anomala, Pichia fermentans,
Hanseniaspora spp., Candida parapsilosis, Issatc-
henkia orientalis, Metchnikowia pulcherima ve
Hanseniaspora uvarum tiirlerinin bu yontemle tes-
pit edilebildigi rapor edilmistir. Petersen et al. (33)
tarafindan yapilan bir baska ¢alismada ise; ylizeyi
olgunlastirilmis peynirlerden izole edilen, Debar-
yomyces hansenii, S. cerevisiae, Candida zeylano-
ides, Y. lipolytica ve Kluyveromyces lactis tiirlerine
ait mayalarin tanimlanmalarinin, ITS-PCR-RFLP
ile yapildig1 belirtilmektedir. Caligmada, ITS1-5.8S
rDNA-ITS2 bolgesinin cogaltildigi ve bu amacla,
ITS1 ve ITS4 primerlerinin kullanildig: bildirilmis-
tir. Elde edilen amplikonlarin, BamHI, Dpnl, Fnu-
4HI, Haelll, Hindlll, Hpall, Nlall, Sau3Al ve Taql
enzimleri ile kesildikleri belirtilmistir.

Mayalarin molekiller yontemlerle tiir diizeyin-
de tanimlanabilmeleri icin, PCR-RFLP disinda;
sekans (DNA dizi) analizi, PCR- Denatiire Edici
Gradient Jel Elektroforezi (Denaturing Gradient
Gel Electrophoresis, DGGE) ve es zamanli PCR
(Real Time, RT-PCR veya Quantitative, Q-PCR)
gibi teknikler de kullanilabilmektedir. Cappa and
Cocconcelli (34) tarafindan yapilan bir ¢calismada;
meyveli yogurt ve Grana peynirinden izole edilen
kif ve mayalarin tanimlanmalarinin, 18S rDNA
sekans analizi ile yapildig1 bildirilmistir. Bozulmus
meyveli yogurttan izole edilen 6 maya izolatinin
aynt DNA sekansina sahip olduklar1 ve bunlarin;
Zygosaccharomyces microellipsoides olarak tanim-
landiklar: rapor edilmistir. Cocolin et al. (35) tara-
findan yapilan bir ¢alismada; sarapta bozulmaya
neden olan B. bruxellensis ve Brettanomyces ano-
mala tiirlerinin tanimlanabilmesi icin, 26S rDNA
bolgesinin ¢ogaltildigi bir PCR-RFLP yonteminin
gelistirildigi bildirilmektedir. Calismada tamamla-
yict testler olarak da; PCR-DGGE, RT-PCR-DGGE

ve hibridizasyon (melezleme) tekniklerinin uygu-
landig1 rapor edilmistir (35). Patojen 6zellik goste-
ren mayalarin tanimlanmasinda, tespitin yaninda
sayimin da mimkiin oldugu; RT-PCR’'in kullanil-
masinin daha yararli oldugu belirtilmektedir. Ya-
pilan bir c¢alismada; sularda bulunabilen patojen
Candida turlerini (C. albicans, C. parapsilosis, C.
tropicalis, C. krusei, C. glabrata ve C. lusitaniae)
tespit etmek icin bir RT-PCR y6nteminin gelisti-
rildigi bildirilmistir (36). Gergeklestirilen bir baska
arastirmada ise; portakal sularindaki bozucu ma-
yalarin tanimlanabilmesi ve sayimi amaciyla, RT-
PCR yonteminin kullanildig1 rapor edilmistir (37).

Molekiiler tekniklerle tanimlanan, ayni tiire ait
suslarin ayrimi; PFGE, mitokondriyal DNAnin
kesim analizi (mtDNA-RFLP), RAPD, genomum
tekrarlayan bolgelerinin ¢ogaltilmas: ve Amplified
Fragment Length Polymorphism (¢ogaltilmis frag-
mentlerin uzunluk polimorfizmi; AFLP) gibi yon-
temlerle yapilabilmektedir (27). Bu yontemlerden,
mitokondriyal DNAnin kesim analizi, S. cerevisi-
ae suslarinin birbirinden ayriminda kullanilabil-
mektedir. S. cerevisiae’'nin 65-80 kb’ lik kii¢tik bir
molekill olan; mitokondriyal DNA (mtDNA)’sinin
restriksiyon enzimleri ile kesimi, polimorfizmin
basarili bir sekilde ortaya konulmasini saglamakta-
dir. Mayanin mtDNA’sinin izolasyonu igin gelisti-
rilen yontemin ilk asamasinda, hiicredeki ¢ekirdek
DNA’s1 ve mtDNAnin izolasyonunun yapildig: ifa-
de edilmektedir. Maya mtDNA’sinin yaklasik %75
oraninda AT bazlarini igerdigi, bunun yaninda,
yaklasik 200 bolgesinin ise, GC bazlar1 agisindan
zengin oldugu belirtilmektedir. Bu nedenle, toplam
DNAnin GCAT-6zgiin bir enzimle kesimi, hem
GC, hem AT bakimindan zengin bélgelerin kesi-
lememesi ile sonuglanmaktadir. Bunun sonucunda
da, mtDNAda distik sayida kesim bolgesi sagla-
nirken, ¢ekirdek DNA’s1 bir¢ok yerinden kesilerek
oldukea kii¢iik parcaciklara ayrilmaktadir. Bu kii-
¢tk DNA pargalary, jel elektroforezinde, mtDNA
ile kiyaslandiginda, neredeyse goriinmez halde ol-
makta, boylece mtDNAnin kesim profili rahatlikla
incelenebilmektedir. Bu yontemde, biitiin enzimle-
rin, polimorfizmi ayni derecede ortaya ¢ikarama-
diklari, bunun ¢alisilan tiire bagl oldugu belirtil-
mektedir (27). mtDNA-RFLP yonteminin, 6zellikle
sarap mayalarinin tiplendirilmesinde basvurulan
bir yontem oldugu belirtilmektedir. Yapilan bir ¢a-
lismada, spontan sarap fermantasyonlarinin belir-
li asamalarinda izole edilen 100 adet S. cerevisiae
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susunun tiplendirilmesinin; mtDNA-RFLP ile ya-
pildig: bildirilmistir (16). Bu yontemin bagka maya
tlrlerinin  tiplendirilmesinde de kulanilabildigi
bilinmektedir. Yiizeyi olgunlastirilmis peynirler-
den elde edilen maya izolatlari ile bu peynirler aci-
sindan 6nemli olabilecek bazi ticari suslar iceren
toplam 60 adet maya susunun tanimlanmasinda,
ITS-PCR ve ITS-PCR-RFLP yo6ntemlerinin kulla-
nildig1 bir calismada; 20 adet D. hansenii susunun
ayriminda mtDNA-RFLP yonteminin kullanildig:
rapor edilmistir (38).

RAPD, niikleotid dizilimi rastgele secilmis pri-
merler kullanilarak yapilan bir polimeraz zincir
reaksiyonu olup, niikleotid dizi bilgisine sahip ol-
maksizin polimorfizmin belirlenmesini saglayan
bir yontemdir (5). Bu yontemde; bilinen 6zgiin bir
DNA bolgesini ¢ogaltmak yerine, rastgele seci-
len bir veya daha fazla primerle DNAdaki bir¢ok
bolgenin ¢ogaltilmas: gerceklestirilmektedir (25).
DNA parmak izi olarak da adlandirilan RAPD’in
temeli, yaklasik 10 niikleotidlik ve niikleotid dizili-
mi rastgele secilmis tek cesit primerin kullanimina
dayanmaktadir (5, 36). Bu primerler tasarlanirken,
primerlerin GC/AT oranlarinin %50 ya da daha
biiyiik olmasina dikkat edildigi belirtilmektedir (5).
Primerlerin baglanma yerleri arasindaki uzaklik
farkliliklari, agaroz jelde saptanabilen farkli say1 ve
uzunluktaki bantlarin olusmasina neden olmakta-
dir. Yontemde; baglanma sicakliginin 40-50°C’ye
veya 37°C’ye dusiirtildigii bilinmektedir (25, 27).
Dustik sicaklikta gerceklestirilen baglanma asama-
sinda, secilen primerler, kromozom tizerinde hem
kendilerine 6zgii bolgelere, hem de 6zgii olmayan
bolgelere baglanmaktadirlar. Ayni tiir icindeki fakli
suslarda; primerlerin baglanma yerlerinin sayisi ve
birbirine olan uzakliklar: degisik oldugundan, aga-
roz jel elektroforezinde, amplifiye edilen pargalarin
say1 ve buyiikliiklerinin de farkli olduklar: bilin-
mektedir (25). Sonug olarak, farkli suslar, bant pro-
filleri arasindaki fark gozetilerek ayrilabilmektedir.
Bu teknigin sus diizeyinde ayirma performansinin,
referans kiiltiirlerin farkli suslarinin incelenmesi ile
kanitlandig: bildirilmektedir (27).

Mayalarin tiplendirilmesinde RAPD-PCR yonte-
minin kullanildig1 bir¢ok ¢alisma rapor edilmistir.
Huang et al. (39) tarafindan yapilan bir ¢alismada;
bira ve sarap endiistrisi ile iligkili mayalar1 iceren
Saccharomyces sensu stricto grubunun tanimlan-
masinda, RAPD-PCR kullanilmistir. Bu grubun,
fizyolojik ve morfolojik testlere dayanan geleneksel
yontemlerle tanimlanmasinda yanlis sonugclar elde

edilebildigi bildirilmektedir. Bu nedenle, Saccha-
romyces sensu stricto grubunun ayriminda; DNA
baz dizi analizi, PFGE, mtDNA-RFLP, ITS-PCR-
RFLP ve RAPD gibi yontemlere bagvuruldugu be-
lirtilmektedir. Huang et al. (39) tarafindan yapilan
calismada; S. bayanus’tan klonlanan 6zgiin DNA
dizisinin, iki adet primerin dizayninda kullanildi-
g1 bildirilmistir. Bu primerlerin de, Saccharomyces
sensu stricto grubunun multipleks PCR ve RAPD
ile ayriminda kullanildiklar: rapor edilmistir. Ya-
pilan bir baska ¢alismada; yiiksek seker icerikli bir
siranin dogal fermantasyonu sirasinda, ortamdaki
S. cerevisiae ve Saccharomyces cinsi disindaki ma-
yalarin dagilimlar: incelenmistir (40). Calismada,
toplam 78 adet izolatin, 5.8S ITS rRNA bdolgele-
rinin ¢ogaltildigl, PCR-RFLP ile tanimlandig1 ve
RAPD-PCR ile sus ayrimlarinin yapildig: bildiril-
mektedir. Uygulanan RAPD-PCR'da M13 prime-
rinin kullanildig1 ve incelenen; Candida apicola, S.
cerevisiae, Candida zemplinina ve Z. bailii tiirleri-
ne ait izolatlarin farkli suslarinin tespit edilebildigi
bildirilmistir (40).

Uygulama kolaylig1 ve kisa siirede sonug vermesi
acisindan genis kullanim alani bulan, hem klinik
hem de gida kaynakli mayalarin tiplendirilmesinde
siklikla kullanilan RAPD y6nteminin en 6nemli de-
zavantaji, heniiz standardizasyonunun saglanama-
mis olmasi seklinde ifade edilmektedir (25). RAPD
yonteminin tekrarlanabilirliginin halen tartisilan
bir konu oldugu da belirtilmektedir (4). Bu proble-
minin, 6zellikle reaksiyon sicaklik profillerine dik-
kat edilerek asilabilecegi de belirtilmektedir. Que-
sada and Cenis (41) tarafindan yapilan bir ¢aligma-
da; RAPD’in tekrarlanabilirliginin saglanabilmesi
icin; reaksiyon kosullarinin, kullanilan reaktiflerin
ve hatta 1s1 dongii cihazlarinin standardizasyonu
onerilmektedir.

SONUC

Gidalarda yararli veya zararli etkiler yaratabilen
mayalarin tanimlanmalarinda kullanilan kiiltiirel
yontemlerin, zaman alicit oldugu ve bazen yanlis
tanimlamalara yol agabildigi bilindiginden, giinii-
miizde maya tanimlamada molekiiler yontemlerin
kullanilmasi kaginilmaz hale gelmistir. Bu amagla
siklikla bagvurulan, hizli ve daha dogru sonuglar
veren PCR esash yontemlerin kullanildig: ¢alisma-
larin son yillarda giderek yogunlastig1 goriilmek-
tedir (42). Bu yontemlerin etkin bir sekilde kulla-
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nilabilmeleri i¢in, proses kosullarinin optimizas-
yonu ve standardizasyonunun gerekliligi tizerinde
durulmaktadir. Gida kaynakli mayalarin molekiiler
diizeyde dogru bir sekilde tanimlanmalarinin; gi-
dalardaki mayalardan kaynaklanabilecek risklerin
azaltilmasi, maya kontaminasyon kaynaklarinin
belirlenmesi veya gidanin kalitesinin gelistirilme-
sine katkida bulunabildigi gibi; baz1 gida prosesleri
icin sus seciminde de yararli olabilecegi bildiril-
mektedir. Bu acidan bakildiginda; bozulmus veya
dogal maya florasi belirlenmek istenen bir gidadan
izole edilerek, molekiiler yontemlerle tanimlanan
her mayanin, gida fermantasyonlar1 veya endistri-
yel fermantasyon proseslerinde degerlendirilebile-
cek potansiyel bir sus olarak diisiintilmesi gerektigi
de bildirilmektedir (4).
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