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ONSOZ

Rize’de Cay Isleme Asamalarindan Izole Edilen Maya Mantarlarinin Tanimlanmasim1
amaglayan bu calisma Rize Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim
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ilgisini esirgemeyen Rize Universitesi Molekiiler Biyoloji Ana bilim Dali Bagkani saymn
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Karadeniz Teknik Universitesi Biyoloji Boliimii Molekiiler Biyoloji Anabilim Dali
Baskani, sayin Prof. Dr. Ali Osman BELDUZ’e, laboratuvarda ¢alismamizda teknik
yardimlarmi ve giiler yiiziinii esirgemeyen Arastirma Gorevlisi Kadriye INAN’a sonsuz
tesekkiirlerimi sunarim.

Yaptigim tiim arastirmalarda her zaman maddi ve manevi destegini esirgemeyen Rize
Ticaret Borsas: Baskant Mehmet ERDOGAN’a ve Laboratuar Miidiirim Ismail HAKKI
SOBA ’ya tesekkiirlerimi borg bilirim.

Tez calismalarimin hem laboratuar hem de yazim asamalarinda bana her zaman
yardim eden Rize Universitesi Biyoloji Boliimii 6grencisi Emel UZUNALIOGLU’na
sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Akademik caligma yapabilmem i¢in bu asamaya gelinceye kadar bana daima destek
olan dncelikle fedakar anneme ve aileme minnet, siikranlarimi sunarim.

Tezin hazirlanmasi asamalarinda deney sonuglarmin fotograf cekimleriyle katki
yapan, sabirla, anlayisla bitirmem icin elinden gelen destek ve fedakarligini esirgemeyen
her zaman yanimda olan en biiyiik destek¢im sevgili esim Vedat GENC’e ¢ok tesekkiir
ederim.

Bu Yiiksek Lisans Tez calismasi Rize Universitesi, Bilimsel Arastrma Projeler
Birimi tarafindan “Rize'de Cay Isleme Asamalarinda Izole Edilen Maya Mantarlarinin

Tanimlanmasr” baglikli ve 2010.102.03.1 Nolu proje olarak desteklenmistir.

Hacer TASKIRAN
Rize, 2011
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OZET

Bu ¢alismada, siyah cay isleme asamalarinda izole edilen maya mantarlarmin
tanimlanmasi ve bir dizi 6zelliklerin belirlenmesi amaglanmustir.

Calismada toplam 72 maya izolati karakterize edildi ve konveksiyonel yontemler ile
Vitek YBC testi kullanilarak tiir tanilar1 yapildi. Bu izolatlarin %18’inde slime aktivitesi
pozitifligi, %51,4linde hifa ya da pseudohifa varlig1 ve %40,0’inda siklohekzimit direnci
belirlendi. Suslarm 70’inde %50 glikoz, 67’si %60 glikoz varliginda {ireyebildigi,
%44, 4’{iniin ise her iki ortamda da iyi iireyebildigi (ozmotolerant) gozlendi. Ureme
sicakliklarma bakildiginda 45 °C’de tireyemedikleri ancak, 42 °C’de %36,1’in lireyebildigi
ve 25-37 °C ve altinda ise tliimiiniin iiredigi belirlendi. Suslarin sicakliga toleransi
arastirildiginda, 60°C’de 10 dakikada %100°niin, 80 °C’de %40,3’{iniin ve 100 °C’de ise
%6,9’unun canliligin1 korudugu tespit edildi. Suslarin %51,4°14 test edilen 10 farkl
karbonhidrattan en az birini, RCM 17C ise 7 farkli karbon kaynagini fermente edebildigi
belirlendi. Enzim aktivitelerine bakildiginda suslarin %34,7’°si {ireaz, %97’si seliillaz
aktivitesi sahip olduklar1 ve %20,8’si ise glikozdan nisasta tliretebildigi tespit edildi.

Calismada hizli tam testi (Vitek YBC) kullanmildi ve izolatlarm 71’1, %50-99
dogrulukta tanimlanirken bir izolat tanimlanamadi. Bes farkli cins (Candida, Geotrichum,
Cryptococcus, Saccharomyces ve Trichosporan) ve 13 farklh tiir tespit edildi. En siklikta
rastlana tiirler sirasiyla Candida tropicalis (%27,7), C. famata (%13,8), C. krusei ile
Cryptococcus laurentii (%11,1), Candida parapsilosis (%9,7) olarak gozlendi. Ayrica
%2,8 oraninda Saccharomyces cerevisiae ve Trichosporan pulluans belirlendi.

Yapilan ¢alisma sonucunda ¢ay isleme asamalarinda maya mantarlarinin varhigi ve

bu maya mantarlarmin ekonomik 6nemi olan bir¢ok 6zellige sahip olduklar1 gozlendi.

Anahtar Kelimeler: Siyah ¢ay, Maya mantari, Biyokimyasal identifikasyon, Vitek -YBC
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SUMMARY

Identification of yeast fungi isolated from tea processing levels in Rize

In this study, identification of several characteristics of yeast fungi isolated from
black tea processing levels was intended.

In this study, total 72 yeast isolates were characterized and species diagnoses using
Vitek YBC test with conventional techniques were made. Of those, positive activity of the
slime at 18 percent, presence of hypha or pseudohypha at 51.4 percent and cycloheximide
resistance at 40 percent were determined. It was observed that could breed in the presence
of glucose 50 percent of 70 and 60 percent of 67 of strains and breed well 44.4 percent in
both environments. Considering the reproductive temperature, it was identified that they
could not growth at 45°C but growth 36.1 percent at 42°C and could growth all of them at
25-37°C. Temperature tolerances of the strains were found living of 100 percent at 60°C,
40.3 percent at 80°C and 6.9 percent at 100°C. 51.4 percent of the strains could ferment at
least one of ten different carbohydrates tested but RCM 17C could ferment 7 different
carbon source. It was found that had enzyme activities urease 34.7 percent, cellulose 97
percent and 20.8 percent of the strains could produce starch from glucose.

The rapid diagnostic test (Vitek YBC) was used in this study and 71 of isolates
identified accuracy between 50-99 percent but 1 isolate could not identify. Five different
genuses (Candida, Geotrichum, Cryptococcus, Saccharomyces and Trichosporan) and 13
different species were identified. The most frequently encountered species, respectively,
Candida tropicalis (27.7 %), C. famata (13.8 %), Cryptococcus laurentii with C. krusei
(11.1 %), Candida parapsilosis (9.7 %) were found. Furthermore, Saccharomyces
cerevisiae and Trichosporan pulluans were found at the rate of 2.8 percent.

In the result of this study was found presence of yeast fungus at tea processing

stages and several economic features of them.

Key Words: Black tea, Yeast fungi, Biochemical identification, Vitek- YBC

VII



SEKILLER DiZiNi

Sayfa No
Sekil 1. Maya mantarlarinin yap1 ve organelleri.................ooooiiiiiiiiiiiiiiiiiiannn, 14
Sekil 2. Maya mantarlarinin bazi koloni goriintimleri ve renkleri.............................. 15
Sekil 3. Maya mantarlarinda tomurcuklanma goriinlimleri..................cooeeveiiiiinnn.. 15
Sekil 4. Maya morfolojilerinin terminolojik diyagrami.................coooeviiiiiiiiian... 16
Sekil 5. Askomicetdz mantarlarda askospor ve askus olusumu............................... 18
Sekil 6. Bazidiomigetdz mantarlarda bazidium ve bazidiospor olusumu..................... 20
Sekil 7. Maya identifikasyonunda kullanilan testlerin gortinlimii.....................ceeeeee. 46
Sekil 8. Kullanilan besiyerlerinde maya kiiltlirleri..............ccooceiiiiiiiiiiii i, 51
Sekil 9. Candida tropicalis, RCM 18A,, jerm tlipti gorinimii.................coovevvnennn... 52
Sekil 10. Candida tropicalis, RCM 4Ay ¢imlenme ve ballitospor goriinimd. ............... 53
Sekil 11. Saccharomyces cerevisiae, HTM 16, askospor gortinimii .......................... 53
Sekil 12. Cryptococcus laurentii, HTM 18, artrospor goriniimii .....................o.ouenn. 54
Sekil 13. Maya izolatlarinin karbonhidrat fermentasyon testlerinin goriniimii............... 57
Sekil 14. Bazi1 biyokimyasal testlerin gortinimii...............ooveiiiiiiiiiiiii i, 57
Sekil 15. Ureaz besiyeri gOrinimil.. ... ... .....ovuiuieieieieie e 60
Sekil 16. Nisasta Uretimi Besiyeri goriniimii................oevvieiieiieiiiiiiiieieein, 60
Sekil 17. Seliilaz tiretimi testi GOTUNTMI ........ovetiiii i 61
Sekil 18.Vitek dogrulama kitinin alt ve tist taraftan gorinimi...........................ceee. 61
Sekil 19. Candida tropicalis , RCM 38B, kiiltiir gorintimii...............c.ooevviveniininnn. 66
Sekil 20. Candida parapsilosis, RCM 4A;, kiiltiir gérintimii....................oeeivinninn. 67
Sekil 21. Cryptococcus humicolus, RCM 4A; kiiltlir gorinimii...............cceeeveninnn.. 67
Sekil 22. Geotrichum capitatum, RCM 9B, Jerm tiipii kiiltiir gérinimii ......................68
Sekil 23. Candida albicans, RCM 37D, kiiltiir gorintimii...............cceevvvvininininenen.n.. 68
Sekil 24. Candida lusitaniae, RCM 7B, daki kiiltlir gorinimi.................ccoevvevennnne. 69
Sekil 25. Candida guilliermondii, RCM 19B1, kiiltiir gorintimii..................ccoeevenen.. 69
Sekil 26. Trichosporon pullulans, HTM 28, kiiltlir gorinimii..............c.ccoeveveinennnnn. 70
Sekil 27. Cryptococcus luteolus, RCM 21B kiiltlir gorinimii.............c.oovveveninennn... 70
Sekil 28. Candida krusei, RCM 86H kiiltiir gortinimii..............coeiviiiieeiiiinnnn.. 71

VI



TABLOLAR DiZiNi

Sayfa No
Tablo 1. Fungal hiicre duvarlarindaki baglica polimerler.....................cooiian. 6
Tablo 2. Maya mantarlarinin siniflandirtlmast ..o, 19
Tablo 3. Mayalarin vejetatif tireme sekilleri ...............cooiiiiiiiiii e, 22
Tablo 4. Cay numunelerinin alindig1 noktalar ve maya izolasyon sayist..................... 48
Tablo 5. izole edilen maya suslarmin morfolojik 6zelliKIeri.............cccvvvvevevererreerereirieinnne, 49
Tablo 6. Maya izolatlarinin gesitli 6zellikleri...................cooiiii i 55
Tablo 7. Maya suslarinin biyokimyasal 6ZelliKIETi..........ccccoviriiiieiiiiiiscec e 58
Tablo 8. Maya suslarinin vitek testine gore tanimlama sonuglari.................c...oeoueen... 62
Tablo 9. Vitek dogrulama test sonuglarina gore cins ve tiir dagilma........................... 65
Tablo 10. Siklohegzimit direnci pozitif olan tiirlerin dagilimi............................oeee. 66



SEMBOLLER ve KISALTMALAR DiZiNi

pum : Mikrometre

°C . Santigratderece

dk : Dakika

>, < : Biiyiik ve Kiigiik esittir

% : Yiizde

A : Amstrong

ark. : ve arkadaslar1

kDa : Kilodalton

cm : Santimetre

m : Metre

Hsps : Is1 soku proteinleri

aw : Su aktivite degeri

PDA : Potato Dekstroz Agar

HTM : Hacer Tagkiran Maya Suslar1
RCM : Rize Cay Maya Suslar1

SDA : Saboraud Dextrose Agar
DBRC : Dichloran Rose Bengal Agar
KIA : Kligger Iron Agar

YEB : Yeast Eksrat Broth

MEA : Malt Eksrat Agar

GYPA : Glukoz Pepton Yeast Agar
NYDA : Nutrient Yeast Dextroz Agar
SA : Slime Agar

NaCl : Sodyum kloriir

BHI : Beyin Kalp Inflizyonu
KNO; : Potasyum Nitrat

TSIA : Triple sugar iron agar
K,HPO, : Di-potasyum hidrojen fosfat
NaOH : Sodyum hidroksit

NADH : Nicotineamide Adenine Dinukleotid
FAD : Flavin adenine dinucleotide

X



MP :Monopolar

ML : Monolateral

BP : Bipolar veya bilateral,
MTP :Multipolar veya multilateral,
Glu :Glukoz

Gal :Galaktoz

MIt :Maltoz

Lak :Laktoz

Suk :Siikroz

Mel :Mellobioz

Cel :Sellobioz

Raf :Rafinoz

Sel :Seliilaz

Niii :Nisasta tiretimi

Vp :Voges proskaver,

Mr :Metilred

Nat ‘Nitrat

Nit ‘Nitrit

Kia : Ug seker

Esc : Eskulin hidrolizi

Sit :Sitrat

Ure :Ureaz aktivitesi

In :Indol

A/AIk* : 24-48 saatteki sonucu
NT : Test edilemedi.
Amg : Metil D-glikozit,
Xyl : Ksilol

Ara : Arabinoz,

Tre : Trehaloz,

Miz : Melezitoz,

Raf : Rafinoz,

Nag : N-acetil glukozamin
Dul : Dulkitol

Xl



Ado
Pal
Gly
Sor
Ery
Mel
Cyc
Glu
Ino
Nit
2kd
Ure

**

+*

:Adonitol

: Palatinoz

: Gliserol

: Sorbitol

: Eritrol
:Mellebiyoz
:Siklohekzimit
:Glukoz
:Inositol
‘Nitrat
:2-keto-D-glukonat,

:Ure medium

. Kapsiillii.

. Hidrofobik 6zellik
: 48. Saat sonunda pozitif olanlar

: Ballitospora sahip olan

Xl



1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Antik donemden beri, mayalar fermentasyon olarak isimlendirilen bir islem
araciligryla liziim suyundan sarap olusturmada kullanilmistir. 18.yy.da Fransiz kimyaci
Antonie Lavoisier (1734-1794), sekerleri fermentasyonla etanole doniistiriildigiini
gostermistir. Theodor Schwan (1810-1882) ve Charles Cagniard Latour (1777-1859)
mikroskobik olarak fermentasyon karisimini incelemisler tomurcuklanmayla cogalan
kiigtik kiirecikleri kiitlesel iiremeleri sonucu olusan fermentasyon giiclinii gozlemislerdir
(Maheshwari, 2005).

Fransiz bilim adami Lois Pastour (1822-1895) hem kimyasal hem de mikrobiyolojik
olarak yaptig1 kontrollii ve basarili ¢caligmalariyla alkolik fermentasyona neden olan ajani
Saccharomyces cerevisiae oldugunu belirlenmistir.

Dogada yaklasik 50.000-100.000 mantar ¢esidi bulunmakta olup bunlarin ancak 200
kadar1 bazi kosullarda insan patojeni olmaktadir. Bazi mantarlar ise besin olarak
yetistirilmekte, bazilar1 da besinlerin hazirlanmasinda (sarap, bira gibi) ekmek yapiminda,
cesitli enzimleri ve antibiyotiklerin iiretiminde kullanilmaktadir. Enzim kullanimi ¢ok eski
tarihlere dayanmaktadir. Hatta insanlik tarihinin baslangic donemlerinden bu yana
islevleri bilinmeden de kullanilmislardir.

Maya ve benzeri mikroorganizmalar saprofit veya parazit yasam siiren
mikrofunguslardir. Filogenetik olarak olusturduklar1 spor sekillerine gore; Saccharomyces
gibi askospor olusturanlar askomisetoz (ascomycetous), Rhodospiridium gibi bazidiospor
olusturanlar bazidimisetoz (basidiomycetous) ve Torulopsis gibi eseyli iireme fazi
olmayanlar fungi imperfect (anamorfic) mantarlar iginde incelenirler. Bazi tiirleri uygun
sartlarda misel (bifazik mantarlar) olusturur, biiyiik kismi ise daima maya (monofazik),
bazilar1 tiirleri ise maya ya da kiif (bifazik) formunda bulunur. Makroskopik olarak
mayalar koloni renklerine gore iki gruba ayrilir. Birinci grup tiirleri pembe, somon veya
kirmiz1 koloni olusturanlar birkag¢ istisna disinda bazidiomisetoz i¢inde yer alirlar. Diger
grup ise beyaz veya krem renkli koloniler igerirler ve bu gruplar hem askomisetoz hem de
bazidiomisetoz i¢inde yer alirlar. Morfolojik sekilleri oval, yuvarlak, limon veya mermi
sekillerinde olabilir. Vejetatif lireme formu tomurcuklanma, fiizyon veya tomurcuk

fiizyonu seklinde gerceklesir.



Mantarlar heterotrofik organizmalar olup, pH 2-11 ve sicaklik 0-42 C° araliklarinda
tireyebilirler. Bazi cinsler sadece oksidatif metabolizmaya sahiptir, fakat birgok maya cinsi
aerobik fazla gelismeye baglar anaerobik fazla (fermantasyon) devam eder. Gelismeleri
icin hem mikro besinlere (iz elementleri, bilyiime maddeleri, vitaminler vb.) hem de makro
besinlere (enerji ve Oziimleme i¢in karbon ve azot kaynagi) gereksinim duyarlar.
Ekosistemde iyi bir ayristirici olmasi, ¢ok sayida hiicre dis1t enzim salgilayabilmesi
nedeniyle karbon gereksinimin farkli dis kaynaklarindan saglayabilmektedir (Carlile ark.,
2001; Skinner ark., 1980). Mayalar cesitli karbon bilesiklerini hidroliz/fermente etme
yetenekleri, lipaz ve proteinaz iiretebilme ve farkli ortam kosullarinda gelisebilme
kabiliyeti gibi fenotipik 6zellikler bakimindan heterojen mikroorganzmalardir (Petersen ve
Jespersen, 2004).

Mayalar yiyecek ve icecek ekosistemlerinde tek kiiltiir olarak nadiren bulunurlar.
Genellikle maya, bakteri, filamentous mantar ve viriisler ile karigik habitatlar olustururlar.
Son yillarda mayalarm ekolojik, fizyolojik ve biyokimyasal yapilarinin daha iyi
anlasilmasi, yiyecek ve igecek sektoriindeki (bira, ekmek, sarap vb.) 6nemini daha da
arttirmuistir (Viljoen, 2006). Bilingli tiiketici igin gida giivenligi, diyet ve saglik arasindaki
baglant1 6nemli ilgi alanmni olusturmakta olup mayalar bu baglamda da 6n plana
cikmaktadirlar.

Bu bilgiler dogrultusunda bdlgemizin onemli ge¢im kaynagi olan ve de iilke
ekonomisinde 6nemli bir yer tutan ¢aym maya florasinin belirlenmesi hem ticari hem de
saglik acisindan onemli olacagi diisiiniilmektedir. Bu amagla, 2004-2005 yillarinda Cay-
Kur’a bagh iki ¢ay fabrikasindan isleme asamalarinda alinan ¢ay orneklerinden ve Rize
Ticaret Borsasi, Ozel Gida Kontrol Laboratuar’na gelen kuru siyah ¢ay numunelerinden
izole edilen maya izolatlarmin tanimlanmasi ve c¢esitli Ozelliklerin belirlenmesi
hedeflenmistir. Cay 6rneklerinde bulunabilen maya tiirlerinin belirlenebilmesi ve cesitli
ozelliklerin arastirilmasi, mayalarin caydaki dnemi acisindan bize yol gosterici olacagi,
daha kaliteli ¢ay iiretiminde fayda saglayacagi ve endiistriyel alanda onemli olabilecek

potansiyel mikroorganizmalarin gida ve enzim sektoriine kazandirilacag: diisiiniilmektedir.



1.2. Mantarlarin Genel Ozellikleri

Mantarlar, Latince’de “Fungus” (tekil), “Fungi” (¢ogu) ve Yunanca’da “Myces”
sozciiklerinden tiiretilmis, Okoryatik ve karbon heterotrof organizmalardir. Mantarlar
inceleyen bilim dalina mikoloji ad1 verilir. Daha biiyiik, daha zehirli ve hakiki ¢ekirdege
sahip olmalar1 bakimindan bakterilerden, fotosentetik pigmentleri olmadig: i¢in bitki, alg
ve Cynobacteria’dan ayrilirlar. Mantarlar tek hiicreli maya mantarlari, ¢ok hiicreli ipliksi
yap1 olusturulabilen kiif mantarlar1 ve ¢ok hiicreli sapkali mantarlar olmak {izere ti¢ farkli
morfolojik goriiniime sahip organizmalardir.

Mikromantarlarm biiyiik ¢ogunlugu hayatlarinin tiim evrelerini ya maya ya da kiif
seklinde siirdiiriirler ki bunlara monofazik mantarlar, kii¢iik bir grubu ise 25 °C’de kiif,
35°C’de maya formunda bulunurlar ki bunlara difazik mantarlar adi verilir. Difazik
mantarlar oda 1sisindan veya dogada kiif olarak, insan viicudunda maya seklinde
bulunurlar, Histoplazma capsulatum, Coccidioides immitis ve Sporothrix schenkii gibi.

Mantar hiicreleri ¢ok hiicreli ve niikleuslu, genellikle de birden fazla niikleus igeren,
klorofilsiz, ¢ogu zaman renksiz ancak bazi tiirlerin 6zellikle geperlerinde melanin
maddesinin birikmesi nedeniyle koyu bir renk igerebilen mikroorganizmalardir. Saprofit
veya parazit olarak yasarlar. Yedek depo maddesi olarak glikojen, yag ve bazen de mannit
biriktirirler, nisasta depo etmezler.

Elektron mikroskobuyla yapilan ince kesitlerin incelenmesi sonucunda hiicre
duvarinin altinda ti¢ tabakadan yapilmis ve iinit membran Ozelligi gésteren, her Dbiri
yaklasik 25-30 amstrong (A) genisliginde bir sitoplazmik membran (plazma membrani)
bulunur. Gegirgenlik 6zelligi gosterdiginden emilim ve salimim da biiyiik kolayliklar
saglamaktadir. Yapisinda; fosfolipid, protein ve steroller bulundugu gorilmiistiir.
Proteinlerin ¢ogunu, substanslarin gegislerinde 6nemli fonksiyonlara sahip olan permeaz
enzimlerinden olugsmaktadir. Steroller, amfipatik bir karaktere sahip olup hem polar (suda
eriyebilir) ve hem de nonpolar (yagda eriyebilir) bolgelere sahiptirler. Bunlar, fosfolipid
¢ift katmani i¢ine girmis durumdadirlar (Mehrotra ve Aneja, 2005; Arda, 2000).

Kiif fazindaki mantarlarin dallanmis iplikler halinde, ¢ap1 5.0-10.0 pm arasinda
degisebilen, vejetatif yapilara hif (hyphae) adi verilir. Besiyerinin i¢erisinde veya lizerinde
geliserek, besinlerin alinmasimi ve tutunmasmi saglayan yapiya substrat miseli adi1 verilir.
Ayni koloni iginde bulunan hiflerden beslenmeyi saglayanlara vejetatif hif, disarida
kalanlara aerial hif ve ¢ogalmada gorev alanlara tireme (reprodiiktif hif, fertil hif) hifa adi
verilir (Arda, 2000).



Hiflerin olusturdugu vejetatif yapiya tallus, tallusun olusturdugu topluluga ise misel
(mycelium) adi verilir. Miseller genetik olarak genellikle ayni tip niikleusa sahip olup
homokaryotik, bazen de farkl tip niikleusa sahip olup heterokaryotik olarak isimlendirilir.
Bazi mantar tiirlerinde misel, 6zel bir dokunus arz ederek farkli dokular meydana
getirebilir. Boyle hallerde miselin gevsek dokunmus kumas halini almis sekline
plektenkima (plectenchyma) denir ve iki tipi goriilir. Bunlardan biri prosenkima olup
hifler birbirine paralel ve gevsek bir doku meydana getirirken, digeri pseudoparankima
olup hifler ¢ok sik1 ve birbirlerine girmis sekilde bulunurlar. Dokular sik1 ve sert olup, hem
somatik hem de iireme organlar1 gelisir. Zygomycotina grubu tiyeleri hari¢ kiif fazindaki
mikrofunguslar hiicre duvari enine bdolmeler olusturarak septali (tekili; septum) hifalar
olusturur. Septa hiicre duvarmin merkeze dogru biiylimesi ve bir dizi deliklerin
olugmasityla sekillenir. Septali hiicreler tek, iki tane veya daha fazla niikleus igerebilirler.

Ascomycotina ve Deuteromycotina mantarlarda hifa belli araliklarla 6zel septumlar
(basit septa) aracilig1 ile boliinmiis, septumun ortasinda veya ortasina yakin yerde 0.005-
0,5 um capinda bir tek delik (por) yer almaktadir. Deligi gerektiginde kapatan ve her
hiicrede bir veya daha fazla sayida “woronin cisimcigi” bulunmaktadir.

Basidiomycetes sinifina ait mantarlarda dolipor septum adi verilen, ortasinda ¢ok dar
(100-200 nm) bir delik, deligin etrafi amorf ve kabarik bir kenarla (yaka) ¢evrilidir. Bunu
da disaridan ¢ok ince ve delikli bir membran (parentosom) sarar. Bu tip septalar da
sitoplasma bir hiicreden digerine ge¢irmesine karsin, cekirdegi gecirmez. Flament 6zellik
tasiyan  Mastigomycotina ve Zygomycotina ait mantarlarda, hifalar septumsuz olup
kesintisiz diiz bir borucuk (septumsuz hifa, coenocytic hypha) halindedir (Oner, 1986;
Maheashwari, 2005).

Hifalarda biiylime, tepe veya ug¢ (apikal) kisimlardan gerceklesir, bu kisimda
stoplazma iginde spitzerkorper adi verilen bir yap1 bulunur ve hifanin devamli uzamasina
yardim eder. Hifanin tepe kisimlarinda bol miktarda mitokondri, golgi aparati,
endoplazmik retikulum, mikrotubuli, aktin, vezikiiller ve bol miktarda sentez bilesikler
bulunur. Vezikiiller membran ve hiicre duvar1 6nciil maddelerini, biiylime i¢in gerekli olan
cesitli proteinleri igerirler. Gelisme i¢in genellikle seliilloz, hemiselliiloz, nisasta ve lignin
gibi polimerik bilesikler igerir. Olgun hifa sert bir yapiya sahipken, gelismekte olan hifanin
u¢c kisimlarinda ince bir hiicre duvarina sahip olup biiylimesi ve uzamasini

kolaylastirmaktadir (Maheashwari, 2005).



Bazi1 kok istilact mantarlarda ve odun parcalayict mantarlarda normal hifalardan daha
uzun, ig¢ige ge¢mis, dallanmayan rizomorf denilen yapilar bulunur. Bir¢ok bitki patojeni
mantarlarda, enfeksiyonun ilk evrelerinde gelisen ve konaga tutunmaya yarayan
“appressoria” adi verilen hifalar bulunur. Cogu biyotrof ve bazi fakiiltatif parazit tiirlerde
konak hiicrenin igine giren degisik sekillerde bulunabilen (tek veya ¢ok hiicreli, basit veya
loblu) hiicre i¢i hifalar olusur ki bu yapilara “haustoria” adi verilir. Protozolar, Rotiferler
ve Nematodlar gibi kiigiik hayvanlar igin yirtici olan parazit mantarlarinda mekanik olarak
veya yapisarak tutunan tuzak (traps) adi verilen hifalar gelismistir. Bu mantarlarin bazilar1
Zygomycetes (Zoopagales), biiyilk ¢ogunlugu da Fungi-imperfect mantarlar i¢inde yer
alirlar (Mehrotra ve Aneja, 2005).

Mantar hif sitoplazmas1 Okaryotik sitoplazmaya benzer olup niikleus, mitokondri,
mikrocisimcik, golgi aparati, ribozom, vakuol, vezikiiller, endoplazmik retikulum,
lizozom, mikrotiibiiller, lamozomlar igerir. Cekirdek iki tipik {init membranla ¢evrili, her
biri endoplazmik membrana benzer. Nukleolus c¢ekirdek merkezide olup bol miktarda
RNA igerir. Mitokondri farkli sekillerde bazen yuvarlak (1 pum ¢apmnda) bazen
uzunlamasma (30 um uzunlugu) olabilir. Golgi cisimcigi ya da diktiyozom nadiren
gozlenir, endoplazmik retikulum sitoplazmada tonoplast ve plazma membrani arasinda bir
ag olusturur, bazilar1 ribozom igerir. Sitoplazmik mikrotiibiiller sitoplazmanin her tarafinda
gbzlenebilir. Sitoplazmada orijini bilinmeyen, yuvarlak ya da oval (1.5-2.0 um ¢apinda)
tek bir iinit membranla c¢evrili, lizozom, peroksizom (glioksizom) Onciilerini veya
benzerlerini igeren, kismen katalaz, glioksilat dongiisii enzimleri veya hidrolitik enzimeri
iceren mikrocisimcikler bulunur. Ribozomlar hem sitoplazmada hem de mitokondride
bulunur. Sitoplazmada c¢ogunlukla orijini bilinmeyen bir dizi vakuoller bulunur,
fonksiyonlarmin gelisme ve biiyiimede turgor basinci olusturduklari, pigment, aminoasit,
hidrolitik enzimler ve polimetafosfat (mayalarda) gibi depo maddeleri biriktirdikleri
varsayilir (Mehrotra ve Aneja, 2005).

Mantarlarin hiicre duvari, genellikle ¢ok katli (multilaminer) ve fibriler bir 6zellik
gosterir. En distan amorf glukan tabakasi, ortada glikoprotein, i¢ tabakada mikrofibrillerin
bir araya gelmesiyle olusan protein kilif bulunur. Yapisinda, baslica polisakkaridler (%
80), daha az olarak protein (% 5-15), lipid’ler (% 3-10), polifosfosfat ve inorganik iyonlar
bulunmaktadir (Tablo 1). Bunlarin miktarlari, mantar tiirlerine, besiyerinin birlesimine ve
cevresel kosullarin durumuna gore az ¢ok degismektedir. Polisakkaridler arasinda glukan,

kitin, galaktoz, kitosan, mannan ve seliiloz en fazla bulunanlaridir. Bu komponentler bazen



birlikte olabilmektedirler. Kitin ve seliiloz ¢ogu mantar tiiriiniin hiicre duvarinda bulunan
bashca mikrofibril ya da iskeletini olusturmaktadir. Orn, Basidiomycetes ve
Chytridiomycetes’lerde Kitin-glukan, Zygomycetes’lerde kitin-kitosan, Ascomycetes’lerde
kitin-glukan bulunur. Mantar hiicrelerinde endomembran sistem arasinda yer alan
lizozomlarin i¢lerinde hidrolitik enzimleri bulunur. Son yillarda saptanan kitosom ise kitin,
mikrofibrillerinin sentezinde etkinlikleri olan kitin sentetaza sahiptirler (Carlile, 2001;
Arda, 2000; Maheshwari, 2005; Mehrotra ve Aneja, 2005).

Tablo 1. Fungal hiicre duvarlarindaki baglica polimerler

Taksonomik grubu Fibroz polimerler Jel benzeri polimerler
Basidiomycetes, Kitin, Mannoproteinler
Ascomyceteslerde B(1-3), B(1-6) Glukan a(1-3) Glukan

Mitosporik mantarlar
Zygomycetes Kitin, Kitosan Poliglukoronikasit
Mannoprotein

Chytridiomycetes Kitin, Glukan ?

Hyphochytriomycetes Kitin, Seluloz ?

Oomycetes B(1-3), B(1-6) Glukan, Glukan
Seluloz

Ascomycetes(maya) Glukomannan

Fungi imperfect(maya)  Glukomannan

Basidiomycetes(maya)  Kitin, Mannan

Mantar hiicre niikleusu c¢ok kiiciik olup sitolojik ¢aligmalarda 151k mikroskobunda
gormek giictiir, elektron mikroskobu ile gozlenebilir. Mitoz esnasinda niikleer membran
normalde kaybolmaz, dilsiz zil sekline benzer ve iki kardes niikleusa ayrilir. Niikleolus da
iki kardes hiicreye boliistiiriiliir, bazi mantarlarda boliinme esnasinda kaybolurlar. Sentriyol
veya donen kutup cisimcikleri (spindle pole bodies, SPB’s) ad1 verilen yapilar béliinmede
ig ipliklerin kutuplara c¢ekilmesinde etkilidirler. Kromozomlar kiiciik ve siklikla
gozlenmez, metafaz sathasinda ekvator bolgesinde rastgele bir sekilde dagilir. Mayoz
boliinmede profaz safthasinin sonununa dogru hem c¢ekirdek hem de c¢ekirdek membrani
pargalanir, kromozomlar metafazda ig iplikleri etrafinda genellikle diizensiz bir sekilde

dagilirlar ve bu evreden sonra mayoz boliinme gergeklesir (Mehrotra ve Aneja, 2005).



1.2.1. Karbon Metabolizmasi

Mantarlar karbon ve enerji kaynaklarini bir¢ok substratlardan temin edebilirler.
Dogada serbest olarak yasayan funguslarin birgogu enerji i¢in bitkisel orijinli kaynaklardan
yararlanirlar. Basit organik molekiilleri (monosakkaridler, aminoasitler vs.), hiicre
membranlarindan  kolaylikla igeri alabilirken, makromolekiilleri (disakkaridler,
polisakkaridler, polipeptid ve proteinler vs.), disarida enzimatik olarak ayristirildiktan ve
membrandan gegebilecek bir diizeye pargalandiktan sonra igeri alirlar. Mantarlarin biiyiik
bir ¢ogunlugu glikoz, sakkaroz, nisasta, maltozu ayristirabilir ve bunlardan yararlanabilir.
Bazilar1 da yag asitlerini, organik asitleri ve gliserolu enerji kaynagi olarak ve ayrica
hekzoz ve pentoz sekerlerinin tiirevlerini de (uronik asit ve seker alkollerini) kullanabilirler
(Arda, 2000).

Mantarlar kemoorgonotrof olup enerjilerini organik bilesikleri pargalayarak elde
ederler. Birka¢ maya tiirii harig, karbonu ve enerji kaynagi olarak kullandiklari
monomerleri, dnceden saldiklar1 enzimleri araciligiyla ekstraselliiler ortamdaki polimerik
yapilar1 pargalayarak elde ederler. Bu yiizden nispeten biiyikk (20-30 kDa) enzimleri,
ozellikle hifa u¢ kisimlarindaki golgi aparati aracilifiyla tasinabilir vezikiillerle
ckstraselliiler ortama birakirlar. Hidrolitik, oksidadif, peroksidadif ve serbest radikalleri
parcalayabilecek bazi enzimleri iiretip polimerik bilesikleri pargalarlar. Ornegin nisastayi
amilaz ve glukoamilaz, seliilozu selulaz, hemiselulaz ve ksilanaz ile glukoza, inulini
inulinaz ile fruktoza, lipitleri lipazla yag asitlerine, proteinleri proteinaz ile aminoasitlere
gevirirler.

Bazi mantarlar oksidadif (laktoz dahil) ve peroksidatif enzimlerin bir karigimina
sahip olup hidrojen peroksit iireten enzim sistemleriyle lignin polimeri i¢inde bulunan en
az 15 farkl bagi parcgalayabilirler. Kahverengi ve yumusak kok mantarlar1t odundan hem
seluloz hem de hemi selulozu pargalayabilme yetenegine sahiptirler. Selulozu pargalama,
endoglukonaz (selulozun i¢ baglarin1 pargalayan), ekzoglukonaz (zincirin ucundan
sellobiyoz birimini kesen) ve glukozidaz (sellobiyozu glukoza hidrolize eden) enzimlerinin
sinerjik etkisiyle gerceklesir. Mantarlarda glukoz, glikoliz ile 2 purivik asite ve Onciil
maddelere (2ATP, 2NADH ve H iyonu) doniistiiriiliir. Maya hiicreleri anaerobik kosullarda
NAD’yi tekrar NADH’tan elde eder. Aerobik kosullarda piruvat mitokondriye girerek
sitrik asit donglisiine dahil olur. Piruvatin tam oksidasyonuyla karbondioksite kadar
indirgenir. Dehidrogenaz enzimleri agiga ¢ikan H atomlarinit NAD ve FAD ye aktararak

elektron tagima zincirine aktararak ATP iiretilir (Kavanagh, 2005).



1.2.2. Azot Metabolizmasi

Cogu mantarlar, azot ve gelismesi i¢in gerekli degisik esansiyel mineral elementleri,
organik ve inorganik kaynak olarak kullanarak kendi proteinlerini sentez edebilirler. Genel
olarak alifatik karbon bilesiklerini (6zellikle karbonhidratlari) aromatik olanlardan daha
hizli kullanabilirler. Glukoz en iyi karbon kaynagidir. Bazi mantarlar organik azotu
(6zellikle protein ve aminoasitleri), diger bazilar1 inorganik azot bilesiklerini (amonyum
veya nitrat azotu) kullanabilirler. Genel olarak organik azot, birgok tiir igin en iyi azot
kaynagidir. Baz1 mantarlar igin tiamin, biyotin gereksinim duyulan gelisme faktorleridir.
Mantarlarin biiylik ¢cogunlugu gelisme faktorlerini kendileri tretir (Mehrotra ve Aneja,
2005).

Mantarlar azot kaynaklarini, protein ve aminoasitlerin biyosentezi i¢in asimile
ederler. Ornegin amonyum iyonlar1 hizlica glutamat ve glutamin asitlerine cevrilir ve
aminoasitlerin biyosentezi i¢in Onciil bilesikler olarak goérev yaparlar. Proteinler,
ekstraseliiler proteaz enzimleriyle hiicre i¢ine almacak biiyiikliige kadar parcalanirlar.
Glutamat azot ve karbon metabolizmasmin her ikisinde de anahtar bilesiktir. Glutamin
sentetaz, birgok hiicre i¢i makro molekiil sentezinde Onemli bir basamaktir. Azot
metabolizmasinda diger 6nemli fungal enzim, 2-oksoglutarat-aminotranferaz olup ATP
icin gereklidir. Baz1 maya ve kiif mantarlar1 nitrat rediiktaz ve nitrit rediiktaz aktivitesiyle
nitrat1 tek azot kaynagi olarak kullanabilir. Bunun sonucu olarak amonyum iyonlar1
glutamat ve glutamine doniistiiriiliir. Ure, aminohidrolaz araciligryla amonyuma ve sonrada
kullanilabilir iire formuna doniistiiriilebilir. Aminoasitler ayrica dekarboksilasyon,
deaminasyon, transaminasyon ve fermentasyon araciligiyla proteine doniistiiriiliirler. Maya
ve filamentoz mantarlar amonyum ve glutamatin her ikisinide aminoasitlere
parcalayabilirler. Fermentasyon swrasinda mayalar aminoasit deaminasyon ve
dekarboksilasyon yoluyla izopentanol ve izobutanol gibi alkol veya zehirli alkol
karisimlarma (fusel oils) doniistiirebilirler. Bu aminoasitleri fermente igeceklerde onemli

ucucu bilesiklere doniistiirebildiklerini gostermektedir (Kavanagh, 2005).

1.2.3. Mantarlann Fizyolojik Ozellikleri

Cogu maya ve diger mantar tiirleri, sicak, sekerli, asidik ve aerobik kosullarda
geligirler. Mantar gelismesi i¢in gerekli olan baslica fiziksel etkenler arasinda; sicaklik,
yeterli su veya nem, oksijen miktari, karbondioksit miktari, asitlik-alkalilik (pH), hava

basinci, 151k ve 1s1ma (radyasyon) bulunmaktadir.



Gelisme 1silar1 oldukca genis olup ¢ogu tiirler 25°C de en iyi ilireme gosterir.
Optimum 1s1 istekleri 20-30°C arasinda iireyenlere mezofil (1lik seven), soguk ortamda
(£20°C) iireyenlere psikofil, >40°C’nin iizerinde {lreyenlere termotolerant olarak
tanimlanir. Bir¢ok kiif mantar1 0°C ve altinda gelisebilir. Baz1 maya mantarlar1 -10 ve -
18°C’de (Geotrichum candidum) gelisebildikleri, buna karsilik Aspergillus fumigatus’un
50°C’de, Chaetomium thermophile’nin 62°C’de gelisebildigi bildirilmektedir. Asir1 kis
soguklugunda mantarlar, kiglama formlarmi olusturarak dayanir. Asir1 sicakliktan 6liim
vejetatif hiicre i¢in 45-70°C, sporlar i¢in 100°C {istiine ¢ikabilir. Is1 sokuna kars1 mantarlar,
bazi 6zel proteinler iiretirler. Bu proteinlere 1s1 soku proteinleri (heat-shock proteins=Hsps)
denir. Hsps proteinleri 1stya kars1 koruyuculukta fizyolojik olarak biiyiik 6neme sahipler
(Siimer, 2006; Oner, 1998; Kavanagh, 2005).

Cogu mantarlarin gelismesi icin yiiksek su aktivitesine gereksinimleri vardir. Su
aktivitesi (aw > 0,65-0.75) diisiik olan mantarlara “kserotolerant” (kurakliga direngli) denir,
Ornegin Zygosaccharomyces rouxii gibi. Mantarlar genelde su aktivite degeri 0,85-0,90
araliginda optimum gelisme gosterirler. Mantarlar sert hiicre duvarlarina sahip olmalar1
nedeniyle, ¢cok degisik cevre kosullarinda geligebilirler. Eger mantarlar yliksek sodyum
kloriir yogunluguna dayanma giicii gosteriyorsa tuzcul (halofil veya halotolerant), yiiksek
seker (>%50) konsantrasyonuna direngli ise “ozmotolerant” adi verilir. Ornegin; S.
cerevisiae osmotolerant olmayan bir sustur. Tath suda, yiikksek veya diisiik ozmolaritede
gelistirildiginde hiicre intraseliiler veya ekstraseliiler ortamdaki potasyum iyonu veya
gliserol molekiillerinin yardimiyla ortam kosullarina adapte olabilir. Trehaloz, arabitol,
mannitol benzer sekilde maddeler, ozmotik strese kars1 hiicreleri korur.

Funguslar genellikle diisiik pH derecelerinde kolayca iireyebilir, spor ¢imlenmesini
tesvik edebilir. Mantarlarin gelismesi, bir kere basladiktan sonra metabolizma iirlinlerinin
birikmesinden dolay1 ortamin pH’s1 ¢ogunlukla degisiklige ugrar. Bu sebeple funguslarin
minimal ve maksimal pH limitleri 2-11, optimum 4-6 arasinda degisir. Asit karakterdeki
meyveler veya sular1 (domates, portakal, limon, greyfurt, mandalina vs.) buzdolab1 1s1sinda
olsalar bile funguslarin iiremeleri i¢in iyi bir ortam olustururlar. Mantarlarin gelismesine etki
eden diger bir faktor 151k olup, genellikle vejetatif gelismeyi mutlak karanlikta, tireme
yapilarmin olusumunu ise 151k ortaminda gergeklestirirler. Orta derecede aydinlanma miselde
renk maddesinin olusumunu tesvik eder. Mantarlarda mor 6tesi (ultraviole) 1sinlara uzun siire

maruz kalma, hem miselin hem de sporlarin dliimiine neden olur. Béyle durumlarda koyu



renkli sporlar, soluk veya renksiz olanlardan daha direngli olmaktadir. Canli kalanlar ise

mutasyona maruz Kalir (Siimer, 2006; Oner, 1998; Kavanagh, 2005).

1.3. Mantarlarin Tarihcesi ve Siniflandirilmasi

Mantarlarin diinyada hangi tarihten beri var olduklar1 bilinmemektedir. Eski
mikologlar, mantarlarim filogenetik detaylarini, basit tahminler iizerine yapmakta ve
bitkiler alemi i¢inde siniflandirmaktaydilar. Aleksopolus ve Mims (1979) tarafindan
yapilan calismalarda ilk olarak mantarlarin ne bitki nede hayvan oldugu bildirilmistir.
Dayal (1975), mantarin smiflandirmasinda baslica yedi karakter kullanmis olup bunlar;
morfolojik 06zellikleri, konak o6zgiilligli, fizyolojik ozellikleri, sitolojik ve genetik
karakterleri, serolojik 6zellikleri, biyokimyasal karakterleri ve niimerik taksonomileridir.
Kuraishi ve ark. (1985), mantar taksonomisinde ubikinon (coenzim Q) sentezinin 6nemini
vurgulamiglardir (Sharman, 2006).

Uluslararas1 mantar komitesi mantarlarin smiflandirilmasinda; Boliim (Division);
mycota, Alt bolim (Subdivision); mycotina, Smif (Clasess); mycetes, Alt smif
(Subclasses); mycetidea, Takim (Orders); ales, Aile (Families); aceae olarak son ek ilave
etmeyi Onermektedir. Cins ve tiir i¢in standart bir isimlendirme verilmemektedir.
Mantarlarin siniflandirilmasi, orijinleri ve evrimleri hakkidaki farkli detaylar nedeniyle
olduk¢a degiskendir. Bilimsel arastirmalar ¢ogaldik¢a mantarlarin morfolojisi, fizyolojisi,
kimyasal yapis1 ve diger yapilar1 hakkinda bilgiler artmakta, bunun sonucunda yeni ve
degisik bakis agilar1 gelismekte ve buna gore yeni siiflandirmalar 6nerilmekte veya ortaya
¢ikmaktadir.

BOLUM 1 : GYMNOMYCOTA (C1vik mantarlar)
Smifl: Acrasiomycetes (Seliiler civik mantarlar)
Smif2: Myxomycetes (Aseliiler civik mantarlar)

BOLUM 2 : MASTICOMYCOTA (Kamgili Basit Yapili Mantarlar)
Smifl: Chytridiomycetes
Smif2: Hyphochytridiomycetes
Smif3: Plasmodiophoromycetes
Smif4: Oomycetes

BOLUM 3 : AMASTIGOMYCOTA (Toprak mantarlarr)
Smifl: Zygomycetes
Smif2: Ascomycetes (Askuslu, torbali mantarl)
Smnif3: Basidiomycetes (Topuzlu veya ¢omakli mantarlar)
Smif4: Deuteromycetes (Fungi Imperfecti)
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Son yiizyilda bir¢cok siniflandirma Onerilmis ancak en son ve kabul edilen
smiflandirma Alexopolus’a gore olanidir. Bu siniflandirmaya gore Myceteae krallig icinde
iic bolim (Gymnomycota, Mastigomycota ve Amastigomycota), 8 adet alt bolim
smiflandirilmistir. Bu smiflandirmada ger¢ek mantarlart Amastigomycota béliimiinde ele
alip Zygomycotina, Ascomycotina, Basidiomycotina ve Deuteromycotina alt

boliimiinlerinde toplanmistir (Sharman, 2006).

1.4. Mantarlarin Ureme Ozellikleri

Mantarlarda eseyli ve eseysiz ¢ogalma goriiliir. Bazt mantar tiirlerinde, hem eseysiz
hem de eseyli cogalma goriiliirken, bazilarinda sadece eseysiz veya sadece eseyli ¢cogalma
goriiliir (Oner, 1986). Mantarlarm iireme yapilarinda spor meydana gelirken; baz1 eseysiz
olusumlarda c¢ekirdek degisimi olmaz, bodyle olusumlara anamorf (Eseysiz iireme
yapilarmin gozlendigi evre). Eseyli olusumlarda ise ¢ekirdek degisimi olur, bu olusumlara
telemorf (Eseyli iireme yapilarmin gozlendigi evre); hem eseyli ve hem de eseysiz yapilara
sahip olarak her ikisini de gergeklestiren mantar olusumlaria da holomorf denilmektedir

(Arda, 2000).

1.4.1. Eseysiz (Vejetatif) Ureme

Mantarlarda en ¢ok goriilen iireme sekli sirasiyla boliinme (bazi maya tiirlerinde),
tomurcuklanma (mayalar i¢in tipik) ve spor olusumu (eseysiz tiremede en 6nemli yapilari)
seklinde belirtilebilir.

Eseysiz iireme de rol oynayan spor tipleri:
Blastospor: Tomurcuklanma sonucu olusan sporlardir. Tomurcuk biiyiir, ana hiicre kadar
olunca ondan ayrilir veya bagh kalarak yalanci hif (pseudohifa) olusturur. Tomurcuk ana
hiicrenin her tarafindan olursa buna ¢ok yanli (multilateral), sadece bir tarafinda olursa
buna ugsu (polar) tomurcuklanma denir. En ¢cok maya mantarlarinda gozlenir.
Arthrospor (Oidiospor): Bolmeli hifin zarlar1 kalinlasarak hiicrelerin  birbirinden
ayrilmasi ile olusan sporlardir.
Klamidospor: Bazi tiirlerde artrosporun, kalin hiicre duvari ve zengin depo maddelerine
sahip, kotil sartlara dayanikli sporlara doniismesine denir.
Sporangiospor (Endospor): Spor kesesi (sporangium) igerisinde olusan sporlara
sporangiospor denir. Sporlar olgunlastiginda kese yirtilir ve hareketsiz sporlar digar1 ¢ikar.

Bu tip spora Mucor cinsi mantarlar 6rnek verilebilir.
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Konidiospor (Ekzospor): Konidum tastyicisi (Konidiofor) iizerinde olusan sporlara denir.
Konidioforlar basit veya dallanmis, bolmeli veya bolmesiz, renkli veya renksiz olabilir.

Konidiumlar konidioforun ucunda tek tek, kiime veya zincirler halinde gelisebilir.

1.4.2. Eseyli Ureme

Gamet adi verilen cinsel hiicrelerin birlesmesi ve sonrasinda mayoz (rediiksiyon)
boliinme sonucu, cinsel sporlarin meydana gelmesi seklinde olur. Burada esas olan cinsel
bakimdan farkli iki ¢ekirdegin birlesmesidir. Bu Once sitoplazmalarin birlesmesi
(plazmogami) yani ¢ift ¢ekirdekli evre, g¢ekirdeklerin birlesmesi (karyogami) yani gift
takim kromozomun bulundugu evre ve daha sonra indirgenme (rediiksiyon, mayoz)
boliinmesi gegirme ile tek takim (haploid) sporlarin meydana geldigi evreler olmak tizere
i¢ sathada meydana gelir. Eseyli ¢cogalmanin iig tipi bilinmektedir. Bunlar;
Gamet birlesmesi: Morfolojik olarak ayn1 (izogamet) veya farkli (heterogamet) iki cinsel
hiicrenin birlesmesidir. Basit yapili, 6zellikle suda yasayan mantarlarda hareketli (kamgili)
gametlerin birlesmesi seklinde olur.
Gametangium birlesmesi: Genellikle Oomycetes’lerde goriilir. Gamet serbest hale
gecemez. Cinsel bakimdan farkli (+) ve (-) ile gosterilen gametangium adi verilen yapilar
birlesir.
Somatik birlesme: Bir¢ok yiiksek yapili mantarlarda goriiliir. Cinsel organ tesekkiil
etmez. Morfolojik bakimdan farkli vejetatif (viicut hiicreleri) hiicreler birlesir.
Eseyli tireme ile meydana gelen sporlar;
Askospor: Ascomycetes mantarlarinda sekstiel sporlar (ascus) denen genislemis ve uzamis
hiicre keseleri i¢inde olusurlar. Aspergillus sp. de oldugu gibi, ayn1 veya ayri hifalarda,
birbirine komsu iki hiicrenin (askogonium ve anteridium) uzamasi ve bunlarin birbirleriyle
birlesmesi sonu olusan sporlardir.
Basidiospor: Basidiomycetes mantarlarda goriilen, basidiumlarin  gelismesi  ve
basidiosporlarin olusmasi gériilen sporlardir. Once, birbirine komsu olan iki hiicre
uzayarak birlesir ve aralarindaki membran kaybolur. Sonra, bir hiicre ¢ekirdegi digerine
girerek birlesir ve tek nukleuslu hale gelirler. Tek ¢ekirdek, mayoz gegirerek 4 haploid
¢ekirdek olusturur. Basidiumlarin u¢ kisminda, her ¢ekirdek i¢ginde bir tane olmak iizere
sterigmata (basidium) meydana gelir ve ¢ekirdeklerin her biri kendine ait olan sterigmata

icine girer ve boylece basidiosporlar1 olusurlar.
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Zigospor:  Phycomycetes mantarlarindan ~ Zygomycetes smifina  ait  tiirlerde,
gemetangiumlar (+ ve — hiicreler) somatik hifalarin dallanma bolgelerinden orijinlerini
alirlar ve ayni mantar hifalar1 iizerinde gelisirlerse homotallik, farkli mantar hifalari
arasinda meydana gelirse heterotallik ad1 verilir. Bunlarda, belli bir goriiniime ve bigime
sahip erkek veya disi karakteri gosteren hiicreler olusmazlar. Birbirine benzeyen iki cins
gametin birbirine dogru uzamasi ve birlesmesi sonu seksiiel spor (zigospor) tesekkiil eder.
Birlesme sirasinda, hiicreler arasi bolmeler kaybolur ve cekirdekleri kaynasir. Sonra,
sporun etrafi kalin bir muhafaza ile ¢evrilir. Zigospor uygun kosullar altinda filizlenerek
yeni hifa ve mantari teskil eder.

Oospor: Phycomcetes mantarlarndan Oomycetes smifina ait tiirlerde, seksiiel gogalma
sporlaridir. Bu mantarlarda erkek gamet anteridium (antheridium), disi gametten
(oogonium) daha kiigiiktiir, ayr1 karaktere ve gériiniime sahiptir. Oosporlar, bu gametlerin
birlesmesi sonucu meydana gelirler. Oosporlar kalin duvarl, yuvarlak, dis etkilere

dayanikli ve i¢leri gida ile doludur.

1.5. Mantarlarin Yayihst

Mantarlar tath sularda, karalarda, nadiren denizlerde ve havada yasarlar. Hayvan ve
bitkilerde parazit olarak yasayip hastaliklar meydana getirirler. Bir kismi alkol
fermentasyonu yapar. ilag¢ ve antibiyotik iireten tiirleri vardir. Yiiksek yapili mantarlardan
sapkali mantarlarin bir kismi1 yenilmektedir. Bazi memleketlerde mantarlar insanlar igin
onemli bir besin kaynagidir. Sapkali mantarlarin bir kismi zehirlidir. Ascomycota ve
Basidiomycota boliimlerine ait bazi mantar tiirleri, Cyanophyta (Mavi-yesil algler) ve

Cholorophyta (yesil algler) ile beraber likenleri meydana getirirler.

1.6. Maya Mantarlarinin Genel Ozellikleri

Mayalar tek hiicreli, tomurcuklanma (blast formasyonu) veya flizyon (ortadan ikiye
boliinme) ile ¢ogalan mantarlardir. Klinik 6nemi olan mayalarm ¢ogu yuvarlak veya
yuvarlagimsi, ender olarak uzamis, liggen veya sise sekilli olabilirler. Caplar1 2-20 pm,
boylar1 2-50 um arasinda degisir. S. cerevisiae, en iyi bilinen maya olup, genellikle biiyiik,
elipsoid sekilli, biiyiik hiicreleri 5-10 pum, kiigiik hiicreleri 1-7 pm boyutunda mayalardir.
Boyutlari, genellikle bakterilerden daha biiyiiktiirler (Sekil. 1).
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Sekil 1. Maya mantarlariin yap1 ve organelleri (URL-1)

Bir maya hiicresinin bir veya birka¢ noktasindan tomurcuklanma meydana gelir,
oOlgunlasan yap1 ana hiicreden ayrilarak yavru hiicreler olusturur. Yavru hiicreye
blastokonidiyum adi verilir. Bazi mayalarda (6rnegin: Candida tiirleri) olusan
blastokonidiyumlar ana hiicreden ayrilmadan pesi sira uzar gider. Bir ana hiicreden pesi
sira uzayarak olusan yavru hiicrelere yalanci hif (psddohif) adi verilir.

Hiicre duvari, kalinhiklar1 degisik olan 3 tabakadan olusur, maya hiicrelerinin
karakteristik seklini verir ve oldukga sert bir kimyasal yapiya sahiptir. Bilesimindeki glikoz
ve mannoz polimerleri (manan) ile birlikte az oranda lipid, protein ve kitin bulunmaktadir.
Stoplazmik membran, iinit membran karakteri tasir ve gegirgenligi oldukc¢a fazladir.
Ayrica, stoplazmik membran enzimlerce de oldukg¢a zengindir. Niikleer membran ise
yaklasik 1 pm ¢apinda delikleri olan bir yap1 seklindedir. Hiicre iginde, iiremenin aktif
oldugu donemde sayilari az olan ve {liremenin sonuna dogru artan sayida graniil ve
globullere rastlanilmaktadir. iglerinde transparant bir sivi bulunan biiyiikce vakuoller,
boyutlar1 0.25- 0.5 mikrometre kadar olan mitokondriumlar ve ¢ok sayida ribosomlar da
yer almaktadir (Carlile, 2001; Yarrow, 1999).

Gergek maya hiflerinde hiicre duvarlar1 birbirlerine paraleldir. Yalanci hifte ise
tomurcuklanma bolgesine yakin bir yerde icbiikkey bir yapi goriilir. Bazi mayalar hem
tomurcuklanir hem de ikiye boliinerek ¢ogalir. Bu sekilde olusan hiicrelere artrokonidiyum
(6rnegin: Trichosporon spp.) denir. Bazi maya hiicrelerinde, antijenik 6zellik ve virulans
kazandiran, kapsiil vardir (6rnegin: Cryptococcus neoformans).

Agar besi ortaminda tiretilen dev maya kolonilerinin doku ve geometrik morfolojileri
renk acgisindan biiyiik ¢esitlilik gdsterir. Bircok maya hiicreleri renk pigmentleri igerir ve

koloni yiizeyinde goriintiilenebilir (Sekil 2).

14



Bunlardan bazilar1 agar besiyerinde S. cerevisiae krem, Geotrichum candidum beyaz,

Aureobasidium pullulans siyah, Phaffia rhodozyma pembe, Rhodotorula rubra kirmizi,

Rhodosporidium spp. turuncu ve Cryptococcus laurentii sar1 koloni olustururlar.

Sekil 2. Maya mantarlarinin bazi koloni goriintimleri ve renkleri (Samson ve ark., 2010).

Mayalarda vejetatif veya seksiiel iireme tomurcuklanma, fizyon ve sterigmata adi
verilen kisa bir cubuk iizerindeki konidialarin iiretimi ile meydana gelir. Konidialarm nasil
olustugunun belirlenmesi suslarin identifikasyonu igin Onemlidir. Tomurcuk maya
hiicrelerinin her birinde veya hifalarinda meydana gelebilir (Sekil 3). Tomurcuklanma
hiicre yiizeyinin bir noktasindan disa dogru gelisme gostermesiyle baslar. Hiicre daha

sonraki gelismeleri sirasindaki biiyiikliigii az veya ¢ok sabit kalir (Yarrow, 1999).

Vacuole' [/

Sekil 3. Maya mantarlarinda tomurcuklanma gériiniimleri (URL-2 ve 3).

Tomurcuklar hiicre duvar1 yapismin olusum sekline gore holoblastik veya
enteroblastik olarak isimlendirilir. Holoblastik tomurcukta ana hiicrenin hiicre duvari
bogumlanir, tiim hiicre duvar1 yapilar1 yeni hiicrede mevcut olur. Enteroblastik tomurcukta,

tomurcuk kismi genelde kiicilik bir bolgede olusur, hiicre duvar1 yirtilir, hiicre duvarmin i¢
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tabakalarmdan tomurcuk ayrilir, yeni hiicre duvari yapilar1 sentez edilir.  Bir daha bu
bdlgeden tomurcuklanma olmaz. Enteroblastik tomurcuklanma basidiomycetes mayalarda
karakteristiktir (Yarrow, 1999).

Tomurcuklanma bir kutupta kisitlanmis olursa monopolar, her iki kutupta meydana
gelebiliyorsa bipolar adi verilir. Bipolar tomurcuklanma apiculat (dar tepeli) mayalarda
karakteristiktir. Hiicre iizerindeki degisik bolgelerdeki tomurcuklanma multilateral (¢ok
yonlii) veya multipolar olarak isimlendirilir (Sekil 4). Simpodiyal tomurcuklanma bir
konidiofor lizerinde gelisir. Konidium u¢ kisminda devamli olarak iiretilir, zigzag seklinde
bir goriintli olusur. Acropetal tomurcuklanma, u¢ kisimda geng hiicreler bir zincir
olugturur. Bazipetal tomurcuklanma ise bir hiicreden siirekli tomurcuklanarak yeni

hiicrelerin ayrilmasi seklindedir (Yarrow, 1999).
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Sekil 4. Maya morfolojilerinin terminolojik diyagrami. a) Multilatera, b) Bipolar, c)
Monopolar, d-f) Tomurcuklanma tipi, d) Tekli (multilateral), e) Soliter, f)
Percurrent, g-i) Filizyon tip hiicre gelisimi, g) Baslangi¢ hiicre, h) Bilateral
uzama, I) Fiizyon, j-I) Artrokonidia gelisimi, j) Baslangic hifa, k) Bdlme
(septum) olusumu, 1) Septalardan par¢alanma, m-o) Birbirine yapisik boliinme
tipleri, m) Mayadan yapistk tomurcuklanma hiicreleri, n) Yalanct misel
(pseudomisel), o) Gergek misel, p-q) Sapl konidia tipleri, p) Ballitokonidia, q)
Sterigmatokonidium, r-u) Canl tippler ve mitotic yapilar, r) Klamidospor, s)
Teliospor, t) Pragmobazidium, u) Holobazidium (Hoog, ve ark. 2010)



Tomurcuklanma mayalarda goriilen vejetatif iremenin en yaygin formudur ve
Ascomycetes mayalarda multilateral tomurcuklanma tipik formudur. S. cerevisia’da DNA
sentezinin baslangiciyla ayni zamana rastlar ve ana hiicre kritik hiicre biiylikliigiine ulastig1
zaman tomurcuklanma baslar. Tomurcuklanma siireci sonucunda hiicre duvari incelir ve
turgor basinci ile birlikte gerilir, stoplazmik uzamanm oldugu bolgelerde yeni bir hiicre
duvar1 olusumuyla tomurcuklanma olugur. Hiicre duvar1 polisakkaritleri baslica glukan ve
kitin sentetaz araciligiyla sentezlenir. Kitin, N-asetilglukozaminin bir polimeridir ve bu
materyal ana hiicre ve tomurcuk arasinda bir yiiziik seklinde olur ki, hiicre béliinmesinden
sonra karakteristik tomurcuk izi olusur (Carlile, 2001; Yarrow, 1999).

Fiizyonla treme vejetatif hiicrenin ikiye boliinmesiyle olusur. Fiizyon mayalar
Schizosacchoromyces spp. tipik bir 6rnektir, bir hiicre septumu olusumuyla boliiniir, iki
esit biiyiikliikte kardes hiicre olusur. Schizosacchoromyces pampe’de yeni boliinen kardes
hiicreler mitozun baslangicina kadar uzar. Hiicresel flizyon veya enine boliinme bir goz
diyaframmin kapanmasma benzetilebilir. Baz1 maya tiirlerinde psodohifa ve gercek hifa
varlig1 veya yoklugu taksonomik kriter olarak (bazi ascomycetoz mayalar arasinda hifal
septanin ince yapist tanimlamada 6nemli oldugu gibi) kullanilabilir. Bazi mayalar jerm
tiptinden baslayan gergek hifalar ile gelisirken (Candida albicans), fakat digerleri (S.
cerevisia vb.) besin kitliginda yalanci hifa bigiminde gelisebilir.

Mayalarin hifa veya yalanci hifa uzanmasi araciligiyla filamentéz gelismesi genel
olarak degisken olan farkli gelisme yollarm1 gosterir. Mayalar gercek veya yalanci hifa
seklinde az veya cok filamentoz veya gii¢ Kullanarak bosaltilabilen spor (ballitospor)
yapilar1 olusturarak ftreyebilirler. Pseudohifa tam gelismemis, benzer biiyiikliikte ve
sekilde veya farkli uzunluklarda ki hiicreden olusur, her biri blastospor olusturabilir.
Blastosporlar eskiden bazi genuslarin smiflandirilmasinda kullanilirdi. Psodohifa olusumu
bazi kiiltiir kosullariyla belirgin sekilde etkilenirler. Psodohifa tek bir filamentdz hiicreden
olusur, septa icermez, fakat bazen dallanabilir.

Filement6z mantarlarin hiicre yapis1 degisiktir. Apikal (ug) bolge siklikla ¢ok
nukleusludur ve niikleer boliinme islemleri ve yeni olusan hifaya gecisi duplikasyon
dongiisii olarak bilinir. Boylece Aspergillus nidulans’m apikal hiicresi 50°ye yakin
nukleus icerir ve duplikasyon siireci yaklagik 2 saattir. Devam eden boliinmeler siirecinde
birka¢ nukleus iceren sub apikal bolinmeler olusur. Hifalar genellikle dallanir yiiksek

yapililarda septumun hemen gerisinde ve hifanin belli uzunluga ulastiginda genelde
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dallanma meydana gelir. Baz1 mayalar uygun kosullar altinda septa ve dallanma igeren
gercek hifler olusturabilir (Carlile, 2001; Yarrow, 1999).

Bu hifalardan artrospor olusur. Bazen de hifa, basit dallanmamis kisimlarda
modifikasyonlarla lateral konidium olusumu gdzlenir. Ornegin, Stephanoascus species ve
Pichia burtanii gibi. Konidiogenaz hiicreler Ambrosiozyma cicatricosa da oldugu gibi
monopolar tomurcuklanma gdsterir. Bazi tiirlerin hifalar1 ¢entik (klamp connettion)
olusturur. Klamp, bdliinen hiicrede hifa iizerinde disa dogru ¢ikint1 yiikselir ve iki hiicre
arasinda temas kurulur. Amaci niikleer boliinme sirasinda kardes nukleuslar saglamak, yeni
hiicreye transfer etmektir. Klamp bazidiomcetéz mantarlarda dikaryotik fazinin
belirleyicisidir (Wickerham, 1951).

1.6.1. Maya Mantarlarinin Siniflandirilmasi

Son molekiiler ve genetiksel teknikler kullanilarak yapilan smiflandirmada maya
mantar1 3 grup iginde toplanmustir. Bunlar Tablo 2’de goriildiigi gibi, Askosprogenez
(Ascomycete) mayalar Basidiosporogenez (Basidiomycete) mayalar ve fungi imperfekti

(Deuteromycete) mayalar seklindedir

1.6.1.1. Askomicetéz (Ascomycota) Mayalar

Askomiget6z mayalar (class: Hymenomycetes) Ascomycota grubunun baslica
tyeleridir. Ayni taksonomik seviyedeki Archioscomycetes (6nemli iiyelerinden biri
Pneumocystis) ve Euascomycetes karakteristik olarak fruiting body’den yoksundur. Asci,
hifa tizerinde olusur ve ya tomurcuklanan hiicrelerin konjukasyon veya konveksiyonundan
(degisiminden) sonra olusur. Bir¢ok medikal laboratuarda Candida albicans’in hizli
identifikasyonu i¢in kullanilan 6nemli bir metot jerm tiipli olusumudur. Jerm tiipii ince
flamentdz bir yap1 olup hiicrenin bir noktasindan orjin alir (Sekil 5).

Ascus
ASCOosSparas

nuclear

fusion Meiosis
_— —_—

mitosis
—_—
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Dikcaryotic Sygote (M)
[+ (200 (™3

Sekil 5. Askomigetoz mantarlarda askospor ve askus olusumu (URL-4)
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Tablo 2. Maya mantarlarinin siiflandirilmasi (Kurtzman, 1998).

Phylum

Class

Family

Genus

Ascomycota

Archiascomycetes

Schizosaccharomycetaceae
Beijerinck ex Klocker

Shizosaccharomyces, Nadsonia
Hanseniaspora

Protomycetaceae Gray

Protomyces

Pneumocystidaceae O.E.
Eriksson

Pneumocystis

Hemiascomycetes

Candidaceae Windisch ex van
der Walt (Anamorphic)

Aciculocon idium, Arxula, Blastobotrys
Botryozyma, Brettanomyces, Candida
Geotrichum,Kloeckera, Myxozyma

Sch izoblastosporion, Sympodiomyces
Trigonopsis

Saccharomycodaceae
Kudryavtsev

Saccharomycodes, Nadsonia,
Sacchroomycode , Wickerhamia

Saccharomycetaceae G.
Winter

Arxiozyma, Kluyveromyces,
Saccharomyces, Torulaspora,
Torulaspora, Ekkera,
Zygosaccharomyces, Clavispora,
Cyniclomyces, Lodderomyces,
Schwanniomyces, Saccharomyces,
Pachytichspora, Sporopachydermia,
Pichia,, Debaryomyces, Issatchenkia

Lipomycetaceae E.K. Novak
& Zsolt

Bahjevia, Dipodascopsis, Lipomyces
Zygozyma Lipomyces, Ambrosiozyma,
Arthroascus, Hyphopichia,
Staphanoascus, Guilliermondella

Euascomycetes

Endomycetales

Saccharomycopsis, Hansenulen
Pachysole , Citeromyces, Wickerhamiella

Basidiomycota

Teleomorphic
Heterobasidiomycetes

Cryptococcaceae Kiitzing

Cryptococcus. Bullera, Fellomyces,
Kockovaella, Phaffia, Trichosporon,
Tschuchiyaea, Udeniomyces,
Hyalodendron, Moniliella.

Cystobasidiaceae

Colacogloea
Cystobasidium

Sporidiales R.T. Moore

Leucosporidium, Rhodosporidium,
Sporidiobolus, Flobasidium

Cryptobasidiaceae

Conyodyctum
Cryptobasidium

Filobasidiacceae

Filobasidiella, Filobasidium, Mrakia
Xanthophyllomyces

Deuteromycota

Anamorphic
Basidiomycetous

Sporobolomycetaceae Derx

Sporobolomyces, Sporidiomycetes
Shizoblastosporion, Sympodiomyces,
Brettanomyces Bensingtonia,
Kurtzmanomyces, Rhodotorula,
Sterigmatomyces,

Blastomycetes

Malassezia, Oospororidium

Cryptococcaceae

Rhodotorula, Phaffia, Cryptococcus,
Sterigmatomyces, Trichosporon, Candida,
Torulopsis

Sacchoromycetales ordosuna bagli Hemiascomycetes smifina ait askomicetoz

mayalarda fruiting body olusturmaksizin askus olustururlar. Ekmek mayasiyla yakin

iligkilidirler. Ascomycetes mayalarin alt1 familyasi anamorf tomurcuklanan (Candida)

yapida mantarlaridir. Dipodascaceae ¢ogunlugu artrokonidia (Geotrichum, Saprochaete)
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olusturan anamorf mayalara sahiptir. Cogu tiirleri homo ve heterotallik’tir. Genellikle
fermentatiftirler. Karbonhidratlarn az bir kismmi asimile ederler. Multilateral
tomurcuklanir, iireaz ve ekstraseliiller DNAse aktiviteleri negatif olup hiicre duvari {i¢

tabakadan olusur (Stenderup and Thomsen, 1964; Carlile, 2001).

1.6.1.2. Bazidiomycet6z (Basidiomycota) Mayalar

Basidiomyceteslerin yasam dongiileri ascomycetes mayalardan biraz farklilik disinda
benzerdir. Basidiomycetes mayalar, jole (jelly) mantarlar1 (Hymenomycetes, Themellales)
veya siyah (smuts) mantar (Ustilaginomycetes, Ustilaginales) iiyelerinin anomorflaridir.
Ureaz ve ekstra seliller DNAse aktiviteleri pozitiftir. Ilave olarak ekstraseliiler nisasta
benzeri bilesikleri iiretirler. Inositol asimile ederler ve sekerleri fermente etmezler veya
yalnizca standart metotlarla tayin edilemeyecek kadar fermente ederler. Tomurcuklanma
stirekli vardir. Eseyli iireme cogunlukla uygun ciftlesme hiicresiyle karsilastiginda
gerceklesir. Ince hiicre duvarli klamp miselyumu olustururlar. Kahverengi teliosporlari
iiretirler. Septasiz basidium (holobasidium) veya septali basidium (phragmobasidium) ve
sapsiz basidiosporlar olustururlar (Sekil 6). Cryptococcus, Malassezia, Rhodotorula,

Sporobolomyces, Trichosporon cinslerinde oldugu gibi.

EBasidiospores

Easidium
nuclear \' o
fusion meiosis|
_— —_— E—
o
u]
Dikearyotic Sygote (M (M)

(N+MN] (2N)

Sekil 6. Bazidiomigetoz mantarlarda bazidium ve bazidiospor olusumu (URL-4)

Basidiyomicet6z mayalar {i¢ siif iginde incelenir. Cogu Basidiomcetes’ler dogada
yenen mantar benzeri, kiiltiirde flament6z yapi olusturabilen Hymenomycetes subclass
icinde smiflandirilir. iki basidiomycetes grubu (Urediomycetes ve Ustilaginomycetes)
kiiltiirde yaygin tomurcuklanan hiicreler gozlenirken, Hymenomycetes ve birkag tiyesinde

de tomurcuklanan hiicreler goriilebilmektedir.
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Dimorfik basidiomycetesler hem maya, hem de hifa olusturur. Ornegin insan
patojeni Cryptococcus neoformans gibi, vejetatif gelisme tomurcuklanan mayalar
araciligiyla olusur. Seksiiel iireme, maya hiicrelerinin feromen salgilayan hifaya
farklilagmasini igerir, sonucunda da dikaryotik hifalar olusur. Bazidiolar hifalarin ucunda
farklilagir, karyogamiyi takiben mayoz ve mitoz meydana gelir, sonugta haploid
bazidiosporlar olusturulur. Salman sporlar tomurcuklan maya gibi gelisirler. Maya
hiicreleri azot kithigi veya kurakliga cevap olarak aseksiiel sporlanmayla gosterebilirler. Bu
kosullarda maya hiicreleri hifaya degisir, uclarinda monokaryotik bazidiolar1 olusturur.
Bazidia i¢cinde mitoz meydana gelir, haploid spor olusturulur ki bunlar daha sonra maya

hiicrelerine ¢imlenir (Carlile, 2001).

1.7. Maya Mantarlarimin Tanimlanmasinda Kullamilan Baz1 Kriterler

Mayalarin tanimlanmasinda iireaz testi onemli olup bazidiyomicetdz mayalarda
pozitif, ascomycetdéz mayalarda negatiftir. En sik kullanilan identifikasyon kriterleri
morfolojik karakterleridir (Tablo 3). Bunlardan bazilari; tallus formlar1 olup flamentoz
yiginlardir ve bir¢ogu tarafindan olusturulmaktadir. Genellikle tiire bagimli bir 6zelliktir.
Flamentler ya gercek hifa, ya da yalanci (psodohifa) hifa seklinde goriiliir (Kavanagh,
2005).

Mayalarin taksonomik farkliliklarina karsin bu organizmalarin tanimlanmasi igin
kullanilan metodlar benzerdir. Mayalar besin fizyolojisine gore rutin olarak belirlenirler.
Bir¢ok klinik maya izolat1 26S rDNA sckans analizi ve PCR —RFLP analizleri ile

molekiler olarak da tanimlanabilir.

1.8. Mayalarda Ureme

Maya mantarlar1 iireme yoniinden aseksiiel ve seksiiel iireme olmak iizere baslica iki
gruba ayrilirlar. Zengin gelisme kosullar1 altinda bazi diploid hiicreler vejetatif olarak iirer,
fakat azot ve fermente edilebilir karbon sinirlamasi kosullarinda diploid hiicreler mayoz ve

sporulasyonun baslangicini tetikler.

1.8.1. Mayalarda Eseysiz (Aseksiiel) Ureme
Bu ireme tarzi yaygin olarak olusmaz, fakat Thrichosporon, Candida,
Cryptococcus, Oosporidium, Cystofilobasidium ve Leucosporidium genuslarina ait

suslarda baslica iki karakter seklinde gozlenir. Bazi mayalar tomurcuklanmayla ve diger
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bazilar1 da ortadan boliinerek ¢ogalma gosterir. Tomurcuklanma ile ¢ogalmada Once
hiicrenin bir ucunda kabarcik meydana gelir ve bu zamanla geliserek esas hiicre
boyutlarma ulasir. Bu durumda, yeni olugan hiicre ya ayrilarak serbest kalir veya bitisik
olarak yasamina devam eder. Bu tarzdaki tireme Saccharomyces smifina ait tiirlerde (S.
cerevisiae) gozlenir. Bitigik olan iki hiicre de sonradan tomurcuklar olusturarak tiremeye
devam ederler. Ortadan boliinerek ¢cogalma, aynen bakterilerde oldugu gibi, maya hiicresi,

ortasina dogru uzanan bir bolme (septum) ile ikiye ayrilarak gerceklesir.

Tablo 3. Mayalarin vejetatif ireme sekilleri (Walker,1998 uyarlanig, Kavanagh, 2005)

Ureme Bicimi Tanimm Ornek Maya Cinsleri
Tomurcuklar ana hiicrenin herhangi Sacchoromyces
bir noktasindan ¢ikar, fakat ayni Zygosacchoromycetes
yerden bir daha asla ¢ikmaz. Torulaspora pichia
Tomurcuklar ayrilmaya Pachysaten
Multilateral Tomurcuklanma baglandiginda multilateral Kluyveromyces
tomurcuklanma bazen de dallanmig Villiopsis
zincirler olusabilmektedir. Debaryomyces
Yarrowi
Lipomyces
Sacchoromycopsis
Bipolar Tomurcuklanma Tomurcuklanma uzamis hiicrelerin Nadsonia
uzunlamasina ekseni boyunca Sacchoromycodes
kutuplarinda olusur.(apikulat veya Haneniaspora
limon seklinde). Wickerhamia
Kloeckera
Unipolar Tomurcuklanma Tomurcuklanma ana hiicre Pityrosporum
yiizeyinde ayn1 yonde tekrar eder. Trigonopsis
Monopolar Tomurcuklanma Tomurcuk ana hiicrenin yalnizca bir | Malassezia

kutbundan koéken alir.

Basit Ikiye Boliinme
(binary fission)

Uzunlamasina gelismeden sonra
belirtilen bir septum (¢apraz duvar
veya hiicre plakasi) ve hiicreler ikiye
boliiniir.

Schizasacchoromyces

Tomurcuk Béliinme (fission)

Tomurcuk formunun dibinde genis
capta duvar olusur ve ana hiicreden
tomurcuklar ayrilir.

Sacchoromcodes
Nadsonia ve
Pityrosporum

Saplardan Tomurcuklanma

Tomurcuklar kisa bir ¢ikintidan yada
uzun bir saptan olusur.

Sterigmatomyces

Ballistoconidiogenesis

Ballistoconidia hiicre tizerinde disa
dogru sivrilen yapidan aktif olarak
saliverilir.

Bullera
Sporobolomyces

Bazi tiirlerde artrokonidia adi verilen normal veya Ozellesmis hifalarla eseysiz
cogalir. Bazen kardes hiicreler kisa bir sap (stalk) iizerinde gelismeye baslar. Stalk az veya
cok silindirik yapiy1 andirir, tomurcuklanma ile yeni yiicreler olusturur ki bu tarz eseysiz

iireme hiicresine “sterigmatokonidia” denir. Bazi tiirlerde de “ballitokonidia” ad1 verilen
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bir yap1 ile eseysiz lireme gozlenir. Stalk’lar u¢ kisima dogru daralir, konidialar stalk
tizerinden gelisir, fakat gii¢ kullanarak firlatma mekanizmasiyla firlatilir. Candida albicans
ve Metschnikowia tiirlerinde ise klamidosporlar karakteristikken, diger taksonlarin eski

kiiltiirlerinde fark edilemezler (Stenderup ve Thomsen, 1964).

1.8.2. Mayalarda Eseyli (Seksiiel) Ureme

Bazidiomicetoz mayalar heterotalliktir, fakat ¢iftlesme zordur. Misel bir klamp
olusur sonra eseyli iireme baslar. Ince duvarli teliosporlar olusur, ¢imlenerek misel
iizerinde yilikselen bazidium, bu yap1 lizerinde bazidiosporlar olusur. Bu bazidiumlar
capraz hiicre duvarlarma sahip (pragmobasiidium) veya septasiz (holobasidium) bir yap1
gosterebilirler.

Askomicetdz mayalar homo veya heterotalliktir. Ciplak kese (aski) icerisinde
askosporlar olustururlar. Ug farkli tipte fertilizasyon bilinmektedir. Bunlar vejetatif bir
hiicrernin direk degisimiyle (konjuge ascus), ana ve tomurcuk hiicrelerinin konjugasyonu
ile veya iki bagimsiz hiicrenin konjugasyonu ile meydana gelir. Olusan askosporlar diiz
veya tirtikl1 hiicre duvarl, degisik (oval, sapka seklinde, reniform) sekillerde olabilir. Bu
ireme tarzi yine Saccharomyces smifina ait tiirlerde (S. cerevisiae ve
Schizosaccharomyces octoporus) goriilmektedir. Bu tiirlerde zigot olusumu degisik tarzda
gelisir ve gergeklestirilir. Seksiiel iireme, ya askosporlarm olugsmasma yol agan

sporulasyonla veya gametlerin birlesmesi (gamet formasyonu) tarzinda goriilmektedir.

1.9. Mantar Hiicrelerinde Oliim

Fungal hiicrelerin Olimiiniin anlasilmasi, Ozellikle mayalarda, mantarlardaki
apoptozis ve hiicre yaslanmasi ile ilgili calismada model sistemlerin olusturulmasinda
temel Oneme sahiptir. Pratik olarak mantarlarda hiicre 6liimii bir¢ok kosullarla iligkilidir.
Bunlar biyoteknolojik olarak fermentasyon endiistrisinde(canliligin yiiksek kiiltiir
kosullarina ulastig1 zaman) gida muhafazasinda (istenmiyen fungal gelisimi 6nlemek icin )
ve klinik mikolojide (istenmeyen insan mikozeslerin tedavisinde) mantarlarin Slimi
gerekmektedir. Fungal hiicre 6limii biyolojik, kimyasal ve fiziksel faktorlerden biiytik
olciilerde etkilenmektedir. Oliimde ilk sdylenen asir1 sicaklik, asir1 soguk, yiiksek elektrik
voltaji, iyonize radyasyon veya yiiksek hidrostatik ya da ozmotik basing gelmektedir.

Kimyasal faktorler fungal canlilifi engelleyen onemli faktorlerdendir. Bir¢ok dis

kaynakli fungisidal kimyasal ajanlar (zehirli oraganik bilesikler, serbest oksijen radikalleri
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ve agir metalleri) fungal 6liimde 6nemli faktorlerdir. Yaygin kimyasal koruyucular asetik
asit ve benzoik asit gibi yiyeceklerdeki zayif asidik igerikler yaygin olarak cogunlukla
antifungal ajanlar olarak is goriir. Bu ajanlar fungisidal etkenden ziyade fungistatiktirler,
maya stoplazmasinda iyonlar igine dagildiklarinda hiicre pH’s1 baskilanir ve plazma
membranindaki proton gradrenti kaybolmasina neden olur. Benzer sekilde kiikiirt dioksit,
saraptaki arzu edilmeyen mayalarin (ve de bakteriler) eliminasyonu i¢in uzun yillardir
kullamImaktadir. Kiikiirt dioksit, SO 3 ve HSO’; iyonlarma ayrilmakta, sitoplazmada pH
diismekte ve antizimotik olaydan dolay1 bazik ortam olusmaktadir. Fungisidal asitler orta
uzunlukta yag asidi zincirini igerirler (decanoic asit gibi) ve mayalarm hiicre membran
biitlinliigiinii bozarak fungal hiicre 6liimiiniin hizlanmasina neden olur.

Fermentasyon aktiviteleri sirasinda i¢ kaynakli kimyasal faktorler, etanol ve diger
toksik metabolitler; (aceteldehit vb.) iireterek, asir1 hiicre i¢i asidite veya alkoliniteye
neden olurlar. Oksidatif hasara kars1 koruyuculugun yetersizligi veya toksik metallerin
olusmasi, funguslarin O6limiini tetikleyen faktorler arasindadwr. Eger fungal hiicreler
detoksifikasyon ya da kimyasallarin zarar verici etkilerine kars1 koymada yetersiz kalirsa
hiicreler 6liir. Mantarlarda 6ldiiriicii biyotik iliskilere 6rnek olarak, direk sindirim (bdcek,
protozoalarla), icine ¢ekme ve liz (eritme) etme (mycoparazitik mantarlarla), direk
parcalama (haustori ile iliskili), protein yapisinda toksin sentez eden mayalardir ki bu
toksin diger mayalar1 6ldiiriir ancak kendisi bu toksine kars1 immunite olusturur.

Oldiiriicii karakterde birgok maya tiirii identifiye edilmistir, fakat en iyi bilineni S.
cerevisia’deki K1 sistemdir. K1 toksini duyarli mayalarin hiicre duvari reseptorlerine
baglanir, bunu takriben plazma membraninda kanallar olusturur, hiicrenin gecirgenligi
bozulur ve &liimle sonuglanir. I¢ kaynakli biyotik faktorler dikkate alindiginda fungal
hiicre yasamini etkileyen bir¢ok fizyolojik, morfolojik, genetik ve biyokimyasal olaylar
bulunur ki bunlar hiicrenin kendi kendini 6ldiirmesine yol agar. Ornegin fungal otolizinler,
fungal hiicrenin kendini sindirmesine neden olur. Bir baska etken endojen hidrolitik
enzimler (vakouller), 0&zellikle proteazlar ve karboksilazlar olup hiicre duvari
polisakkaritlerinin ve sitoplazmik proteinlerin ¢dziinmemesine ve dolayisiyla hiicre
Oliimiine neden olurlar.

Gida endiistrisinde otolitik enzimatik aktiviteyi, maya extraktlarmin liretimi sirasinda
kullanilan yiiksek 1s1 (yaklasik 45°C), tuz (plazmolizi tesvik etme) ve ¢oziiciiler (lipitlerin
erimesini) tesvik eder. Dis kaynakli hidrolitik enzimler de, papain gibi hiicre duvari

parcalanmasinda  kullanilmaktadir. Genetik faktorlerde fungal hiicre Olimiini
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etkilemektedir. Bu muhtemelen degisik progeni iiretim riskinden kagmmak icin, DNA
hasarini takiben hiicreler intihar eder. Hiicre yasi ve apoptotik hiicre 6liimii, mayalarda
genis Olciide calistimustir. Ozellikle S. cerevisia, memeli hiicrelerinin yas islemlerinin

molekiiler genetik esaslarinin anlagilmasinda dnemli bir model organizmadir.

1.10. Mantarlarin Onemi

Mantarlar bir¢ok yonden insanlara faydalidir. Bunlardan Ascomycetes tiirlerinin
bazilar1 fermantasyon yan iiriinlerinden peynir, ekmek, antibiyotik ve vitamin {iretiminde
rol aldiklar1 gibi baz1 mantar tiirleri gliserin, enzim, yag ve yem iiretiminde rol oynarlar.
Basidiomycetes (sapkali mantarlar) tiirlerinin birgogu bash basina bir gida kaynagidir.
Yenilebilen yabani mantarlar iyi birer protein, yag, karbonhidrat, mineral ve vitamin
kaynagidir. Mayalarda bugiin besin olarak kullanabilmekte ve ucuz karbonhidratlardan
yararlanarak ¢ok az enerji kaybi ile onlardan protein elde edilmektedir (Torulopsis utilis ).
Bu protein ekmek yapilan unla muamele edildigi i¢in 1yi sonu¢ vermektedir. Mayadan elde
edilen protein i¢ine, maya hiicreleri icinde sentez edilen Thiamin, Riboflavin, Nikotinik
asit, Pantotenik asit, Biotin, Pridoksin ve p-Aminobenzoik asit gibi vitaminler de
karistigindan ekmegin vitamin degeri ylikselmektedir. Bazi mantarlar besin maddelerinin
hazirlanmasinda da 6nemli role sahiptir. Rokfort (Penicillium roqueforti), ve Kamembert
(Penicillium camamberti) peynirlerinin yapimmda kullanilirlar (Oner, 1998).

Diger taraftan mantarlarin ekonomik zarar1 da kiigiimsenmeyecek kadar biiyiiktiir.
Mantarlarin meydana getirdikleri bitki hastaliklar1 biiyiik ekonomik kayiplara yol
acmaktadir. Kereste ve keresteden elde edilen esyalarin ¢iliriimesinde, elektrik kablolarmin,
deri esyalarin, optik aletlerin, ¢esitli tekstil sanayi iirlinlerin agnmasi, meyve, sebze,
yemek, ekmek v.s. gibi besin maddelerinin bozulmasma, insan ve hayvanlarda

hastaliklarin olusmasina neden olurlar (Oner, 1998).

1.11. Cay Bitkisinin Botanikteki Yeri ve Cesitleri

Cay bitkisi botanikte Angiospermea c¢icek aganlar boliimiinden; Dicotyledonea
sinifindan ve Theaceae ya da Camellia familyasindandir. Botanikgiler tarafindan cay
bitkisinin genellikle kabul edilen adi Camellia sinensis (L.) O. Kuntze’dir. Yazida (L.)
harfi sinensis sozcliglinii kullanan Linnaeus isimli botanik¢inin ilk harfine; O. Kuntze
sOzciigii ise ayn1 botanik¢inin sdzciikleri birlestirip ¢cayimn ismini gergeklestirmis olmasina

izafeten yer almistir. Camellia sinensis (L.) O. Kuntze adindaki ¢ay bitkisinin, morfolojik
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ayrimliliklar gosteren ii¢ degisik ¢eside (varyeteye) sahip oldugu hususunda botanikgiler
goris birligi icerisindedir. Bunlar; Cin ¢ay1, Assam ¢ay1 ve Kambogya cayidir.

Cin ¢ay1 (Camellia sinensis var. sinensis) dogal olarak 1-3 m boyunda ve biiyiik
cali goriiniimiinde bir bitkidir. Toprak ylizeyine yakin yerlerden ¢ikan ¢ok sayidaki gii¢lii
dallar yukar1 dogru geliserek bitkinin kubbemsi bir goriinim kazanmasma neden olur.
Yapraklar 3,8-6,4cm uzunlugunda 1,0-2,2 cm genisliginde, kisa sapli, elips goriiniimiinde
olup yaprak kenarindaki dis sayis1 genellikle 30’un iizerindedir. Erken ve ¢ok sayida ¢igek
acar. Sik dalli olup saglam yapilidir. Deniz seviyesinden daha yiikseklerde ve yaklasik
1150 m’ye degin yiiksekliklerde yetigebilir. Aromali ve nitelikli cay elde edilebilir.
Soguga, hastaliklara ve kuraga dayaniklidir.

Assam ¢ay1 (C. sinensis var. assamica) dogal olarak 6-18 m boyunda ve ana gévde
etrafinda seyrek dalli bir aga¢ goriiniimiindedir. Yaprak ayasi genis elips seklinde olup 8-
10 cm uzunlugunda ve 3,5-7,5 cm genisligindedir. Yapraklar yumusak ve parlak, ince
dokulu, damar aralar1 belirgin sekilde ve kabariktir. Yan damarlar yaprak kenarmna
varmadan birlesir ve bu birlesme hattindan yaprak kenarina degin yaklasik 0,5-1,0 cm’lik
diiz bir yiizey olusur. Yaprak yan damarlar1 10-14 c¢ift olup kenarlar1 belirgin testere
dislidir ve dis sayis1 30’un altindadir. Meyve ve tohum yoniinden Cin cayi ile 6zdeslik
icerisindedir. Assam ¢ay1 soguga, kuraga ve hastaliklara karsi goreceli olarak daha
duyarhdir. Geg ve seyrek ¢igek acar. Uygun gelisme ortaminda yas yaprak tiriin verimi Cin
cayina oranla ¢ok daha yliksektir.

Kambogya ¢ay1 (C. sinensis var. cambodiensis) Hindi¢ini kokenlidir. Ana gévde
etrafinda esit sekilde dallanma gosteren, dogal olarak 6-8 m uzunlukta, agac
goriiniimiindedir. Yapraklar1 hemen hemen dik durumda, parlak, gen¢ olanlar1 sarimsi
yesil, olgunlar1 agik yesilimsidir. Sonbaharda yapraklar bakirimsi sar1 ya da pembemsi
kirmizi renk alir. Yaprak biiyiikligii Cin ve Assam ¢ay1 arasindadir. Genellikle yapraklar
genis elips seklinde olup orta damar yer yer kesintili bir goriiniim icerisindedir. Meyve ve
tohum yoniinden 6teki cay cesitleri ile 6zdeslik gosterir. Ictigimiz cay, cay bitkisinin yesil
korpe yapraklar1 islenerek yapilir. Genel kural olarak cay lretimi i¢in siirgiin ucundan
koparilmis iki yaprak ve bir tomurcugun kullanilmasi onerilir ve istenir. O nedenle nitelikli
cay iiretimi, ¢ay yapragina ve yapragin ozelliklerine bagimlidir.

Diinya iizerinde ¢ay bitkisinin yetistirildigi iilkeler genis enlem dereceleri arasinda
dagilim gostermektedir. Ornegin Kuzey Yarmm Kiire’de yaklasik 42 enlem derecesinden

Giiney Yarmm Kiire’de 27 enlem derecesine degin ¢ay bitkisi yetistirilmektedir. Cay bitkisi,
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yagist bol ve sicak olan yerlerde yetigebilir. Ancak diinyada ekonomik olarak cay
iiretiminin yapildig1 yerler sinirlidir. Hindistan, Cin, Sri Lanka, Banglades ve Japonya cay
bitkisinin yaygin sekilde yetistirildigi ve ¢ay tliretiminin yapildigi iilkelerdir. Bu arada ¢ay
bitkisi Endonezya, Malezya, Formoza, Birmanya, Niyazaland, Kenya, Tanganika, Uganda,
Mozambik, Brezilya, Sili, Arjantin, Giircistan, Azerbaycan, Iran ve Tiirkiye’de de
ekonomik diizeyde yetistirilmekte ve cay liretimi yapilmaktadir.

Diinya’da siyah ¢ayin islenmesinde Ortodoks yontemi en ¢ok ve yaygin sekilde
uygulanmaktadir. Ulkemizde de yaklasik 70 yildir Cay Kur tarafindan, son 30 yildir da
0zel sektorle de dahil olarak Ortodoks yontemini gelistirmis, degistirmis ve eldeki
materyale uygun hale doniistiiriilerek tiretimde kullanilmaktadir. Bu yontemde ¢ay imalatz;
sirast ile soldurma, kivirma, oksidasyon (Fermantasyon), kurutma, tasnif ve ambalaj
islemlerinden olusmaktadir.

Soldurma, taze kesilmis cay yapraklarinin yaklasik 6 saatte, 32°C’yi gecmeyen kuru
havada %75-82 oranindaki su miktarinin % 45-50 seviyesine diisiiren bir iglemdir.
Kivirma; 6zel makinelerde 15-60 dakika arasinda degisen siirelerde ezme, asindirma,
yirtma ve bilikme islemlerine tabii tutulmasi olaymma kivirma denir. Bitki 6z suyunun
hiicrelerden disar1 ¢ikartmak ve bunu kirilmadan kivrilan ¢ay1 yapraklarma bulastirmaktir.
Cesitli faktorlere bagli olarak toplam kivirma stiresi degisebilir.

Fermantasyon (Oksidasyon), Cay yapraklarinin yapisinda bulunan maddelerin hava
oksijeni ile biyolojik degismelere ugramasi ve boylece mamul ¢aym renk, burukluk,
parlaklik, aroma ve test kalitesinin olusumuna oksidasyon denir. Bu islemin tamami; hava
sicaklig1 24-32°C arasinda, bagil nemi %90 civarinda ve yaklasik 1.5-2 saatlik bir siirede
gergeklesir. Kurutulmasinda esas amag istenilen oksidasyon seviyesinde oksidasyonu
durdurmak, yapraktaki enzimsel oksidasyona son vererek cayi oksidasyonla olusan en
kaliteli seviyede tutmak ve uzun zaman kalitesi bozulmadan muhafaza etmektir. Firina
giren havanin sicakhig1 87-99 °C arasinda ve ¢ikan havanim sicakligi da 50-55 ‘C arasinda
degisen sicaklikta 24-27 dakikalik bir stirede kurutma islemi tamamlanir.

Tasnif, firindan ¢ikan ¢ayin tasiyici bantlarla ayirim ve derecelendirmenin yapildigi
islemdir. Ambalaj, nevilerine ayrilan ¢aylarin ayr1 ayr1 torbalanip iiretim tarihlerine gore
depolandig1 asamadir. Bu agamalari1 tamamlayan ¢ay bitkisi sofralara ikramlara sunulan ve
onemli ekonomik degeri olan igecek haline gelmektedir. Cay isleme asamalarinda maya
mantarlarin izolasyonu ve identifikasyonu, ekonomik dnemi olabilecek tiiriiniin varlignin

belirlenmesi agisindan 6nemli olacaktir (Kacar, 2010).
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1.12. Literatiir Caliymasi

Maya mantarlar1 ekmek, bira ve sarap fermentasyonu gibi gida ve igecek sektoriinde
en iyi bilinen  mikroorganizmadir.  Molekiiler tan1  teknolojisindeki  biiyiik
gelismeler, maya taksonomisi ve maya ekolojik c¢alismalarini kolaylastirmistir. Bir¢ok
maya tiirlerinin bu ekosistemler iginde biiylimesi ve iriin kalitesi lizerinde olumlu etki
gostermesi, gen diizeyinde yapilan calismalarla miimkiin olmustur. Bu ¢alismalar
sayesinde bircok maya izolatlari, gidalarm bozulmasini 6nleyebilen ve biyolojik miicadele
ajani olan probiyotik organizmalara doniistiirtilmiistiir (Fleet, 2007).

Dogada meyve, sebze, i¢ecek ve diger tarim iriinlerinde, maya tiirlerinin gesitliligi
icin 6nemli bir mikro habitatlardir. Bu tarmm {iriinlerinde maya populasyonlarinin
tanimlanmasi ¢esitli biyokimyasal mekanizmalarinin belirlenmesiyle ve basit sekerleri hizli
kullanma yeteneklerine gore yapilmistir (Kurtzman and Fell, 1998). Son zamanlarda, gida
driinlerinin ¢esitliligini arttwrmak, farkli dogal ve bitkisel iirlinler gelistirmek amaciyla
cesitli maya tiirlerinin kullanilmasi yoniinde 6nemli arastrmalar yiiriitiilmektedir. Bu
calismalardan bazilari, Brezilya yagmur ormanlar1 gibi, tropik ortamlarda yetisen iirtinlerde
(Buzzini ve Martini, 2002), tropikal meyveler, ¢igekler ve yapraklar lizerinde (Santos ve
ark., 1996; Trindade ve ark., 2002; Camotti-Sartori ve ark., 2005; da Silva ve ark., 2005),
Florida da portakal suyunda (Arias ve ark., 2002), Nijerya da soyulmus seker kamisinda
(Olasupo ve ark., 2003), Gana da hurma sarabinda (Amoa-Awua ve ark., 2006),
Endonezya da kakao ¢ekirdeklerinde (Ardhana ve Fleet, 2003), bir ¢ok maya mantari
ornkleri geleneksel mikrobiyolojik yontemlerle izole edilmistir. Bunun yanmda son
yillarda mikrobiyal populasyon dinamiklerini daha hizli ve etkili bir sekilde incelemek
icin, cesitli kiiltir metodlar1 ve molekiiler teknikleri gelistirildi. Bunlardan bir kag,
fluoresan in-situ hibridizasyon (FISH), real-time PCR, sicaklik gradient jel elektroforezi
(TGGE), denatiire gradient jel elektroforezi (DGGE) gibi sayilabilir. Bu son metod, maya
populasyon dinamiklerini arastirmak icin siit ve bir dizi fermente iriinlerde, (sarap,
fermente tropik igeceklerde, hamur, musir ve kahve c¢ekirdekleri gibi) kullanilmistir
(Cocolin ve ark., 2000; Masoud ve ark., 2004; Prakitchaiwattana ve ark., 2004).

Benzer arastirmalari, tarim drlinlerinde maya populasyonlarmin belirlenmesi
amaciyla geleneksel mikrobiyolojik yontemlerle bir¢ok aragtirmaci tarafindan ¢aligilmigtir
(Masoud ve ark., 2004; Nielsen ve ark., 2005; Nielsenve ark., 2007).

Ulkemizde maya mantarlar1 konusunda en ¢ok yapilan calismalar insan patojeni

mantarlar1 kapsamaktadir. Bunlardan biri, saglikli ve sistemik hastalig1 (bobrek transplanti)
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olan bireylerden izole Candida albicans suslarmin muhtemel fenotipik ozelliklerinin
incelenmesi seklinde yapilmistir. Calismaya sistemik hastaligi olan 26 ve saglikli olan 17
bireyden alinan orneklerde toplam 43 C. albicans izole edilmis ve fenotipik ve
biyokimyasal test kullanilarak tanimlanmistir (Akdeniz, 2000).

Benli ve ark., (2003), yaptiklar1 arastirmada elmalarda hasat sonrasi hastaliklara
neden olan Penicillium expansum ve Botrytis cinerea’ya karsi etkili 13 maya izolati
tanimlanmis geleneksel yontemlerle smiflandirilmiglardir. Calisma sonuglarma gore
Candida sp., Rhodosporidium sp., Hansenula sp., Debaryomyces sp., Rodotorula sp.,
Torulaspora sp. ve Williopsis sp. cinslerini belirlemislerdir (Benli, 2003).

Cevahir ve ark., (2003) yaptiklar1 ¢alismada, enfeksiyon etkeni olan 126 Candida
izole etmisler ve bunlar1 geleneksel yontemlerle tanimlamiglardir. Bu tanimlamaya goére
izolatlarin 83’1 C. albicans,19’u C. tropicalis, 9’u C. glabrata, 9'u C. famata, 3’ C.
parapsilosis, 2’si, C. guilliermondii, C. krusei oldugunu belirlemisler ve suslarin slime
iiretimini farkli yontemler kullanarak arastirmiglardir.

Adiloglu ve ark., (2004) yaptiklar1 ¢aligmada, cesitli klinik 6rneklerden 38 maya
izole etmisler ve tiir tanimlamasmmda APIID 32C kiti kullanmislardir. Tiirlerin
dagilimlarina bakildiginda C. albicans (%81.6), C. glabrata (%13.2), C. tropicalis (%2.6)
ve C. parapsilosis (%2.6) seklinde belirlemislerdir.

Yapilan bir ¢alismada kromojenik medyum CHROM ve cornmeal-tween 80 agar
besiyeri kullanilarak 353 klinik maya izolatlarin morfolojileri incelenmis, APl maya
tamimlama Kiti kullanilarak tanimlanmustir. Konvansiyonel tani yontemleri ve hazir kit
arasinda tanimlama stiresini de dikkate alindiginda kiiltiir yontemiyle tanimlama yapmanin
daha pahaliya mal oldugunu bildirmislerdir (Koehler, 1999).Cesitli klinik orneklerden
izole edilen 100 Candida susunun tiir diizeyinde tanimlanmasinda Rapid Yeast Plus (RYP)
(Remel Inc., Lenexa, KS, ABD) sisteminin sonuglari ile standart yontem olarak API ID
32C (bioMerieux, Fransa) sisteminin sonuglar1 karsilastirilmistir. APl ID 32C sistemi ve
RYP sistemi ile 92 sus ayni tiir olarak tanimlanirken, alt1 sus farkli isimlendirilmis, iki sus

Yapilan bir calismada pili¢ soluk
RYP sistemi ile tanimlanamamustir (Kagmaz, 2006).

borularinda bulunan baskin maya florasi arastirilmig, 38 maya izole edilmis, geleneksel
yontemlere gore yapilan tanimlamada Bullera, Candida, Cryptococcus, Debaryomyces,
Rhodotorula, Torulaspora, Trichosporon ve Zygosaccharomyces cinsleri bildirilmistir
(Laubscher, 2000).

29



Narenciye suyundan izole edilen mayalar, bes farkli yontem kullanilarak
tanimlanmistir. Referans suslar hari¢ 99 izolat, molekiiler yontem olarak 26S rRNA gen
sekansi, klasik yontem olarak, Rapid Maya Plus sistemi ve API 20C AUX kullanilarak
tanimlandi. Yirmi t¢ farkl tiir, 11 farkli cins belirlendi. Candida intermedia ve Candida
parapsilosis baskin tiirler olarak bildirilmistir (Arias, 2002).

Yapilan bir ¢calismada nisastali topraklardan aminolitik maya susu izole edilmis ve
enzim verimliligi arastirilmistir (Fossi, 2004).

Volter ve ark., (2000) Giiney Afrika’da yaptiklar1 bir ¢calismada halkin sik tiikettigi
(kuru salam, sosis vb.) et iirlinlerinde baskin olarak bulunan mayalarin izolasyon ve
tanimlamasinda (yeast glucose chloramphenicol agar, yeast extract malt extract agar)
selektif agarlar ile geleneksel metodlar kullanilmistir. Toplam 9 farkli cinse ait 11 farkl
maya tiirli belirlenmis, en yaygm olarak Debaryomyces hansenii izole edilmistir.
Karsilagilan diger maya tiirleri, Cryptococcus laurentii, Cryptococcus hungaricus,
Torulaspora delbrueckii, Rhodotorula mucilaginosa, Sporobolomyces roseus,
Debaryomyces vanriji, Trichosporon beigelii, Yarrowia lipolytica, Saccharomyces
cerevisiae ve Candida zeylanoides olarak bildirmislerdir.

Farkli siit iiriinlerinde bulunan mayalarin tanimlanmasinda Fenotipik (morfolojik,
biyokimyasal ve fizyolojik karakterizasyonu) ve genotipik (RAPD-PCR, 26S rRNA
kodlayan genin D1/D2 etki siralama) yontemler kullanilmistir (Lopandic, 2006).

Osorio-Cadavid ve ark. (2008) yaptiklar1 ¢alismada, Kolombiya’da diisiikk alkol
ihtiva eden tahil bazli bir igecek olan “champu” i¢indeki baskin maya populasyonlarini
aragtirmiglardir. Cauca Valley bolgesinde 20 iiretim yerinden champu ornekleri alinmis
toplam 235 maya izole edilmis, geleneksel mikrobiyolojik analiz ve molekiiler yontemler
(PCR-RFLP, ITS1-5.8S rDNA-ITS2) kullanilarak tanimlama yapilmiglardir. baskin tiirler
olarak: Saccharomyces cerevisiae, Issatchenkia orientalis, Pichia fermentans, Pichia
kluyveri var. Kluyveri, Zygosaccharomyces fermentati, Torulospora delbruekii,
Galactomyces Geotrichum ve Hanseniaspora spp belirlenmistir.

Gecmisten bu yana mayalar, ekmek, bira, sarap ve alkollii igecekler gibi fermente
irlinlerin elde edilmesinde kullanilmaktadir. Gilinlimiizde bunlara ilaveten c¢esitli
ekstraktlarin, pigmentlerin ve probiotik {irinlerin iiretiminde de kullanilmaktadir. Ayrica
gida, yem ve ilag endiistrisi i¢in biyokimyasal maddelerin iiretiminde biiylik 6nem
tagimaktadirlar (Jakopsen ve Narvhus, 1996; Wyder, 2001). Biracilikta Saccaromyces

carlsbergensis, (S. carlsbergensis), sarapgilikta S. ellipsoideus, hamur islerinde S.
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cerevisiae, soya fasiilyesi meyvelerinin fermentasyonunda S. rouxii, kahve ve kakao bitki
tohumlarinin fermentasyonunda Candida crusei (C. crusei) tiirleri kaliteyi artirmasi
acisindan kullanilan mayalar 6rnek verilebilir. Bazi mayalar ise Pichia ve Candida gibi
cinsler, siit ve siit {rlinlerinde istenmeyen Ozelliklerin olugsmasma ya da gidalarin
bozulmasina neden olmaktadir (Siimer, 2006).

Son zamanlarda dogal ve bitkisel iirinlerin bulundugu ortamlarda yapilan ¢esitli
caligmalarda farkli maya popiilasyonlar1 ve bunlarin 6zellikleri incelenmistir. Yiiksek
lipolitik ve proteolitik aktiviteye sahip, aminoasit, yag asitleri ve esterler gibi aroma
olusumuna Onciilik eden maddelerin meydana gelmesinde biiyiikk rol oynayan mayalar,
diger mikroorganizmalar i¢in gerekli vitaminleri de (pantotenik asit, niasin, riboflavin ve
biotin gibi) salgilayabilmektedirler (Lenoir, 1984; Ferreira ve Viljoen, 2003). Genellikle
proteinaz ve peptidazlarin asir1 aktiviteleri sonucu meydana gelen aci peptidlerin
parcalanmasinda da 6nemli rol oynamaktadirlar. Esas itibariyle, ac1 peptidlerin daha kiigiik
molekiillii peptidlere ve aminoasitlere parcalanmasinda mayalarin aminopeptidazlar1 ve
karboksipeptidazlar1 katkida bulunmaktadir (Wyder, 2001).

Mayalarin olgunlagsma siiresince baslica katkisi, Ozellikle ortam pH’smi azaltan
laktik asidi kullanarak bakteriyel gelismeyi desteklemek ve olgunlasmanin ikinci
kademesini baglatmaktir. Bunun yaninda mayalarin peynir lezzet ve aromasina katkilari,
bazi tiirlerin genellikle laktozu fermente etme ve bunun sonucu olarak etanol, asetaldehit,
etil asetat ve etil butirat olusturmalarina baglidir. Baz1 mayalarin yiliksek lipolitik ve
proteolitik aktiviteye sahip olmalari, aminoasit, yag asitleri ve esterler gibi aroma
olusumuna Onciiliilk eden maddelerin meydana gelmesinde biiyiik rol oynamakta, bununla
birlikte diger mikroorganizmalar i¢in gerekli B vitaminleri (pantotenik asit, niasin,
riboflavin ve biotin) sentezlemektedirler (Lenoir, 1984; Ferreira ve Viljoen, 2003).

Candida, Pichia, Metschnikowia, Cryptococcus ve Pseudozyma gibi gesitli tiirler,
giiclii antifungal 6zellikleri olan litik enzimler, toksik proteinler, zehirli yag asitleri ve etil
asetat gibi rlinler dretirler ve bunlar funguslarm biyolojik  kontroliinde
kullanilabilmektedir. Meyve, sebze ve tahil iirlinlerinin hasat Oncesi ve sonrasi fungal
bozulmanm kontrolii olarak kullanilan bazi ticari iirlinler artik piyasada da mevcuttur
(Fleet, 2003; Passoth ve ark., 2006).

Torok ve ark., (1991) bir dizi gida ve igeceklerde yaptiklari ¢alismada ii¢ y1l boyunca
239 sus saklamis, standart metodlar ve ticari hizli tanimlama kitleri (API 20C ve API
YEAST-IDENT) kullanarak test etmisler.
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Kolombiya fermente misir iceceginde yapilan bir calismada geleneksel
identifikasyon ve molekiiler (ITS1-5.8S rDNA-ITS2 bolgesi Polymerase Chain Reaction-
Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) metotlar1 kullanilarak elde
edilen 235 maya izolati Saccharomyces cerevisiae, Issatchenkia orientalis, Pichia
fermentans, Pichia kluyveri var. kluyveri, Zygosaccharomyces fermentati, Torulospora
delbruekii, Galactomyces geotrichum ve Hanseniaspora spp. seklinde tanimlanmistir
(Osorio-Cadavid ve ark., 2008).

Sampaio ve ark. (2007) yaptiklar1 bir ¢alismada dogal dere yataklarida su iginde
bulunan okaliptus, mese ve kizilaga¢ yapraklarinin dekompozisyonu (giirlime) siiresince
maya populasyonu arastirildi. Toplam 72 maya taksonu kaydedilirken, tiim agamalarda
Cryptococcus albidus, Debaryomyces hansenii and Rhodotorula glutinis basta olmak iizere
20 yaygm maya tiirleri tespit edilmistir. Tiim yaprak tiirlerinde bazidiyomicetéz maya

tiirleri askomigetdz maya tiirlerine gore daha baskin oldugu gézlenmistir.
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2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Kullanilan Arag¢ Gereg ve Sarf Malzemeleri

Ara¢ gere¢ olarak, maya oOrneklerinin incelenmesi igin kullanilan laboratuar
gerecleri; otoklav, mikrosantrifiij, mikrodalga firmn, etiiv, hiicre kiiltiirii plaklari, pastor
firm1, calkalayict su banyosu, karistirict (vorteks), isitict, pH metre, buzdolabi, derin
dondurucu, simf II glivenlik, kabineti, hassas terazi, pastor firini, saf su cihazi, mikroskop,
UV-Transiliminator, olimpus Bx51 arastirma mikroskobu ve Bab program, vitek cihazi,
magnetik bar, g¢esitli cam malzemeler (5- 10 luk pipetler, bek alevi, vida kapakl: tiip,
durham tiipii, pamuklu tiip, petri kutusu, meziir, balon joje, erlenmayer, lam, lamel, pastor
pipeti, cam baget, filtre kagidi), mikro pipet seti, mikro ve makro pipet uclari, pipet
kutulari, pens, eppendorf tiipleri, 6ze, ekiivyon cubuklari, kenester (tasiyici), kiiciik plastik
petriler, MacFarlant kalorimetre cihazi bulaniklilik igin.

Kimyasal sarf malzemesi olarak; calismada kullanilan besiyerleri, kimyasal maddeler
degisik firmalardan saglandi. Dextroz (D-glukoz), sodyum kloriir (NaCl), beef eksrat,
maltoz, malt eksrat, yeast eksrat, beyin kalp infiizyonu (BHI), kongo kirmizisi, iire agar
base, pepton, potasyum nitrat (KNO3), glukoz pepton yeast eksrat agar, triple sugar iron
agar (TSIA), yeast extract, simmon's sitrat agar (merck), di-potasyum hidrojen fosfat
(K2HPQ4) (Sigma), glukoz monohidrat (Merck, Almanya), potasyum iyodur, safranin,
bacto pepton (Oxoid), sodyum hidroksit (NaOH), esculin, ferrik sitrat (FeCsHsO7; nH0),
heart muscle, infussion, peptic digest of animal tissue, bromthmyol blue, metil kirmizisi, n-
naftol, hidroklorik asit (HCI), potasyum hidroksit (KOH), gliserol, magnezyum kloriir
(MgCl), sodyum sitrat, isoamil alkol, potasyum asetat, tween 20 (Merck), firmalarindan
saglandi.

Poteto dextrose agar PDA (merck), saboraud dextrose agar (SDA), dichloran rose
bengal agar (DBRC), kligger ron agar (KIA), yeast eksrat broth (YE), yeast eksrat agar
(YEA), malt eksrat agar (MEA), glukoz pepton yeast agar (GYPA), nutrient yeast dextroz
agar (NYDA), slime agar (SA), sitrat agar, indol broth, iire agar besiyerleri (Merck, detrat,
USA) ticari olarak elde edildi.
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2.2. Kullanilan Kontrol Suslar ve Suslarin Saklanmasi
C aligmada kullanilan Candida albicans ATCC60193, Candida tropicalis ATCC13803 ve
Saccharomyces cereviciae RSKK251 kontrol suslar1 Refik Saydam Hiffissihha
Enstitiisti’'nden ticari olarak temin edilmistir.

Izole edilen tiim izolatlar Rize ¢ay mantar anlamima gelen RCM olarak adlandirildu.
Taze siv1 kiiltiirleri 7000 rpm’de ¢oktiiriildii ve siipernatan kismi dokiildiikten sonra, 1 ml
steril s1v1 besiyeri ile ¢oziildii. Daha sonra steril ependorf tiiplere alindi, 6nceden steril
edilmis % 20 gliserol (%80’lik gliserol solusyonundan) ilave edildi ve etiketlenerek derin
dondurucuda (-20 °C’de) saklamaya alindi. Etiketleme numune gelis sirasina gore rakam
verilerek ayn1 numuneden izole edilen farkli izolatlara harf ve (6rn.Rgm 2a vb.) saklama

tarthi yazilarak stoklandu.

2.3. Kullanilan Ayiraclar ve Boyalar

2.3.1. Safranin Solusyonu

Safranin 2.59¢.
Alkol (%95) 10 ml.
Distile su 100 ml.

Porselen krosede safranin alkol ile ¢oziiliip koyu renk kapakli siseye aktarildi
Uzerine distile su ilave edilerek tamamlandi. Bir giin bekletildikten sonra maya

hiicrelerinin spor boyanmasinda kullanildi (Koneman ve ark., 1997).

2.3.2. Malasit yesili Boya Soliisyonu

Malasit yesili 05¢g

Distile su 100 ml

Porselen krosede malasit yesili ezilerek distile suda ¢oziildii, renkli kapakl siseye
aktarildi. Bir giin bekletildikten sonra maya hiicrelerinin sporlarinin boyanmasi icin

kullanild1 (Koneman ve ark., 1997).

2.3.3. Kovac’s Ayiraci
[soamil alkol 150 ml
P-dimetilaminobenzalaldehit 10¢g
HCI konsantre 50 ml
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Yukaridaki kimyasallar kullanilarak hazirland1 ve kullanilacag: siireye kadar 4°C’de

sakland1. Indol testi ayiraci olarak kullamild (Bilgehan, 2004).

2.3.4. Metil Kirnuzis1 Ayiraci

Metil kirmizisi 0.05¢
Etil alkol (%95) 150 ml
Saf su 100 ml

Metil kirmizis1 6nce havanda etil alkolle doviilerek ¢oziildii ve karanlik kapaklt

siseye aktarildi. Saf su ile tamamlandiktan sonra kullanilacagi siireye kadar 4°C’de

sakland1 (Bilgehan, 2004).

2.3.5. Voges-Proskauver Ayiraglar

A) a-naftol 5¢
Etil alkol (%95°lik) 100 ml

B) Potasyum hidroksit 109
Distile su 100 ml

Iki ayirac ar1 ayr1 hazirlandi ve kullanilacag: siireye kadar 4°C’de saklandi. Voges

proskavir testi i¢in kullanildi (Bilgehan, 2004).

2.3.6. Lugol Solusyonu

Iyot 1lg
Potasyum iyodiir 29
Distile su 300 ml

Iyot soliisyonu nisasta hidroliz testi i¢in hazirlandi. Iyot ve potasyum iyodiir havanda
birlikte ezilip su ile homojenize edilerek ¢6ziinmesi saglandi. Karanlik kapakli siseye

alind1 ve tam ¢oziinmesi i¢in bir gece bekletildi (Bilgehan, 2004).

2.3.7. 1 N’lik NaCl Céozeltisi

NaCl 58.5¢g
Distile su 1000 ml

Seliilaz aktivitesini saptamak amaciyla kongo red (kirmizisi) ile boyanan agar
plaklarinin yikanarak plaklardaki boya fazlasinin uzaklastirilmasinda kullanilmak amaciyla

1 N NaCl ¢ozeltisi hazirland1 (Hols ve ark., 1994).
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2.3.8. Kongo Kirmizisi

Ticari olarak temin edilen kongo red boyasindan 0,1 g tartilip 100 ml saf suda
¢oziildii. Kullanilacag siireye kadar oda 1ssinda bekletildi. Kat1 besiyerinde seliiloz

aktivitesinin saptanmasit amaciyla kullanildi (Hols, vd., 1994).

2.4. Cahsmada Kullanilan Besiyeri
Calismada kullanilan besiyerlerinin bazilar1 ticari olarak hazir temin edilmis, diger

bazilar1 ise i¢indekiler bir araya getirilerek konvansiyonel yontemlerle hazirlanmistir.

2.4.1. Potato Dekstroz Agar (PDA) Besiyerinin Hazirlanmasi

Ticari olarak temin edilen Potato dekstroz agar (Difco, Detroid) besiyerinden 1 litre
hazirlamak i¢in 39 gram tartildi ve 1 litre distile suda baget ve karistiric1 yardimiyla
¢oziildi. Otoklavda 1.1 atmosfer basing ve 121 °C’de 15 dakika steril edildikten sonra
steril petri kaplarma 4 mm yiikseklik olacak sekilde dokiildii. Hazirlanan besiyerleri

kullanilacaklar stireye kadar kapali kutularda +4 °C’de bekletildiler.

2.4.2. Malt Ekstract Agar (MEA) Besiyerinin Hazirlanmasi

Maltoz 189
Malt Eksrat 60
Dektroz (D-glukoz) 69
Yeast Eksrat 1.2¢
Agar 159
Distile su 1000 ml

Yukarida belirtilen kimyasallar tartilarak distile suda baget ve karistirict yardimiyla
¢oOziildii. Otoklavda 1.1 atmosfer basing ve 121 °C’de 15 dakika steril edildikten sonra
steril petri kaplarma 4 mm yiikseklik olacak sekilde dokiildii. Hazirlanan besiyerleri
kullanilacaklari siireye kadar kapali kutularda +4 °C’de bekletildiler.

Maya 6rneklerinde ballistospor olusumunun gézlenmesi i¢in hazirlandi. 24-48 saatlik
kiiltiirlerden tek koloni diisiirme teknigiyle ekimleri yapilan plaklar 3. 5. 10. giinler
makroskobik ve mikroskop olarak incelendi. Ballitospor olusumu gozlemek i¢in oda

1sisinda 6 hafta bekletildi ve degisiklik gézlendi.

36



2.4.3. Nutrient Yeast Dektroz Agar (NYDA) Besiyerinin Hazirlanmasi

Dextroz 1259
Sodyum klorur 2.60 ¢
Beef ekstrat 509
Agar 59
Distile su 500 ml

Yukarida belirtilen kimyasallar tartilarak distile suda baget ve karistirici yardimryla
¢Oziildii. Otoklavda 1.1 atmosfer basing ve 121 ‘C’de 15 dakika steril edildikten sonra
steril petri kaplarma 4 mm yiikseklik olacak sekilde dokiildii. Hazirlanan besiyerleri
kullanilacaklari siireye kadar kapali kutularda +4 °C’de bekletildiler.

Maya Orneklerinde spor olusumunun goézlenmesi igin hazirlandi. 24-48 saatlik
kiiltlirlerden tek koloni diisiirme teknigiyle ekimleri yapilan plaklar 3. 5. 10. giinler
makroskobik ve mikroskop olarak incelendi. Spor olusumu goézlemek i¢in oda 1sisinda 6

hafta bekletildi ve degisiklik gozlendi.

2.4.4. Slime Agar (SA) Besiyerinin Hazirlanmasi

Beyin kalp infiizyonu(BHI) 379
Glukoz 80¢g
Kongo kirmizisi 08¢
Agar 10g
Distile su 1000 ml

Yukarida verilen karisimin tartilarak 1000 ml distile suda ¢6ziindiikten sonra de 1.1
atm basmgta 121°C’de 15 dk. Otoklav edildikten sonra steril kosullarda ve steril petri
kaplarina 4 mm kalinhiginda tevzi edildi. Plaklar donduktan sonra kullanilacagi siireye
kadar buzdolabinda +4°C’de kapali bir kap i¢inde muhafaza edildi.

Slime aktivitesi maya mantarlarmin patojenite faktorii varhi@inin tespiti igin
kullanildi. Orneklerin 24-48 saatlik kiiltiirlerden tek koloni diisiirme ydntemi ile ekimler
yapildi. 3-5 giin 25 °C’de inkiibasyonlarindan sonra koyu kirmizi ya da kirmizi-pembe
renklerin olusumu pozitif, renk degismemesi ise negatif olarak kabul edildi (Cevahir,
2003).

2.4.5. Glukoz Pepton Yeast Ekstrat (GYPA) Agar ve Sivi (GYPB) Besiyerleri
Asagida verilen karisimin tartilarak 1000 ml distile suda 1siticili manyetik karistirict
yardimiyla ¢oziindiikten sonra GYPA, 1.1 atm basingta 121°C’de 15 dk. otoklav edildikten

sonra steril petri kaplarina 4 mm kalinliginda tevzi edildi. GYPB ise ¢oziindiikten sonra
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tiiplere 4 ml seklinde tevzi edildi ve otoklavda steril edildi. Besiyerleri kullanilacagi siireye
kadar GYPA buzdolabinda +4°C’de kapal1 bir kap icinde, GYPB oda 1sisinda muhafaza
edildi.

Glukoz 209
Pepton 10 g
Maya ektrat 50
Agar 209
Distile su 1000 ml

GYPA besiyeri vegetatif hiicrelerin morfolojik karakterlerinin belirlenmesi igin
kullanild1. 24-48 saat maya izolatlarindan ¢izgi ekim teknigiyle ekim yapildi. 25°C’de
inkiibasyona birakildi ve 2. 5. 10. ve 15. giinlerde {iremeleri makroskopik mikrosopik
olarak izlendi. Lam-lamel preparati alinip mikroskopta spor olusturup olusturmadiklari
incelendi.

GYPB besiyerleri, agar ilave edilmeden hazirlandi. Maya izolatlarin sivi ortamda
iretmek, tek koloniden saf olarak {iretmek, saklamak, vegetatif hiicrelerinde sivi
besiyerinde morfolojik &zelliklerinin belirlemek gibi amaglar1 i¢in kullanildi. Maya
kiiltlirlerinden tek koloni almarak ekim yapildi ve 25°C’de 24-48 saat inkiibasyona
birakildi. Nativ ve boyali preparatlar hazirlanip mikroskopta hifa veya maya formlar1

gbzlendi (Barnet ve ark., 1983).

2.4.6. Kligger Agar Besiyerinin (KIA) Hazirlanmasi

Ticari olarak temin edilen besiyerinden 55 gr tartilip 1000 ml distile su igerisinde
coziilerek hazirlandi. Vida kapakl tiiplerin herbirine 6 ml lacak sekilde dagitildi. 1.1 atm
basingta 121°C’de 15 dk. sterilizasyon islemine tabi tutulduktan sonra yatik sekilde
sogutuldu ve sland agar hazirlandi. Tiipler donduktan sonra kullanilacagi siireye kadar
buzdolabinda +4°C’de kapali bir kap i¢inde muhafaza edildi.

Maya hiicrelerinin glukoz ve klaktozu fermantatif olarak kullanip kullanmadigini ve
hidrojen siilfit (H2S) olusturup olusturmadigni belirleme amaciyla kullanilir. Bir veya iki
giinliik maya kolonilerinden 6ze yardimiyla alinip aseptik sartlarda once besiyerinin dik
kismma batirilmas: sonra yatik kismin iizerinde zigzag ¢izerek ekim yapildi. Ekimler 25
°C’de 3-5 giin inkiibe edilmesi seklinde test gergeklestirildi.

KIA besiyerinde karbon kaynagi olarak laktoz ve glikoz bulunur. Buna gore; dip sar1
(asit), yatik kirmizi (alkali) reaksiyon gdsteren mayalar yalniz glikozu fermente ederler,

laktozu etkilemezler. Dipte ve yatikta sar1 (asit) reaksiyon verenler hem glikozu hem de
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laktozu fermente ederler. Hava kabarciklar1 ya da catlamalarin varligi bakterilerin gaz

olusturdugunu, siyah rengin olugmasi ise H,S olusumunu gosterir (Bilgehan, 2004).

2.4.7. Ure Agar Hazirlanmasi

Ticari olarak temin edilen iire agardan 2.9 gram tartilip 100 ml distile su iginde
¢oziildii, %1.5 agar ilave edildi ve 1.1 atm basingta 121°C’de 15 dakik otoklav edildikten
sonra 50°C’de su banyosunda bekletildi. Filtre ile steril edilen %1 iire soliisyonundan 5 ml
ilave edildikten sonra steril plaklara 10-15 ml kadar dokiildii. Kullanilacag: siireye kadar
buzdolabinda +4°C’de kapal1 bir kap i¢cinde muhafaza edildi.

Test edilecek maya izolatlarinin 24-48 saatlik kiiltiirlerinden bir 6ze dolusu ekim
yapildi ve 25 °C’de her giin kontrol edilmek iizere 5 giin inkiibe edildi. Sonuglar; birinci
giinde renk saridan koyu pembeye doniisimii hizli, 5. giine kadar renk degisimi zayif
pozitif ve renk degisimi olmayan kiiltiirler ise iireaz aktivitesi negatif olarak degerlendirildi

(Barnet ve ark., 1983; Bilgehan, 2004; Samson, ve ark., 2010).

2.4.8. Nitrat Reduksiyon Testi

Beef Ektrat 30
Pepton 5¢
KNOj3 (potasyum nitrat) 1g
Agar 129
Distile su 1000 ml

Yukarida verilen maddeler belirtilen oranlarda tartilarak steril suda karistiric yardimi
ile ¢oziildii. Vida kapakl tiiplere 4 ml miktarinda dagitildi ve 1.1 atm basingta 121°C’de
15 dk. otoklavda steril edildi. Besiyeri kullanilacagi siireye kadar oda sicakliginda
muhafaza edildi. Test edilecek maya izolatlarmin 24-48 saatlik kiiltiirlerinden bir 6ze
dolusu ekim yapild1 ve 25 °C’de her giin tiremeleri kontrol edilmek iizere 5 giin inkiibe
edildikten sonra ayiraglar1 damlatilarak nitratin nitrite, nitritin azot gazina kadar olan
doniimleri test edildi. Bu siire sonunda bu kiiltiire sirasiyla 6nce A sonra B ayiracindan 1’er
ml eklenir. 30 sn i¢inde kirmiz1 bir renk olugmasi ortamda nitritlerin varligini gosterir. 30
sn i¢inde renk olugmazsa besiyerine bir miktar ¢inko tozu damlatilir. Cinko nitratlar1 nitrite
rediikte eder. Tozun eklenmesiyle 30 sn i¢cinde kirmizi renk olusumu, besiyerindeki
nitratlarin mayalar tarafindan rediikte edilmemis, eklenen ¢inko tarafindan rediikte edilmis

oldugunu gosterir. Nitrat rediiksiyon deneyi olumsuz olarak degerlendirilir. Cinko tozu
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eklenmesine karsin yine renk olugsmazsa bu kez ortamda nitratin kalmamis oldugu
nitratlarin maya tarafindan nitritlerden de o6teye amonyak, NO, NO; ve N gazlarina
dontistiiriilmiis oldugu anlasilir. Bu durumda bakterilerin nitrat rediiksiyon deneyi yine

olumlu olarak degerlendirilir (Bilgehan, 2004).

2.4.9. % 50 ve %60 Glukoz Agar

% 50 % 60
Glukoz 500 g veya 600 g
Yeast exrat infussion 400 g 400 g
Agar 139 22549
Distile su 1000 ml 1000 mi

Yukarida belirtilen oranlarda (ayr1 ayar1 %50 ve %60 g lukoz) kimyasal maddeler
tartilarak distile suda 1siticili karistirict yardimi ile ¢oziindii. Vida kapakli tiiplere 6 ml
miktarlarda dagitildi ve 110 °C’de 10 dakika otoklav edilir.

Maya hiicrelerin ozmolaritesinin belirlemek amaciyla yatik agar olarak hazirlandi.
24-48 saat maya izolatlarindan Once batirma sonra da ylizeye ¢izgi ekim teknigiyle
ekimleri yapildi. 25°C’de inkiibasyona birakildi, 2., 5. ve 10. giinlerde tireme olup
olmadig1 izlendi (Wickerham, 1951).

2.4.10. Nisasta (Starch) Uretme Testi

Glukoz 10.0¢
Bacto yeast nitrojen base 6,79
Agar 15.0¢g
Distile su 1000 ml

Yukarida verilen karigimm tartilarak 1000 ml distile suda 1siticili karistirici
yardimiyla ¢oziindiikten sonra 1.1 atm basing altinda 121°C’de 15 dk. otoklavda steril
edildi. Steril petri kaplarina 4 mm kalinliginda tevzi edildi. Plaklar kullanilacag: siireye
kadar buzdolabinda +4°C’de kapali bir kap i¢inde muhafaza edildi (Yarrow, 1999).

Maya izolatlarinda glukozdan nisasta iiretebilme Ozelliginin varligini arastirmak
amactyla kullanildi. Petri kaplarina 24-48 saatlik maya kiiltiirlerden tek koloni diigiirme
yontemi ile ekimleri yapildi. 5 giin 25 °C’de inkiibasyonlarindan sonra lugol ayirac ilave
edildi. Kolonilerin etrafinda mavi yesil rengin olusmasi maya izolatlarinin nisasta iiretme

yetenegine sahip olduklarin1 gosterdi. Renk degisimi olmayan drnekler ise negatif olarak

kabul edildi.
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2.4.11. Esculin Siv1 Besiyeri

Heart muscle infussion 10g
Peptic digest of animal tissue 10¢g
Sodyum cloride 59
Esculin 1g
Distile su 1000 ml

Yukarida belirtilen kimyasallar tartilarak distile suda baget ve karistirici yardimryla
¢oziildii. Vida kapakl tiiplere 2 ml olarak tevzi edildi. Otoklavda 1.1 atmosfer basing ve
121 °C’de 15 dakika steril edildikten sonra kullanilacaklar1 siireye kadar oda isisnda
bekletildiler (Koneman, 1997).

Maya izolatlarmn eskiilini kullanip kullanamadiklarini test etmek i¢in yapildi. 24-48
saatlik stvi tiltiirden 100 pl ekim yapilip 25 °C’de 3-5 giin bekletildi. Floresan igigin altinda

tutuldugunda floresan vermeyenler pozitif, verenler ise negatif olarak degerlendirildi.

2.4.12. Fermentasyon Test Besiyeri

Yeast ektrat 459
Pepton 7540
Distile su 1000 ml
Bromthmyol blue (50 mg/75 H,0) 4 ml

Yukarida belirtilen kimyasallar belirlenen oranlarda karistirildi ve 1.1 atm basing ve
121 °C’de 15 dakika otoklavla steriledildi. Bu karigima %2 oraninda filtre ile steril edilen
seker soliisyonlar1 (Glukoz, Galaktoz, Laktoz, Maltoz, Sukroz, Trehaloz ve Mellebiyoz,
Cellobiyoz) ve nisasta ayr1 ayr1 ilave edilerek 5 ml seklinde durhaym tiipii iceren tiiplere
steril sartlarda ilave edildi. Rafinoz i¢in %4 kullanildi.

Her bir tipe 24-48 saatlik kiiltiirlerden 107 kob/ml maya iceren taze maya
sispansiyonu hazirlandi ve 100 pl ilave edilir. 25°C’de 10 giin inkiibe edilir. Her giin
gelismenin desteklenmesi amaciyla tiipler c¢alkalandi ve gaz olusumu takip edildi.
Besiyerinin renginin sartya donmesi ve gaz olusumuna goére test pozitif olarak

degerlendirildi (Barnet, ark. 1983).

2.4.13. indol Test Besiyeri:

Bacto peptone 159
NaCl 0549
Distile su 100 ml
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Maya izolatlarnin besiyeri ortaminda bulunan triptofan aminoasidinden triptofanaz
aracihigiyla indol olusturmalarinm arastirilmasi temeline dayanir. Incelenecek maya
ornekleri 24-48 saatlik kiiltiirleri indol besiyerine ekildi, 25°C’de 3-5 giin inkiibe edildikten
sonra kovaks ayiracindan 6-8 damla damlatildi. Uzerinde parlak kirmizi halka olusturan

suslarda, indol pozitif olarak kabul edildi (Bilgehan, 2004).

2.4.14. Metil Kirmizisi/Voges-Proskauver (MR-VP) Besiyeri:

Bacto-peptone 79
Glukoz 5¢
K, HPO, 5¢
Distile su 1000 ml (pH=16.9)

Metil kirmizis1 deneyi mayalar1 karbohidratlar1 (glikozu) fermente etmeleri esnasinda
olusan laktik, asetik ve formik asit gibi iirlinlerden besiyerinin pH’sm1 metil kirmizisi
ayiract ile saptanabilecek derecede diislirmeleri temeline dayanir. Maya 6rneklerinden 6ze
yardimiyla aseptik sartlarda besiyerine ekim yapildi. 25°C’de en az 3-5 giin enkiibe edildi.
Bu siire sonunda besiyerine 5-6 damla ayira¢ damlatildi. Besiyerinde kirmizi renk olusumu
sonucun pozitif, turuncu ve sari renk olusumu ise sonucun negatif oldugunu gosterir
(Bilgehan, 2004).

Glikozun fermantatif parcalanmasi esnasinda olusan piirivik asit bir kisim
bakterilerde bulunan enzimatik sistemlerle daha ileriye dogru pargalanarak son {iriin olarak
asetoin olusturur. Ozel ayraglarla ortaya ¢ikan bu iiriinii olusturan mikroorganizmalara
voges-proskauer olumlu olarak kabul edilir. Metil-Red besiyerine ekimleri yapilan
ekimlerden 25 °C’de 3-5 giin inkiibe edildi ve voger-proskauer ayiraclarindan ilk olarak
0.6 ml aywrag I (a-naftol), hemen arkasindan 0.2 ml aywrag II (potasyum hidroksit)
damlatilir. Besiyerinin havayla temas etmemesi i¢in ¢alkalanir. 10-15 dakika bekletilir. Bu

stire sonunda kirmizi rengin olusmasi sonucun pozitif oldugunu gosterir.

2.4.15. Sitrat Agar Besiyeri

Uretici firmanin (Merk, Almanya) onerileri dogrultusunda 225 g graniil halindeki
besiyeri tartilip 1000 ml distile su igerisinde ¢6ziildii ve tiiplerin her biri 5 ml olacak
sekilde dagitildi. 121 °C’de 1. 1 atm. Basing1 altinda 15-20 dk. Otoklav edildi. Yatik olarak
donduruldu ve kullanilacag: siireye kadar oda 1sisinda bekletildi (Bilgehan, 2004).

Testinin amaci, mayalarin tek karbon kaynagi olarak sitrat1 kullanma yeteneklerinin

belirlenmesidir. Organizmalar sitrat: hiicre i¢ine alan enzim olan permeaz ve parcalayan
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enzim olan sitrat liyaza sahipse Simmon sitrat agarda alkali bir reaksiyon olusturur.
Besiyerinde bulunan bromthmol mavisi ayiracinin yesil rengi maviye doner.

Yatik olarak tiiplerde katilastirilmis olan yesil renkli Simmon's sitrat agar (pH 7.0)
yiizeyine testi yapilacak maya kolonisinin bir kismi 6ze ile yayilarak ekim yapildi. Agir.
Tiip kapagi gevsek olarak kapatilip 25°C' de 3-5 giin inkiibe sonucunda prusya mavisi renk
pozitif, besiyerinin normal rengi olan yesil renk degismemis ise negatif olarak

degerlendirildi.

2.4.16. Karboxymethyl Cellulose (CMC) Agar

Karboxymethyl cellulose 109
Maya ekstresi 1049
NaCl 10¢g
Tripton 1049
Agar 15¢g

Izole edilen maya suslarinda seliilaz aktivitesinin saptanmasi amaciyla kullamlmistir.
Bu amagla PDA’da tiretilen 24-48 saatlik maya izolatlari, CMC agar besiyerine yogun
cizgi ekimi yontemiyle ekildi. Ekim yapilan besiyerleri 25 °C’de 5 giin siire ile inkiibe
edildi. Seliilaz aktivitesinin belirlenmesi i¢cin petri kabi kongo kirmizisi ile boyandi.
Rengin acilmasi icin 1 N NaCl ilave edilerek 15 dakika beklemeye birakildi. Zemin
kirmizi renge boyanirken seliilaz {ireten kolonilerin ¢evresinde boyanmayan seffaf zonlar

meydana gelmesi seliilaz aktivitesi pozitif olarak kabul edildi (Hols, 1994; Ozcan, 1992).

2.4.17. Jerm Tiipii Olusumu

Jerm tiipii olusumu testi i¢in insan serumu kullanildi. Serum kan bankasindan temin
edildi ve kullanilacagi siireye kadar -20°C’de bekletildi. Kullanma solusyonu % steril su ile
sulandirilarak taze olarak hazirlandi. Bu testte hiicrelerden jerm tiipli olusumu aranir. Bu
amagla 0.5-1.0 ml steril serum iginde test edilecek maya hiicrelerinin taze kiiltiirlerinden (1
giinliik kiiltiir) 10°-10° hiicre/ml olacak sekilde siispansiyon hazirlandi ve 25°C’de 1-3 saat
inkiibe edildikten sonra mikroskopta lam lamel preparati hazirlanarak jerm tiipti olusumu
incelendi. Flament6z yap1 olusturan maya hiicreleri pozitif olarak degerlendirildi. Negatif
kiiltiirler 24-48 saat bekletildikten sonra tekrardan kontrol edildi. Pozitif kontrol olarak
Candida. albicans kullanild: (Yarow, 1999).
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2.4.18. Spor Boyama

Maya izolatlarmin 2. 5. 10. ve 15. gilinlerinden alman Orneklerden preparat
hazirland1, kurutulup tespit edilir. Uzerine malasit yesili solusyonu dékiildii, 80 °C de
buharla alttan sitilarak, 5 dakika boyanmasi beklendi. Sonra su ile yikandi ve safranin ile
10 saniye boyandi. Su ile yikanip kurutulduktan sonra immersiyon yagi kullanilarak Analiz
programi (Bab) baglantili (BSPRO-200) arastirma mikroskobunda (Olimpus BX-51) ile
incelenip goriintli alindi. Sporlar yesil ve vejetatif yapilar ise kirmizi renkte boyanir

(Barnet ve ark., 1983).

2.4.19. Farkh Sicakhklarda Ureme Ozelligi

Maya izolatlarmin 24-48 saatlik kiiltiirlerden her birinden 3’er adet GYPB sivi
besiyerine ekimleri yapildi. Her bir izolattan birer adeti 35, 42 ve 45 °C’de olmak iizere
24-48 saat inkiibasyona birakildi. Bu sicakliklarda tireme 6zellikleri olup olmadiklari
arastirildi (Barnet ve ark., 1983).

2.4.20. Sicaklik Tolerans Testi

Maya izolatlarmm GYPB sivi besiyerinde 24-48 saatlik kiiltiirlerden 6X10° kob/ml
maya igeren slispansiyon hazirlandi, 3’er adet steril ependorf tiiplerine 1 ml miktarinda
tevzi edildi. Her bir izolattan birer adeti 60, 80 ve 100 °C’de 10 dakika maruz birakildiktan
sonra iizerine 1 ml taze sivi besiyeri ilave edilerek 25 °C’de 24-27 saat inkiibasyona
brrakildi. Kiiltiirlerde tireme olan 6rnekler, o sicakliga toleransi pozitif, iireme olmayan

kiiltiirler negatif olarak degerlendirildi (Barnet ve ark., 1983).

2.4.21. Vitek YBC Dogrulama Testi

Ticari olarak Vitek YBC (Biomerieux, France) kiti temin edildi ve Kitte verilen
talimatlar dogrultusunda maya izolatlarinin tiir identifikasyonu yapildi (El-zaatari, 1990).
Maya izolatlarmin 24-48 saatlik taze kiiltiirleri hazirlandi. Onceden hazirlanip steril edilen
0,45 M’lik NaCl soliisyondan, 3 ml tiiplere aktarildi Vitek Colorimeter Product (No: 52-
1210) cihaz1 kullanilarak maya susunun McFarland 2 bulaniklilig1 ayarlanarak numuneler
hazirlandi. Vitek cihazina konulmak tizere kirmizi kii¢iik plastik borular (Lot No: C200A)
yardimiyla, tiiplerin i¢indeki maya siispansiyonlar1 kit i¢ine Vitek vakumlama cihaziyla

dolum yapildi. Sonra inkiibasyon i¢in 30°C’de hem 24 hem de 48 saatlik inkiibasyon
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periyotlarindan sonra vitek cihazinda okumalar yapili. Test sonuglar, 24. veya 48. saatte

pozitif olan degerler dikkate alindi.

2.5. Materyal Temini

Bu ¢alisma 2004-2005 yillar1 arasinda Caykura bagli iki (Zihniderin ve Cumhuriyet)
fabrikada,10 farkli isleme sathalarindan alinan ¢ay Orneklerinden izole edilen (RCM) ve
Rize Ticaret Borsast Ozel Gida Kontrol Laboratuarma gelen kuru siyah cay
numunelerinden izole edilen maya izolatlar (HTM) ile yapildi. Maya izolatlar1 bu tarihten
beri “Rize Universitesi Mikrobiyoloji ve Molekiiler Biyoloji Arastirma Laboratuari Kiiltiir
Koleksiyonu”ndaki derin dondurucuda stoklanmis olup ¢alisma icin stoktan ¢ikartilip 100
ul PDA besiyerine ekimleri yapildi, 25 °C’de 24-72 saat iiremeye birakildi. Plaktaki
koloniler Harrigan ve Lachance, (1976)’a gore taranarak secildi.

Bu 6rneklerin her bir koloni tipinin rastgele biri alinarak saf olarak GYPA besiyeri
tizerine ¢izgi ekimle tek koloni diislirme teknigiyle ekimleri yapildi ve 25 °C’de 24-48 saat
tekrar tretildi. Tek koloni alinarak GYPB s1v1 besiyerinde tekrar 25 °C’de 24-48 saat saf
kiiltiirleri elde edilerek %20 gliserol ile GYPB besiyeri i¢inde ikiser adet -80°C ve -
20°C’de, sakland1 ( Osorio-Cadavid, ark., 2008).

2.6. Mayalarin Tanimlanmasi
2.6.1. Morfolojik ve Mikroskobik Tanimlama

[Ik &nce hiicre morfolojileri vegetatif iireme sekilleri incelendi. Sonra cesitli testlere
tabii tutuldu. Bunlar sirasiyla maya orneklerinde jerm tiipii olusumu olup olmadigi,
patojenite gostergesi olan slime faktérii bulunup bulunmamasi, nisasta olusturmasi,
nisastay1 kullanmasi, %50-%60 glukoz da iireme 6zelligi, 1s1 tolerans, farkli sicakliklarda
iireyebilme, fermentasyon, cesitli tanimlama testleri ve dogrulama testi olarak vitek 2
uygulanmaistir.

Koloni morfolojileri, mikroskobik morfolojileri, iireme 6zellikleri, spor olusumlari
MEA, GYPA, NYDA ve PDA besiyerlerinde incelendi. Tablo 3’de verilen kriterler g6z
Online almmarak morfolojik 6zellikleri incelendi. Isik mikroskobu goriintiileri Rize
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii’nde bulunan analiz baglantil:
aragtirma mikroskobunda (Olimpus BX51) arastirildi1 ve goriintiilendi.

Konvansiyonel maya izolasyonu Barnett, ark., (1983) tarafindan Onerilen sekilde

yapildi. On identifikasyon hiicre morfolojisi, vejetatif {ireme sekli, jerm tiipii olusturma ve
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fizyolojik karakterlerine gore yapildi. Bu amagla koloni morfolojisi, jerm tiipl
olusturmalari, spor Ozellikleri, mikroskopik morfoloji ve tireme formu poteto dextrose
agar, malt extract agar vb. besiyerlerinde incelendi.

Ascospor olusumu i¢in poteto dextrose agar(PDA), saboraud dextrose agar (SDA),
besiyerlerinde ekimleri yapildi, 25°C de 4 hafta inkiibe edilerek ve her 4 giinde bir spor
olusumlari izlendi. Koloni morfolojileri, mikroskobik morfoloji ve iireme formu, askospor,
bazidiospor olusumlar1 farkli besiyerlerinde incelendi. Glukoz pepton yeast agar (GYPA),
nutrient yeast dektroz agar (NYDA), malt extract agar (MEA) ve slime agar (SA)
besiyerlerine ekimleri bu amaglarla kullanildi. Isik mikroskobu goriintiileri Rize
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii’nde arastirma mikroskobunda ve

gorilintli isleme analiz sistemi kullanilarak yapildi.

2.6.2. Kimyasal ve Fiziksel Ozelliklerine Gore Tanmimlama

Fermantasyon testi i¢in 10 farkli karbon (glukoz, galaktoz, maltoz, laktoz, siikroz,
nisasta, trehaloz, mellebioz, sellebioz, rafinoz) kaynagi kullanilarak elde edilen sonuglar
Barnet vd., (1983)’in verileriyle karsilastirilarak tanimlama yapildi. Ayrica IMVIC testleri
(Metil-red, voges proskaver, indol, sitrat), KIA, nitrat, nitrit, esculin, iircaz, seliilaz ve

nisasta liretimi gibi biyokimyasal 6zellikleri incelendi (Sekil 7).

e ———— PRSI Sy S, i —

Sekil 7. Maya izolatlarmin identifikasyonu i¢in kullanilan testlerden bir goriiniim.

Maya izolatlarinin fiziksel 6zellikleri olarak %50 ve %60 glukoz konsantrasyonunda

iireyebilme, cesitli sicakliklarda {ireyebilme, yiiksek sicakliklara toleranslari incelendi.
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Maya hiicrelerinin saglik acisindan 6nemi olup olmadigini belirlemek iizere kapsiil iiretme
ozellikleri, slime faktorii ve jerm tiipii olusturma 6zellikleri incelendi.

Izolatlarda endiistriyel acidan énemli olan bir kisim enzim aktiviteleri arastirildi. Bu
amagla nisasta kullanimi ve tiretimi 6zelligi, selillozu pargalama (seliilaz aktivitesi) , lireaz
aktivitesi Ozellikleri test edildi. Suslarin daha gegerli ve otomatize sistem olan Vitek
identifikasyon kiti kullanilarak 25 farkli 6zelligi belirlendi ve standart suslarin test

sonuclartyla karsilastirilarak %51-%100 dogrulukta tiir tanis1 yapild1.
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3. BULGULAR

Calismamizda, 2004-2005 yillarinda Cay-Kur’a bagl iki (Zihniderin ve Cumhuriyet)
fabrikadan, cay isleme asamalarmi temsilen 10 farkli noktadan alman 6rneklerden (RCM)
ve Rize Ticaret Borsasi, Ozel Gida Kontrol Laboratuari’na gelen ambalaj (siyah) caylarda
yapilan analizler sonucunda izole edilen (HTM) toplam 72 maya incelendi (Tablo 4). Maya
izolatlar1 bu tarihten beri Rize Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii,
Mikrobiyoloji ve Molekiiler Biyoloji Arastirma Laboratuar1 Kiiltiir Koleksiyonu’nda
muhafaza edildi.

Tablo 4. Cay numunelerinin alindig1 noktalar ve maya izolasyon sayis1

Numune Alinan Nokta | Maya izolasyonu

Say1 Yiizde (%)
1. Fabrika Girisi 3 % 4,1
2. Soldurma Girisi 4 % 5,5
3. Solduma Cikis1 5 % 6,9
4. Rotervan 1 10 % 13,8
5. Rotervan 2 3 % 4
6. Fermentasyon Girisi 7 096 9,7
7. Fermentasyon Ortasi 4 9% 5,5
8. Fermentasyon Cikis1 5 % 6,9
9. Firm Girisi 7 06 9,7
10. Firin Cikis1 2 % 2,7
11. Ambalaj 22 % 30,7
Toplam 72

Orneklerin izolasyonu en fazla birinci kivirma (Rotervan), fermentasyon girisinden
firin girisine kadar olan evrede izole edildilmis 6rnekler bulunmaktadir. Her asamada daha
fazla farkli maya izolatlar1 izole edilmisti ancak, derin donurucudan canladirilamadi. Bu

agidan tablo verileri irdelenmeyecektir.
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Izole ve karakterize edilen maya drneklerinin katalog numaralar1 ve PDA besiyerinde

koloni morfolojik 6zellikleri Tablo 5°de verilmistir. Izolatlarin ikisi farkli renkte olup

bunlar HTM 28 turuncu ve RCM 40D sar1 renkli koloni olusturdugu gozlendi.

Tablo 5. izole edilen maya suslarmin morfolojik 6zellikleri

Sus Ad1 PDA morfolojik 6zellik

HTM 1 S-tipi, krem renkli, besiyerine yapismayan koloni
HTM 2 S-tipi, krem renkli, besiyerine yapismayan koloni
HTM 3 S-tipi, beyaz renkli, besiyerine yapigsmayan koloni
HTM 4 S-tipi, krem renkli, besiyerine yapismayan koloni
HTM 5 S-tipi, krem renkli, besiyerine yapismayan koloni
HTM 6 S-tipi, beyaz renkli, besiyerine yapismayan koloni
HTM 7 M tipi, krem renkli koloni

HTM 10 R-tipi, beyaz, besiyerine yapismayan koloni

HTM 11 R-tipi, krem, besiyerine yapismayan koloni

HTM 12 S-tipi, krem renkli, besiyerine yapismayan koloni
HTM 13 S-tipi, krem renkli, besiyerine yapismayan koloni
HTM 15 S-tipi, krem renkli, besiyerine yapismayan koloni
HTM 16 S-tipi, krem renkli, besiyerine yapismayan koloni
HTM 17 M-tipi, krem biiyiik, kdsesi besiyerine yapisik, ortast yapisik degil.
HTM 18 M-tipi, krem koloniler

HTM 19 M-tipi, biiyiik, krem, besiyerine yapisik koloni.
HTM 20 M-tipi, biiyiik, krem, besiyerine koloni késesinden yapisik koloni.
HTM 21 M-tipi, biiyiik, krem ve besiyerine yapismayan koloni.
HTM 26 S-tipi, beyaz, besiyerine yapismayan koloni

HTM 27 S-tipi, beyaz, besiyerine yapigsmayan

HTM 28 S tipi, turuncu renkli kolon

HTM 29 S-tipi, Beyaz, besiyerine yapismayan koloni

RCM 1H S-tipi, krem renkli, besiyerine yapismayan koloni.
RCM 4A; R-tipi, krem renkli besiyerine yapisik koloni.
RCM 4A; R-tipi, krem renkli, besiyerine yapisan koloni.
RCM4Ax R-tipi, krem renkli, besiyerine hafif yapisik koloni.
RCM 4B S-tipi, krem, besiyerine yapisik olmayan koloni.
RCM 4C M-tipi, krem-sarimtrak pigment, hafif besiyerine yapisan koloni.
RCM 7B S-tipi, beyaz, besiyerine yapismayan koloni.

RCM 7C S-tipi, beyaz, besiyerine yapismayan koloni.

RCM 9B S-tipi, beyaz, besiyerine yapigsmayan koloni.

RCM 9D S-tipi, beyaz, besiyerine hafif yapisik koloni.
RCM 9E S-tipi, krem renkli, besiyerine yapismayan koloni.
RCM 11 S-tipi, beyaz, besiyerine yapismayan koloni.

RCM 14 S-tipi, krem renkli, besiyerine yapisik koloni.
RCM 16 S-tipi, beyaz, besiyerine yapismayan koloni.
RCM17C R-tipi, krem renkli, besiyerine yapisik koloni.
RCM18A, S-tipi, krem renkli, besiyerine hafif yapisik koloni.
RCM 18B R-tipi, krem, besiyerine yapigan koloni.

RCM 22 S-tipi, beyaz, besiyerine yapismayan koloni.
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RCM 23 S-tipi, krem renkli, besiyerine yapismayan koloni
RCM 24 S-tipi, beyaz, besiyerine yapismayan koloni.

RCM 25 S-tipi, beyaz, besiyerine yapismayan koloni.
RCM3,B, R-tipi, krem renkli, besiyerine yapisan koloni.
RCM 34D S-tipi, krem renkli, besiyerine yapismayan koloni
RCM 35D S-tipi, krem renkli, besiyerine yapismayan koloni
RCM 36B S-tipi, beyaz, besiyerine yapismayan koloni

RCM 36C M tipi, krem renkli, besiyerine yapismayan koloni,
RCM 37D S-tipi, krem renkli, besiyerine yapigmayan koloni
RCM 38B R-tipi, beyaz, besiyerine yapisan koloni.

RCM 40B R-tip1, krem renkli, besiyerine yapigan koloni.
RCM 40D R-tip1, sar1 renkli koloni.

RCM 42H S-tipi, beyaz renkli, besiyerine yapisan koloni.
RCM 48E S-tipi, beyaz renkli, besiyerine yapismayan koloni.
RCM 53L S-tipi, krem renkli, besiyerine yapismayan koloni.
RCM 5314 S-tipi, krem renkli, besiyerine yapismayan koloni.
RCM 53N S-tipi, krem renkli, besiyerine yapigmayan koloni.
RCM 55K S-tipi, beyaz renkli, besiyerine yapismayan koloni.
RCM 56K S-tipi, krem renkli, besiyerine yapismayan koloni.
RCM 84B S-tipi, beyaz renkli, besiyerine yapismayan koloni.
RCM 86H S-tipi, krem renkli, besiyerine yapismayan koloni.
RCM 86H; S-tipi, beyaz renkli, besiyerine yapismayan koloni.
RCM 86H, S-tipi, krem renkli, besiyerine yapigmayan koloni
RCM 102] S-tipi, beyaz renkli, besiyerine yapismayan koloni.
RCM104K R-tipi, krem renkli, besiyerine yapisan koloni.
RCM108C, R-tipi, beyaz koloni, besiyerine yapisan koloni.
RCM 119H S-tipi, beyaz renkli, besiyerine yapismayan koloni.
RCM 133K S-tipi, krem renkli, besiyerine yapigmayan koloni
RCM 21B S-tipi, krem renkli, besiyerine yapismayan koloni.
RCM 19B; R-tipi, krem renkli, besiyerine yapisan koloni.
RCM 19B, R-tipi, krem renkli, besiyerine yapisan koloni.
RCM 29C R-tipi, krem renkli, besiyerine yapisan koloni.

Izolatlarin bilyiik ¢ogunlugu S (diizgiin) tipi, krem veya parlak beyaz renkli,
besiyerine yapigsmayan koloni morfolojisi gosterirken, 8 izolat M (mukoit) tipi (HTM 7,
17-21, RCM 4C ve 36C) ve 15 izolat ise R (plirtiiklii) tipi koloni morfolojisine sahip
oldugu belirlendi. Calismada kullanilan besiyerlerinde koloni tipi ve renk olusumu sekil 8’

de goriilmektedir.
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Sekil 8. Kullanilan bazi besiyerlerinde (GYPA, MEA, NYDA, SA) maya kiiltiirleri. A.
Besiyerlerinin ekim 0nceki goniiniimleri, B- Ekim sonrasi koloni morfolojileri ve
SA iiretimi negatif goriiniimii, C) SA iiretimi pozitif gériiniim.

Calismada 72 maya izolatinda bir dizi fiziksel, biyokimyasal ve morfolojik
ozelikleri aragtirildi (Tablo 6). Tibbi mikolojide patojenite faktorii olarak bilinen slime
aktivite testi sonuglarma bakildiginda 13 (%18) izolatta pozitif oldugu, digerlerinin (%82)
ise negatif oldugu belirlendi.

Orneklerin bir kismu sivi, bir kismu kat1 bazilari ise her iki ortamda hifa
olusturduklar1 gozlendi. Herhangi bir ortamda hifa olusturmayan suslarda jerm tiipii testi
yapildiginda ise pseudohifa olusturdugu belirlendi (Tablo 6, Sekil 9). Calismada herhangi
bir besiyerinde ve sartlarda hifa ya da pseudohifa olusturmayan, sadece maya formunda
bulunan sus sayis1 37 (%51.4) olarak belirlendi.

Fiziksel 6zellik olarak suslarin ozmolaritesini belirlemek amaciyla yiiksek seker
icerikli (%50 ve %60) ortamda iireme ozellikleri incelendi (Tablo 6). Izolatlarin 32’si
(%44.4) her iki ortamda da oldukga iyi ilireme gosterdigi belirlendi. RCM 7C ve RCM
32B2 her iki ortamda da hig¢ tireyemedigi, RCM 38B zorlandig1 ancak zayif da (+/-) olsa
tiredigi, HTM 12 ve RCM 14 izolatlar1 %50 seker konsantrasyonunda iireyebildikleri fakat
%60 konsantrasyonda iireyemedikleri belirlendi. RCM 9D ve HTM 13’iin ise %50 seker

konsantrasyonunda iyi fakat , %60 konsantrasyonlarda ise zay1f iireyebildigi gézlendi.
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Sekil 9. Candida tropicalis, RCM 18A,, jerm tiipii preparatin (100X) goriiniimii

Calismamizda izole edilen mayalarin belirli sicakliklarda iireme Ozellikleri test
edildi. Tim suglarin 25 ve 36 °C’de treyebildigi, ancak daha yiiksek sicakliklarda
bircogunun iireyemedigi belirlendi (Tablo 6). Izolatlarm hicbiri 45 °C’de iireyemedigi
ancak 26 (%36,1) izolatin 42 °C’de ireyebildikleri, digerlerinin ise bu sicakliklarda
iireyemedikleri belirlendi.

Maya izolatlarnin yiiksek 1s1 ortamlarina toleranslarinin belirlenebilmesi i¢in 60, 80
ve 100 °C’lerde 10 dakika 1stya muamele edildiler (Tablo 6). Orneklerin tiimii 10 dakika
60°C 1s1ya dayanabildikleri gdzlendi. izolatlarm 29 (%40.3)’u 80 °C’ye ve 5 (%6.9)’i ise
100 °C’ye 10 dakika tolerans gosterdikleri belirlendi.

Calismada izolatlarin ¢esitli besiyerlerine tomurcuklanma sekilleri ve spor
olusturma dzellikleri incelendi. izolatlarin 17’sinde ballitospor (Sekil 10), 3’iinde askospor

(Sekil 11) ve birinde artrospor (Sekil 12) gbzlendi (Tablo 6).
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Sekil 10. . Candida troplcalls RCM 4AX safraninle boyama, preparatin 100X biiylitmedeki
¢imlenme ve ballitospor olusumlarinin gériiniimii. A. SA, 3 giinliik kiiltiirde
blastospor goriiniimii. B. NYDB, 10 giinliik kiiltiir ballitospor goriintimii.

Sekil 11. Saccharomyces cerevisiae, HTM 16, safranin ve malasit yesiliyle boyama,
preparatin 100X biiyiitmedeki A. MEA 5 giinliik kiiltlir askospor goriiniimii B.
NYDB 5 giinliik kiiltiirde ballitospor goriiniimii.
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NYDA

Sekil 12. Cryptococcus laurentii, HTM 18, safranin ve malasit yesiliyle boyama,
preparatin 100X biiylitmedeki 5 gilinliik kiiltiirde artrospor goriiniimii
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Tablo 6. Izole edilen maya izolatlarinin bazi morfolojik, fiziksel ve kimyasal dzellikleri

55

Slime Jerm Tipti | Glukoz Konsantrasyonu 42°C’de Sicakik toleransi (10 dk.) °C Tomurcuk-lanma Spor

tretimi Ureme sekli olusturma
NO Sus No %50 %60 60 80 100
1 HTM 1 + - ++ ++ - + + - MP -
2 HTM 2 - + ++ + - + + + MP -
3 HTM 3 - - ++ ++ - + - - MP -
4 HTM 4 - + ++ ++ + + - - MP 4P
5 HTM 5 - + ++ ++ + + - - MP +P
6 HTM 6 - - ++ ++ - + + - MP -
7 HTM 7 - - ++ + - + + - MP -
8 HTM 10 - + ++ + + + - - MP -
9 HTM 11 - + ++ ++ - + - - MP -
10 HTM 12 - - +/- - + + + - ML -
11 HTM 13 - + ++ +/- + + - - ML -
12 HTM 15 ++ - ++ ++ - + - - MTP -
13 HTM 16 - - ++ + - + + - MTP +PAC
14 HTM 17 - + ++ ++ - + + - ML -
15 HTM 18 ++ + ++ + - + + - MTP +
16 HTM 19 - + ++ ++ - NT NT NT MTP +
17 HTM 20 - + ++ ++ - + + + MTP +
18 HTM 21 - + ++ ++ - + + - MTP +°
19 HTM 26 ++ - ++ ++ - + - - MTP -
20 HTM 27 - - ++ ++ - NT NT NT MTP +°
21 HTM 28 ++ - ++ ++ - + + - MP
22 HTM 29 + - ++ ++ - + - - ML -
23 RCM 1H - - + + - NT NT NT ML
24 RCM 4A; - + ++ ++ - + - - BP* -
25 RCM 4A, - + ++ + + + - MP -
26 RCM 4Ax - + ++ + - + + - BP i
27 RCM 4B - + + + - + + - MP -
28 RCM 4C - - + + + + - - ML +°
29 RCM 7B - + + + + + - - MTP
30 RCM 7C - - - - - + - MP -
31 RCM 9B - + ++ + + + + + ML -
32 RCM 9D - + + +- + + - - MP -
33 RCM 9E - - ++ + - + - - MTP -
34 RCM 11 - + ++ + - + - - MTP -
35 RCM 14 - +/- - + + + - MTP -
36 RCM 16 - - ++ + - + + - MTP -




Tablonun Devami

37 RCM 17C - - ++ ++ + + - - MP -
38 RCM 18A, - + ++ ++ + + + - BP 4P
39 RCM 18B - + + + + + + - MTP -
40 RCM 19B; - + ++ + - + + + ML -
41 RCM 19B, - + ++ + + + + - MP -
42 RCM 21B ++ - ++ + - + + N MTP N
43 RCM 22 - + ++ + + + - - ML -
44 RCM 23 - - ++ + - + + - ML -
45 RCM 24 - - ++ ++ - + - - MTP -
46 RCM 25 - - + + - + - - ML -
47 RCM 29C - + ++ ++ + + - - MP -
48 RCM 32B2 - - - + - - MTP -
49 RCM 34D - + + - - + - - MP -
50 RCM 35D + ¥ + ¥ NT NT NT MP -
51 RCM 36B - - + + - NT NT NT MP +P
52 RCM 36C - - ++ + - + + - MTP -
53 RCM 37D - - ++ ++ + + - - ML -
54 RCM 38B - + +/- +/- - + - - MP 4D
55 RCM 40B - + ++ ++ + + + - MTP B
56 RCM 40D ++ + + + - + - - MTP R
57 RCM 42H - + ++ ++ + + - - MTP B
58 RCM 48E - - ++ ++ - NT NT NT ML 4P
59 RCM 53L - - ++ ++ + + - - BP B
60 RCM 531, + - ++ ++ - + + R MP R
61 RCM 53N + + ++ ++ - + - - MP +P
62 RCM 55K + - ++ ++ + + + + BP B
63 RCM 56K - + ++ ++ - + - - MTP B
64 RCM 84B - ++ ++ - + + - MP 4P
65 RCM 86H - - + + - + - - ML +P
66 RCM 86H, - - + + + + + - ML +0
67 RCM 86H, - - + + - + - - ML +P
68 RCM 102J + - ++ + - + - - MTP 4P
69 RCM104K - + + + + + - - MP R
70 RCM108C, - + ++ ++ + NT NT NT MTP B
71 RCM 119H - - ++ ++ + + - - MTP B
72 RCM 133K - - + + - + - - MP -
73 C. albicans - + + + + + - - NT B

Slime aktivitesi icin koloni rengine gére +; Pembe (zayif aktivite), ++: Kirmizi (iyi aktivite), -; Krem rengi (aktivite yok),+° ; Ballitospora sahip olan, MP; Monapolar, ML; Monolateral, BP;

Bipolar veya bilateral, MTP ; Multipolar veya multilateral, *: Kapsiillii.
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Maya orneklerinin fermentasyon ve biyokimyasal test sonuglar1 tablo 7°da
verilmistir. izolatlarm 10’unda (%13,9) glikozu, 20’si (%27.8) siikrozu, iki izolatm (RCM
9D ve RCM 17C) laktoze ve yalnizca bir (RCM 23) izolatinin ise sellobiozu fermente
edebildigi gozlendi. RCM 17C ise test edilen 10 karbon kaynagindan 7’sini fermente

edebilme 0zelligine sahip oldugu tespit edildi (Sekil 13).

Sekil 13. Maya izolatlarinin karbonhidrat fermentasyon testlerinin gériiniimii. Sar1 renk;
pozitif, yesil renk; negatif test sonucunu gostermektedir.

Calismada maya izolatlarinin IMVIC test sonuglarina bakildiginda tiim suslarda

indol (triptofanaz) negatif bulunurken yalnizca birkag izolatta metilred-voges proskaver

pozitif bulundu. Toplam 41 izolatta sitrat pozitif bulunurken, bunlarin 17’sinde gii¢lii
pozitiflik gézlendi (Sekil 14).

Sekil 14. Bazi biyokimyasal testlerin g(’jliinﬁ-rhﬁ. A) Sitrat, mavi renk; pozitif, yesil renk;
negatif sonucu gostermektedir. B) KIA, sirastyla turuncu renk; asitligi, sar1 renk;
alkali oldugunu gostermektedir. C) Eskiilin, parlak floresan; negatifligi, parlak
olmayan goriintii pozitifligi gdstermektedir.

Suslarin iireaz aktivitelerine bakildiginda 9’unda giiclii olmak iizere toplam

25’inde (%34.7) aktivitesi (Sekil 15) pozitif olarak belirlendi (Tablo 7).
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Tablo 7. izole edilen maya suslarmim biyokimyasal 6zellikleri (5, 7 vel0 giin )

NO Sus No Glu | Gal | Mal | Lak | Suk | Nish | Trh | Mel | Cel | Raf | Sel Niii Vp | Mr Nat Nit Kia Esc Sit Ure In
1 HTM 1 _ _ _ _ _ _ _ + _ + 3+ 3+ [+ - + - Alalk* + - +/- -
2 HTM 2 - - - - - ++ - - - - 2+ + - - + + Alalk +/- - B
3 HTM 3 - - - - - - - - - - 2+ - - - + + Alalk - +++ - -
4 HTM 4 - - - - + - - - - - 2+ + - - + + Alalk - + - -
5 HTM 5 - - - - + - - + - - 2+ + - - + + AA - ++++ ++++ -
6 HTM 6 - - - - - - - - - - 2+ - - - + + Alalk - +++ - -
7 HTM 7 - - - - - - - - - - 3+ 4+ - - + + AIA - - +4+++ -
8 HTM 10 - - ++ - - - - - - - + - - - + + Alalk - - - -
9 [HTM11 - - - - + - - - - - + - - - - N Alalk* - - : :
10 HTM 12 - - - - - - - - - - + - - - + + Alalk - - - _
11 | HTM 13 + - - - - - - - - - £ - - - ¥ B Aalk . B . _
12 | HTM 15 - - - - - - - - - 2+ - - - + + AA ¥ . B B
13 HTM 16 - - - - - - - - - - + - - - + + A/A - - - -
14 | HTM 17 - - - - - - - - - - 5+ 2+ - - - - A/Alk* - ++++ ++++ -
15 HTM 18 - - - - - - - - - - 5+ - - - + + A/A - ++++ + -
16 | HTM 19 - - - - - - - - - - 6+ - - - + + AJIA - + ++++ -
17 | HTM 20 - - - - - - - - - - 5+ 2+ - - - - AIA + ++++ ++++ -
18 | HTM 21 - - - - - - - - - - 5+ 2+ - - + + AJAIK* + ++++ ++++ -
19 | HTM 26 - - - - - - - - - + 2+ - + + + + AJALk* + ++++ - -
20 | HTM 27 + - - - + - - - - - 2+ - - - + + AIA - +++ - -
21 | HTM 28 - - - - - - - - - 4+ - - - + + AIA - - + -
22 | HTM 29 - - - - - - - - - - + - - + + + AJALk* - + - -
23 | RCM IH - - - - - - - - - - 3+ 3+ - - + + AJAIK + + ++++ -
24 | RCM4A; - - - - ++ ++ - - - - 2+ + - - - - AJAIK* + +/- -
25 | RCM4A, - - - - + - - - - - + - - - - - AJAlk* - + - -
26 | RCM 4Ax - - - - + - - - - - 3+ - - - - - AJALk* - + +/- -
27 | RCM 4B - - - - + - - - - - + - - - + + AIA + +/+ - -
28 | RCM4C - - - - + - + - - - 2+ - - - + + AJAIK + - - -
29 | RCM 7B - - - - + - - - - - 3+ - - - + + AJAIK - + - -
30 | RCM7C - - - - - - - - - - + - - - + + A/AIK - +/- - -
31 | RCM 9B + - - - +* - - - - - + - - - + + AIA - - - -
32 | RCM9D - + - + + - - - - - 2+ - - - + + A/AIK - - - -
33 | RCM9E + - + - - - - - - + - - - + + AJAIK - - + -
34 | RCM 11 - - - - - - - + 2+ - - + - - AJAlK* - - +/- -
35 | RCM 14 - - - - - - - - - - + - - + - - AJALK* + ++++ - -
36 | RCM 16 + + + - + - + - - - + - - - - - A/A + - -
37 | RCM 17C + + + + + - + - - + 2+ + - - + + AJAIk* - + ++++ -
38 | RCM 18A; - - - + - - - - 2+ - - - + + AJAIK - + - -
39 | RCM 18B - - - - - - - - - - 3+ - - + + + AJAIK - ++ - -
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40 | RCM 19B; - - - - + - - - - - 3+ 2+ - - - - AJAIK* - - +/-
41 | RCM 19B, - - - - - - - - - - 2+ R R R R N AAIK* N T N

42 | RCM21B - - + - - - - - - - 2+ 4+ - - + + AJAIK* - - +

43 RCM 22 - - - - - - - - - - + B B - - B AAIK* N _ T

44 | RCM 23 - - + - - - + - + - 2+ - - - - - AJAIK* + +/-

45 | RCM 24 + - - - - - NT | - | NT | - + - - ¥ - . AAIK* . + ¥

46 | RCM 25 + ++ - - - - - - - - + - - + - - A/A - - B

47 RCM 29C - - - - - - - - - - 2+ - - - - - A/IA + +/- -

48 | RCM 32B2 - - - - - - - - - - 5+ - - + + + A/AIK + - +

49 | RCM 34D - - - - - - - - - - + - - - ¥ + AA - _

50 | RCM 35D - - - - - - - - - - NT x% - - + + AJAIK* + e+ ++
51 | RCM 36B - - - - - - - - - - 2+ - - + + + AIA + - +/-
52 | RCM 36C - + - - - - - - - - 3+ 5+ - + - - A/A - - +

53 | RCM 37D - - - - - - - - - - 2+ - - - + + AAIK* N R R

54 RCM 38B + - - - - - - - - - 2+ + _ N T T AAIK* N I n

55 RCM 40B - - - - - - - - - - + - - - + + AJAIK* - - -

56 RCM 40D - - - - - - - - - - - - - + + - AA - - -

57 | RCM 42H - - - - - - - - - - 4+ - - + + AJAIK* - + -

58 | RCM48E - - - - - - - - - - + - - - + + AJAIK + +/- -

59 | RCM 53L - - - - - - - - - - 2+ - - - + + AJAlK* - -, B

60 | RCM 53L, - - - - - - - - - - |2+ - - - + + A/AIK* - Fr— -

61 | RCM 53N - - + - - - - - - - + - - - + + AIA + + R

62 | RCM 55K - - - - - - + + - - 2+ - - - + + AJAIK* - B B

63 | RCM 56K - - - - + - - - - - + - - - + + AJAIK* - ++ B

64 | RCM 84B - - - - - - - - - - + - - - + + AIAIK* + . -

65 | RCM 86H - - - - + - - + - - + - - - + + AAIK - B B

66 | RCM 86H; - - - - - - + - - - 2+ - - - + + AAIK - B B

67 | RCM 86H, - - - - - - - - - - + - - - + + A/AIK - B B

68 | RCM 102J - - - - - - - - - - + - - - + + AA - ++++ R

69 | RCMI104K - - - - + - - - - - 2+ - - - - - AIAIK* - + +/-
70 RCM108Cy + - - - + - + - - - + - - _ N - AAIK* N N N

71 | RCM 119H - - - - - - + - - - 3+ - - B + ¥ AA _ _ _

72 | RCM 133K - - - - - - - - - - + - - + - - AIA - B +/-
73 | C.albicans - + - + - AA + B

Glu; Gliikoz, Gal; Galaktoz, Mlt; Maltoz, Lak; Laktoz, Suk; Siikroz, Mel; Mellobioz, Cel; Celobioz, Raf; Rafinoz, Sel; Seliilaz, Niii; Nisasta tiretimi, Vp; VVoges
proskaver, Mr; Metilred, Nat; Nitrat, Nit; Nitrit, Kia; Ugseker, Esc; Eskulin hidrolizi, Sit; Sitrat, Ure; Ureaz aktivitesi, In; indol, A/Alk*. 24-48 saatteki sonucu; -; test
olumsuz, +; Test olumlu, ++++; Test giiclii pozitiflik, +/-;Test zayif pozitiflik, NT: Test edilemedi. **; Hidrofobik 6zellik gosteriyor
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Sekil 15. Ureaz besiyeri goriiniisii. Pembe renk pozitif, turuncu ve sar1 renk negatif
sonuglar1 gostermektedir.

Glikozdan nisasta iiretimi testine bakildiginda 15 susun bu 6zelligi tasidigi, bunlarin da

ozellikle 5 tanesinin gili¢lii bir aktiviteye sahip oldugu gozlendi (Tablo 7). HTM 2 ve RCM

4A; suslarmin ise giiclii nisastay1 fermente yetenegine, bunun aksi olarak da zayif nigasta

iiretme yetenegine sahip olduklar1 belirlendi (Sekil 16).

Sekil 16. Nisasta Uretimi Besiyeri goriiniisii. Siyah renk olusumu giiclii nisasta iiretimini,
kahve renk olusumu zayif pozitifligi, renk olusmayis1 ise negatifligi
gostermektedir.

Maya izolatlarinin 70 ‘inde (%97) seliilaz aktivitesi gdzlenmistir, bunlar 43’1 gii¢lii
pozitiflik, 25’1 zayif pozitiflik, 2’si negatif sonu¢ gostermistir (Sekil 17). Tiim suslarin
seliilaz tretimi dogal olarak beklenen 6zellik olup iyi aktivite gosterenlerin ekonomik

a¢idan 6nemi bulunmaktadir.
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Sekil 17. Seliilaz tiretimi testi goriiniimii sirastyla, ekim 6ncesi besiyeri goriiniimii, ekim
sonrasi gorlinliim, Seliilaz aktivitesi pozitif sonug goriiniimii (ekim ¢izgisinde

kirmizi renk olugmayisi)

Calismada toplam 72 maya izolatinin tir tanimlanmasi c¢esitli morfolojik ve
biyokimyasal testlere gére yapilmaya caligildi. Ancak karbon asimilasyon testleri ve diger

bazi testlerin pratik ve hizli olarak belirlenebilmesi i¢in vitek dogrulama testi kullanildi. Bu

test sonuclarma gore izolatlarin 71’1 (%98.6) %50-99 dogruluk pay: ile tanimlandi,
yalnizca bir izolat (RCM 16) tanimlanamadi (Tablo 8).

Sekil 18. Vitek dogrulama kitinin 48 saat inkiibasyon sonunda alt ve is taraftan goriiniisii
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Tablo 8. Izole edilen maya suslarinin vitek testine gore tamimlama sonuglar1 (48 saat sonraki sonuglar)

Sus no Gal |[Lac |[Suc |MIt [Cel |[Amg |[Xyl [Ara |Tre |[Mlz |Raf |[Nag |XIt |Dul [Ado |Pal [Gly |[Sor [Ery |Mel |Cyc|Glu]|lIno Nit | 2kd | Ure | Tahmini tiir

HTM 1 + - + + +* +* + + + + + + + + + + - + + - - + + - + + %53 Cryp. humicolus
HTM 2 - - + + + - - - |+ + - - - - + + +* - - - + - + - - %78 Tric. pulluans
HTM 3 + - + + + + + + + + + + + - + + + + + +* - + - - + - %296 C.famata

HTM 4 + - + + - + + - + + - + - - + + - + - - +* |+ - - + - %89 C. tropicalis
HTM 5 + - + + - + + - + + - + - - + + - + - - - + - - + - %89 C. tropicalis
HTM 6 + - + + - + + + +* |+ - + +* |- + + + + - - - + - - + - %80 C. parapsilosis
HTM 7 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + - + + - + + %93 Cryp. laurenti
HTM 10 - - - - - - - - - - - + - - - - + - - - - + - - - - %94 C. krusei

HTM 11 + - + + - + + - + + - + - - + + - + - - +* |+ - - + - %89 C. tropicalis
HTM 12 - - - - - - - - - - - + - - - - + - - - - + - - - - %94 C. krusei

HTM 13 + - + + - + + - + + - + - - + + - + - - >+ |- - + - %89 C. tropicalis
HTM 15 + + + + + + + + + + - + + - - + + + + - + + + - + - %71 Cryp. humicolus
HTM 16 + - + + - +* - - - - + - - - - - - - - - - + - - - - %99 S. cerevisiae
HTM 17 + + + + + + + + + + + + + + + + - + + + - + |+ - + + %94 Cryp. laurentii
HTM 18 + + + + + + + + + + + + + + + + - + + + - + |+ - + + %94 Cryp. laurentii
HTM 19 + + + + + + + + + + + + + + + + - + + + - + |+ - + + %94 Cryp. laurentii
HTM 20 + + + + + + + + + + + + + + + + - + + + - + |+ - + + %94 Cryp. laurentii
HTM 21 - - - - - - - - - - - + - - - - + - - - - + - - - - %94 C. krusei

HTM 26 + - + + + + + + + +* + + + + + + + + + + - + - - + - %88 C. famata

HTM 27 + - + + + + + + + + + + + - + + + + + +* - + - - + - %96 C.famata
HTM 28 + - + - +* |- + +* + - + - + + + - + + - - >+ |- + O+ %99 Tric. pullulans
HTM29 |+ |- + + |+ |+ LA L P I + |+ + |- + + |+ + |+ |+ -+ - + |+ |- |%9 c. famata
RCM 1H + - + + + + + + + + + + + - + + + + + + +* |+ + - + + %98 Cryp. laurentii
RCM4Al |+ - + + - + + +* + + - + - - + + - + - - > |+ |- - + - %72 C. parapsilosis
RCM4A2 |+ + + + + + + + + + + + + + + + - + + + - + + - + - %87 Cryp. humicolus
RCM4AX |+ - + + - + + - + + - + - - + + - + - - |+ |- - + - %89 C. tropicalis
RCM 4B - - + + + + + - - + + - - - - + + - - - - + - - - - %54 C. lusitanise
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RCM 4C +* + + + +* - + + - + + - + + + - + %50 C. tropicalis
RCM 7B + + + + + - + + - + - - + + + +* + %89 C. tropicalis
RCM 7C + + + + + + + + + + + - + + + - + %296 C. famata
RCM 9B - - - - - - - - - - - - - - - - - %99 G. capitatum
RCM 9D + + + + + - + + - + - - + + + +* + %89 C. tropicalis
RCM 9E + + + + +* - + + - + + - + + + - + %80 C. tropicalis
RCM 11 + + + + +* - +* |+ - + + - + + + +* + %72 C. albicans
RCM 14 - + + - + - - + - - + - - + + - - %99 C. lusitaniae
RCM 16 +* ** ** ** ** - - +* +* + - - - +* - - + Tanimlanamadi
RCM 17C |+ + + + + + + + - + - - + + + + + %94 C. parapsilosis
RCM 18A2 | + + + + + - + + - + - - + + + +* + %89 C. tropicalis
RCM 18B |+ + + + + - + + - + - - + + + + + %97 C. albicans
RCM 19B1 | + . e R T e A e A T T 1 1 x %72 C. guilliermondii
RCM 19B2 | + + + + + - + + - + - - + + + - + %89 C. tropicalis
RCM2IB |+ + + - + + +* + + - + +* + + + - + %96 Cryp. luteolus
RCM 22 - - - - - - - - - + - - - - - - - %94 C. krusei

RCM 23 - + + + + - + + + - + - - + + - - %97 C. lusitaniae
RCM 24 + + + + + +* + + + + +* |- + + + - + %98 C. famata
RCM 25 + + - - - - +* - + +* - - - - - - - %99 S. cerevisiae
RCM29C |+ + + + + - + + - + - - +* +* + + + %89 C. tropicalis
RCM 32B2 | - - - + - - - - - - - - - - - - - %99 G. capitatum
RCM 34D |- - - - - - - - - + - - - - - - - %94 C. krusei

RCM 35D |+ + + + + + + + + + + - - + + - + %97 Cryp. laurentii
RCM36B |+ + + + + +* +* + + + +* - + + + - + %298 C. famata
RCM 36C |+ + + + + + + + + + + + + + + - + %94 Cryp. laurentii
RCM37D |+ + + + +* - +* + - + + - + + + +* + %72 C. albicans
RCM38B |+ + + + + - + + - + - - + + + +* + %89 C. tropicalis
RCM40B | + + + + + - + + - + - - + + + +* + %89 C. tropicalis
RCM 40D |+ + + + + - + + - + - - + + + +* + %89 C.a tropicalis
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RCM42H |+ - + + - + - - - + - + - - + + + + - - +* |+ - - + - %85C. parapsilosis
RCM 48E + - + + + +* + +* + + + + +* - + + + + + +* - + - - + - %96 C.famata
RCM 53L |+ - + + - + + + + + - + + - + + + + - - - + - - + - %80 C. parapsilosis
RCM 53L1 | + - + + - + + +* + + - + + - +* + + + - - - + - - + - %095 C. parapsilosis
RCM 53N | - - + + + + + - - + + - + - - + + - - - - + - - - - %69 C. lusitaniae
*
RCM 55K | + - + + - + + + * + - + + - + + + + - - - + - - + - %80 C. parapsilosis
*
RCM 56K | + - + + - + + - * + - + - - + + + + - - +* |+ - - + - %51 C. tropicalis
+* +* +* +* +*
RCM 84B | + - + + +* + + +* + +* |- + + +* + - + - - + - %96 C.famata
RCM 86H | - - - - - - - - - - - + - - - - + - - - +* |+ |- - - - %85 C. krusei
RCM 86H1 | + - + + - + + - + + - - - - + + - + - - +* |+ - - + - %93 C. tropicalis
RCM 86H2 | +* - + + - + + - +* [+ - - - - + + - + - - +* |+ - - + - %93 C. tropicalis
RCM 102] | + - + + + + +* - +* + + + - - + + + + + +* - + - - + - %94 C. famata
RCM 104K | + - + + - + + - + + - + - - + + - + - - +* |+ - - + - %89 C. tropicalis
RCM
108C1 + - + + - + + - + + - + +* |- + + - + - - - + |- - + - %96 C. tropicalis
RCM 119H | - - - - - - - - - - - + - - - - + - - - +* |+ |- - - - :%85 C. krusei
RCM 133K | - - - - - - - - - - - + - - - - + - - - + |+ |- - - - %85 C. krusei
C. albicans | + - + + - + + - + - - + + - + + + + - - + + - - + - Kontrol
C.tropicalis | + - + + - + + - + + - + + + + + + + Kontrol

*: 48. Saat sonunda pozitif olanlar, Gal; galaktoz, Lac; laktoz, Suc; siikroz, Mlt; maltoz, Cel; sellobiyoz, Amg; metil D-glikozit, Xyl; ksilol, Ara; arabinoz,
Tre; trehaloz, Mlz; melezitoz, Raf; rafinoz, Nag; N-acetil glukozamin, Dul; dulkitol, Ado; adonitol, Pal; palatinoz, Gly; gliserol, Sor; sorbitol, Ery; eritrol,
Mel; mellebiyoz, Cyc; siklohekzimit, Glu; glukoz, Ino; inositol, Nit; nitrat, 2kd; 2-keto-D-glukonat, Ure; iire medium.

Trichosporon pullulans (Tric. pullulans), Candida krusei (C. kcrusei), Candida tropicalis ( C. tropicalis), Candida famata (C. famata), Candida lusitaniae

(C. lusitaniae), Candida. parapsilosis (C. parapsilosis), Cryptococcus laurentii (Cryp. laurentii), Geotrichum capitatum (G. capitatum), Saccharomyces
cerevisiae (S. cerevisiae), Candida guilliermondii (C. guilliermondii),
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Calisma sonucunda toplam 72 maya izolatinin tanimlanmasi yapildiginda 5 farkl
cins ve 13 farkli tiiriin varligi belirlendi (Tablo 9). Bu tablo verilerine gore cay
orneklerinden izole edilen mayalar i¢inde en fazla belirlenen cins Candida, en fazla
belirlenen tiirler ise sirasiyla Candida tropicalis (%27.7), C. famata (%13,8), Candida
krusei ile Cryptococcus laurentii (%11.1) olarak tespit edildi.

Tablo 9. Maya izolatlarinin vitek dogrulama test sonuglarina gore cins ve tiir dagilimu.

Cins Tiir Say1 (n) Yiizde
Ascomymycetous Candida tropicalis 20 27.7
Candidaceae Candida famata 10 13.8
Candida (A*) Candida krusei 8 111
Candida parapsilosis 7 9.72
Candida lusitaniae 4 5.55
Candida albicans 3 4.0
Candida guilliermondii 1 1.38
Dipodascaceae Geotrichum capitatum 2 2.77
Geotrichum (A)
Saccharomycetaceae Saccharomyces cerevisiae 2 2.77
Saccharomyces (T**)
Basidiomycetous Cryptococcus laurentii 8 11.1
Hymenomycetes Cryptococcus humicolus 3 4.16
Trichosporales
Cryptococcus (A) Cryptococcus luteolus 1 1.38
Trichosporon (A) Trichosporan pulluans 2 2.77
Tanimlanamayan Tanimlanamayan 1 1.38
Toplam 72

*A: Anamorf formu, **T: teleomorf form

Izolatlarin 29’unda (%40.0) siklohekzimit (%001°lik) direnci pozititif belirlendi.
Vitek dogrulama kitinin uygulandiktan ve 48 saat inkiibasyondan sonraki goriiniimii sekil

18 de verilmistir. Caliymada siklohekzimit direncinin tiir dagilimma goére bakildiginda ise 4
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tanesi disinda Candida cinsine ait tiirler oldugu, C. albicans suslarinin tiimiinde ise

poztifligin varlig1 gériilmektedir (Tablo 10).

Tablo 10. Siklohegzimit direnci pozitif olan tiirlerin dagilimi

Maya Tiirleri (Toplam | Sus No Say1 | Yiizde
say1)
C. tropicalis (20) HTM 4, HTM 11, HTM 13, RCM 4AX, RCM | 15 75.0

7B, RCM 9D, RCM 18A2, RCM 29C, RCM

38B, RCM 40B, RCM 40D, RCM 104K, RCM

86H1*, RCM 86H2* RCMS6K**
C. parapsilosis (7) RCM 4A1, RCM 17C, RCM 42H 3 42.9
C. albicans (3) RCM 11, RCM 37D, RCM 18B 3 100.0
C. krusei (8) RCM 86H, RCM 119H, RCM 133K 3 37.5
C. guilliermondii (1) RCM 19Bl1 1 100.0
C. famata (10) - - -
C lusitaniae (4) - - -
Cryp. humicolus (3) HTM 15 1 33.4
Cryp. laurentii (8) RCM 1H 1 12.5
Cryp. luteolus (1) - - -
Tric. pullulans (2) HTM 28 1 50.0
G. capitatum (2) - - -
S. cerevisiae (2) - - -
Tnimlanamayan (1) - - -
Toplam (72) 28 38.9

Calismada izole edilen baz1 maya izolatlarinin mikroskopik goriiniimleri asagida
gosterilmektedir (sekil 19-28).

Sekil 19. Candida tropicalis, RCM 38B, safranin ve malasit yesiliyle boyama, preparatin

100X biiyiitmedeki A. GYPA, kiiltiir gériiniimii. B. SA, kiiltiir gériiniimii.
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Sekil 20. Candlda parapsilosis, RCM 4A1, safraninle boyama, preparatin 100X
biiyiitmedeki A. MEA,10 giinliik kiiltiir goriiniimii. B. SA, 3 giinliik kiiltiir
gorunimul.

= _ % < - < = A\ - 1
Sekil 21. Cryptococcus humicolus, RCM 4A; safraninle boyama, preparatin 100X
biiylitmedeki A. MEA, 3 giinlik goriiniimii. B. GYPA, 3 giinliik kiiltiir
goruntimil.
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preparatin 100X biiyiitmedeki A. SA, 5 giinliik kiiltiir goériiniimii. B. Jerm tiipii
kiiltiir gériiniimii

Sekil 23. A. Candida albicans, RCM 37D, safranin ve malasit yesiliyle boyama, preparatin
100X biiytitmedeki NYDA kiiltiir gériintimii. B. Candida albicans, RCM 11,
NYDA kiiltiir gériiniimii.
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Sekil 24. Candida lusitaniae, RCM 7B, safranin ve malasit yesiliyle boyama, preparatin
100X biiylitmedeki NYDA deki kiiltiir gériintimii.

Sekil 25. Candida guilliermondii, RCM 19B1, safranin ve malasit yesiliyle boyama,
preparatin 100X biiyiitmedeki NYDAdeki kiiltiir goriintimii.
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Sekil 26. Trichosporon pullulans, HTM 28, safranin ve malasit yesiliyle boyama,
preparatin 100X biiylitmedeki NY DA deki kiiltiir gériintimii.

Sekil 27. Cryptococcus luteolus, RCM 21B safranin ve malasit yesiliyle boyama,
preparatin 100X biiyiitmedeki NYDA deki kiiltiir goriintimii.



far O P & j

Sekil 28. Candida krusei, RCM 86H safranin ve malasit yesiliyle boyama, preparatin 100X
biiyiitmedeki NYDA’deki kiiltiir goriiniimii.
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4. TARTISMA

Bu ¢alisma, 2004-2005 yillarinda Cay-Kur’a bagh iki ¢ay fabrikasindan isleme
asamalarinda alman drneklerden izole edilen 50 (RCM) ve Rize Ticaret Borsasi, Ozel Gida
Kontrol Laboratuari’na gelen kuru siyah ¢ay numunelerinden izole edilen 22 (HTM) olmak
iizere toplam 72 maya izolat1 tanimlandi. Cay O6rneklerinde bulunabilen maya tiirlerinin
belirlenebilmesi ve ¢esitli 6zelliklerin arastirilmasi, mayalarin ¢aydaki 6nemi agisindan
bize yol gosterici olacagi, daha kaliteli ¢ay iiretiminde fayda saglayacagi ve endiistriyel
alanda 6nemli olabilecek potansiyel mikroorganizmalarin belirlenmesi amaglanmistir.

Mayalar, 6rnek olarak alkollu i¢eceklerin, ethanolun, CO2’in, firin mamiillerinin,
proteinlerin, vitaminlerin ve flavonoid bilesiklerin iiretimi gibi birgok endiistriyel
islemlerde kullanilmaktadilar. Mayalarin genis bir ubstrat araligi bulunmakta olup,
extrem fizyolojik kosullara da diren¢ gosterirler. Bir¢ok cins ve tiir mayalar bu
islevleri gerceklestirebilmesine ragmen, askomicetoz maya cinsleri olan
Saccharomyces (6zellikle S. cerevisiae) ve Kluyveromyces cinsleri en onemlileri
olarak bildirilmektedir.

Dogu Karadeniz Bdlgesinde iiretimi yapilan cay, hem iilkemizde hem de
diinyada sudan sonra en fazla igilen i¢eceklerden birisi olup, tiikketimi her gegen giin daha
da artmaktadir. Bolgede gay yetistiriciligi yagish iklim ve asidik topraga sahip olan
Sarp smir kapisindan Fatsa'ya kadar uzanan sahil seridinde yapilabilmektedir.
Yetistirme alanlar1 denizden 1000 m. yiikseklige ve sahilden 30 km. kadar
uzanmaktadir. Cay Isletmeleri Genel Miidiirliigii (CAYKUR) ve 6zel sektor birlikte alim
yapmakta olup, Diinya kuru ¢ay tiretiminin %4,9’tinli Tiirkiye karsilaaktadir. Geri kalan
kismi ise, %29,4'inii Hindistan, %23,2’nii Cin, %9’unu Sri Lanka (Seylan), %8,2'ni
Kenya ve %5,2’sini Endonezya gibi iilkeler saglamaktadir.

Cay yapraklar1 polisakkaridler, ugucu yaglar, vitaminler, mineraller, purinler,
alkaloidler (kafein) ve polifenoller (katesinler ve flavanoidler) gibi birgok organik
bilesiklere sahiptir. Bununla birlikte anti-mikrobiyal, anti-enflamatuar, anti-alerjik ve
serbest radikal yakalama (antioksidan) 6zelligine sahip bir dizi bilesiklere igerir (Kacar,
2010). Toda ve ark. (1991) cay Oziitiinin Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Salmonella typhi, Salmonella typhimurium, Salmonella enteritidis, Shigella
flexneri, Shigella dysenteriae, ve Vibrio spp., ile Vibrio cholerae tiirlerinin tiremelerini

engelleyici ve dldiiriicli etkiye sahip oldugu bildirilmektedir. Yine ayni arastiricinin yaptigi
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bir baska calismada 3 mg/ml ¢ay 0Oziitii iceren bir fincan ¢aym metisilin direngli S.
aureusu’un tremesini engelledigini bildirmektedir. Trichophyton mentagrophytes ve
Trichophyton rubrum iiremesini engelledigi fakat ne Candida albicans ne de Cryptococcus
neoformans 1 engellemedigini bildirmektedirler (Okubo ark., 1991).

Siyah cay, taze ve korpe cay yapraklarinin soldurma, kivirma, tasnif ve ambalajlama
islemleri sonucunda elde edilir. Imalat safhalari; soldurma, kivirma, fermantasyon,
kurutma, tasnif ve ambalaj asamalarindan olusmaktadir. Cay isleme asamalarmin her biri
kalite i¢in Onemli olmakla birlikte mikrobiyolojik agisindan fermantasyon agamasi,
kivirmanin baslamasindan oksidasyonun tamamlanmasina kadar gegen zaman olup bu
evrede maya mantarlarinin varhigt ve de kaliteye olan etkinligi onemli oldugu
diistiniilmektedir. Bu siire ince ¢aylarda 1,5-2,5 saat, kaba c¢aylarda ise 2,5-3 saat kadar
stirer. Fermantasyon esnasida nispi rutubetin %90-95, sicakligin 24-26 °C olmasi ideal bir
oksidasyon i¢in gerekli iken ayni esnada maya mantarlarinin gelisimini ve de iiremesini
tesvik etmektedir. Calismamizda, ¢ayin isleme agmalarinin her sathasinda maya mantarmin
izolasyonu bu diisiinceyi dogrulamaktadir (Tablo 4).

Cay bitki ekstraktinda basit sekerlerden kompleks polisakkaritlere (seliiloz ve
hemiseliiloz) degin bir ¢cok madde icerir. Yapilan ¢aligmalarda, ¢ay yapraklarda serbest
glikoz, friktoz, sakaroz, arabinoz, ramnoz, galaktoz, maltoz, rafinoz ve stakinoz
bulundugunu rapor edilmistir (Mizuno ve Kimpyo, 1955). Bu ise ¢ay yapraklarinda maya
benzeri mikroorganizmalarin bulunmasinda ve fermentasyonunda 6nemli rol oynayacagini
gostermektedir.

Mayalar organik asit, seker, lipid, ve proteince zengin maddeleri i¢eren gidalarda
kolaylikla adapte olup mandira {iriinlerimizde yiiksek sayida tespit edilirler. Yiiksek
proteolitik ve lipolitik aktivite gibi 6zelliklere sahip bazi mayalar, aminoasit, yag asidi ve
esterleri gibi bir¢ok aroma Onciil maddelerin olusumunda 6nemli rol oynarlar (lenoir,
1984). Proteolitik ve lipolitik aktiviteye sahip olmasi, laktozu asimile ya da fermente
edebilmesi, sitrati, laktik ve suksinik asidi kullanabilme sonucu olarak genis yayilim
gostermektedirler. Ayrica B—vitamini, pantotenik asit, niacin, riboflavin, ve biotin gibi
gelismefaktorlerini ekstre edebilirler (Purko ve ark., 1951; Fleet,1990; Jakobsen ve
Narvhus, 1996). Chen ve Liu (2000) yaptiklari bir ¢calisgmada kambogya ¢ayinda uzayan
fermentasyonda maya ve bakteri populasyonunu degistigini, dolayisiyla olusan bilesiklerin
de buna paralel olarak degistigi bildirlmektedir. Cay isleme asamalarinda maya

mantarlarinin varhigi bu ve benzeri belirtilen etkenlerle iliskili oldugu diisiiniilmektedir.
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Izole edilen maya mantarlarmin glikoz igeren PDA besiyerinde koloni morfolojileri biiyiik
cogunlugunda S ve R tipi olmasi, dogada yaygin olan saprofit tiirlerin oldugunu isaret
etmektedir (Tablo 5).

Yapilan bir kisim ¢aligmalarda ¢ay funguslar1 asetik asit bakterileri (Acetobacter
xllinum, A. xylinoides veya Bacterium gluconicum) ve maya (Schizosaccharomyces
pompe, Saccharomyces ludwigii, Zygosaccharomyces ruoxii, Candida sp. veya Pichia
membranaefaciens) mantarlarinin bir karisimi seklnde bulunmaktadir (Kozaki ve ark.
1972; Anon, 1983; Chen ve Liu 1997). Acetik asit bakterileri gelismek i¢in etanolu
kullanarak asetik asit iiretirken, mayalar mevcut asetik asidin uyarisiyla daha fazla etanol
dretirler. Bu sekilde asetik asit bakterileri ve mayalar arasinda simbiyotik bir iliski
bulundugu belirtilmektedir (Liu ve ark. 1996). Calismamizda maya izolasyonu esnasinda
asidik bakteriler de izole edilmis ancak bu ¢alisma kapsami digina birakilmiglardir.

Slime faktor; amorf kapsiil yapisinda, glikokaliks materyali olup %40 karbonhidrat
ve %27 proteinden olusmaktadir. Slime faktorii plastik ve metal ylizeylere yapigsmayi
saglayan, bakterilere antifagositer Ozellik kazandiran, ayrica antimikrobik maddelerin
bakteri hiicresine girisini engelleyen ekstraselliiler bir polisakkarittir. Slime faktor {iretimi
ozellikle koagulaz-negatif stafilokok infeksiyonlarinda ayrintili bigimde incelenmis ve
mikroorganizmanin virulansmi artirdigi saptanmistir. Slime faktor, mikro-organizmay1i
konagin savunma mekanizmalarindan korur. Bu nedenle yapisma veya slime yapimi
onemli bir virulans faktorii olarak kabul edilmektedir. Candida’lar i¢in de slime liretiminin
bir patojenite faktorii olabilecegi slime faktor varliginda Candida’larin konak hiicresine,
protez ve kateterlere tutunup daha kolay kolonizasyon ve infeksiyonlara yol agtigi
bildirilmektedir (Pfaller, 1995).

Candida infeksiyonlarmin olusmasinda konak¢i savunma sisteminin yaninda
Candida’ya ait virulans faktorlerininde énemi vardir. Ozellikle konakg1 epitel hiicrelerine
yapisma, jerm tiip olusturma, proteinaz enzim olusturma O&zellikleri 6nemli virulans
faktorleri olarak bildirilmektedir (Pfaller, 1995). C. albicans yapisal olarak, maya ya da
filament6z formlarda tireyebilirler. Bu yapilarin her ikisi de degisik antijenik ozelliklere
sahip olup dokuda birbirinden farkli reaksiyonlar olustururlar. Doku invazyonu ile
enfeksiyona neden olabilmesi, C. albicans'm hif olusturabilme ya da epitel ylizeyine
yapisarak konak¢1 organizmada olusan fizyolojik degisimlere uyum gosterebilme

yetenegine baglanmaktadir (Soll, 1992; 1993; 1994). Genel olarak filament6z formun daha
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invaziv ve patojen oldugu fikri yaygin olmakla birlikte bu goriisiin gegerliligi kesin olarak
kanitlanamamistir (Odd, 1992).

Calismamizda suslarin yanlizeca %13’ slime pozitif oldugu gozlendi (Tablo 6).
Calismamizda Jerm tiipii ve slime faktor pozitif birlikteligi olan (Criptococcus laurenti
HTM18 ve RCM35D, Candida tropicalis RCM40D ve C. lusitaniae RCM53N) 4 sus
belirlendi. Bu sonug¢ suslarin %87 slime olusturmadigi, %51,4’liniin test edilen tiim besi
ortamlarinda ve jerm tiipii testinde de maya (hif ya da pseudohif olusturmayan) formunda
kaldig1, dolayisiyla gidanin kendi orijininden kaynaklanandigmi dosiindiirmektdir. Ancak
yine de firsat¢i patojen olma riski her zaman géz Oniinende tutulmalidir. Saccharomyces
cerevisiae, bol miktarda fermente karbon kaynagi varhigi yaninda disiik azot varlhigi,
diploid maya hiicreleri pseudohifa gelistirmesine yol agar, bu ise besin i¢inde azotu

aramasina ve bulmasina yardimei olur (Lengeler ve ark., 2000).

Calismada pseudohif igeren ya da jerm tiipii olusturan suslarin sayist 35 (%48.6)
olup bunlarin yalnizca 5’i (Trichosporon pulluans HTM2, Cryptococcus humicolus
RCM4A2, Geotrichum capitatum RCM9B, Cryptococcus laurentii HTM17 ve RCM 35D)
disindakiler kandida tiirlerine ait suslardi. Kandidalar jerm tiipli ya da pseudohifa

olusturma 6zelliklerine sahiptirler.

Mayalar inat¢1 enfeksiyon etkeni organizmalar egildirler, fakat bazi tiirler Candida
albicans ve Cryptococcus neoformans gibi tiirler firsatgr patojen olup deri alti, deri,
solunum yolu, merkezi sistem ve organ enfeksiyonlarina sebep olabilirler (Hazen ve
Howell, 2003). Bunun yan1 sira diger tiirler ise D. hansenii, Kluy. marxianus, Y. lipolytica,
I. orientalis, P. Farinosa ve P. anomala, potansiyel probiotik mikroorganizmalardir.
Mayalar ciftlik hayvanlarinda ve aquakiiltiir endiistrisinde probiotik olarak kullanimlari

artmaktadir (Fleet ve Balla, 2006).

Mayalar yiiksek tuz yogunlugunda, diisiik sicakliklarda, diisik pH da ve diisiik su
aktivitesinde iireyebilmektedirler. Diisiikk su aktivitesinde kisa siireli sicakliklara daha
dayanikli olabilmektedirler. Laroche ve Gevais (2003) tarafindan S. cerevisiae susu ile
yapilan bir calismada baslangic su aktivitesi 0.10 ve 0.70 arasinda 7 farkl su aktivitesi
icinde 1s1 muamelesi yaildiginda 0.3-0.5 su aktivitesinde 1siya daha toleransli oldugunu

bildirmiglerdir. Mikroorganizmalar bazi sartlarda sters altina (1s1, hidrolitik ve iyonik)
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birakildiginda adaptasyon sistemleri gelistirirler. Bu mekanizmlar trehaloz biriktirmesi
veya stres proteinleri sentezi yada bazi besin maddelerini biriktirmesi seklinde goriilebilir.

Mayalar buzdolab1 ortaminda meyve sularinda geliserek bozulmaya neden olabilirler.
Taze meyve sularinda Hanseniaspora occidentalis ve Hanseniaspora uvarum tipik maya
tiirleri olup, pastorize meyve sularina Saccharomyces cerevisiae, Candida intermedia ve
Torulaspora delbrueckii en yaygin tiirler olup bu tiirler pastérizasyon ve fiziko kimyasal
kosullara digerlerinden daha dayanikli olup canliliklarin1 koruduklari bildirilmektedir
(Arias ve ark., 2002).

Calismamizda da suslarmm bir kismi ozmotolerans ozellige ki %50 ve %60 seker
konsantrasyonunda ireyebilmekte olduklarmi, bazilarinin 42 °C’de sicaklikta (% 36.1)
ireyebildigi, bir kisminimn ise 60, 80 ve 100 °C’de 10 dakika 1sitmaya direncli olduklar1 ki
ozellikle suslar1 %6.9’s1 100 °C’de canliligini koruyabildigi gézlenmistir (Tablo 6).

Yine tanimlamada 6nemli kriterlerden biri askospor olusumudur. Mayalarda vejetatif
hiicrelerden ¢ikint1 yaparak gelisen, 6zel bir firlatma mekanizmasi ile firlatilan sporlar
vardir. Ballistospor denilen bu yapilar, Bullera, Sporobolomyces ve Sporidiobolus
genuslarinin tanimlanmasinda kullanilmaktadir (Barnet, 1989; Lodder, 1920). Bu ¢alismada
tanimlanan mayalarin 17’sinde ballitospor, 3’iinde askospor ve birinde artrospor
olusumlarina (Sekil 10-12) rastlanmamuistir.

Gilintimiizde endiistriyel teknolojilerin bir¢ogunda ve genel olarak biyoteknolojik
islemlerde enzimlerin kullanimi gittikce yaygimlasmaktadir. Ancak maliyetleri ve elde
edilebilmelerindeki problemler gibi bazi dezavantajlarindan dolay1 enzimlerin bazi
endiistriyel alanlarda uygulanmasi sinirli olmaktadir. Bu agidan biyoteknolojik alanlarda,
bir biyolojik kaynaktan biiyiik miktarlarda iiretilebilen, yiliksek sicakliklara ve kullanilacagi
endistriyel uygulama alanindaki cesitli kimyasal ortamlara dayanikli enzimlerin
gelistirilmesi ~ konusunda  oldukca  c¢arpict  calismalar  gergeklestirilmektedir.
Mikrofunguslardan, mikrobiyal aktiviteleri sonucu c¢esitli enzimler, organik asitler,
antibiyotikler, alkoller, vitaminler ve proteinler (Tek hiicre proteini) gibi biyolojik ve tibbi
oneme sahip molekiiller elde edilmektedir (Biyik, H., 1993). Giiniimiizde bilinen 4000
enzimden yaklasik 200 tanesi ticari olarak kullanilmaktadir. Endiistriyel olarak kullanilan
enzimlerin birgogu mikrobiyal kokenlidir. Biyokimyasal tekniklerin gelismesi,
fermantasyon islemlerinin ve yeni metotlarin kesfedilmesi ile enzim iiretiminde dikkate
deger bir artig gézlenmektedir. Ayrica enzimlerin kullanim alanlarmin gelismesi ile enzim

talebi oldukc¢a artmistir (Sharma ve ark., 2001).
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Biyoteknolojinin konularindan biri de enzim iretimidir. Enzimler, mikrobiyal
hiicrelerin primer metabolitlerinden olup kimyasal reaksiyonlarda biyolojik katalizor
olarak rol oynarlar. Enzim, kelime anlami ile; biyolojik aktiviteye sahip ve kimyasal
reaksiyonlar1 katalizleyen 6zel proteinlerdir. Enzimler canli hiicreler tarafindan 6zel
biyolojik kosullarda sentez edilmektedir, fakat aktivite gostermeleri i¢in mutlaka hiicre
icinde bulunmalar1 gerekmez. Calismamizda iireaz, seliilaz gibi endiistriyel 6nemi olan
katabolik enzimlerin varligi arastirildi (Tablo 7).

Baz1 alkollii iceceklerin hammaddesi olan sekerin iiretiminde kullanilan amilaz,
peynir iretiminde siitii pihtilastiran mide mukozasi ve eti yumusatan papaya suyu,
enzimlerin eski donemlerden beri kullanimlarina sadece birka¢ Ornektir. Pankreas, mide
mukozasi, malt ve papaya meyvesi gibi hayvansal veya bitkisel kaynaklardan elde edilen
cesitli enzimatik tiriinler; tekstil, deri, gida, alkollii icecek ve diger endiistrilerde
kullanilmaya baglanmistir.

Calismamizda suslarin 9’unda gii¢lii lireaz aktivitesi, ki mantarlarda iireaz pozitifligi
genellikle bazidiomigetdz mayalarm ayiric1 6zelligi olarak bilinmektedir. Suglarin 15’inde
nisasta tiretim yetenekleri, HTM 2 ve RCM 4A; suslarinin ise gili¢lii nisastay1 fermente
yetenegi yani sira zayif nisasta iliretme yetenegine sahip olduklari, suslarin tamamna
yakinmin (%97) selillaz aktivitesi varligi ancak, bunlar 43°t giicli pozitiflige sahip
olduklar1 (Tablo 7) tespit edilmistir. Mayalar genis 6l¢iide azot kaynaklarini kullanabilme
yetenegine sahiptirler. Nitrat ve Nitrit testlerine bakildiginda konvansiyonel yontemde 20
susta negatif bulunurken, vitek ile bakildiginda yalnizca 5’inde pozitiflik belirlendi. Nitrat
bazi cinsler (Pichia’nin bazi tiirleri gelisminde) igin 6nemli bir kriterdir. Cogunlukla
bazidiyomicetéz mayalarda nisasta {retimi inozitol asimilasyonu pozitif olarak
bildirilmektedir (Hoog 2010). Hansenula sp. nitrat tek azot kaynagi oldugunda
gelisemezken, Debaryomyces hansenii nitriti kullanabilirken nitrati  kullanamaz
(Kurtzman, 1999).

Lopandic ve ark. (2005) siit iriinlerinde geleneksel (morfolojik, biyokimyasal,
fizyolojik) ve molekiiler yontemler kullanarak yaptiklar1 calismada 513 izolatin 460’1
askomicetdz ve 53’ii bazidiomicetdz mayalar oldugunu belirlemislerdir. Izolatlarin %92’si
tir diizeyinde tanimlanmug, en sik olarak Debaryomyces hansenii, Geotrichum candidum,
Kluyveromyces marxianus, Yarrowia lipolytica and Candida zeylanoides tiirlerini izol
etmislerdir. Perynirlerde yapilan bir ¢aligmada 24 maya tiirii izole edilmis, taze peynirlerde

en siklikla Candida zeylanoides, Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces marxianus ve
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Yarrowia lipolytica izole edilirken salamura peynirlerde C. catenulata, D. hansenii, K.
marxianus ve Geotrichumcandidum tanimlanmis. Tiim tiirlerde gii¢lii proteolitik ve/veya
lipolitik aktivite belirlenmis (Grieve, 1983; El Soda, 1986; Devoyod, 1990; Roostita and
Fleet,1996a; Auberger et al., 1997; Van den Tempel and Jakobsen, 2000).

Calismamizda en sik izole edilen cins tiirler ise sirasiyla Candida tropicalis
(%27.7), C. famata (%13,8), C. krusei ile Cryptococcus laurentii (%11.1) olup mevcut
caligmalara benzer sonuglar gézlenmistir (Tablo 8).

Abdulhamd ve ark. (2007) Cesitli 6rneklerden (pekmez, gida maddesi, konsantre
meyve suyu ve toprak) izole ettikleri maya izolatlarini maya tanimlama kitleri kullanarak
(API 20 C AUX) tanimlamiglar ve Candida famata, C. glabrata, C. krusei / inconspicua,
C. norvegensis, C. colliculosa, Cryptococcus humicolus, Rhodotorula mucilaginosa,
Kloeckera spp., Geotrichum capitatum ve Saccharomyces cerevisia tiirlerini
belirlemislerdir.

Yapilan arastirmalara gore peynirlerden izole edilen maya tiirlerinin c¢esitlilik
gosterdigi  goriilmektedir. Buna ragmen aralarinda Kluyveromyces marxianus,
Debaryomyces hansenii, Saccharomyces cerevisiae, Yarrowia lipolytica, Trichosporon
cutaneum (beigelii), Rhodotorula mucilaginosa, Torulaspora delbrueckii’nin bulundugu
10 tiir en sik rastlanilan mayalardir. Peynirlerde tuzlamayi takiben maya florasina,
Kluyveromyces lactis, K. marxianus ve T. delbriickii gibi laktoz pozitif mayalar hakim olup
olgunlasma kosullarii 6nemli 6l¢iide etkilemekte oldugu bildirilmektedir (Wyder, 2001).

Erik ve ark., 2002 de kefir’den maya izolasyonu ve identifikasyonu g¢alismasinda
baslica Candida albicans, Candida glabrata, Candida kefyr, Candida krusei, Candida
parapsilosis, Candida tropicalis, Cryptococcus neoformans, Geotrichum spp., Rhodotorula
spp., Saccharomyces spp. Ve Trichosporon spp tiirlerini izole etmisler. Arias ve ark.
tarafindan meyve sularinda yapilan calismada 92 sus izole edimis, bunlarin 11 genusa ait
23 tiir iginde dagildigini belirlemislerdir. En sik belirlenen tiirler ise Hanseniaspora
uvarum (27%), Hanseniaspora occidentalis (15%), Pichia kluyveri (9%), C. intermedia
(7%), ve C. parapsilosis (6%) olarak belirlenmistir. S. cerevisiae 3% olarak belirtilmistir.

Torok ve ark. (1991) gesitli meyve sular1 ve sebzelerden elde ettigi 239 susun standart
ve ticari identifikasyon Kitleri kullanarak tanimlamis, sonuglarini karsilagtirildiginda
sonuglarm %80 ayni oldugunu gézlemistir. Meyve sularinda; 19 cins (genera) ve 36 tiir
(species), sebzelerde; 17 cinsi ve 34 tiir identifiye etmislerdir. Askomigetes maya tiirleri

meyve sularmda (106 strains) daha fazla, sebzelerde ise daha az (77 strains) olarak tespit
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etmislerdir. Buna karsin basidiomicetez tiirleri sebzelerde (35 strains) meyve sularindan
(21 strains) daha fazla oldugunu bildirmislerdir.

Calismamizda ise askomicetoz mayalar 57 sus olarak tanimlanirken, bazidiyomigetdz
mayalar olarak 14 sus belirlendi, bir izolat ise tanimlanamadi (Tablo 9).

Torok ve ark.(1991) ¢alismasinda, Candida tropicalis and Saccharomyces cerevisiae
en siklikla izole edilen maya izolatlar1 oldugu bildirilmektedir. Zayif veya non fermente
tirler (Candida lambica [anamorfu Pichia fermentans], Cryptococcus albidus ve
Trichosporon cutaneum) sebzelerde daha baskin oldugu bildirilmktedir.

Lopandic ve ark. (2006) Geleneksel ve molekiiler teknikleri kullanarak siit {iriinlerinde
513 maya izole etmisler, bunlarin 460 1 askomicetéz 53°li ise bazidiyomigetéz maya
mantarlar1 oldugunu bildirmislerdir. Debaryomyces hansenii, Geotrichum candidum,
Kluyveromyces marxianus, Yarrowia lipolytica ve Candida zeylanoides tiirleri en siklikta
izole ediln tiirlerdi.

Osorio-Cadavid ve ark. (2008) tahil bazli icecek olan champu’da yaptiklari
caligmada baskin tiirler olarak: Saccharomyces cerevisiae, Issatchenkia orientalis, Pichia
fermentans, Pichia kluyveri var. kluyveri, Zygosaccharomyces fermentati, Torulospora
delbruekii, Galactomyces Geotrichum ve Hanseniaspora spp belirlenmistir. Champu iginde
aromatik bilesikler iiretebilen Saccharomyces ve non- Saccharomyces mayalar1 fermente
iceceklerde nispeten duyusal karakteristik tizerine etkili olduklar1 bildirilmektedir.
Dolayisiyla Champu suslar1 potansiyel endiistriyel uygulamalar1 ile yeni maya
biyotiplerinin énemli bir kaynagi olarak goriilmektedir. Cay Orneklerinden izole edilen
maya mantarlar1 da bu agidan incelendiginde muhtemen Onemli bir kaynak olacagi
diistiniilmektedir.

“Yeasts Taxonomy” el kitabinda 761 tiiriin karakteristik oOzellikleri tanimlamais,
bunlarin dortte birinin gidalardan izole edildigi fakat yalnizca az bir miktar1 gida
bozulmasinda rol oynadigi, Saccharomyces cerevisiae en siklikla izole edilen tiir oldugu
bildirilmektedir (Loureiro & Malfeito-Ferreira, 2003).

Candida albicans, candidiyazisli hastalardan en siklikla izole edilen candida
tirtidiir. Bununla birlikte antifungal ajanlara Candida parapsilosis, Candida tropicalis,
Candida glabrata, Candida krusei and Candida guilliermondii, tiirleine nazaran daha az
duyarlidir (Ponto'n, 2000; Magee, 2005). Candida spp. nin sebep oldugu invaziv fungal
enfeksiyonlar, immun baskin kisilerde baslica morbidite ve mortaliteye sebebi olamaktadir
(Wright, 1997; Pfaller, 1998; Ruhnke, 2006). Mayalarin 150 tiiriinden daha fazla tiirii
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insan patojeni olarak bilinmektedir (Fromtling, 1995; Barnett, 2000). Bununla birlikte C.
albicans hastane kokenli enfeksiyonlarda predominant ajan olup candida disindaki tiirlerin
de (C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. lusitaniae, and C. krusei) firsat¢1 patojen
olarak neden olduklar1 hastaliklarin sayisida hizla artmatadir (Wingard, 1994; Snydman,
2003; Marr, 2004; Nucci, 2005).

Calismamizda siklohekzimit direncine bakildiginda suslarin %40.0’nin direngli
oldugu, bu direncin ¢ogunlugu kandida tiirlerinden ibaret oldugunu diisiiniirsek, firsatgi
patojen olailecekleri yoniinde bir fikir verdikleri diisiiniilmektedir.

Yiyecek ve igeceklerin iiretimi, kalitesi ve gilivenligi ilizerine mayalarin etkisi
ekoloji ve biyolojik faaliyetleriyle yakindan baglantilidir. Mayalarin fermente yiyecek ve
icecekteki muhtemel rolleri; karbohidratlarin fermentasyonunda (alkollerin olusumu vb),
aroma bilesiklerinin olusumu (esterler, alkoller, organik asitler, karboniller, vb.), esansiyel
metabolitlerin liretimiyle laktik asit bakterilerin iiremesini tetiklemek, kiiflerin mikotoksin
iiretimini engellemek (besin rekabeti, tosin tliretimiyle vb.), mikotoksinlerin par¢alanmasi,
siyanojenic glukosidlerin par¢alanmasini (linamarase activity), doku hasarini, enzimlerin
tiretimi (seliilaz ve pectinaz ) ve probiyotik 6zellikleri sayilabilir (Jespersen, 2003).

Giinliik yasamim bir pargasit olarak, insanlar sagligi lizerinde olumsuz etkisi
olmaksizin mayalar biiyiik populasyonlarda tiiketmektedirler. Bakteri ve viriisler aksine,
mayalar nadiren gida kaynakli gastroenterit, zehirlenme veya diger enfeksiyon
hastaliklariyla iligkilidir (Fleet ve Balia, 2006). Mayalar yiyecek ve igecek
ekosistemlerinde tek kiiltiir olarak nadiren bulunurlar. Genellikle maya, bakteri,
filamentous mantar ve viriisler ile karisik habitatlar olustururlar ve iiriin kalitesini Toplam
mikroflora biiylime ve metabolik aktivite etkilesimiyle belirlenir.

Candida, Pichia, Metschnikowia Cryptococcus ve Pseudozyma gibi gesitli tiirleri,
giiclii antifungal 6zellikler olan litik enzimler, toksik proteinler, zehirli yag asitleri ve etil
asetat gibi tlrilinler lretirler ve funguslarin biyolojik kontrol potansiyeline sahiptirler.
Hasadindan oncesi ve sonrasi meyve, sebze ve tahil {iriinlerinin fungal bozulmanin
kontrolii olarak kullanilan bazi ticari tiriinleri artik mevcuttur (Fleet, 2003; Passoth,2006).

Mayalar, spor olusturan bakterilerin Clostridium genusu, C. butyricum ve C.
tyrobutyricum istenilmeyen bakterilerin 6nlenmesinde 6nemli bir rol oynarlar (Fatichenti,
1983). Buna kargm laktik asitdi kullananbilen mayalar ise, bunun sonucunda pH degeri
artar, daha az asit ortama toleransi olan mikroorganizmalar &rnegin micrococci ve

korineform bakterilerin liremesini tesfik eder (Eliskases ve ark., 1995). Mayalar ayrica
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istenmiyen mikroorganizmalar1 onleyebilirler (Kaminarides ve Laskos, 1992). Benli ve
Cakmaket (2003) tarafindan yapilan bir ¢calismada elmalarda hasat sonrasi hastaliklara
neden olan Penicillium expansum ve Botrytis cinerea ’ya karsi etkili 13 maya izolati
tanimlanmis ve geleneksel yontemlere gore siniflandirilmistir. Bu mayalarin tiir dagilimlar:
Candida sp., Rhodosporidium sp., Hansenula sp., Debaryomyces sp., Rodotorula sp.,
Torulaspora sp. ve Williopsis sp. seklinde bildirilmistir.

Bu ¢alisma da Rize’de ¢ay orneklerinden izole edilen maya mantarlarmin geleneksel
ve hizli tani testleriyle tanimlanmas1 ve belirli 6zelliklerinin tespit edilmesi hedeflenmistir.
Elde edilen ve tanimlanan maya mantarlarinm, test sonuglariyla birlikte hem
laboratuarimiz hem de iilkemiz sus koleksiyonuna bir kaynak teskil edecektir. Dogal
kaynaklarmin belirlenmesi sus koleksiyonumuza ve endiistriyel uygulamalar ve diger
bilimsel arastirmalar i¢in kaynak olusturmasi hedeflenmistir. Bu ¢alisma Rize’de 6zellikle
cay bitkisinde maya mantarlarmin izolasyonu ve identifikasyonu acisindan yapilan ilk

calismadir.
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5. SONUC ve ONERILER

Gida endiistrisinde mayalar hem gida iiretiminde hem de gidalarin bozulmalarinda
onemli rol oynayan mikroorganizmalardir. Gegmisten bugiine mayalarin kullanimi; ekmek,
alkollii i¢eceklerin (bira, sarap, vb.), ¢esitli pigmentlerin, probiotik {riinlerin, yemlerin,
cesitli enzimlerin (ilag, kozmetik, gida ve kimya endiistrisi icin) ve biyokimyasal
maddelerin (vitamin vb.) iiretiminde biliyilk onem tagimaktadirlar. Bu yiizden gidalarda
maya izolasyon ve identifikasyonu, yeni kaynaklarm kesfedilmesi ve kullanima sunulmasi
acisindan 6nem arz etmektedir.

Calismada bolgemizin 6nemli ekonomik kaynagi olan ¢ayin isleme asamalarindan
izole edilen maya mantarlarinin geleneksel ve hizli yontemlerle tiir diizeyinde tanimlanda.
Bu tanimlama cay isleme asamalarinda mantarlarm varligimi belirlemeye katki sagladigi
diistiniilmektedir. Bu tiirlerin 6zelliklerinin belirlenmesi, kalite yada hijyen agisindan bir
fikir veredigi, bolge kaynaklarmin daha iyi degerlendirilmesine, ekonomiye ¢esitli
biyokimyasal iriinleri iiretebilme potansiyeline sahip yeni suslarin kazandirilmasmna ve
mikoloji bilimine yeni veri akiginin saglanmasina katki sagladigi diisiiniilmektedir.

Calismada izole ve identifiye edilen suslar hem bolimiimiizii kiiltiir koleksiyonuna
hem de iilke kiltir koleksiyonuna dogal ve orijinal bir kaynak saglamistir. Yeni
kaynaklarin saglanmasi i¢cin bu alanda baska c¢alismalarin da yapilmasi gerektigi
diistiniilmektedir. Calismada bazi enzim aktiviteleri belirlendi, bazi suslarin seliilaz, lirecaz
gibi, ancak baska enzim aktivitelerinin, 6zellikle de endiistriyel dneme sahip enzimledrin
arastirilmasi gerekti diisiiniilmektedir.

Ulkemizin énemli gida kaynaklar1 icinde olan siyah ¢ayn kalitesi, yesil yapragnin
kalitesi ve islemede uygulanan teknoloji ile yakindan ilgilidir. Yas yapraklar isleme
sirasinda fiziksel, kimyasal ve biyokimyasal degisimlere ugramaktadirlar. Bu siiregte maya
mantarlarinin rollerini belirlemek cay sektoriine daha kaliteli ve belkide probiyotik
niteliklere sahip c¢aylarin iiretimine katki saglayacak ya da cay toplama ve isleme
asamalarinda temas eden lreticileri muhtemel patojenlerden haberdar edecek sonuglarin
elde edilecegi diisliniilmektedir. Bir¢cok dzellikleri tanimlanmis maya suslarinda ise ¢esitli
enzim aktivitelerinin arastirilmasiyla da enzim piyasasina potansiyel suslarin kazandirildig:
diisiiniilmektedir.

Dogal zenginlikleri bol bir iilke olarak yapilacak bu ya da benzeri mikolojik ve

molekiiler caligmalar ile dogal kaynaklarimizin teknolojik kullanimi ve sonugta iilke

82



ekonomisine aktarimi kolaylasacaktir. Diger taraftan yapilacak temel ¢caligmalarla tilkemizi
farkli disiplinli ve konulu diger arastirma ve caligmalar i¢cin gerekli olan alt yapilara, veri

tabanlarma, mikolojik kiiltiir koleksiyonuna bilgi akis1 ve birikimi saglanacaktur.
» Calismada bolgemizin onemli ekonomik kaynagi olan ¢aym isleme asamalarindan
izole edilen maya mantarlarmin geleneksel ve hizli yontemlerle tiir diizeyinde

tanimlandi ancak daha 6zel ¢caligmalar i¢in molekiiler yontemler de kullanilabilir.

» Calismada izole ve identifiye edilen suslar hem boliimiimiiz hem de {ilke kiiltiir

koleksiyonuna orijinal milli bir kaynak vede bilime yeni veriler saglayacagi,

» Seliilaz, tireaz gibi, baz1 enzim aktivitelerinin incelenmesi bu suslarin potansiyel

enzim kaynaklari olabilecegi konusunda bir 6n ¢alisma olmasi,

» Bircok oOzellikleri tanimlanmis maya suslarinda ise gesitli enzim aktivitelerinin

arastirilmasiyla da enzim piyasasina potansiyel suslarin kazandirildigi,

» Dogal zenginlikleri bol bir iilke olarak yapilacak bu ya da benzeri mikolojik ve
molekiiler ¢alismalar ile dogal kaynaklarimizin teknolojik kullanimi ve sonugta

iilke ekonomisine katk1 saglanacagi,

» Bu siiregte maya mantarlarmin rollerini belirlemek ¢ay sektoriine daha kaliteli ve
belkide probiyotik niteliklere sahip ¢aylarin iiretimine katki saglayacagi ya da cay
toplama ve isleme asamalarinda temas eden fireticileri muhtemel patojenlerden

haberdar edecegi,

» Diger taraftan yapilacak temel ¢alismalarla iilkemizi farkli disiplinli ve konulu
diger arastirma ve c¢alismalar icin gerekli olan alt yapilara, veri tabanlarina,

mikolojik kiiltiir koleksiyonuna bilgi akisi ve birikimi saglanagi diistiniilmektedir.

Calisma ile boliimiimiiziin kazanacagi ise baska projelere katilabilecek, bilim
insanlarmin yetismesine olanak saglayacaktir. Bu sekilde yapilan bilimsel ¢alismalar
sayesinde yeni kurulmus olan {iniversitemize ve tilkemizin bilimsel alandaki ilerlemesine,
yeni Ogrencilerin yetistirilmesine akademik destek saglayacaktir. Bu g¢alisma kapsam
itibariyle lilkemizde cay ile ilgili yapilan ilk ¢aligma olup, konu ile ilgili daha sonraki

calismalara bilgi zemini olusturmasi agisindan da 6nemli oldugu diistiniilmektedir.
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