
 

i 

T.C. 

ÇANAKKALE ONSEKİZ MART ÜNİVERSİTESİ 

FEN BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

YÜKSEK LİSANS TEZİ 

 

 

 

 

 

 

 

 

RUBUS IDAEUS L (AHUDUDU) VE PUNICA GRANATUM L. (NAR) 

MEYVELERİNDEN İZOLE EDİLEN MAYA TÜRLERİNİN 

MOLEKÜLER DÜZEYDE TANIMLANMASI VE HÜCRE DIŞI 

ENZİM AKTİVİTELERİNİN BELİRLENMESİ 

Melih GÜNAY 

Biyoloji Anabilim Dalı 

Tezin Sunulduğu Tarih: 31/08/2015 

 

 

Tez Danışmanı: 

Yrd. Doç. Dr. Tülay TURGUT GENÇ 

 

 

 

 

ÇANAKKALE 



ii 

 

Melih GÜNAY tarafından Yrd. Doç. Dr. Tülay TURGUT GENÇ yönetiminde 

hazırlanan ve 31/08/2015 tarihinde aşağıdaki jüri karşısında sunulan “Rubus idaeus  L. 

(Ahududu) ve Punica granatum L. (Nar) Meyvelerinden İzole Edilen Maya Türlerinin 

Moleküler Düzeyde Tanımlanması ve Hücre Dışı Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi” 

başlıklı çalışma, Çanakkale Onsekiz Mart Üniversitesi Fen Bilimleri Enstitüsü Biyoloji 

Anabilim Dalı’nda YÜKSEK LİSANS TEZİ olarak oybirliği/oyçokluğu ile kabul 

edilmiştir. 

 

 

JÜRİ 

Prof. Dr. Sezai TÜRKEL 

Başkan 

…………………… 

Prof. Dr. Cüneyt AKI 

Üye 

…………………… 

Yrd. Doç. Dr. Tülay TURGUT GENÇ 

Üye 

…………………… 

  

  

        Prof. Dr. Levent GENÇ 

         Müdür  

        Fen Bilimleri Enstitüsü 

 

 

 

Sıra No:……… 

Bu tez çalışması Bilimsel Araştırma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafından 2013/110 

numaralı projeden desteklenmiştir.  



iii 

 

İNTİHAL (AŞIRMA) BEYAN SAYFASI 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bu tezde görsel, işitsel ve yazılı biçimde sunulan tüm bilgi ve sonuçların akademik ve 

etik kurallara uyularak tarafımdan elde edildiğini, tez içinde yer alan ancak bu 

çalışmaya özgü olmayan tüm sonuç ve bilgileri tezde kaynak göstererek belirttiğimi 

beyan ederim. 

 

Melih GÜNAY 



iv 

 

TEŞEKKÜR 

Bu tezin gerçekleştirilmesinde, çalışmam boyunca benden bir an olsun maddi ve 

manevi yardımlarını esirgemeyen saygı değer danışman hocam Yrd. Doç. Dr. Tülay 

TURGUT GENÇ’e, 

Tez çalışmamda desteğini her zaman gösteren ve sonuçlarımı yorumlamamda bana 

yardımcı olan Bolu Abant İzzet Baysal Üniversitesi Biyoloji Bölümü Öğretim Üyesi Doç. 

Dr. Serap MUTUN hocama, 

Bu zamana kadar yaptığım çalışmalarda ve alanda birçok konuda bilgisini ve 

becerisini benden esirgemeyen değerli arkadaşım Arş. Gör. Aslıhan ÖZBİLEN, Fatih 

SEZER ve değerli hocam Yrd. Doç. Dr. Kemal Melih TAŞKIN’a, bu süreçte her zaman 

yanımda olduğunu hissettiğim ve bildiğim saygıdeğer arkadaşım Arş. Gör. Nihan 

AKINCI’ya, yüksek lisansım boyunca bir abla gibi yanımda duran saygıdeğer hocam Yrd. 

Doç. Dr. Hanife AKYALÇIN’a ve Arş. Gör. Tülay BİCAN SUERDEM’e,  

Tüm çalışmalarım esnasında bana yardımcı olan ve gece gündüz sürekli benimle 

beraber laboratuvar çalışmalarımda yanımda olup kahrımı çeken değerli çalışma 

arkadaşlarım Arş. Gör. Mehmet Şerafeddin SOLAK ve Burak SERVİLİ’ye,  

Ummadık bir anda hayatıma girerek bir parçası olan ve desteğini benden 

esirgemeyen Sibel ATAK’a, 

Yüksek lisansa başladığım günden bu yana her türlü desteğini benden esirgemeyen 

sürekli benim yanımda duran hayatımdaki tek varlığım olan canım annem ve kardeşlerime 

sonsuz teşekkürlerimi sunarım.  

 

Melih GÜNAY 

Çanakkale, Ağustos 2015 

 



v 

 

SİMGELER VE KISALTMALAR  

µl Mikrolitre 

dH2O Distile su 

DNA Deoksiribonükleik Asit 

RNA RibonükleikAsit 

PCR Polimerase Chain Reactions (Polmeraz Zincir Reaksiyonları) 

RFLP  Restriktion Fragment Lenght Polymorphism (Restriksiyon Parça Uzunluk 

Polimorfizmi) 

RADP  Random Amplify DNA Polimoprhism (Rastgele Çoğaltılan DNA 

Polimorfizmi) 

rDNA Ribozomal DNA 

mtDNA Mitokondriyal DNA 

SSU Small subunit (Küçük Alt Ünite) 

LSU Large subunit (Büyük Alt Ünite) 

ITS Internal Transcribed Spacer 

ETS External Transcribed Spacer 

IGS Intergenic Spacer 

NTS Non-Transcribed Spacer 

bp Base pair (baz çifti ) 

pmol pikomol 

EDTA Etilen diamin tetra asetikasit 

SDS Sodyum dodesil sülfat 

TE Tris-EDTA 

g Gram 

M Molar 

CFU Colony Forming Unit (Koloni Oluşturabilen Birim) 

rpm Rotation per minute (Devir/dakika) 

YGC Yeast Extract Glucose ChloramphenicolAgar 

YPDA Yeast Extract Peptone Dextrose Agar 

TAE Tris Asetat EDTA 

U.V. Ultra violet 

INSDC International Nucleotid Sequance Database Collaboration 

NCBI National Center for Biotechnology Information 



vi 

 

DDBJ DNA Databank in JAPAN 

EMBL European Molecular Biology Laboratory 

BLAST  Basic Local Alignment Search Tool 



vii 

 

ÖZET 

 

RUBUS IDAEUS L (AHUDUDU) VE PUNICA GRANATUM L. (NAR) 

MEYVELERİNDEN İZOLE EDİLEN MAYA TÜRLERININ MOLEKÜLER 

DÜZEYDE TANIMLANMASI VE HÜCRE DIŞI ENZİM AKTİVİTELERİNİN 

BELİRLENMESİ 

 

Melih GÜNAY 

Çanakkale Onsekiz Mart Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı Yüksek Lisans Tezi 

Danışman: Yrd. Doç. Dr. Tülay TURGUT GENÇ 

31/08/2015, 117 

 

Maya türlerinin tanımlanmasında kullanılan geleneksel tanımlama yöntemleri ve kit 

sistemlerinin yanında moleküler tanımlama yöntemleri de kullanılmaktadır. Araştırma 

kapsamında nar meyvesinin yüzey maya florası ile ahududu meyvesinin barındırdığı maya 

florası maya suşlarının morfolojik özellikleri, API ID32C kit sistemi ve moleküler 

identifikasyon yöntemleri kullanılarak belirlenmesi ve endüstriyel öneme sahip enzim 

üretebilen maya türlerinin tespit edilmesi planlandı. Maya suşlarının genomik DNA 

izolasyonlarının ardından ITS1-5.8S rDNA-ITS2 bölgesi ITS1 ve ITS4 evrensel primerleri 

kullanılarak PCR yöntemiyle çoğaltıldı. PCR ürünlerine göre oluşturulan gruplara ait maya 

suşlarının ITS1-5.8S rDNA-ITS2 bölgeleri beş farklı restriksiyon enzimi (HinfI, HaeIII, 

MspI, AluI ve HhaI) kullanılarak kesimleri yapıldı. PCR grupları içinde farklılık gösteren 

maya suşları seçilerek DNA dizi analizi yapıldı ve BLAST programı kullanılarak maya 

türleri tanımlandı. Tanımlanan türlerin hücre dışı enzim aktiviteleri API-ZYM test sistemi 

kullanarak belirlendi. Çalışmamızın sonucunda, maya suşlarının DNA dizi analizlerine 

göre nar meyvesi yüzeyinden izole edilen maya suşları Metschnikowia pulcherrima, 

Cryptococcus bestiolae, Aureobasidium pullulans, Candida zeylanoides, Hanseniaspora 

uvarum, Kluyveromyces lactis ve Metschnikowia sp. türleriyle, ahududu meyvesinden izole 

edilen maya suşları ise M. pulcherrima, A. pullulans, Candida sp., H. uvarum ve 

Metschnikowia sp. türleriyle yüksek homoloji gösterdi. API-ZYM test sistemi sonucuna 

göre nar meyvesinden izole edilen maya türlerinin alkalin fosfataz, lösin arilamidaz, 

esteraz (C 4), esteraz lipaz (C 8), asit fosfataz, naftol-AS-BI-fosfohidrolaz enzimlerinin; 
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ahududu meyvesinden izole edilen maya türlerinde ise Lösin arilamidaz ve β- Glukosidaz 

enzimlerinin yüksek aktivite gösterdiği belirlendi.  

 

Anahtar sözcükler: Nar, Ahududu, ITS1-rDNA-ITS2, RFLP ve API-ZYM 
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ABSTRACT 

 

MOLECULAR IDENTIFICATION OF YEAST SPECIES THAT ISOLATED 
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ACTIVITIES 
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Moleculer identification methods beside the conventional identification methods and kit 

systems using for identification of yeast species have also been using recently. As a part of 

research, determination of yeast flora on pomegranate surface and raspberry fruits were 

planned using morphologic features of yeast strains, API ID32C kit system and molecular 

identification methods and determination of yeast species that can produce industrial 

importance enzymes were aimed. After genomic DNA isolation from yeast strains, ITS1-

5.8S rDNA-ITS2 gene regions were amplified by PCR method using ITS1 and ITS4 

universal primer. The groups obtained from the size of PCR products that belongs to yeast 

strains were cut by using restriction enzymes (HinfI, HaeIII, MspI, AluI ve HhaI). The 

yeast strains which differ in PCR groups were selected as restriction profile and DNA 

sequence analysis were carried out and yeast strains were identified using DNA sequences 

by BLAST program. Extracellular enzyme activities were determined of identified yeast 

species by API-ZYM test system. Consequence of my study, according to DNA sequence 

analysis of the pomegranate yeast strains showed high homology with Metschnikowia 

pulcherrima, Cryptococcus bestiolae, Aureobasidium pullulans, Candida zeylanoides, 

Hanseniaspora uvarum, Kluyveromyces lactis and Metschnikowia sp. species. Raspberry 

yeast strains showed high homology M. pulcherrima, A. pullulans, Candida sp. H. uvarum 

ve Metschnikowia sp. species. According to API-ZYM results, high enzyme activity were 

determined for pomegranate in alkaline phosphatase, leucine arylamidase, esterase (C 4), 

esterase lipase (C 8), acid phosphatase, naftol-AS-BI-fosfohidrolase enzymes, were 
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determinated for raspberry yeast strains in leucine arylamydase and β- glukosidase 

enzymes. 

Keywords: Pomegranate, Raspberry, ITS1-rDNA-ITS2, RFLP and API-ZYM 
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BÖLÜM 1 

GİRİŞ 

Mayalar fungi alemi içerisinde yer alan tek hücreli en basit ökaryotik canlılar olup, 

farklı metabolik özellikleri nedeniyle doğada oldukça geniş bir yayılış göstermektedir. 

Farklı ortam koşullarında değişik besin kaynaklarını kullanabilme yeteneğine sahiptir 

(Tornai-Lehoczki ve ark., 2003). Şekerler maya türlerinde fermantasyon için önemli 

olmakla beraber maya hücreleri farklı organik karbon bileşiklerinden de oksidatif olarak 

faydalanabilmektedir. Aromatik bileşikler ve hidrokarbonların yanında fermente olmayan 

pentoz şekerler, metilpentozlar, prier alkoller, şeker alkoller, amino şekerler ve organik 

asitler gibi organik moleküller mayalar tarafından kullanılabilmektedir (Phaff ve Starmer 

1987). Maya hücreleri toprakta, suda, bitkisel ve hayvansal ürünlerde bulunabildiği gibi, 

yüksek pH, tuz ve şeker konsantrasyonları içeren ekstrem koşullarda da yaşayabilmektedir. 

Laboratuvar şartlarında kolayca üretilebilmesi, genellikle patojenitesinin az olması ve 

genetik olarak değiştirilebilmesi gibi nedenlerden dolayı moleküler biyoloji çalışmalarında 

model organizma olarak kullanılmaktadır (Arda, 1990; Evans ve ark., 2004; Paraphailong 

ve Fleet, 1997).  

Ekonomik değeri olan ürünlerin önemli bir kaynağı olan mayalar doğal ve 

endüstriyel alanda oldukça yaygın bir şekilde kullanılmaktadır. Bu nedenle gıdaların 

mikrobiyal kalitesinin belirlenmesinde ve fermente gıdaların üretiminde önemli rol 

oynamaktadır. Fermantasyon yeteneklerinin yüksek olması nedeniyle alkol, bira, şarap ve 

pasta üretiminde, ayrıca vitamin ve antibiyotik gibi ikincil metabolitlerin üretiminde 

kullanılmaktadır. Buna karşılık, mayaların faydaları yanında zararları da olabilmektedir 

(Hierro ve ark., 2004; Lee 1996; Lopez ve ark., 2001). Meyve suları, süt ve süt ürünleri, 

sebze ve meyvelerin mayalar tarafından kontamine olması bu gıdalarda bozulmalara yol 

açmaktadır. Bozulmaya neden olan maya suşları ve bu suşların fizyolojik özellikleri gıda 

çeşidine göre farklılık göstermektedir (Deak ve Beuchat, 1996; Baleiras-Couto ve ark., 

1996). Ticari olarak kullanılan mikroorganizmalar içerisinde en önemli gruplar arasında 

yer almaktadır (Deak, 1995). 

Son yıllarda fungal enfeksiyonlarda hızlı bir artış gözlenmektedir. Bu enfeksiyonlar 

bağışıklık sistemini engelleyen hastalıklarda, organ nakli bekleyen veya kemoterapi 

tedavisi gören hastalarda öldürücü olabilmektedir (Chen ve ark., 2000; Freydiere ve ark., 

2001; Walsh ve ark., 2004). Fungal enfeksiyonlara neden olduğu bilinen en yaygın maya 
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türü Candida albicans olup, yapılan son çalışmalarda farklı maya türlerinin de 

enfeksiyonlara neden olduğu rapor edilmiştir. Pichia, Rhodotorula, Trichosporon ve 

Saccharomyces spp. gibi mayalar Candida türüne göre daha az yaygın olan patojen 

mayalardır (Turenne ve ark., 1999; Viscoli ve ark., 1999; Walsh ve ark., 2004; Toscano ve 

Jarvis, 1999; Petrocheilou-Pschou ve ark., 2001; Han ve ark., 2004). İnsanda fungal 

enfeksiyonlara neden olan 100’den fazla maya türü tanımlanmıştır (Fromtling ve ark., 

2003). 

Mayaların geleneksel yöntemlerle sınıflandırılmasında morfolojik, fizyolojik ve 

biyokimyasal özellikler kullanılmaktadır. Bu özelliklerine göre anamorfik ve telomorfik 

askomisetler ile anamorfik ve telomorfik basidiomisetler olarak iki büyük sınıfta 

incelenmektedir (Kurtzman ve Fell, 1998; Barnett ve ark., 2000, Krejer-van Rij, 1987). 

Maya türlerinin tanımlanmasında kullanılan yöntemlerden; Water Mount-Su preparatı, 

India Ink. ve Nigrosin Mount, Germ Tüp Testi, gerçek miselyum, psödomiselyum, 

artrospor ve chlamydospor üretimi gibi testler morfolojik yöntemlerden bazılarıdır (Haley, 

1971; Taschdjia ve Burchall, 1960; Walt ve Yarrow, 1984; Cardenes ve ark., 2002). 

Karbonhidrat ve KN03 asimilasyonu, karbonhidrat fermantasyonu, vitaminsiz ortamda 

gelişim ve bazı hızlı görüntüleme testleri maya türlerinin tanımlanmasında kullanılan bazı 

fizyolojik yöntemlerdir (Wickerham, 1943; Wickerham ve Burton, 1948; Land ve ark., 

1975; Pincus ve ark., 2007; Swinne, 2004; Hopkins ve ark., 1977). Klasik yöntemlerle 

mayaların tür düzeyinde tanımlanması uzun ve karmaşık yöntemleri gerektirmektedir. 

Dolayısıyla bu yöntemlerin zaman alması ve zahmetli olması nedeniyle rutin tanımlama 

işlemlerinde uygulanması uygun değildir (Couto ve ark., 1994; Deak, 1995; Deak ve 

Beuchat, 1996; Barnett ve ark., 1990; Krejer-van Rij, 1987; Lin ve Fung, 1987). Klasik 

yöntemler, güvenilirliğinin az olmasının yanında izolatlar arasındaki akrabalık 

derecelerinin belirlenmesi içinde yeterli olmamaktadır (Mozina ve Raspor, 1996). Aynı 

taksona farklı isimleri vermesi veya aynı taksonların farklı gruplarda sınıflandırması klasik 

tanımlama yöntemlerinde karşılaşılan en önemli problemler arasında yer almaktadır. 

Ayrıca, bu alanda yapılmış olan çalışmalarda hatalı yapılan tür tanımlamalarının sayısı da 

oldukça fazladır (Reynolds ve Taylor, 1992).  

Geleneksel tanımlama yöntemlerinin yanında mayaların hızlı bir şekilde 

tanımlanması için ticari tanımlama kitleri geliştirilmiştir. Günümüzde, klinik olarak önemli 

olan maya türlerinin tanımlanmasında bu kitler kullanılmaktadır. Ancak kullanılan bu 

tanımlama yöntemlerinin güvenilirliği de %100 değildir (Spencer ve ark., 2011). Ticari 
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olarak kullanılan tanımlama kitlerinden bazıları şunlardır; API 20C AUX (bioMerieux), 

RapID Yeast Plus System (Remel, Inc.), ID 32C (bioMerieux), VITEK II ID-YST 

(bioMerieux), The VITEK 2 YST (bioMerieux) ve Uni-Yeast-Tek (UYT) system (Remel, 

Inc.) (Pincus ve ark., 2007). 

Moleküler tanımlama yöntemlerinin öncesinde kullanılan klasik yöntemlerin çok 

zaman alması ve yapılan tanımlama işlemlerinde zaman zaman farklı sonuçlar 

vermesinden dolayı araştırıcılar bu yöntemlerin yerine moleküler tanımlama yöntemlerine 

doğru yönelmektedir (Kılıçoğlu ve Özkoç, 2008). Çünkü PCR ve gen ilişkili sekanslar 

patojen olan mayaların büyük bir kısmının doğru ve hızlı bir şekilde tanımlanmasına 

olanak sağlamaktadır (Pincus ve ark., 2007). Yapılan gen analizleri canlıların genetik 

anlamda yakınlıklarının belirlenmesinde oldukça fazla avantajlar sağlamaktadır. Fungal 

taksonomi çalışan bilim insanları için moleküler tanımlama yöntemlerinin avantajı 

moleküler biyolojiye çok sayıda yeni programlar (biyoinformatik gibi) sağlamasıdır 

(Kılıçoğlu ve Özkoç, 2008). 

Moleküler biyoloji alanında görülen gelişmelere paralel olarak yeni tür tanımlama 

yöntemleri de gelişmiştir. Bu yöntemlerin temelinde DNA analizleri yer almaktadır (Ness 

ve ark., 1993). Son yıllarda bu alanda görülen gelişmeler maya türlerinin tanımlanması için 

yeni yaklaşımların oluşmasını sağlamıştır (Querol ve Ramon, 1996). DNA-DNA 

hibridizasyonu, mikrosatellit analizleri, mitokondriyal DNA polimorfizmi (mtDNA), 

rastgele çoğaltılmış polimorfik DNA (Random Amplified Polymorphic DNA; RAPD) ve 

restriksiyon parça uzunluğu polimorfizmi (Restriction Fragment Length Polymorphism, 

RFLP) gibi farklı moleküler teknikler maya suşlarının identifikasyonu için kullanılmaya 

başlanmıştır (Torok ve ark., 1993; Vaughan Martini ve Martini, 1985; Vaughan Martini ve 

Martini, 1987; Baleiras Couto ve ark., 1996; Baleiras Couto ve ark., 1994; Lopandic ve 

ark., 1996; Quesada ve Cenis, 1995; Versavaud ve Hallet, 1995; Belloch ve ark., 1997; 

Guillamon ve ark., 1994; 1997; Ibeas ve ark., 1997; Nadal ve ark., 1996; Perez ve ark., 

1995; Querol ve ark., 1992, Romano ve ark., 1996; Sabate ve ark., 2002). Bu yöntemlerin 

hızlı ve klasik yöntemlere göre daha fazla güvenilir olmasının yanı sıra bazı maya 

türlerinin tanımlanmasında yeterli olamamaktadır (Esteve-Zarzoso ve ark., 1999; Taylor ve 

ark., 2000).  

Mayaların moleküler yöntemlerle tanımlanmasında genellikle ribozomal DNA 

(rDNA) bölgelerinin sekans analizleri son yıllarda oldukça fazla kullanılmaktadır. 
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Ribozomlar protein sentezinden sorumlu olan ve çok iyi korunmuş büyük ribonükleotit 

yapılardır. Tüm ökaryotik hücrelerde olduğu gibi maya hücrelerinde de ribozomlar büyük 

(60S) alt ünite (Large subunit, LSU) ve küçük (40S) alt ünite (Small subunit, SSU) olmak 

üzere iki alt üniteden oluşmuştur. LSU birimleri 25S, 5.8S, 5S ribozomal RNA molekülleri 

ile 42 proteinden, SSU birimleri ise, 18S ribozomal RNA molekülü ve 32 proteinden 

meydana gelmektedir (Venema ve Tollervey, 1999; Verschoor ve ark., 1998). rDNA 

genleri üzerinde 18S, 5.8S ve 26/28S bölgeleri kodlama yapan bölgelerdir (Pincus ve ark., 

2007). Kodlama yapan bu genler arasında (rRNA genleri) ayrıca Internal Transcribed 

Spacer (ITS1, ITS2) ve External Transcribed Spacer (5′ ETS , 3′ ETS) olarak tanımlanan 

bölgeler bulunmaktadır. RNA polimeraz I tarafından transkribe olan bu bölgeler içerisinde 

transkribe olmayan Intergenic Spacer (IGS) veya Non-transcribed Spacer (NTS1, NTS2) 

adı verilen kısımlar ile birbirlerinden ayrılırlar (Şekil 1.1.) (Venema ve Tollervey, 1999; 

Johnston ve ark., 1997). 

Ribozomal DNA tarafından kodlanan rRNA genleri mayalarda genetik farklılıkların 

ve taksonomik ilişkilerin belirlenmesinde kullanılmaktadır. Ayrıca mikroorganizmalar 

arasındaki evrimsel bağlantılara göre filogenetik ağaçların oluşturulmasında da bu bölgeler 

kullanılmaktadır (Madigan ve ark., 2003). Nükleer rRNA genleri genom üzerinde ortalama 

birkaç yüz kopya olarak bulunabilir. Maya hücrelerindeki rRNA bölgeleri oldukça iyi 

korunmuş bölgelerden ve değişken bölgelerden meydana gelmiştir. Korunmuş olan 

bölgeler kullanılarak tür-spesifik veya cins-spesifik olan evrensel primerler de 

tasarlanabilmektedir (Şekil 1.2.) (Pincus ve ark., 2007). 

 

Şekil 1.1. Maya hücrelerinde bulunan rDNA bölgeleri (Venema ve Tollervey, 1999; Johnston ve 

ark., 1997) 
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Şekil 1.2. Evrensel fungal primer örnekleri (Pincus ve ark., 2007) 

 

rDNA üzerinde transkripsiyona uğramayan bölgeler diğer korunmuş olan 25S, 5.8S, 

18S ve 5S alt birim dizilerinden değişkendir. Bu değişkenlik türler arası (interspesifik)  ve 

tür içi (intraspesifik) popülasyon farklılıklarının belirlenmesinde kullanılmaktadır. Tür içi 

akrabalık derecelerinin belirlenmesinde ITS bölgeleri ve korunmuş 5.8S gen bölgesi 

kullanılırken, 18S ve 25S gen bölgeleri türler arası akrabalık derecelerinin belirlenmesinde 

kullanılmaktadır (Cai ve ark., 1996; James ve ark., 1996; Kurtzman, 1992, 1993). Ayrıca 

ITS bölgelerinin tür içi polimorfizminin az olması ve türler arası polimorfizminin yüksek 

olması ribozomal bölgelerin ko-evriminin (concerted evolution) bir sonucudur (Li, 1997). 

Kodlanmayan ITS bölgeleri korunmuş 18S ve 5.8S arasında ITS1 ve 5.8S ile 25S arasında 

da ITS2 bölgesi yer almaktadır. ITS bölgeleri yaklaşık olarak 400 ile 800bp uzunlukta olup 

evrensel primer çifti kullanılarak PCR ile çoğaltılabilmektedir. Korunmamış değişken 

bölgeler oldukları için filogenetik çalışmalar için kullanılmaktadır. Ayrıca tür-spesifik ITS 

probları kolaylıkla üretilebilmektedir. Bu nedenlerden dolayı maya türlerinin moleküler 

yöntemler kullanılarak sınıflandırılmasında ve filogenetik çalışmalarda ITS bölgelerinden 

yararlanılmaktadır (White ve ark., 1990; Bruns ve ark., 1991; Lee ve Taylor, 1992). Son 

yıllarda 5.8S ve ITS rDNA bölgelerinin PCR-RFLP ve DNA dizi analizi yöntemleriyle 

çalışımlasıyla maya türlerinin kısa sürede tanımlaması yapılmaktadır. (Clemente-Jimenez 

ve ark., 2004; Combina ve ark., 2005; Nisiotou ve Nychas, 2007; Zott ve ark., 2008). Canlı 

hayatını doğrudan ya da dolaylı olarak etkileyen mayaların kısa sürede ve güvenilir bir 

şekilde tanımlanması hastalıklara karşı uygun tedavi yöntemlerinin geliştirilmesine imkan 

sağlamaktadır. Ayrıca hastalıkların tanı ve tedavisinin yanında endüstriyel alanda da 

karşılaşılan sorunların önüne geçebilmek için mayaların hızlı ve güvenilir bir şekilde 

tanımlanması gerekmektedir (Pincus ve ark., 2007; Hierro ve ark., 2004). 
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Moleküler biyoloji ve DNA dizi analizleri alanındaki gelişmeler ve bu yollarla elde 

edilen verilerin analiz ve değerlendirmelerinin yapılması sonrasında araştırıcıların verilere 

ulaşabilmeleri için birçok veritabanı oluşturulmuştur (Akçalı, 2008). Dizi analiz 

çalışmaları sonucunda elde edilen verilerin doğru bir şekilde değerlendirilmesi birçok 

bilim dalını içine alan Bioinformatik biliminin ortaya çıkmasına neden olmuştur 

(Karabulut ve Karaoğlu, 2010; Polat ve Karahan, 2009). Biyoinformatik bilimi 20. 

yüzyılda moleküler biyoloji ve bilgisayar alanında bir devrim niteliğindedir. Organizmalar 

arasında protein, gen ve DNA’nın bilgisayar veritabanlarında karşılaştırılması için 

kullanılmaktadır (Pevsner J., 2009). Günümüzde protein ve DNA sekans datalarını içeren 

üç büyük veritabanı bulunmaktadır. Bu veri tabanları; Uluslararası Nükleotit Sekans 

Veritabanı işbirliği (INSDC) tarafından kontrol edilen, Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi 

(National Center of Biotechnology Information -NCBI) içinde GenBank, Japonya’da 

Ulusal Genetik Enstitüsü (National Institue of Genetics in Japan - DNA veri tabanı (DNA 

Database in Japan-DDBJ) ve İngiltere’deki Avrupa Biyoinformatik Enstitüsü’nde 

(European Bioinformatik Institue - EBI) de Avrupa Moleküler Biyoloji Laboratuvarı 

(European Molecular Biology Laboratory - EMBL) nükleotit sekans veri tabanıdır (Benson 

ve ark,. 2009; Miyazaki ve ark., 2004; Kulikova ve ark., 2007).  

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) programı 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) NCBI tarafından araştırmacılara sunulan, protein ve 

nükleotit sekans benzerliklerinin araştırılması için tasarlanan bir programdır (Altschul ve 

ark., 1990, 1997). NCBI tarafından sağlanan GenBank ise nükleotit dizilerinin ve bu 

dizilere ait bilgilerin depolandığı bir veri tabanıdır. BLAST analizi ile organizmaların ilgili 

gen bölgelerinin nükleotit veya aminoasit dizileri GenBank veri tabanında yer alan diğer 

sekanslar ile karşılaştırılabilmektedir. Analiz sonucunda en yüksek değerde benzerlik 

gösteren eşleşme yüzdeleri verilmektedir. BLAST programı kullanımının kolay olması ve 

yapılan çalışmalarda hızlı sonuç vermesi nedeniyle oldukça önemlidir. Ayrıca BLAST 

aracılığıyla, üzerinde çalışılan mikroorganizmaya ait dizi sonuçlarıyla genetik analizler ve 

genotiplendirme çalışmaları da yapılabilmektedir (Kalaycıoğlu, 2013; Johnson ve ark., 

2008; Altschul ve ark., 1997). 

Rubus idaeus L. (Ahududu), Rosaceae (gülgiller) familyasının, Rosoideae alt 

familyasının Rubus  cinsine ait bir bitkidir. Ahududu bitkisi, büyük oranda Kanada’da, 

Amerika Birleşik Devletleri’nde ve Avrupa’da yetiştirilmektedir (Wang ve ark., 2005). 

Türkiye'nin kuzey bölgesinde doğu-batı boyunca ve yaklaşık 1000 m yükseltide, nemli 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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alanlarda doğal olarak bulunur. İnsan sağlığı için de önemi olan ahududu meyvesinin şeker 

içeriğinin fruktoz olması şeker hastalarının da kullanabilmesine olanak sağlamaktadır. 

Soğuk algınlığı ve ateşli hastalıklarda, eczacılıkta şuruplara tat ve koku vermek amacıyla 

kullanılmaktadır (Göktaş, 2011). Ayrıca ahududu meyveleri fruktozun yanında değişik 

asitler ve antosiyanin pigmenleri gibi flavonoidleri içerdiğinden şarap üretiminde 

kullanılmaktadır. Ahududu meyvelerinden şarap üretiminde Saccharomyces cerevisiae 

maya suşlarından faydalanılmaktadır (Duarte ve ark., 2010). 

Punica granatum L. (Nar), Punicaceae (nargiller) familyasında Punica cinsine ait bir 

bitkidir. Nar bitkisi tropik ve subtropik iklimde ve ahududu gibi 1000 m üzerindeki 

alanlarda yetişmektedir. İran orijinli bir bitki olup Hindistan, Amerika, Yakın ve Uzakdoğu 

ülkelerinde de üretimi yüksektir. Türkiye’de nar üretiminin en yoğun olduğu bölgeler ise 

Akdeniz, Ege ve Güneydoğu Anadolu Bölgeleridir (Gölükcü ve ark., 2007). Nar içerdiği 

maddeler ve besin değeri bakımdan incelendiğinde tıbbi bitki olarak ilaç sanayinde 

kullanılmaktadır. Narın yapısında bulunan polifenolik asitler, özelleşmiş ellagik asit ve 

punikalaginler antioksidan etki göstermektedir. Nar suyu içerdiği şeker miktarının iyi 

olması nedeniyle şarap üretiminde kullanılmaktadır. (Sevda ve Rodrigues, 2011). Ayrıca 

nar meyvesinin meyve ekstraktlarının anti fungal ve anti mikrobiyal etkileri de 

bulunmaktadır (Dağcı ve Dığrak, 2005).  

Meyvelerin olgunlaşmasında, şeker içeriğinin oluşmasında ve çeşitli fermente 

ürünlerin eldesinde mayaların fonksiyonu oldukça önemlidir. Çalışma kapsamında nar ve 

ahududu meyvelerinden izole edilen maya türlerinin klasik ve moleküler yöntemler 

kullanılarak tanımlanması ve maya türlerine ait hücre dışı enzim aktivitelerinin 

belirlenmesi amaçlandı. Bu bağlamda endüstriyel alanda önemi olan bir enzimi üretebilen 

maya türleri de belirlenmesi planlandı.  
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BÖLÜM 2 

ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR 

 

Klinik olarak önemli birer patojen olan iki Candida türünün PCR-RFLP yöntemiyle 

tanımlamalarının yapıldığı bir araştırmada, öncelikle Candida albicans ve C. dupliniensis 

türlerinin D1/D2 ribozomal bölgesi PCR ile çoğaltılmıştır. Elde edilen amplikonlar ApaI 

ve BsiEI restriksiyon enzimleri kullanılarak kesilmiştir. Buna göre ApaI enzimi her 

ikisinde de aynı şekilde kesim yapmıştır. BsiEI enzimi ise Candida albicans türünde tek 

kesim bölgesi bulunurken, C. dupliniensis türünde kesim bölgesinin bulunmadığını 

belirlemişlerdir. Buna göre bir biri ile yakın akraba olan ve klasik yöntemlerle 

identifikasyonlarında ayrılamayan bu iki tür PCR-RFLP yöntemiyle farklılaşmıştır. Daha 

sonra 10 referans maya suşunu (C. albicans (SC 5314); C. dubliniensis (CBS 7987); C. 

glabrata (ATCC 2001); C. guilliermondii (CBS 6021); C. kefyr (CBS 6432); C. krusei 

(ATCC 6258); C. lusitaniae (CBS 6936); C. parapsilosis (ATCC 22019); C. tropicalis 

(CBS 8072); T. asahii (CBS 2479)) seçerek iki türün farklı olduğunu göstermişlerdir (Liu 

ve ark., 2012). 

Benzer bir çalışmada, Orpinomyces ve Anaeromyces anaerobik polisentrik fungi 

cinslerinin farklılıklarının belirlenmesinde DNA sekansı kullanmadan moleküler bir 

yaklaşım olan PCR-RFLP yönteminin doğruluğu ve güvenilirliği analiz edilmiştir. PCR 

amplifikasyon ürünlerinin küçük altbirim (SSU, 18S rDNA), büyük altbirim (LSU, 28Sr 

DNA) ve ITS bölgeleri dört farklı restriksiyon enzimi (AluI, Dra I, HinfI ve MboI) 

kullanılarak kesimleri yapılmıştır. SSU rDNA bölgesinin kullanılan tüm restriksiyon 

enzimlerine ait kesim bölgelerinin olduğu ancak herhangi bir farklılık göstermediği 

belirlenmiştir. Ayrıca LSU rDNA bölgesinin AluI ve HinfI enzimleri ile elde edilen 

kesimleri sonucunda Orpinomyces ve Anaeromyces cinsleri arasında restriksiyon 

modellerinde polimorfizm olduğu ve ITS fragmentinin ise DraI ve HinfI enzimleri ile 

kesildiği görülmüştür. Yapılan analizler sonucunda ise iki polisentrik anaerobik fungilerin 

(Orpinomyces ve Anaeromyces) cins spesifik RFLP modelleriyle farklılıkların 

belirlenmesinde PCR-RFLP yönetminin kolay ve hızlı olduğu belirlenmiştir (Fliegrova ve 

ark., 2006). 

2003 yılında yapılan başka bir araştırmada ise portakal meyvesi ve meyve suyundan, 

doğal fermantasyon sürecinde izole edilen maya örneklerinin ITS1-5.8S rDNA ITS2 

bölgeleri polimer zincir reaksiyonları ile çoğaltılmıştır. Bu bölgeye ait amplikonların üç 

farklı restriksiyon enzimi (CfoI, HaeIII ve HinfI) kullanılarak restriksiyon kesimleri 
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yapılarak maya örnekleri arasındaki polimorfizm belirlenmiştir. PCR ürünlerinin sekans 

analizleriyle de tür tanımlaması yapılmıştır. Çalışma sonucunda, Candida tropicalis, 

Clavispora lusitaniae, Hanseniaspora uvarum, Pichia anomalat, Pichia fermentans, 

Rhodotorula mucilaginosa, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces unisporus ve 

Trichosporon asahii türleri tanımlanmıştır (Rodrigez-Vico, 2003). 

Rusya’nın polar enlemdeki ormanlarında bulunan 5 farklı familyaya ait, ahududunun 

da dahil olduğu 12 farklı taneli yumuşak meyveden maya izolasyonu yapılmıştır. 

İzolasyonu yapılan maya hücrelerinin klasik yöntemler kullanılarak tür tanımlaması 

yapılmıştır. Araştırma sonucunda Candida apicola, Candida krusei, Candida molishiana, 

Candida quercitrusa, Candida sake, Candida santamariae, Debaryomyces hansenii, 

Metschnikowia pulcherrima, Metschnikowia reukaufii, Bullera armeniaca, Cryptococcus 

albidus, Cryptococcus flavus, Cryptococcus gastricus, Cryptococcus hungaricus, 

Cryptococcus laurentii, Cryptococcus luteolus, Cryptococcus magnus, Cryptococcus 

skinneri, Cryptococcus terricolus, Cytofilobasidium capitatum, Cytofilobasidium infirmo-

miniatum, Leucosporidium antarcticum, Leucosporidium scottii, Rhodotorula aurantiaca, 

Rhodotorula buffonii, Rhodotorula fujisanensis, Rhodotorula glutinis, Rhodotorula 

hylophila, Rhodotorula minuta, Rhodotorula mucilaginosa, Rhodotorula muscorum, 

Trichosporon cutaneum ve Trichosporon pullulans olmak üzere 32 farklı maya türünün 

taneli meyveler üzerinde dağılım gösterdiği belirlenmiştir (Babjeva ve Reshetova, 1998). 

Özellikle C. laurentii maya türünün taneler üzerinde çok yoğun (%60) olarak bulunduğu 

gözlenmiştir. Yapılan bu çalışmada maya türlerinin tanımlanması için klasik yöntemler 

kullanılmış, ancak moleküler yöntemler kullanılmamıştır. 

Quarel ve arkadaşları (2006) tarafından yürütülen bir çalışmada; İspanya’nın 

Kanarya adalarında, Tenerife bölgesindeki şarap mahzenlerinden izole ettikleri doğal maya 

türleri moleküler yöntemlerle tanımlanmıştır. Yapılan araştırmada şarap üretimi sırasında 

gerçekleşen fermantasyon olayının başlangıcında, ortasında ve son aşamasında toplanılan 

örneklerden maya türleri izole edilmiştir. İzole edilen maya suşlarının ITS 5.8S rRNA 

bölgesi ITS1 (Forward) ve ITS4 (Reverse) evrensel primerleri kullanılarak çoğaltılmıştır. 

Elde edilen PCR ürünleri CfoI, HaeIII ve HinfI restriksiyon enzimleri ile restriksiyon 

kesimleri yapılmıştır. Restriksiyon ürünlerinin moleküler ağırlıklarının karşılaştırılması 

Esteve-Zarzoso ve arkadaşlarının (1999) belirlediği yönteme göre yapılmıştır (Esteve-

Zarzoso ve ark., 1999). Fermantasyonun başlangıcında Candida sp., Candida amapae, 

Candida apicola, Candida diversa, Candida glaebosa, Candida maritima, Candida 
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parapsilosis, Candida solani, Candida stellata, Candida vinnaria, Candida vanderwaltii, 

Cryptococcus bhutanensis veya Cryptococcus kuetzingii, Cryptococcus laurentii, 

Kluyveromyces thermotolerans, Debaryomyces hansenii, Torulaspora globosa veya 

Debaryomyces pseudopolymorphus, Hanseniaspora uvarum, Metschnikowia pulcherrima, 

Pichia fermentans, Pichia galeiformis, Pichia guilliermondii, Pichia kluyveri, Pichia 

petersonii, Pichia populi veya Pichia thermotolerans, Saccharomyces cerevisiae, 

Torulaspora delbrueckii, Zygosaccharomyces florentinus, orta evrede hakim olan maya 

türleri; Candida sp., Candida amapae, Candida vanderwaltii, Hanseniaspora uvarum, 

Metschnikowia pulcherrima, Pichia kluyveri, Rhodotorula glutinis veya Rhodotorula 

mucilaginosa, Saccharomyces cerevisiae, Zygosaccharomyces bailli, Zygosaccharomyces 

bisporus, Zygosaccharomyces cidri veya Zygosaccharomyces fermentati maya türlerinin 

ve fermantasyonun son aşamasında ise Zygosaccharomyces bisporus, Hanseniaspora 

uvarum ve Saccharomyces cerevisiae türlerinin hakim olduğu belirlenmiştir. Ayrıca 

alkolik fermantasyonun son aşamasında Saccharomyces cerevisiae türünün tüm bölgelerde 

hakim tür olduğu da rapor edilmiştir. 

Rusya, Belarus ve Ukrayna bölgelerinden toplanan kırmızı taneli meyvelerin 

(ahududu, böğürtlen, erik, üzüm, v.b) şaraplarından izole edilen Saccharomyces türlerinin 

genom karakterizasyonu çoklu PCR ve moleküler karyotipleme yöntemleri kullanılarak 

yapılmış, izolasyonu yapılan türlerin tümünün S. cerevisiae olduğu tespit edilmiştir 

(Ivannikova ve ark., 2007). Torulopsis pustula, Torulopsis bacarum ve Torulopsis multis-

gemmis kuş üzümü, çilek ve ahududu gibi yumuşak meyvelerden izole edilerek klasik 

yöntemlerle tanımlanan ve yeni tür olarak belirlenen ilk maya türleridir (Buhagiar, 1975). 

Yapılan başka bir çalışmada, Bulgaristan bölgesinde üretilen süt ürünlerinden izole 

edilen maya türleri morfolojik, fizyolojik ve kültürel testler kullanılarak belirlenmiştir. 

Araştırma kapsamında farklı süt ürünlerinden (inek peyniri, keçi peyniri, kaymak, tereyağı, 

inek yoğurdu ve keçi yoğurdu) 12 maya izole edilmiştir. Bu maya  türleri morfolojik olarak 

gruplandırılmış ve ardından fizyolojik ve biyokimyasal olarak farklı testlere tabi 

tutulmuştur. Elde edilen veriler Kreger van Rij (1987), Barnett ve arkadaşları (1990) ve 

Kurtzman (1998) tarafından belirlenen yöntemler kullanılarak analizleri yapılmış ve tür 

tanımlaması yapılmıştır. Çalışma sonucunda Kluyveromyces marxianus, syn. 

Saccharomyces fragilis, (Ta), Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus (Pr), 

Kluyveromyces marxianus var. marxianus (C6), Kluyveromyces lactis var. lactis (K8), 

Trichosporon beigelii (K1), Debaryomyces hansenii var. hansenii (K7), Candida famata, 
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Candida sphaerica (M), Issatchenkia orientalis türünün anamorfu Candida crusei, (C3), 

Candida rugosa, syn. Mycoderma rugosa, Mycotorula rugosa (K11) ve Rhodotorula 

mucilaginosa (Rr) türleri tanımlanmıştır. Ayrıca inek yoğurdunda, Kluyveromyces 

marxianus, keçi yoğurdunda Trichosporon beigelii, Debaryomyces hansenii var. hansenii, 

Candida crusei, Kluyveromyces marxianus var. marxianus ve Kluyveromyces marxianus 

var. bulgaricus, Candida rugosa, kaymakta; Candida famata var. famata, Candida 

sphaerica, inek ve keçi peynirinde; Debaryomyces hansenii var. hansenii, Kluyveromyces 

lactis var. lactis, Candida famata var. famata, Candida sphaerica, Candida famata, 

tereyağında; Rhodotorula mucilaginosa ve Candida sphaerica türlerinin yayılış gösterdiği 

belirlenmiştir (Savova ve Nikalova, 2002; Barnett ve ark., 1990; Kreger van Rij, 1987; 

Kurtzman ve Fell, 1998).  

Bazı taneli meyvelerin, değişik üzüm çeşitlerinin ve sitrus meyvelerinin üzerindeki 

maya ve küf florasını belirlemeye yönelik yapılan bir çalışmada maya yoğunluğunun 

ortalama olarak taneli meyveler üzerinde oldukça düşük olduğu (%5) belirlenmiştir. Taneli 

meyveler üzerinde yer alan maya florasının düşük yoğunlukta olmasının sebebi, 

sterilizasyon aşamasında meyve yüzeyinde yer alan maya türlerinin kaybedilmesinden 

dolayı olabileceği rapor edilmiştir (Tournas ve Katsoudas, 2005). 

Yaygın olarak görülemeyen 60 maya suşu kullanılarak ticari tanımlama yöntemleri 

ile moleküler düzeyde tanımlama yöntemlerinin karşılaştırıldığı ve tüm maya suşlarının 

moleküler olarak daha kolay ve doğru tanımlandığının belirlendiği bir araştırmada, bazı 

maya suşlarının sadece moleküler yöntemler ile tanımlanabildiği gösterilmiştir (Gomez-

Lopez ve ark., 2010). 

Benzer bir şekilde, 2010 yılında veteriner kliniklerinden toplanan maya suşlarının 

moleküler olarak substrat asimilasyonu, yağ asidi profil analizi ve sekans temelli 

analizlerin karşılaştırılmasını yaparak, sekans temelli tanımlama yöntemlerinin geleneksel 

yöntemlere göre daha doğru sonuçlar verdiğini göstermişlerdir. Ayrıca D1/D2 bölgelerinin 

sekans analizleriyle yapılan tür tanımlamalarının veteriner örneklerinin tanımlanmasında 

en iyi metot olduğu gösterilmiştir (Altier ve ark., 2010). 

2005 yılında yapılan bir araştırmada medikal olarak önemli olan maya suşlarının ITS 

bölgelerinin sekans analizleri ile geleneksel yöntemlerle yapılan tanımlamaları 

karşılaştırılmıştır. 373 maya izolatına ait ITS1 ve ITS2 bölgelerinin sekans analizini 

kullanarak tür tanımlaması yapmışlardır. Yapılan analizler sonucunda ITS2 bölgesinin tür 
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spesifik tanımlamada ITS1’e göre daha güvenilir olduğu gösterilmiştir. Araştırmanın 

sonucunda ITS bölgelerinin tür tanımlamada geleneksel yöntemlere göre daha hızlı, 

güvenilir ve doğru tanımlama yaptığı ifade edilmiştir (Chain Chang ve ark., 2005). 

Ahududu şarapları üzerine yapılan bir araştırmada şarap üretiminde kullanılan 16 

farklı S. cerevisiae ve S. bayanus maya suşundan, UFLA-FW15 S. cerevisiae maya 

suşunun düşük asit konsantrasyonunda, yüksek asetat ve alkol konsantrasyonlarında ve 

esterler içerisinde fermente olabildiği gösterilmiştir (Duarte ve ark., 2010). 

Yapılan başka bir araştırmada ise greyfurt (Citrus paradisi), ayva (Cydonia 

oblonga), muz (Musa sapientum) ve nar (P. granatum) meyve suları ile kabuk 

ekstraktlarının farklı bakteri ve maya türlerine (Kluvyeromyces fragilis DC98, Rodotorula 

rubra DC86 ve S. cerevisiae WET136) karşı antibakteriyal ve antifungal etkisi 

araştırılmıştır. Elde edilen meyve ekstraktlarından en yüksek antifungal ve antibakteriyal 

aktivitenin nar meyvesine ait olduğu tespit edilmiştir (Dağcı ve Dığrak, 2005). 

Nar meyvesinin de dahil olduğu başka bir çalışmada, 17 farklı meyve türü üzerinden 

izole edilen mayalar koloni morfolojilerine göre ve Random Amplified Polimorphic DNA 

(RAPD) analizi sonucunda elde edilen verilere göre gruplandırılmış ancak tür 

tanımlamaları yapılmamıştır. Ancak çalışmada nar yüzeyinden izole edilen mayaların 

koloni morfolojileri krem renkli, dairesel yapılı, pürüzsüz, parlak ve yoğun olarak 

belirtilmiştir (Lathar ve ark., 2010). 

Garcia-Martos ve arkadaşlarının yapmış olduğu çalışmada Cryptococcus cinslerine 

ait 11 maya suşunun enzim profili belirlenmiş ve elde edilen sonuçlar incelendiğinde Cr. 

laurentii ve Cr. neoformans türlerinin kendi içinde farklı enzim profiline sahip olduğu 

görülmüştür (Garcia-Martos ve ark., 2001). 

Erzincan tulum peynirinden izole edip, API ID32 identifikasyon kiti kullanarak 146 

maya izolatınının tanımlandığı bir araştırmada. İzole edilen maya örneklerinden 121 izolat 

tür bazında, diğer 6 izolat ise cins bazında tanımlanabilmiş ve Erzincan tulum peyniri 

maya florasında Candida lambica, C. zeylanoides, C. famata var famata, Geotricum 

candidum ve C. kefyr türlerinin yoğun olarak bulunduğu tespit edilmiştir. Çalışmalarının 

devamında ise elde edilen izolatların hücre dışı enzim aktivitelerini API ZYM test sistemi 

kullanarak belirlemişlerdir. S. cerevisiae, Z. mellis, G. candidum ve P. fermentans 

türlerinden yüksek lözin arilamidaz aktivitesi, izolatların çoğunda β-galactosidase, acit 
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fosfataz ve esteraz lipaz (C8) aktivitesi, Candida lambica türünde ise yüksek asit fosfataz 

aktivitesinin varlığını belirlemişlerdir (Karasu-Yalçın ve ark., 2012).  

Ege bölgesinde üretilen zeytinyağlarından izole edilen maya örneklerinin moleküler 

yöntemler kullanarak tanımlamalarının yapıldığı bir araştırmada, farklı ortam koşullarının 

maya hücrelerinin enzim üretme potansiyelleri de incelenmiştir. Sonuç olarak lipaz üretme 

potansiyeline sahip maya türleri belirlenmiş ve Candida odintsovae türünün lipaz üreten 

bir maya türü olduğunu göstermişlerdir (Yalçın ve ark., 2014).  

API ZYM test sistemi kullanılarak yapılan başka bir araştırmada, çeşitli hastalardan 

izole edilen 41 Cryptococcus neoformas maya türünün hücre dışı enzim aktiviteleri 

incelenmiştir. Araştırma sonucunda, tüm suşlarda esteraz aktivitesinin bulunduğu tespit 

edilmiştir, ancak alkalin fosfataz, sistin arilamidaz, tripsin, kimotripsin, α-galatosidaz, β-

glukuronidaz, α-mannosidaz ve α-fruktosidaz enzimlerinde herhangi bir aktiviteye 

rastlamamışlardır. Diğer enzimler içinde farklı derecelerde aktivite olduğunu 

göstermişlerdir. Bu çalışmayla Cryptococcus neoformans türleri arasındaki enzimatik 

aktivite farklılıklarıyla oluşacak bir enzimatik profilin, klinik olarak önemli olan bu 

türlerin identifikasyonunda kolaylıklar sağlayacağı belirtilmiştir (Vidotto ve ark., 1998). 

Ahududu ve nar meyveleri üzerinden izole edilen maya suşlarının moleküler 

yöntemler kullanılarak tanımlanması şu ana kadar yapılmamıştır. Ayrıca yapılan 

çalışmalarda geleneksel ve moleküler tanımlama yöntemlerinin karşılaştırılması sonucunda 

moleküler temelli çalışmaların daha güvenilir olduğu gösterilmiştir. Bu nedenlerden dolayı 

çalışmamızda geleneksel tür tanımlama yöntemlerinin yanında PCR-RFLP yöntemi ve 

ITS1-5.8S rDNA-ITS2 gen bölgesine ait PCR ürünlerinin DNA dizi analiz yöntemleri 

kullanılarak maya suşlarının identifikasyonu gerçekleştirilmiştir.  
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BÖLÜM 3 

MATERYAL VE YÖNTEM 

 

3.1. Nar ve Ahududu Örneklerinin Toplanması ve Maya İzolasyonu 

Marmara Bölgesinde yer alan Gelibolu Çanakkale ilinin bir ilçesi olup tarihi açıdan 

oldukça büyük bir öneme sahiptir. Çalışmamızda kullanılan nar ve ahududu örnekleri 

ağırlıklı olarak Gelibolu ilçesine bağlı Koruköy mevkiinden toplanmıştır. (Şekil 3.1). 

Koruköy coğrafik konum olarak 40°51'50'' kuzey enlemi, 26°37'20'' doğu boylamındadır.  

 

 

Şekil 3.1. Koruköy/Gelibolu mevkisini gösteren harita 

 

Nar ve ahududu örnekleri meyvelerin olgunlaşma dönemlerine göre aseptik 

koşullarda toplandı ve laboratuvara getirildi. Maya örneklerinin tartımları yapıldıktan 

sonra steril sodyum sitrat çözeltisi (% 2) içerisinde homojenizasyon işlemi gerçekleştirildi. 

Homojenize edilen örnekler uygun seyreltmeleri yapılarak sodyum propiyonat içeren YGC 

(40 gr/l Yeast Extract Glucose Chloramphenicol Agar, % 0.1 Sodyum Propiyonat) katı 

besi ortamlarına yayma ekim yöntemiyle ekildi ve 27-30 ºC’de 2-3 gün süreyle inkübe 

edildi. Inkübasyon sonrası üreme gösteren maya suşlarının koloni oluşturabilen değerleri 

CFU/gr olarak hesaplandı. Farklı koloni morfolojisi gösteren maya suşları öncelikli olmak 

üzere rastgele maya suşları seçilerek % 2 glikoz içeren YPD (10 gr/l (w/v) Yeast Extract, 

20 gr/l (w/v) Bacto-peptone, 20 gr/l (w/v) Agar) katı besi ortamlarına geçirildi. Izole edilen 

maya suşlarına uygun kod numaraları verilerek %20 gliserol içerisinde ileride yürütülecek 

olan çalışmalarda kullanılmak üzere -80°C’de stoklandı. 
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3.2. İzole Edilen Maya Örneklerinin Tür Tanımlamaları ve Gruplandırılmaları 

Nar ve ahududu meyvelerinden izole edilerek -80°C’de saklanan maya suşları YPD 

katı besi ortamlarına 5µl alınarak drop ekimleri yapıldı ve 27-30 ºC’de 3-5 gün inkübe 

edildi. Üreme gösteren maya suşları öncelikli olarak koloni morfolojilerine göre (renk, 

şekil, büyüklük, v.s.) gruplandırıldı. Üreme göstermeyen maya suşları ise çalışmadan ve 

stoklardan çıkartıldı. Daha sonra üreme gösteren maya suşlarının tür tanımlamaları için 

API ID 32C (Analytical Profile Index) kit sistemi (BioMérieux, Fransa) kullanıldı. API ID 

32C sistemi, bir tane negatif kontrol olmak üzere farklı karbon ve azot kaynaklarını 

(Galactose, Actidion, Sucrose, N-Acetyl-glucosamine, DL-Lactate, LArabinose, 

Cellobiose, Raffinose, Maltose, Trehalose, 2-Keto-gluconate, a-Methyl-D-glucoside, 

Mannitol, Lactose, Inositol, Sorbitol, DXylose, Glycerol, Rhamnose, Palatinose, Erythritol, 

Melibiose, Glucuronate, Melezitose, Gluconate, Levulinate, Glucose, Sorbose, 

Glucosamine, Esculin) içeren 32 kuyucuktan oluşan mikro ölçekli bir asimilasyon test 

sistemidir. Izole edilen maya suşlarının tür tanımlamaları firmanın önerdiği şekilde yapıldı. 

Test sonucunda elde edilen sonuçlar APIWEB R1.2.1 programı kullanılarak analiz edildi 

ve maya suşlarının tür tanımlamaları yapıldı. 

 

3.3. Genomik DNA İzolasyonu 

İzole edilen maya suşlarının genomik DNA izolasyonları Sherman ve arkadaşlarının 

(1986) genomik DNA izolasyon yöntemi kullanılarak yapıldı (Sherman ve ark., 1986). Bu 

amaçla seçilen maya örnekleri YPD besi ortamında 28-30°C’de 3 gün inkübe edildi. Maya 

hücreleri çöktürülerek steril distile su ile yıkandıktan sonra, maya hücreleri üzerine 500 µl 

1M sorbitol ve 100 µl 0.5 M EDTA ilave edildi. Elde edilen hücre süspansiyonuna 30 µl 

Lyticase (0.391µg/µl) enzimi eklenerek 37°C’de 2 saat inkübe edildi. İnkübasyon sonrası 

hücreler çöktürülerek sıvı kısım atıldı ve pellet üzerine 500 µl 50mM Tris, 20 mM EDTA 

(pH 7.5) eklenerek süspanse edildi. Hücre süspansiyona 50 µl %10 SDS eklenerek 

65°C’de 30 dakika inkübe edildi. Bu aşamadan sonra karışıma 300 µl 3M K, 5M asetat 

(pH 5.8) eklendi ve 60 dakika buz içerisinde bekletildi. Sentrifugasyon sonrası supernatant 

kısmı yeni tübe transfer edilerek üzerine 1:2 hacim olacak şekilde %70’lik etanol eklendi 

ve oda sıcaklığında 5 dakikalık inkübasyon sonrasında 20 dakika 12K rpm’de santrifüj 

edildi. Sıvı kısım atılarak oda sıcaklığında kurutulan tüplere 100 µl TE (pH 7.5) ilave 

edildi ve iki kez fenol-kloroform ekstraksiyonu (1:1 hacim) uygulandı. Steril tüplere 

geçirilen sıvı faza 30 µl 3M K, 5M asetat (pH 5.8) eklendikten sonra 200 µl absolut etanol 

ilave edilerek buz içerisinde 5 dakika bekletildi ve sıvı kısmı atıldı. Tüplere 1 ml %70 
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etanol eklenip çöktürüldü ve sıvı kısım atılarak oda sıcaklığında kurutuldu. Tüpte bulunan 

genomik DNA 100 µl TE (pH 8.0) içinde çözülerek -20 °C’de stoklandı. Genomik 

DNA’nın saflığı ve miktarı spektrofotometre (260/280nm) kullanılarak belirlendi. Ayrıca 

5µl genomik DNA % 0,8 (w/v) agaroz jelde görüntülendi.  

 

3.4. ITS1- 5,8S- ITS2 Bölgelerinin Amplifikasyonu 

İzole edilen maya türlerine ait genomik DNA kullanılarak ITS1-5.8S rDNA-ITS2 

bölgeleri, mayalar için evrensel olan ITS1 (5′-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3′) ve ITS4 

(5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′) primerleri kullanılarak daha önceden rapor 

edilerek belirlenen PCR şartlarında gerçekleştirildi (Çizelge 3.1) (White ve ark., 1990). 

PCR reaksiyonları Çizelge 3.2’te belirtilen sıcaklık ve sürelerde BİO-RAD marka Thermal 

cycler cihazında yapıldı. 

 

Çizelge 3.1. PCR bileşenleri ve konsantrasyonları 

Bileşen Miktar 

(µl) 

Son 

konsantrasyon 

Master mix  

(Fermentas, K0171) 

10 pmol/µl forward primer 

10 pmol/µl reverse primer 

Genomik DNA 

Nuclease free-water 

12,5 

 

1 

1 

0,5 

10 

- 

 

10 pmol/µl  

10 pmol/µl 

100 ng 

- 

Toplam hacim 25  

 

Çizelge 3.2. PCR reaksiyon şartları  

Reaksiyon  

aşamaları 

 Sıcaklık  

(°C) 

Süre  

(Dak.) 

Döngü  

sayısı 

İlk denatürasyon 

Denatürasyon 

Primerlerin bağlanması 

Uzama 

Sonlanma 

95 

94 

60 

72 

72 

1,5 

2 

1 

2,5 

5 

1 

- 

30 

- 

1 

 



 

17 

 

PCR ürünleri (5 µl) ve Marker 6X (2 µl) yükleme tamponu ile karıştırılarak % 3 

(w/v) agaroz jelde 110 dakika (120 volt) yürütüldü (Şekil 3.2). PCR ürünlerinin resimleri 

ultra violet transilluminatör (UV) tablasında Olympus C-5060 marka fotoğraf makinesi ile 

fotoğraflandı. Amplifikasyon sonucunda elde edilen bantların büyüklükleri Gel-Pro 

Analyzer Version 4.0 programı kullanılarak hesaplandı. PCR ürünlerinin bant 

büyüklüklerine göre maya suşları tekrar gruplandırıldı. 

 

 
 

Şekil 3.2. Çalışmada kullanılan markör haritası 

 

3.5. Restriksiyon Profillerinin Belirlenmesi 

PCR amplifikasyonu sonucunda elde edilen ürünler, PCR Purification kiti 

(Fermentas K0702) kullanılarak saflaştırıldıktan sonra HinfI, HaeIII (BfoI), MspI, AluI ve 

HhaI restriksiyon enzimleri (Fermentas) kullanılarak üretici firmanın önerdiği koşullarda 

restriksiyon kes imleri gerçekleştirildi (Çizelge 3.3). Restriksiyon ürünleri ve markör DNA 

% 2,5 (w/v) agaroz jelde 1XTAE tamponu içinde 120 dakika (120 voltta) yürütüldü. 

Restriksiyon ürünlerinin görüntüleri ultra violet transilluminatör (UV) tablasında Olympus 

C-5060 marka fotoğraf makinesi ile fotoğraflandı. Restriksiyon enzimleri ile kesim 

sonucunda elde edilen bantların büyüklüğü Gel-Pro Analyzer Version 4.0 programı 

kullanılarak belirlendi. Farklı restriksiyon enzimlerinin kesim sonuçlarına göre maya 

suşları yeniden gruplandırıldı. 

 

http://www.fermentas.com/templates/files/tiny_mce/family_images/sm119_fam.jpg
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Çizelge 3.3. Restriksiyon enzimlerinin kesim işlemi için reaksiyon bileşenleri 

Bileşen Miktar (µl) 

Restriksiyon enzimi 

10X Green buffer 

Kalıp DNA 

Nuclease free-water 

0,5 

1 

5 

8,5 

Toplam hacim 15 

 

3.6. DNA Dizi Analizi 

Nar ve ahududu meyvelerinden izole edilen maya şusları restriksiyon kesim profilleri 

kullanılarak yeniden gruplandırıldı. Oluşan gruplardan her gruptan bir maya suşu DNA 

dizi analizi yapılmak üzere seçildi. Seçilen suşlara ait PCR ürünlerinin ITS4 (reverse) 

primeri ile dizilemeleri İstanbul’da bulunan MedSanTek firmasında Applied 

Biotechnologies 3500xl Genetic Analyzer cihazı kullanılarak yaptırıldı. DNA dizi 

benzerlik analizleri için (DNA Sequence Similarity Analysis) NCBI servisinin sunduğu 

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) analiz programı kullanıldı ve en yakın 

homoloji gösteren türler belirlendi. 

 

3.7. Hücre Dışı Enzim Profillerinin Belirlenmesi 

Koloni morfolojileri kullanılarak oluşturulan her gruptan rastgele bir maya suşu 

seçilerek hücre dışı enzim profilleri belirlendi. Enzim profillerinin saptanabilmesi için 

kantitatif bir yöntem olan API-ZYM test sistemi (BioMérieux, Fransa) kullanıldı. API-

ZYM kit sistemi bir tane negatif kontrol olmak üzere içerisinde enzim substratı bulunan 20 

kuyucuktan oluşmaktadır. API-ZYM test sistemi ile 19 farklı enzimin (Alkaline 

phosphatase, Esterase (C 4), Esterase Lipase (C 8), Lipase (C 14), Leucine arylamidase, 

Valine arylamidase, Cystine arylamidase, Trypsin, α-chymotrypsin, Acid 

phosphataseNaphthol-AS-BI-phosphohydrolase, α-galactosidase, ß-galactosidase, ß-

glucuronidase, α-glucosidase, ß-glucosidase, N-acetyl-ß-glucosaminidase, α-mannosidase, 

α-fucosidase) varlığı hızlı bir şekilde test edilmektedir.  

Test sisteminde kullanılmak üzere seçilen maya suşları YPD sıvı üreme ortamında 

120 rpm çalkalama ile 30ºC de bir gece üretildi. Elde edilen kültür süspansiyonlarından 

kitteki her bir kuyucuğa 65 µL olacak şekilde transfer edildi. Tansfer sonrası test 

sistemleri, 37°C’ de 4 saat inkübe edildi. İnkübasyon süresi sonunda her bir kuyucuğa 
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ZYM A ve ZYM B çözeltileri eklenerek, 5 dakika oda sıcaklığında bekletildi. 

Kuyucuklarda oluşan renk, test kitleri ile birlikte verilen renk değerlendirme çizelgesine 

göre yorumlanarak maya suşlarının enzim profilleri belirlendi. 
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BÖLÜM 4 

ARAŞTIRMA BULGULARI VE TARTIŞMA 

 

4.1. Nar ve Ahududu Meyvelerinden İzole Edilen Maya Suşlarının Morfolojik 

Olarak Gruplandırılması 

Çalışmamızda kullanılan nar ve ahududu meyveleri Koruköy (Gelibolu, Çanakkale, 

Türkiye) mevkiinde bulunan meyve bahçelerinden olgunlaşma dönemleri dikkate alınarak 

toplandı. Nar ve ahududu meyvelerinden izole edilen maya suşları kodlanarak -80ºC’de 

ileride kullanılmak üzere stoklandı. Nar meyvesinden izole edilen 58 maya suşunun ve 

ahududu meyvesinden izole edilen 27 maya suşunun koloni oluşturabilen birim (CFU/gr) 

değerleri hesaplandı. Nar meyvesinden izole edilen maya suşları için CFU değeri 3.7x103 

gr-1, ahududu meyvesinden izole edilen maya suşları için CFU değeri 1.2x103 gr-1 olarak 

belirlendi.  

Tez çalışması kapsamında nar ve ahududu meyvelerinden izole edilen maya suşları -

80ºC stoklardan çıkartılarak YPD katı besi ortamına ekilip üremeleri sağlanmıştır. Nar 

meyvesinden izole edilerek stoklanan 58 maya suşundan 10 tanesi üreme göstermediği için 

çalışmadan çıkartıldı. Nar meyvesinden izole edilen 48 maya suşunun YPD katı besi 

ortamında üreme sonuçları Şekil 4.1’de, ahududu meyvesinden izole edilen 27 maya 

suşunun üreme sonuçları ise Şekil 4.2’de verildi. Nar ve ahududu meyvelerinden izole 

edilen maya suşları koloni morfolojilerine göre gruplandırıldı. Gruplandırma sırasında 

kullanılan morfolojik özelliklerden bazıları Şekil 4.3’te verildi. Koloni formu (düz, tırtıklı, 

kıvrık, dalgalı, v.b.), marjini (dairesel, düzensiz, filamentli, v. b), yüksekliği veya tepesi 

(düz, yükseltilmiş, konveks, v.b.), yüzey yapısı (düz, buruşuk, pürüzlü, tozlu, kuru, v.b.), 

opaklığı (parlak, mat, şeffaf, v.b.), rengi (beyaz, kirli beyaz, krem, kırmızı, v.b.) ve diğer 

bazı tür spesifik özellikler (pigment sentezi gibi) morfolojik gruplamada kullanıldı.  
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Şekil 4.3. Koloni morfolojiler için kullanılan bazı özellikler 

 

Koloni morfolojilerine göre  nar meyvesinde 8 grubun (olası 8 farklı türün), ahududu 

meyvesinde ise 5 grubun (olası 5 farklı türün) oluştuğu belirlendi. Belirlenen gruplar ve  bu 

gruplara ait  morfolojik özellikler nar meyvesinden izole edilen maya suşları için Çizelge 

4. 1’de, ahududu meyvesinden izole edilen maya suşları için ise Çizelge 4.2’de verildi. 

Nar meyvesinden izole edilen maya suşlarından 6 maya suşu (P-25a, P-47, P-48, P-49, 

P-53, P-55a) Grup 1, 23 maya suşu (P-1, P-3, P-4, P-5, P-6, P-7, P-9, P-12, P-14, P-15, P-20, P-

24, P-25b, P-26, P-27, P-29, P-30, P-31, P-32, P-33, P-34, P-35, P-41) Grup 2, 4 maya suşu (P-8, 

P-11, P-23, P-55b) Grup 3, 10 maya suşu (P-36, P-37, P-38, P-39, P-44, P-45, P-46, P-50, P-51, 

P-52)  Grup 4 ve iki maya suşu (P-19, P-22) Grup 5 olarak sınıflandırıldı. P-18, P-21 ve P42 

maya suşlarının koloni morfolojileri diğer maya gruplarına ve birbirlerine benzemediği için 

sırasıyla Grup 6, Grup 7 ve Grup 8 olarak farklı birer grup altında yer aldı.  

Ahududu meyvesinden izole edilen maya suşlarından 14 maya suşu (R-1, R-2, R-4, R-

5, R-7, R-8, R-9, R-10, R-12a, R-13, R-14, R-15, R-24, R-26) Grup 1, 2 maya suşu (R-3, R-25) 

Grup 2 ve 9 maya suşu (R-11, R-12b, R-16, R-17, R-18, R-19, R-20, R-22, R-23) Grup 4 olarak 
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gruplandırıldı. R-6 ve R-21 maya suşlarının koloni morfolojileri diğer maya gruplarına ve 

birbirlerine benzemediği için sırasıyla Grup 3 ve Grup 5 olarak farklı birer grup altında 

sınıflandırıldı.  

Çizelge 4.1. Nar meyvesinden izole edilen maya suşlarının koloni morfolojilerine göre 

gruplandırılması 

Grup No Maya Suşları Koloni Morfolojisi 

1 
P-25a, P-47, P-48, P-49, P-53, P-

55a 

Koloni formu dairesel; koloni marjini düz; koloni tepesi düz, geniş ve 

ortası hafif çökük; koloni yüzeyi pürüzsüz; koloni donukluğu parlak 

şeffaf değil; koloni rengi beyaz; kırmızı renkli pigment sentezi 

2 

P-1, P-3, P-4, P-5, P-6,  P-7, P-9,  

P-12, P-14, P-15,  P-20, P-24, P-

25b, P-26, P-27, P-29, P-30, P-

31, P-32, P-33, P-34, P-35, P-41 

Koloni formu dairesel; koloni marjini düz; koloni tepesi düz; koloni 

yüzeyi pürüzsüz; koloni donukluğu parlak, şeffaf değil; koloni rengi 

beyaz-krem 

3 P-8, P-11, P-23, P-55b 

Koloni formu dairesel; koloni marjini düz; koloni tepesi kraterimsi; 

koloni yüzeyi pürüzsüz; koloni donukluğu parlak, şeffaf; koloni rengi 

krem-sarımtırak 

4 
P-36, P-37, P-38, P-39, P-44, P-

45, P-46, P-50, P-51, P-52 

Koloni formu dairesel; koloni marjini dalgalı; koloni tepesi kraterimsi; 

koloni yüzeyi pürüzsüz; koloni donukluğu parlak, şeffaf; koloni rengi 

beyaz 

5 P-19, P-22 

Koloni formu dairesel; koloni marjini düz; koloni tepesi kraterimsi; 

koloni yüzeyi pürüzsüz; koloni donukluğu mat, şeffaf değil; koloni rengi 

beyaz 

6 P-18 

Koloni formu dairesel; koloni marjini düz; koloni tepesi kraterimsi, 

kabarcıklı; koloni yüzeyi pürüzsüz; koloni donukluğu parlak, şeffaf 

değil; koloni rengi kirli beyaz 

7 P-21 

Koloni formu dairesel; koloni marjini dalgalı; koloni tepesi düz; koloni 

yüzeyi pürüzlü; koloni donukluğu mat, şeffaf değil; koloni rengi koyu 

krem 

8 P-42 

Koloni formu dairesel; koloni marjini düz; koloni tepesi kraterimsi; 

koloni yüzeyi pürüzsüz; koloni donukluğu mat, şeffaf değil; koloni rengi 

krem 
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Çizelge 4.2. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suşlarının koloni morfolojilerine göre 

gruplandırılması 

Grup No Maya Suşları Koloni Morfolojisi  

1 

R-1, R-2, R-4, R-5, R-7, R-8, 

R-9, R-10, R-12a, R-13, R-14, 

R-15, R-24, R-26 

Koloni formu dairesel; koloni marjini düz; koloni 

tepesi düz, geniş ve ortası hafif çökük; koloni yüzeyi 

pürüzsüz; koloni donukluğu parlak şeffaf değil; koloni 

rengi beyaz; kırmızı renkli pigment sentezi  

2 R-3, R-25 

Koloni formu dairesel; koloni marjini dalgalı; koloni 

tepesi kraterimsi ve kabarcıklı; koloni yüzeyi 

pürüzsüz; koloni donukluğu mat, şeffaf değil; koloni 

rengi koyu krem 

3 R-6 

Koloni formu dairesel; koloni marjini düz; koloni 

tepesi düz hafif kabarcıklı; koloni yüzeyi pürüzsüz; 

koloni opaklığı parlak; koloni rengi beyaz 

4 
R-11, R-12b, R-16, R-17, R-

18, R-19, R-20, R-22, R-23 

Koloni formu dairesel; koloni marjini dalgalı; koloni 

tepesi kraterimsi; koloni yüzeyi pürüzsüz; koloni 

donukluğu parlak, şeffaf; koloni rengi beyaz 

5 R-21 

Koloni formu dairesel; koloni marjini düz; koloni 

tepesi kraterimsi; koloni yüzeyi pürüzsüz; koloni 

donukluğu parlak, şeffaf; koloni rengi krem-sarımtırak 

 

4.2. Nar ve Ahududu Meyvelerinden İzole Edilen Maya Suşlarının Morfolojik 

Olarak Gruplandırılması 

Nar ve ahududu meyvelerinde koloni morfolojilerine göre yapılan gruplardan birer 

örnek seçildi. Seçilen örnek suşların tür tanımlamaları maya tanımlama kiti olan API ID 

32C, (Analytical Profile Index) test sistemi kullanılarak yapıldı. Test sonucunda elde 

edilen sonuçlar APIWEB R1.2.1 programında analiz edildi ve grupları temsil eden türler 

belirlenerek Çizelge 4.3’te verildi. Her grup için seçilen örnek maya suşuna ait kod 

numarası ise Çizelge 4.3’te grup numarasının yanında verildi. 

Nar meyvesinde kit sistemi ile yapılan tanımlama sonrasında Grup 1’de bulunan 6 

maya suşu Metschnikowia pulcherrima olarak, Grup 2 ve Grup 8’de bulunan 24 maya suşu 

ise Cryptococcus sp. olarak tanımlandı. Grup 3 ve Grup 4’te bulunan toplam 14 maya suşu 

Hanseniaspora sp., olarak tanımlanırken Grup 6’da bulunan maya suşu Kluyveromyces sp. 

olarak tanımlandı. Grup 5 ve Grup 7’de bulunan maya suşları ise kit sistemi ile 
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tanımlanamadı.  

Ahududu meyvesinde kit sistemi ile yapılan tanımlama sonrasında Grup 1’de 

bulunan 14 maya suşu M. pulcherrima olarak, Grup 4’te bulunan 9 maya suşu ise 

Hanseniaspora sp.olarak tanımlandı. Grup 2 ve Grup 3’te bulunan üç maya suşu Candida 

sp. cinsine ait olurken Grup 5 ‘te bulunan maya suşu kit sistemi ile tanımlanamadı. 

 

Çizelge 4.3. API ID32C kit sistemiyle meyvelerde tanımlanan maya türleri 

Meyve Grup No Tür Adı (Maya Suşu Sayısı) 

Nar 

Grup 1 (P-25-a) Metschnikowia pulcherrima  

Grup 2 (P-1) Cryptococcus sp.  

Grup 3(P-23) Hanseniaspora sp.  

Grup 4 (P-50) Hanseniaspora sp.  

Grup 5 (P-22) Tanımlanamadı 

Grup 6 (P-18) Kluyveromyces sp. 

Grup 7 (P-21) Tanımlanamadı  

Grup 8 (P-42) Cryptococcus sp. 

Ahududu 

Grup 1 (R-5) Metschnikowia pulcherrima 

(14) Grup 2 (R-3) Candida sp. 

Grup 3 (R-6) Hanseniaspora sp.  

Grup 4 (R-23) Cryptococcus neoformans 

Grup 5 (R-21) Tanımlanamadı  

 

4.3. Nar ve Ahududu Meyvelerinden İzole Edilen Maya Suşlarının Genomik 

DNA İzolasyonları ve PCR Amplifikasyonları 

Nar ve ahududu meyvelerinden izole edilerek gruplandırılan tüm maya hücrelerinden 

genomik DNA izolasyonları yapıldı (Sherman ve ark., 1986). ITS1-5.8 rDNA-ITS2 

bölgesinin amplifikasyonu için ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) ve ITS4 (5’-

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) primerleri kullanıldı (White ve ark. 1990). 

Çalışmamızda elde edilen PCR ürünleri Fermentas Gene JET PCR Purification Kit 

(Fermentas K0702) kullanılarak saflaştırıldı ve % 3 agaroz jel elektroforezi yapılarak 

fotoğrafları çekildi. Maya suşlarının ITS1-5,8S rDNA-ITS2 bölgesinin PCR 

amplifikasyonu sonrası oluşturduğu  bant  uzunlukları GelPro Analyser 4.0 programı 

kullanılarak hesaplandı. Bant uzunluklarına göre maya suşları tekrar gruplandırıldı.  
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4.3.1. Nar meyvelerinden izole edilen maya suşlarının PCR amplifikasyonları 

Nar meyvesinden izole edilen maya suşlarının ITS1-5.8 rDNA-ITS2 bölgesinin PCR 

amplifikasyon sonuçları Şekil 4.4 Şekil 4.5, Şekil 4.6 ve Şekil 4.7’de verildi. Elde edilen 

PCR bant uzunlukları kullanılarak oluşturulan gruplandırma sonucunda 4 farklı grubun 

(olası 4 farklı türün) oluştuğu belirlendi. Oluşturulan gruplar Çizelge 4.4’te sunuldu. 

Birinci grupta yaklaşık 400 baz çifti uzunluğunda DNA bölgesinin amplifike olduğu 

belirlendi. Bu grupta bulunan 6 maya suşunun (P–25a, P–47, P–48, P–49, P–53, P–55a) 

daha önce morfolojik olarak oluşturulan grupta da bir arada bulundukları görüldü. Bu 

grupta bulunan maya suşlarının pulcherrimin pigment sentezlemesi nedeniyle ve API 

ID32C kit sistemiyle M. pulcherrima olarak tanımlanan türler olduğu gözlendi. 

 

 

Şekil 4.4. Nar meyvesinden izole edilen maya suşlarının PCR ile amplifikasyonu (P-1, P-3-P-9, P-

11, P-12, P-14, P-15) 

 

 

Şekil 4.5 Nar meyvesinden izole edilen maya suşlarının PCR ile amplifikasyonu (P-18, P-24, P-

25a, P-25b, P-26, P-27, P-29) 
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Şekil 4.6. Nar meyvesinden izole edilen maya suşlarının PCR ile amplifikasyonu (P-30 –P-39, P-

41, P-42) 

 

 

Şekil 4.7. Nar meyvesinden izole edilen maya suşlarının PCR ile amplifikasyonu (P-44 –P-53, P-

55a, P-55b) 

 
Çizelge 4.4. Nar meyvesinden izole edilen maya suşlarının PCR amplifikasyonu sonucu elde edilen 

gruplar 

Grup No (PCR Bant 

Uzunlukları-bp) 
Nar (P) 

Grup 1 (400) P-25a, P-47, P-48, P-49, P-53, P-55a 

Grup 2 (650) 
P-1, P-3, P-4, P-5, P-6, P-7, P-9, P-11, P-12, P-15, P-19, P-

21, P-22, P-24, P-26, P-27, P-30, P-31, P-39, P-41, P-42 

Grup 3 (700) P-14, P-20, P-25b, P-29, P-32, P-33, P-34, P-35 

Grup 4 (800) 
P-8, P-18, P-23, P-36, P-37, P-38, P-44, P-45, P-46, P-50, 

P-51, P-52, P-55b 
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PCR bant büyüklüğüne (~650 bp) göre oluşturulan ikinci grupta 21 maya suşunun 

(P-1, P-3, P-4, P-5, P-6, P-7, P-9, P-11, P-12, P-15, P-19, P-21, P-22,  P-24, P-26, P-27, P-

30, P-31, P-39, P-41, P-42) yer aldığı belirlendi. Bu maya suşlarından 15 maya suşu (P-1, 

P-3, P-4, P-5, P-6, P-7, P-9, P-12, P-15, P-24, P-26, P-27, P-30, P-31, P-41) daha önce 

morfolojik olarak yapılan gruplamada aynı grupta (Grup 2) yer aldığı görüldü. Daha önce 

morfolojik olarak farklı grupta yer alan 6 maya suşunun (P-11, P-21, P-22, P-39, P-42) 

PCR bant büyüklüğüne göre oluşturulan gruplamada Grup 2’de yer aldığı belirlendi. 

Morfolojik olarak ikinci frupta yer alan 8 maya suşunun (P-14, P-20, P25b, P-29, P-32, P-

33, P-34, P-35) ise PCR bant uzunluğuna (~700bp) yeni bir Grup 3’ü oluşturduğu tespit 

edildi.  

PCR bant büyüklüğüne (~800bp) göre 13 maya suşunun (P-8, P-18, P-23, P-36, P-

37, P-38, P-44, P-45, P-46, P-50, P-51, P-52, P-55b) dördüncü grubu oluşturduğu 

belirlendi. Morfolojik olarak Grup 3’te yer alan üç maya suşunun (P-8, P-23, P-55b) ve 

Grup 4’te yer alan 9 maya suşunun (P-36, P-37, P-38, P-44, P-45, P-46, P-50, P-51, P-52) 

maya suşunun PCR amplifikasyonu sonucunda aynı grupta yer aldığı belirlendi. Diğer 

maya suşlarına morfolojik olarak benzemeyen P-18 maya suşunun da PCR amplifikasyonu 

sonucuna göre Grup 4’te yer aldığı tespit edildi. Nar meyvesinden izole edilen maya 

suşlarının morfolojik özelliklerine göre elde edilen gruplar ile ITS1-5.8S rDNA-ITS2 PCR 

amplifikasyon uzunluklarına göre elde edilen gruplar karşılaştırıldı ve olası farklı tür sayısı 

hesaplandı. Elde edilen sonuçlar Çizelge 4.5’te verildi. Nar meyvesinden izole edilen maya 

suşlarının morfolojik ve PCR amplifikasyonu sonrasında florada barındırabileceği olası 11 

farklı maya türünün bulunabileceği belirlendi. 
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Çizelge 4.5. Nar  meyvesine ait maya suşlarının morfolojik ve PCR amplifikasyonu sonrasında 

barındırabileceği olası farklı tür sayısı 

 

Maya Tür Sayısı (Yeast 

Species: YS) 
Morfoloji ve PCR polimorfizmi 

YS 1 P-25a, P-47, P-48, P-49, P-53, P-55a 

YS 2 
P-1, P-3, P-4, P-5, P-6, P-7, P-9, P–12, P-15,P-24,P-26, P-27, P-30, P-

31, P-41 

YS 3 P-36, P-37, P-38, P-44, P-45, P-46, P-50, P-51, P-52 

YS 4 P-14, P-20,P-25b,P-29,P-32,P-33,P-34, P-35 

YS 5 P-8, P-23, P-55b 

YS 6 P-19, P-22 

YS 7 P-11 

YS 8 P-18 

YS 9 P-21 

YS 10 P-39 

YS 11 P-42 
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4.3.2. Ahududu meyvelerinden izole edilen maya suşlarının PCR 

amplifikasyonları 

Ahududu meyvesinden izole edilen maya suşlarının ITS1-5.8 rDNA-ITS2 bölgesinin 

PCR amplifikasyon sonuçları Şekil 4.8 ve Şekil 4.9’da verildi. Amplifikasyon sonucunda 

elde edilen PCR bant uzunlukları kullanılarak yapılan gruplandırmada 3 farklı grubun 

(olası 3 farklı türün) oluştuğu belirlendi ve oluşturulan gruplar Çizelge 4.6’da verildi. 

 

 

Şekil 4.8. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suşlarının PCR ile amplifikasyonu (R-1 –R-11, 

R-12a, R-12b, R-13) 

 

 

Şekil 4.9. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suşlarının PCR ile amplifikasyonu (R-14 –R-

26) 
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Çizelge 4.6. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suşlarının PCR amplifikasyonu sonucu elde 

edilen gruplar 

Grup No (PCR Bant 

Uzunlukları-bp) 
Ahududu (R) 

Grup 1 (400) 
R–1, R–2, R–3, R–4, R–5, R–6, R–7, R–8, R–9, R–10, 

R–12/a, R–13, R–14, R–15, R–23, R–24, R–25, R–26 

Grup 2 (650) R–20, R–22 

Grup 3 (800) R–11, R–12/b, R–16, R–17, R-18, R–19, R–21 

 

Birinci grupta yer alan 18 maya suşunun (R-1, R-2, R-3 R-4, R-5, R-6, R-7, R-8, R-

9, R-10, R-12a, R-13, R-14, R-15, R-23, R-25, R-24, R-26) yaklaşık 400 baz çifti 

uzunluğunda amplifikasyon ürünü oluşturduğu belirlendi. Bu grupta bulunan 14 maya 

suşunun (R-1, R-2, R-4, R-5, R-7, R-8, R-9, R-10, R-12a, R-13, R-14, R-15, R-24, R-26) 

daha önce morfolojik olarak yapılan gruplamada da aynı grupta yer aldığı tespit edildi. Bu 

grupta bulunan maya suşlarının pulcherrimin pigment sentezlemesi nedeniyle ve API 

ID32C kit sistemiyle M. pulcherrima olarak tanımlanan türler olduğu gözlendi. Daha önce 

morfolojik olarak yapılan gruplamada Grup 2’de yer alan R-3 ve R-25 maya suşları PCR 

amplifikasyonu sonucunda elde edilen bant uzunluklarına göre yapılan gruplamada Grup 

1’e dahil olduğu belirlendi. Morfolojik olarak diğer maya suşlarından ayrılarak Grup 3’ü 

oluşturan R-6 maya suşunun ise PCR bant büyüklüğüne göre Grup 1’e dahil olduğu tespit 

edildi. Morfolojik olarak yapılan gruplamada 4. grupta yer alan R-23 maya suşunun PCR 

amplifikasyonu sonucunda oluşturulan gruplamada birinci grupta yer aldığı görüldü.  

PCR bant büyüklüğüne (~650 bp) göre oluşturulan ikinci grupta 2 maya suşunun (R-

20 ve R-22) yer aldığı belirlendi. Daha önce morfoljik özelliklerine göre Grup 4’de yer 

alan bu maya suşları PCR amplifikasyon sonrası bant büyüklüklerine göre yapılan 

gruplamada birlikte ayrı bir grup oluşturduğu gözlendi.  

PCR amplifikasyon sonucunda elde edilen bant büyüklüklerine göre üçüncü grubu 

oluşturan 7 maya suşunun (R–11, R–12/b, R–16, R–17, R-18, R–19 ve R–21) yaklaşık 

olarak 800bp bant büyüklüğüne sahip olduğu belirlendi. Daha önce morfolojik olarak 

yapılan gruplamada Grup 4’te yer alan 6 maya suşunun (R–11, R–12/b, R–16, R–17, R-18, 

R–19) PCR amplifikasyon sonucunda oluşturulan gruplamada üçüncü gruba dahil olduğu 

tespit edildi. Ayrıca morfolojik olarak beşinci grupta yer alan R-21 maya suşu PCR 
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amplifikasyonu sonucunda elde edilen bant büyüklüğüne göre Grup 3’e dahil olduğu 

belirlendi.  

Ahududu meyvesinden izole edilen maya suşlarının morfolojik özelliklerine göre 

elde edilen gruplar ile ITS1-5.8S rDNA-ITS2 PCR amplifikasyon uzunluklarına göre elde 

edilen gruplar karşılaştırılarak olası farklı tür sayısı hesaplandı. Elde edilen sonuçlar 

Çizelge 4.7’de verildi. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suşlarının morfolojik ve 

PCR amplifikasyonu sonrasında florada barındırabileceği olası 7 farklı maya türünün 

bulunabileceği belirlendi. 

 

Çizelge 4.7. Ahududu meyvesine ait maya suşlarının morfolojik ve PCR amplifikasyonu 

sonrasında barındırabileceği olası farklı tür sayısı 

Maya Tür Sayısı 

(Yeast Species: YS) 
Morfoloji ve PCR polimorfizmi 

YS 1 
R-1, R-2, R-4, R-5, R-7, R-8, R-9, R-10, R-12a, R-13, R-14, R-15, R-

24, R-26 

YS 2 R–3, R-25 

YS 3 R-6 

YS 4 R–23 

YS 5 R–20, R–22 

YS 6 R–11, R–12/b, R–16, R–17, R-18, R–19 

YS 7 R-21 

 

Tez önerisi kapsamında nar ve ahududu meyvelerinden izole edilen tüm maya 

suşlarının ITS1-5.8 rDNA-ITS2 bölgesinin DNA dizi analizi yaptırılması önerilmişti 

Ancak teknik nedenlerle proje kapsamının genişletilmemesi için bütün maya suşlarının ITS 

sekansları yaptırılmadı ve Çizelge 4.5 ve 4.7’de verilen olası maya türlerinden birer maya 

suşu seçilerek DNA dizi analizi yaptırılması planlandı. Fakat fazla maya suşu içeren 

gruplarda tek bir maya örneğinin DNA dizileme yöntemiyle türünün tespit edilmesi, grupta 

bulunan diğer maya suşlarının da aynı tür olduğunu göstermemektedir. Grupları temsil 

eden türü minimum yanılma olasılığıyla bulmak ve gruptan dizileme için türü seçebilmek 

amacıyla tez önerisi kapsamında önerilmemesine rağmen maya suşları PCR-RFLP 

(Restriction Fragment Length Polymorphism) tekniğiyle tekrar gruplandırıldı. 
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4.4. Nar ve Ahududu Meyvesine Ait Maya Suşlarının ITS1 5.8SrDNA-ITS2 

Bölgesinin Restriksiyon Enzimi ile Kesim Analizleri 

Saflaştırılmış PCR ürünleri HinfI, HaeIII, MspI, AluI ve HhaI restriksiyon enzimleri 

ile (üretici firmanın önerdiği koşullarda) restriksiyon kesimine tabi tutuldu. Restriksiyon 

ürünleri % 3 agarozda elektroforez yapılarak görüntülendi.  Restriksiyon işlemi sonrasında 

oluşan bantların büyüklüğü Gel-Pro Analyzer Version 4.0 programı kullanılarak 

hesaplandı ve restriksiyon profillerine göre maya suşları tekrar gruplandırıldı. 

 

4.4.1. Nar meyvesine ait maya suşlarının restriksiyon enzimi ile kesim profili 

4.4.1.1. Grup 1 restriksiyon enzimi ile kesim profili 

Nar meyvesinden izole edilen ve PCR bant büyüklüklerine göre birinci grupta yer 

alan P-25a, P-47, P-48, P-49, P-53 ve P-55a maya suşlarının HinfI ile kesim sonuçları Şekil 

4.10’de, HaeIII ile kesim sonuçları Şekil 4.11’de, MspI ile kesim sonuçları Şekil 4.12’te, 

AluI ile kesim sonuçları Şekil 4.13’te ve HhaI ile kesim sonuçları Şekil 4.14’te verildi. 

Maya suşlarının restriksiyon sonrası oluşturduğu bant uzunlukları Çizelge 4.8’de ayrıntılı 

olarak özetlendi. 

Maya suşlarının HinfI restriksiyon enzimi ile kesimi sonrasında 195 bp ve 191 bp 

uzunluğunda iki bant vererek tek kesim bölgesine sahip olduğu gözlendi. Maya suşlarının 

HaeIII enzimiyle ile kesimi sonucunda 2 farklı restriksiyon profili elde edildi. Birinci 

kesim profilinde P-25a, P-47, P-49, P-53 ve P-55a maya suşlarının bir tane Hae III kesim 

bölgesine sahip olduğu ve iki farklı bant (287 bp ve 106 bp) verdiği gözlendi. P-48 maya 

suşu ise iki Hae III enzim kesim bölgesine sahip olup yaklaşık 389 bp, 284 bp ve106 bp 

uzunluğunda 3 kesim ürünü verdiği gözlendi. Bu gruba ait tüm maya suşlarının MspI 

enzimi ile kesimi sonucunda 217 bp, 117 bp ve 50 bp uzunluğunda 3 restriksiyon ürünü 

oluşturduğu belirlendi. Bu grupta yer alan tüm maya suşlarının AluI enzim kesim bölgesine 

sahip olmadığı belirlendi. HhaI enzimi ile kesim sonrasındabu grupta yer alan maya 

suşlarının 217 bp ve 95 bp uzunluğunda restriksiyon ürünü verdiği gözlendi (Çizelge 4.8).  

P-25a, P-47, P-48, P-49, P-53 ve P-55a maya suşları koloni morfolojilerine ve PCR 

amplifikasyon ürün uzunluğuna göre yapılan gruplamalarda aynı grupta (Grup 1) yer alıp 

API ID32C kit sistemiyle M. pulcherrima maya türü olarak tanımlanmıştı. Bu 

popülasyonda yer alan maya suşlarının AluI için kesim bölgesi içermediği, HinfI, MspI ve 

HhaI restriksiyon enzimlerinde benzer kesim profili gösterdikleri ve HaeIII restriksiyon 

enziminde ise iki farklı kesim profili gösterdiği belirlendi. Dolayısıyla HinfI, MspI ve HhaI 
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enzimleri tüm izole edilen M. pulcherrima maya suşlarında tek kesim profili göstermiş 

olduğundan bu enzimlerin kesimlerinde polimorfizm gözlenmemiştir. Benzer olarak AluI 

kesim bölgesi bulunmadığından bu enzimde yine diğer üç enzim gibi polimorfizm 

göstermemektedir. HaeIII kesimleri ise iyi bir diskriminasyon gösterdiğinden polimorfizm 

göstermektedir. 

 

 

Şekil 4.10. Nar Meyvesinden izole edilen maya suşlarının HinfI ile kesim sonuçları (Grup 1; P-25a, 

P-47, P-48, P-49, P-53 ve P-55a) 

 

 
 

Şekil 4.11. Nar Meyvesinden izole edilen maya suşlarının HaeIII ile kesim sonuçları (Grup 1; P-

25a, P-47, P-48, P-49, P-53 ve P-55a) 
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Şekil 4.12. Nar Meyvesinden izole edilen maya suşlarının MspI ile kesim sonuçları (Grup 1; P-25a, 

P-47, P-48, P-49, P-53 ve P-55a) 

 

 

Şekil 4.13. Nar Meyvesinden izole edilen maya suşlarının Alu I ile kesim sonuçları (Grup 1; P-25a, 

P-47, P-48, P-49, P-53 ve P-55a) 

 

 

Şekil 4.14. Nar Meyvesinden izole edilen maya suşlarının Hha I ile kesim sonuçları (Grup 1; P-

25a, P-47, P-48, P-49, P-53 ve P-55a) 
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Çizelge 4.8. Nar meyvesinden izole edilen maya suşları için elde edilen restriksiyon profilleri 

(Grup 1) 

PCR Grup 

No 
Maya Suşları 

HinfI 

(bp) 

HaeIII   

(bp) 

MspI    

(bp) 

AluI 

(bp) 

HhaI 

(bp) 

Grup 1 

(~400 bp) 

P-25a, P-47, P-49, 

P-53, P-55a 

195/19

1 
287/106 217/117/50 - 217/95 

P-48  
195/19

1 
389/284/106 217/117/50 - 217/95 

 

4.4.1.2. Grup 2 restriksiyon enzimi ile kesim profili 

Nar meyvesinden izole edilerek PCR bant büyüklüklerine göre ikinci grupta yer alan 

P-1, P-3, P-4, P-5, P-6, P-7, P-9, P-11, P-12, P-15, P-19, P-21, P-22, P-24, P-26, P-27, P-

30, P-31, P-39, P-41 ve P-42 maya suşlarının restriksiyon enzimleriyle kesimleri yapıldı. 

P-1, P-4, P-5, P-6, P-7, P-9, P-11, P-12, P-19, P-22, P-26, P-39, P-41, P-42 maya suşlarının 

HinfI restriksiyon enzimi ile kesim sonuçları Şekil 4.15’te ve P-3, P-15, P-21, P-24, P-27, 

P-30, P-31 Şekil 4.16’da verildi. Aynı maya suşlarının HaeIII restriksiyon enzimi ile kesim 

sonuçları Şekil 4.17 ve Şekil 4.18’de, MspI ile kesim sonuçları Şekil 4.19 ve Şekil 4.20’de, 

AluI restriksiyon enzimi ile kesim sonuçları Şekil 4.21 ve Şekil 4.22’de ve HhaI 

restriksiyon enzmi ile kesim sonuçları Şekil 4.23 ve Şekil 4.24’te verildi. Maya suşlarının 

restriksiyon sonrası oluşturduğu bant uzunlukları Çizelge 4.9’da ayrıntılı olarak özetlendi. 

P-1, P-4, P-5, P-6, P-7, P-9, P-11, P-12, P-19, P-22, P-26, P-39, P-41, P-42 maya 

suşlarının HinfI restriksiyon enzimi ile kesimi sonrasında 296 bp, 185bp ve 145 bp 

uzunluğunda üç bant vererek iki kesim bölgesine sahip olduğu gözlendi. P-3, P-15, P-21, 

P-24, P-27, P-30, P-31 maya suşlarının Hinf I enzimi ile kesimi sonrasında 294bp, 177 bp 

ve 138bp uzunuğunda üç bant verdiği belirlendi. Bu maya suşlarından P-1, P-4, P-5, P-6, 

P-7, P-9, P-11, P-12, P-19, P-22, P-26, P-30, P-31, P-39, P-41 ve P-42 suşlarının Msp I 

restriksiyon enzimiyle yapılan kesimi sonrasında ~200bp, ~150bp, ~143bp ve ~100bp 

uzunluğunda dört bant oluşturduğu, P-3, P-15, P-21, P-24 ve P-27 maya suşlarnın ~294bp, 

~177 bp ve ~138bp uzunuğunda üç bant verdiği belirlendi. P-15, P-30 ve P-31 maya 

suşlarının Hha I enzimi ile kesimi sonucunda 331bp, 210bp ve 107bp restriksiyon ürünü, 

P-3, P-21, P-24 ve P-27 maya suşlarnın 190bp, 185bp, 103bp ve 91bp uzunluğunda dört 

farklı restriksiyon ürünü verdiği, kalan diğer maya suşlarının ise 325 bp ile 215 bp 
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uzunluğunda iki bant verdiği tespit edildi.  

Bu gruba ait maya suşlarının Hae III ve Alu I enzimi ile yapılan kesim sonucunda 2 

farklı restriksiyon profili elde edildi. Birinci profilde yer alan P-3, P-21, P-24 ve P-27 

maya suşları Hae III enzimi ile kesildiğinde 465bp ve 155 bp uzunluğunda, Alu I 

restriksiyon enzimi ile kesildiğinde 390bp ve 208bp uzunluğunda iki bant verdiği 

belirlendi. İkinci profilde yer alan kalan tüm maya suşlarının ise Hae III ve Alu I 

restriksiyon enzimi kesim bölgelerine sahip olmadığı gözlendi (Çizelge 4.9). Hinf I 

restriksiyon enziminin bu grupta yer alan maya suşları için belirleyici olmadığı anlaşıldı. 

 

 

Şekil 4.15. Nar Meyvesinden izole edilen maya suşlarının Hinf I ile kesim sonuçları (Grup 2: P-1, 

P-4, P-5, P-6, P-7, P-9, P-11, P-12, P-19, P-22, P-26, P-39, P-41, P-42) 

 

 

Şekil 4.16. Nar Meyvesinden izole edilen maya suşlarının Hinf I ile kesim sonuçları (Grup 2: P-3, 

P-15,P-21, P-24, P-27, P-30, P-31) 
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Şekil 4.17. Nar Meyvesinden izole edilen maya suşlarının Hae III ile kesim sonuçları (Grup 2: P-1, 

P-4, P-5, P-6, P-7, P-9, P-11, P-12, P-19, P-22, P-26, P-39, P-41, P-42) 

 

 

Şekil 4.18. Nar Meyvesinden izole edilen maya suşlarının Hae III ile kesim sonuçları (Grup 2: P-3, 

P-15,P-21, P-24, P-27, P-30, P-31)  

 

 

Şekil 4.19. Nar Meyvesinden izole edilen maya suşlarının Msp I ile kesim sonuçları (Grup 2: P-1, 

P-4, P-5, P-6, P-7, P-9, P-11, P-12, P-19, P-22, P-26, P-39, P-41, P-42) 
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Şekil 4.20. Nar Meyvesinden izole edilen maya suşlarının Msp I ile kesim sonuçları (Grup 2: P-3, 

P-15,P-21, P-24, P-27, P-30, P-31)  

 

 

Şekil 4.21. Nar Meyvesinden izole edilen maya suşlarının Alu I ile kesim sonuçları (Grup 2: P-1, 

P-4, P-5, P-6, P-7, P-9, P-11, P-12, P-19, P-22, P-26, P-39, P-41, P-42) 

 

 

Şekil 4.22. Nar Meyvesinden izole edilen maya suşlarının Alu I ile kesim sonuçları (Grup 2: P-3, P-

15,P-21, P-24, P-27, P-30, P-31) 
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Şekil 4.23. Nar Meyvesinden izole edilen maya suşlarının Hha I ile kesim sonuçları (Grup 2: P-1, 

P-4, P-5, P-6, P-7, P-9, P-11, P-12, P-19, P-22, P-26, P-39, P-41, P-42) 

 

 

Şekil 4.24. Nar Meyvesinden izole edilen maya suşlarının Hha I ile kesim sonuçları (Grup 2: P-3, 

P-15,P-21, P-24, P-27, P-30, P-31) 
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Çizelge 4.9. Nar meyvesinden izole edilen maya suşları için elde edilen restriksiyon profilleri 

(Grup 2) 

PCR Grup 

No 
Maya Suşları HinfI (bp) 

HaeIII   

(bp) 

MspI 

(bp) 
AluI (bp) HhaI (bp) 

Grup 2 

(~650 bp) 

P-1, P-4, P-5, P-

6, P-7, P-9, P-

11, P-12, P-19, 

P-22, P-26, P-

39, P-41, P-42 

296/185/ 

145 
- 

198/152/

143/100 
- 325/215 

P-3, P-21, P-24, 

P-27 

294/177/1

38 
465/155 

204/188/

150 
390/208 

190/185/103

/91 

P-15 
294/177/1

38 
- 

204/188/

150 
- 331/210/107 

P-30, P-31 
294/177/1

38 
- 

200/150/

143/100 
- 331/210/107 

 

4.4.1.3. Grup 3 restriksiyon enzimi ile kesim profili 

Nar meyvesinden izole edilen maya suşlarının PCR amplifikasyonu sonucunda 

üçüncü grubunda bulunan P-14, P-20, P-25b, P-29, P-32, P-33, P-34 ve P-35 maya 

suşlarının HinfI ile kesim sonuçları Şekil 4.25’te, HaeIII ile kesim sonuçları Şekil 4.26’da, 

MspI ile kesim sonuçları Şekil 4.27’de, AluI ile kesim sonuçları Şekil 4.28’de ve HhaI ile 

kesim sonuçları Şekil 4.29’da verildi. Maya suşlarının restriksiyon sonrası oluşturduğu 

bant uzunlukları Çizelge 4.10’da ayrıntılı olarak özetlendi.  

Maya suşlarının çalışmada kullanılan her bir restriksiyon enzimleri ile yapılan kesimi 

sonrasında iki farklı profil oluşturduğu belirlendi. HinfI restriksiyon enzimi ile kesimi 

sonucunda P-20, P-25b, P-29, P-32, P-33, P-34 ve P-35 maya suşlarının 321bp ve 313bp 

uzunluğunda iki bant verdiği, P-14 maya suşunun ise 320bp, 215bp ve 95bp olarak üç 

farklı restriksiyon ürünü verdiği belirlendi. HaeIII enzimi ile kesimi sonrasında P-20, P-

25b, P-29, P-32, P-33, P-34 ve P-35 maya suşlarının 432bp, 142bp ve 82bp uzunluğunda 

üç farklı restriksiyon ürünü verdiği, P-14 maya suşunun ise Hae III enzmi için kesim 

bölgesi içermediği tespit edildi. Msp I enzimi ile yapılan kesim sonucunda P-14 maya 

suşunun 197bp, 145bp (X2) ve 99bp büyüklüğünde dört farklı restriksiyon ürünü verdiği, 
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diğer maya suşlarının ise Msp I enzimi için kesim bölgesine sahip olmadığı tespit edildi. 

HhaI enzimi ile yapılan kesim sonrasında P-14 maya suşunun 289bp, 177bp ve 140bp 

büyüklüğünde üç farklı restriksiyon ürünü oluşturduğu, diğer maya suşlarının ise 304bp ve 

298bp uzunluğunda iki restriksiyon ürünü oluşturduğu gözlendi. Üçüncü grupta yer alan 

tüm maya suşlarını Alu I restriksiyon enzimi için kesim bölgesine sahip olmadığı belirlendi 

(Çizelge 4.10). 

 

 

Şekil 4.25. Nar Meyvesinden izole edilen maya suşlarının Hinf I ile kesim sonuçları (Grup 3: P-14, 

P-20, P-25b, P-29, P-32, P-33, P-34 ve P-35) 

 

 

Şekil 4.26. Nar Meyvesinden izole edilen maya suşlarının Hae III ile kesim sonuçları (Grup 3: P-

14, P-20, P-25b, P-29, P-32, P-33, P-34 ve P-35) 
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Şekil 4.27. Nar Meyvesinden izole edilen maya suşlarının Msp I ile kesim sonuçları (Grup 3: P-14, 

P-20, P-25b, P-29, P-32, P-33, P-34 ve P-35) 

 

 

Şekil 4.28. Nar Meyvesinden izole edilen maya suşlarının Alu I ile kesim sonuçları (Grup 3: P-14, 

P-20, P-25b, P-29, P-32, P-33, P-34 ve P-35) 

 

 

Şekil 4.29. Nar Meyvesinden izole edilen maya suşlarının Hha I ile kesim sonuçları (Grup 3: P-14, 

P-20, P-25b, P-29, P-32, P-33, P-34 ve P-35) 
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Çizelge 4.10. Nar meyvesinden izole edilen maya suşları için elde edilen restriksiyon profilleri 

(Grup 3) 

PCR Grup 

No 

Maya 

Suşları 

HinfI 

 (bp) 

HaeIII   

(bp) 

MspI    

(bp) 

AluI 

(bp) 

HhaI 

 (bp) 

Grup 3 

(~700bp) 

P-20, P-25b, 

P-29, P-32, 

P-33, P-34, 

P-35 

321/313 
432/142/

82 
- - 304/298 

P-14 320/215/95 - 
197/145/

145/99 
- 289/177/140 

 

4.4.1.4. Grup 4 restriksiyon enzimi ile kesim profili 

Nar meyvesinden izole edilen ve PCR bant büyüklüklerine göre dördüncü grupta 

bulunan P-8, P-18, P-23, P-36, P-37, P-38, P-44, P-45, P-46, P-50, P-51, P-52 ve P-55b 

maya suşlarının HinfI ile kesim sonuçları Şekil 4.30’da, HaeIII ile kesim sonuçları Şekil 

4.31’de, MspI ile kesim sonuçları Şekil 4.32’de, AluI ile kesim sonuçları Şekil 4.33’te ve 

HhaI ile kesim sonuçları Şekil 4.34’te verildi. Maya suşlarının restriksiyon sonrası 

oluşturduğu bant uzunlukları Çizelge 4.11’de ayrıntılı olarak özetlendi P-45 numaralı maya 

suşunun PCR amplifikasyon ürünü az olduğu için restriksiyon kesimleri yapılmadı ve bu 

maya suşu çalışmadan çıkartıldı. 

Bu grupta bulunan maya suşlarının HinfI, HaeIII, AluI ve HhaI enzimleri ile kesim 

sonuçlarına göre iki farklı profil oluturdukları belirilendi. Msp I enziminin ise kesim 

bölgesi içermediği görüldü. HinfI restriksiyon enzimi ile kesimi sonucunda P-8, P-23, P-

36, P-37, P-38, P-44, P-46, P-50, P-51, P-52 ve P-55b maya suşlarının 354bp, 191bp ve 

166bp uzunluğunda restriksiyon ürünü verdiği, P-18 maya suşunun ise 354bp, 191bp ve 

166bp uzunluğunda üç farklı bant verdiği tespit edildi.  

P-18 maya suşunun Hae III enzimi ile yapılan kesimi sonucunda 677bp ve 62bp 

uzunluğunda iki restriksiyon ürünü verdiği, kalan diğer maya suşlarının ise kesim bölgesi 

içermediği gözlendi. Alu I enzimiyle yapılan kesim sonucunda P-8, P-23, P-36, P-37, P-38, 

P-44, P-46, P-50, P-51, P-52, P-55b maya suşlarının iki farklı (585bp ve 185bp) ve P-18 

maya suşunun üç (428bp, 188bp ve 136bp) bant uzunluğunda restriksiyon ürünü verdiği 

gözlendi. 
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Hha I enzimiyle yapılan kesim işlemi sonrasında P-18 maya suşunun 303bp, 202bp 

ve 109bp uzunluğunda üç farklı restriksiyon ürünü verdiği, diğer maya suşlarının ise 

339bp, 114bp, 108bp ve 99bp uzunluğunda restriksiyon ürünü verdiği tespit edildi (Çizelge 

4.11).  

 

Şekil 4.30. Nar Meyvesinden izole edilen maya suşlarının Hinf I ile kesim sonuçları (Grup 4: P-8, 

P-18, P-23, P-36, P-37, P-38, P-44, P-45, P-46, P-50, P-51, P-52, P-55b) 

 

 

Şekil 4.31. Nar Meyvesinden izole edilen maya suşlarının HaeIII ile kesim sonuçları (Grup 4: P-8, 

P-18, P-23, P-36, P-37, P-38, P-44, P-45, P-46, P-50, P-51, P-52, P-55b) 

 

 

Şekil 4.32. Nar Meyvesinden izole edilen maya suşlarının Msp I ile kesim sonuçları (Grup 4: P-8, 

P-18, P-23, P-36, P-37, P-38, P-44, P-45, P-46, P-50, P-51, P-52, P-55b) 
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Şekil 4.33 Nar Meyvesinden izole edilen maya suşlarının Alu I ile kesim sonuçları (Grup 4: P-8, P-

18, P-23, P-36, P-37, P-38, P-44, P-45, P-46, P-50, P-51, P-52, P-55b) 

 

 

Şekil 4.34. Nar Meyvesinden izole edilen maya suşlarının Hha I ile kesim sonuçları (Grup 4: P-8, 

P-18, P-23, P-36, P-37, P-38, P-44, P-45, P-46, P-50, P-51, P-52, P-55b) 

 
Çizelge 4.11. Nar meyvesinden izole edilen maya suşları için elde edilen restriksiyon profilleri  

(Grup 4) 

PCR Grup 

No 

Maya  

Suşları 

HinfI  

(bp) 

HaeIII   

(bp) 

MspI    

(bp) 

AluI  

(bp) 

HhaI  

(bp) 

Grup 4  

(~800 bp) 

P-8, P-23, P-36, 

P-37, P-38, P-44, 

P-46, P-50, P-51, 

P-52, P-55b 

354/191/

166 
- - 585/185 

339/114/ 

108/99 

P-18 
306/189/

109/90 
677/62 - 428/188/136 303/202/ 109 
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Nar meyvesinden izole edilen maya suşlarının ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA 

bölgesinin PCR ürününün HinfI, HaeIII (BfoI), MspI, AluI ve HhaI restriksiyon enzimleri 

ile kesimleri sonrasında bant büyüklüklerine göre maya suşları tekrar gruplandırıldı ve 

Çizelge 4.12’de verildi. Restriksiyon analizleri sonrasında nar meyvesine ait maya 

suşlarının 12 farklı grup (olası 12 farklı tür) oluşturduğu gözlendi. Maya suşlarının 

ayrıştırılması için çalışmamızda kullanılan tüm restriksiyon enzimlerinin uygun olduğu 

tespit edildi. Nar meyvesinin maya florasında 12 farklı türün bulunma ihtimali olduğundan 

her gruptan bir maya suşu grubu temsilen DNA dizi analizi yaptırılmak üzere seçildi. 

 

Çizelge 4.12 Nar meyvesine ait maya suşlarının ITS1-5,8S-ITS2 bölgesinin PCR ürünlerinin HinfI, 

HaeIII, MspI, AluI ve Hha I restriksiyon profilleri 

 

 

4.4.2. Ahududu meyvesine ait maya suşlarinin restriksiyon enzimi ile kesim 

profili 

4.4.2.1. Grup 1 restriksiyon enzimi ile kesim profili 

Ahududu meyvesinden izole edilen ve PCR bant büyüklüklerine göre birinci grupta 

yer alan R–1, R–2, R–3, R–4, R–5, R–6, R–7, R–8, R–9, R–10, R–12/a, R–13, R–14, R–

15, R–23, R–24, R–25 ve R–26 maya suşlarının HinfI ile kesim sonuçları Şekil 4.35’te, 

HaeIII ile kesim sonuçları Şekil 4.36’da, MspI ile kesim sonuçları Şekil 4.37’de, AluI ile 

kesim sonuçları Şekil 4.38’de ve HhaI ile kesim sonuçları Şekil 4.38’te verildi. Maya 
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suşlarının restriksiyon sonrası oluşturduğu bant uzunlukları Çizelge 4.13’te ayrıntılı olarak 

özetlendi.  

Bu grupta yer alan tüm maya suşlarının HinfI restriksiyon enzimi ile kesimi 

sonrasında 191bp ve 185bp uzunluğunda iki restriksiyon ürününün, HhaI restriksiyon 

enzimi ile kesimi sonrasında 211bp, 96bp ve 92bp uzunluğunda üç restriksiyon ürünü 

oluşturduğu ve AluI restriksiyon enzimi için kesim bölgesi içermediği tespit edildi.  

R–1, R–2, R–5, R–9, R–10, R–13 ve R–24 maya suşlarının HaeIII restriksiyon enzimiyle 

yapılan kesimi sonrasında 383bp, 287bp ve 102bp uzunluğunda üç restriksiyon ürünü 

oluştururken diğer maya suşlarının 284bp ve 90bp uzunluğunda iki restriksiyon ürünü 

oluşturduğu belirlendi. R-3, R-6 ve R-25 maya suşunun MspI enzimi için kesim bölgesi 

içermediği, R-23 maya suşunun MspI  enzimi ile kesimi sonrasında 215bp, 120bp ve 60bp 

uzunluğunda üç restriksiyon ürünü oluşturduğu ve bu grupta yer alan diğer maya suşlarının 

228bp ve 122bp uzunluğunda restriksiyon ürünü oluşturduğu belirlendi (Çizelge 4.13).  

 

Şekil 4.35. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suşlarının HinfI ile kesim sonuçları (Grup 1: 

R-1, R-2, R-4, R-5, R-7, R-8, R-9, R-10, R-12a, R-13, R-14, R-15, R-24, R-26) 

 

 

Şekil 4.36. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suşlarının HaeIII ile kesim sonuçları (Grup 1: 

R-1, R-2, R-4, R-5, R-7, R-8, R-9, R-10, R-12a, R-13, R-14, R-15, R-24, R-26) 
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Şekil 4.37. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suşlarının MspI ile kesim sonuçları (Grup 1: 

R-1, R-2, R-4, R-5, R-7, R-8, R-9, R-10, R-12a, R-13, R-14, R-15, R-24, R-26) 

 

 

Şekil 4.38. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suşlarının AluI ile kesim sonuçları (Grup 1: 

R-1, R-2, R-4, R-5, R-7, R-8, R-9, R-10, R-12a, R-13, R-14, R-15, R-24, R-26) 

 

 

Şekil 4.39. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suşlarının HhaI ile kesim sonuçları (Grup 1: 

R-1, R-2, R-4, R-5, R-7, R-8, R-9, R-10, R-12a, R-13, R-14, R-15, R-24, R-26) 
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Çizelge 4.13. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suşları için elde edilen restriksiyon 

profilleri (Grup 1) 

PCR Grup 

No 
Maya Suşları HinfI (bp) 

HaeIII  

(bp) 

MspI 

(bp) 

AluI 

(bp) 
HhaI (bp) 

Grup 1 

(~400 bp) 

R–4, R–7, R–8, 

R–12/a, R–14, R–

15, R–26 

191/185 284/90 
228/12

2 
- 211/96/92 

R–1, R–2, R–5, 

R–9, R–10, R–13, 

R–24 

191/185 
383/287/1

02 

228/12

2 
- 211/96/92 

R–3, R–6, R–25 191/185 284/90 - - 211/96/92 

R–23 191/185 284/90 
215/12

0/60 
- 211/96/92 

 

4.4.2.2. Grup 2 restriksiyon enzimi ile kesim profili 

Ahududu meyvesinden izole edilerek PCR amplifikasyonu sonucunda Grup 2’yi 

oluşturan R-20 ve R-22 maya suşlarının HinfI restriksiyon enzimi ile kesim sonuçları Şekil 

4.40’ta, HaeIII restriksiyon enzimi ile kesim sonuçları Şekil 4.41’de, MspI restriksiyon 

enzimi ile kesim sonuçları Şekil 4.42’de, AluI restriksiyon enzimi ile kesim sonuçları Şekil 

4.43’te ve HhaI restriksiyon enzimi ile kesim sonuçları Şekil 4.44’te verildi. Maya 

suşlarının restriksiyon sonrası oluşturduğu bant uzunlukları Çizelge 4.14’te sunuldu. 

Bu grupta yer alan maya suşlarının HinfI enzimi ile kesimi sonucunda 277bp, 170bp 

ve 129bp uzunluğunda üç restriksiyon ürününün, HaeIII enzimi ile yapılan kesim 

sonrasında 438bp ve 149bp uzunluğunda iki restriksiyon ürününün, MspI enzimi ile kesimi 

sonucunda 271bp, 184bp ve 138bp uzunluğunda üç restriksiyon ürününün, AluI enzimi ile 

yapılan kesim sonrasında 83bp ve 205 bp uzunluğunda iki restriksiyon ürününün, HhaI 

enzimi ile yapılan restriksiyon kesimi sonucunda ise 183bp, 178bp,109bp ve 98bp 

uzunluğunda dört restriksiyon ürünün oluştuğu tespit edildi (Çizelge 4.14). 
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Şekil 4.40. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suşlarının HinfI ile kesim sonuçları (Grup 2: 

R-20 ve R-22) 

 

 

Şekil 4.41. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suşlarının HaeIII ile kesim sonuçları (Grup 2: 

R-20 ve R-22) 

 

 

Şekil 4.42. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suşlarının MspI ile kesim sonuçları (Grup 2: 

R-20 ve R-22) 
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Şekil 4.43. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suşlarının AluI ile kesim sonuçları (Grup 2: 

R-20 ve R-22) 

 

 

Şekil 4.44. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suşlarının HhaI ile kesim sonuçları (Grup 2: 

R-20 ve R-22) 

 
Çizelge 4.14. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suşları için elde edilen restriksiyon 

profilleri  

(Grup 2) 

PCR Grup  

No 

Maya  

Suşları 

HinfI 

(bp) 

HaeIII   

(bp) 

MspI    

(bp) 

AluI 

 (bp) 

HhaI 

(bp) 

Grup 2  

(~650bp) 
R-20, R-22 

277/170/

129 
438/149 

271/184/

138 
383/205 

183/178/

109/98 
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4.4.2.3. Grup 3 restriksiyon enzimi ile kesim profili 

Ahududu meyvesinden izole edilen ve PCR amplifikasyon sonrasında üçüncü grubta 

yer alan R–11, R–12b, R–16, R–17, R-18, R–19 ve R–21 maya suşlarının HinfI enzimi ile 

kesim sonuçları Şekil 4.45’te, HaeIII enzimi ile kesim sonuçları Şekil 4.46’da, MspI 

enzimi ile kesim sonuçları Şekil 4.47’de, AluI enzimi ile kesim sonuçları Şekil 4.48’de ve 

HhaI enzimi ile kesim sonuçları Şekil 4.49’da verildi. Maya suşlarının restriksiyon sonrası 

oluşturduğu bant uzunlukları Çizelge 4.15’da ayrıntılı olarak özetlendi.  

Maya suşlarının HinfI enzimi ile kesimi sonucunda 352bp, 184bp ve 147bp 

uzunluğunda üç restriksiyon ürününün, AluI enzimi ile yapılan kesim işlemi sonrasında 

546bp ve 179bp uzunluğunda iki restriksiyon ürününün ve HhaI enzimi ile yapılan 

kesimde ise 333bp ve 324bp uzunluğunda iki restriksiyon ürünü elde edildi. Maya 

suşlarının HaeIII ve MspI enzimleri için kesim bölgesi içermediği tespit edildi (Çizelge 

4.15).  

 

Şekil 4.45. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suşlarının HinfI ile kesim sonuçları (Grup 3: 

R-11, R-12b, R-16, R-17, R-18, R-19 ve R-21) 
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Şekil 4.46. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suşlarının HaeIII ile kesim sonuçları (Grup 3: 

R-11, R-12b, R-16, R-17, R-18, R-19 ve R-21) 

 

 

Şekil 4.47. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suşlarının MspI ile kesim sonuçları (Grup 3: 

R-11, R-12b, R-16, R-17, R-18, R-19 ve R-21) 

 

 

Şekil 4.48. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suşlarının AluI ile kesim sonuçları (Grup 3: 

R-11, R-12b, R-16, R-17, R-18, R-19 ve R-21) 
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Şekil 4.49. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suşlarının HhaI ile kesim sonuçları (Grup 3: 

R-11, R-12b, R-16, R-17, R-18, R-19 ve R-21) 

 
Çizelge 4.15. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suşları için elde edilen restriksiyon 

profilleri (Grup 3) 

PCR Grup 

No 

Maya  

Suşları 

HinfI 

(bp) 

HaeIII   

(bp) 

MspI    

(bp) 

AluI  

(bp) 

HhaI  

(bp) 

Grup 3 

(~800bp) 

R–11,  R–12/b, 

R–16, R–17, 

R-18, R–19 ve 

R–21 

352/1

84/14

7 

- - 546/179 333/324 

 

Ahududu meyvesinden izole edilen maya suşlarının ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA 

bölgesinin PCR ürününün HinfI, HaeIII (BfoI), MspI, AluI ve HhaI restriksiyon enzimleri 

ile kesimleri sonrasında bant büyüklüklerine göre maya suşları tekrar gruplandırıldı ve 

Çizelge 4.16’da verildi. Restriksiyon analizleri sonrasında ahududu meyvesine ait maya 

suşlarının yedi farklı grup (olası 7 farklı tür) oluşturduğu gözlendi. Maya suşlarının 

ayrıştırılması için çalışmamızda kullanılan tüm restriksiyon enzimlerinin uygun olduğu 

tespit edildi. Ahududu meyvesinin maya florasında yedi farklı türün bulunma ihtimali 

olduğunda her gruptan bir maya suşu grubu temsilen DNA dizi analizi yaptırılmak üzere 

seçildi. 
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Çizelge 4.16. Ahududu meyvesine ait maya suşlarının restriksiyon profillerine göre 

gruplandırılması 

 
 

4.5. Nar ve Ahududu Meyvelerine Ait Maya Suşlarının DNA Dizi Analizi  

Nar ve ahududu meyvelerinden izole edilen maya suşlarının ITS1-5.8S rDNA-ITS2 

DNA bölgelerinin HinfI, HaeIII (BfoI), MspI, AluI ve HhaI enzimleri ile yapılan kesimi 

sonrasında oluşturulan her bir gruptan bir maya suşu DNA dizi analizi yaptırılmak üzere 

belirlendi. ITS1-5,8 rDNA-ITS2 bölgesi sekansları MedSanTek San. Ltd. Co. firmasına 

yaptırıldı. Elde edilen dizilerin benzerlik analizleri (DNA Sequence Similarity Analysis) 

NCBI servisinin sunduğu BLAST (Basic Local Alingment Search Tool) analiz programı 

kullanılarak yapıldı ve analizi yapılan suşlarla en yüksek homoloji gösteren türler 

belirlendi.  

4.5.1. Nar meyvesine ait maya suşlarının DNA dizi analizi  

Nar örneklerine ait maya suşlarının Çizelge 4.13’te verilen restriksiyon profillerine 

göre yapılan gruplandırma dikkate alınarak Grup 1’den P-1, Grup 2’den P-50, Grup 3’ten 

P-32, Grup 4’ten P-25a, Grup 5’ten P-24 ve Grup 6’dan P-30 maya suşları DNA dizi 

analizi yaptırılmak üzere rasgele seçildi. Ayrıca tek maya suşunun temsil ettiği gruplardan 

ise P-48 (Grup7), P-15 (Grup 8), P-14 (Grup 9), P-18 (Grup 10), P-23 (Grup 11) ve P-36 

(Grup 12) maya suşlarına DNA dizi analizi yaptırıldı. Restriksiyon profillerine göre 

oluşturulan gruplamada Grup 5 içerisinde bulunan P-21 maya suşu morfolojik olarak 

grupta bulunan diğer maya suşlarından (Çizelge 4.1) farklı olduğu için bu maya suşuna da 

DNA dizi analizi yaptırıldı. 

Maya suşlarına ait DNA dizi analizi sonuçları P-1 maya suşu için Şekil 4.50’de, P-50 
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maya suşu için Şekil 4.51’de, P-32 maya suşu için Şekil 4.52’de, P-25a maya suşu için 

Şekil 4.53’te, P-24 maya suşu için Şekil 4.54’te, P-30 maya suşu için Şekil 4.55’de, P-48 

maya suşu için Şekil 4.56’da, P-15 maya suşu için Şekil 4.57’de, P-14 maya suşu için Şekil 

4.58’de, P-18 maya suşu için Şekil 4.59’da, P-23 maya suşu için Şekil 4.60’da, P-36 maya 

suşu için Şekil 4.61’de ve P-21 maya suşu için Şekil 4.62’de verildi. 

 

 

Şekil 4.50. P-1 maya suşunun ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA bölgesinin dizi analizi 
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Şekil 4.51. P-50 maya suşunun ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA bölgesinin dizi analizi 
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Şekil 4.52. P-32 maya suşunun ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA bölgesinin dizi analizi 
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Şekil 4.53. P-25a maya suşunun ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA bölgesinin dizi analizi 
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Şekil 4.54. P-24 maya suşunun ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA bölgesinin dizi analizi 
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Şekil 4.55. P-30 maya suşunun ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA bölgesinin dizi analizi 
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Şekil 4.56. P-48 maya suşunun ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA bölgesinin dizi analizi 
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Şekil 4.57. P-15 maya suşunun ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA bölgesinin dizi analizi 
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Şekil 4.58. P-14 maya suşunun ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA bölgesinin dizi analizi 
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Şekil 4.59. P-18 maya suşunun ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA bölgesinin dizi analizi 
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Şekil 4.60. P-23 maya suşunun ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA bölgesinin dizi analizi 
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Şekil 4.61. P-36 maya suşunun ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA bölgesinin dizi analizi 
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Şekil 4.62. P-21 maya suşunun ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA bölgesinin dizi analizi 

 

Maya suşlarına ait BLAST analizi sonucunda, P-1 maya suşunun %82 oranında 

Cryptococcus bestiolae maya türüyle, P-50 maya suşunun %95 oranında Hanseniaspora 
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uvarum maya türüyle, P-32 maya suşunun %99 oranında Candida zeylanoides maya 

türüyle, P-25a maya suşunun %97 oranında Metschnikowia sp. ile, P-24 maya suşunun 

%99 oranında Aerobasidium pullulans maya türüyle, P-30 maya suşunun %82 oranında 

Cryptococcus bestiolae türüyle, P-48 maya suşunun %98 oranında Metschnikowia sp. ile, 

P-15 ve P-14 maya suşlarının %82 oranında Cryptococcus bestiolae türüyle, P-18 maya 

suşunun %99 oranında Kluyveromyces lactis türüyle, P-23 ve P-36 maya suşlarının %99 

oranında Hanseniaspora uvarum maya türüyle ve P-21 maya suşunun %97 oranında 

Metschnikowia sp. benzerlik gösterdiği belirlendi. Bu maya suşlarına ait BLAST analizi 

sonrası elde edilen dizi eşleşmeleri P-1 maya suşu için Şekil 4.63’te, P-50 maya suşu Şekil 

4.64’de, P-32 maya suşu için Şekil 4.65’te, P-25a maya suşu için Şekil 4.66’da, P-24 maya 

suşu için Şekil 4.67’de, P-30 maya suşu için Şekil 4.68’de. P-48 maya suşu için Şekil 

4.69’da, P-15 maya suşu için Şekil 4.70’de, P-14 maya suşu için Şekil 4.71’de, P-18 maya 

suşu için Şekil 4.72’de, P-23 maya suşu için Şekil 4.73’te, P-36 maya suşu için Şekil 

4.74’te ve P-21 maya suşu için Şekil 4.75’te verildi. 

 

Şekil 4.63. P-1 maya suşunun Cr. bestiolae maya türüyle DNA dizi eşleşme sonucu 
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Şekil 4.64. P-50 maya suşunun H. uvarum maya türüyle DNA dizi eşleşme sonucu 

 

 

Şekil 4.65. P-32 maya suşunun C. zeylanoides maya türüyle DNA dizi eşleşme sonucu 
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Şekil 4.66. P-25a suşunun Metschnikowia sp. maya türüyle DNA dizi eşleşme sonucu 

 

 

Şekil 4.67. P-24 maya suşunun A. pullulans maya türüyle DNA dizi eşleşme sonucu 
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Şekil 4.68. P-30 maya suşunun Cr. bestiolae maya türüyle DNA dizi eşleşme sonucu 

 

 

Şekil 4.69. P-48 maya suşunun Metschnikowia sp. maya türüyle DNA dizi eşleşme sonucu 
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Şekil 4.70. P-15 maya suşunun Cr. bestiolae maya türüyle DNA dizi eşleşme sonucu 

 

 

Şekil 4.71. P-14 maya suşunun Cr. bestiolae maya türüyle DNA dizi eşleşme sonucu 
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Şekil 4.72. P-18 maya suşunun K. lactis maya türüyle DNA dizi eşleşme sonucu 

 

 

Şekil 4.73. P-23 maya suşunun H. uvarum maya türüyle DNA dizi eşleşme sonucu 
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Şekil 4.74. P-36 maya suşunun H. uvarum maya türüyle DNA dizi eşleşme sonucu 
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Şekil 4.75. P-21 maya suşunun Metschnikowia sp. maya türüyle DNA dizi eşleşme sonucu 
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BLAST analizine göre yüksek homoloji gösteren maya suşları yeniden gruplandırıldı 

ve Çizelge 4.17’de verildi. PCR-RFLP analizi sonrasında farklı gruplarda yer alan P-1, P-

14, P-15 ve P-30 maya suşlarının ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA bölgesinin dizi analizi 

sonuçlarına göre aynı türe (Cr. bestiolae) ait maya türleri olduğu gözlendi. Benzer şekilde 

P-23, P-36 ve P-50 maya suşlarının da dizi analizi sonrası aynı türün (H. uvarum) bireyleri 

olduğu tespit edildi. PCR-RFLP analizi sonrasında farklı gruplarda yer alan P-21, P-25a ve 

P-48 maya suşları dizi analizi sonuçlarına göre Metschnikowia sp. olarak belirlendi. Bu 

maya suşlarından P-25a ve P-48 maya suşları pulcherrimin pigment sentezinin varlığından 

dolayı M. pulcherrima türü olarak tanımlandı. Ancak P-21 maya suşunda gerek pigment 

sentezinin olmayışı gerekse morfolojik olarak diğer maya suşlarına (P-25a ve P-48) 

benzemediği için pulcherrima türü olarak tanımlanmadı ve Çizelge 4.17’de Metschnikowia 

sp. olarak verildi.  

Çalışmamızda nar meyvesinin yüzeyinden izole edilen maya suşlarının PCR-RFLP 

analizi sonucunda elde edilen olası tür sayısı12 iken, DNA dizi analizi sonrasında 

oluşturulan gruplamada nar meyvesinin maya florasında 7 farklı türün varlığı tespit edildi.  

 

Çizelge 4.17. Nar meyvesinden izole edilen maya suşlarının ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA 

bölgesinin dizi analizi sonuçlarına göre tür tanımlamaları 

Cryptococcus bestiolae 
P-1, P-4, P-5, P-6, P-7, P-9, P-11, P-12, P-14, P-15, 

P-19, P-22, P-26, P-26, P-30, P-31, P-39, P-41, P-42 

Hanseniaspora uvarum 
P-8, P-23, P-36, P-37, P-38,P-44, P-46, P-50, P-51, 

P-52, P-55b 

Candida zeylanoides P-20, P-25b, P-29, P-32, P-33, P-34, P-35 

Metschnikowia sp.  

(M. pulcherrima) 

P-25a, P-47, P-48, P-49, P-53, P-55a 

Aureobasidium pullulans P-3, P-24, P-27 

Kluyveromyces lactis P-18 

Metchnikowia sp. P-21 
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4.5.2. Ahududu meyvesine ait maya suşlarının DNA dizi analizi  

Ahududu örneklerine ait maya suşlarının Çizelge 4.14’te verilen restriksiyon 

profillerine göre yapılan gruplandırma dikkate alınarak Grup 1’den R-5, Grup 2’den R-17, 

Grup 3’ten R-7, Grup 4’ten R-3 ve Grup 5’ten R-20 maya suşları DNA dizi analizi 

yaptırılmak üzere rasgele seçildi. Ayrıca tek maya suşunun temsil ettiği gruplardan ise R-

23 (Grup 6) ve R-6 (Grup 7) maya suşlarına DNA dizi analizi yaptırıldı. Maya suşlarına ait 

DNA dizi analizi sonuçları R-5 maya suşu için Şekil 4.76’da, R-17 maya suşu için Şekil 

4.77’de, R-7 maya suşu için Şekil 4.78’de, R-3 maya suşu için Şekil 4.79’da, R-20 maya 

suşu için Şekil 4.80’de, R-23 maya suşu için Şekil 4.81’de ve R-6 maya suşu için Şekil 

4.82’de verildi.  

Maya suşlarına ait BLAST analizi sonucunda, R-5 maya suşunun %97 oranında 

Metschnikowia sp. maya türüyle, R-17 maya suşunun %99 oranında H. uvarum maya 

türüyle, R-7 maya suşunun %98 oranında Metschnikowia sp. ile, R-3 maya suşunun %99 

oranında Candida sp. ile, R-20 maya suşunun %99 oranında A. pullulans maya türüyle, R-

23 maya suşunun %97 oranında M. pulcherrima maya türüyle ve R-6 maya suşunun %97 

oranında Candida sp. ile benzerlik gösterdiği belirlendi. Bu maya suşlarına ait BLAST 

analizi sonrası elde edilen dizi eşleşmeleri R-17 maya suşu için Şekil 4.83’te, R-17 maya 

suşu için Şekil 4.84’de, R-7 maya suşu için Şekil 4.85’de, R-3 maya suşu için Şekil 

4.86’da, R-20 maya suşu için Şekil 4.87’de, R-23 maya suşu için Şekil 4.88’de ve R-6 

maya suşu için Şekil 4.89’da verildi. 
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Şekil 4.76. R-5 maya suşunun ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA bölgesinin dizi analizi 
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Şekil 4.77. R-17 maya suşunun ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA bölgesinin dizi analizi 
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Şekil 4.78. R-7 maya suşunun ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA bölgesinin dizi analizi 
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Şekil 4.79. R-3 maya suşunun ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA bölgesinin dizi analizi 
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Şekil 4.80. R-20 maya suşunun ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA bölgesinin dizi analizi 
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Şekil 4.81. R-23 maya suşunun ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA bölgesinin dizi analizi 
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Şekil 4.82. R-6 maya suşunun ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA bölgesinin dizi analizi 

 

 

Şekil 4.83. R-5 maya suşunun Metschnikowia sp. maya türüyle DNA dizi eşleşme sonucu 
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Şekil 4.84. R-17 maya suşunun H. uvarum maya türüyle DNA dizi eşleşme sonucu 

 

 

Şekil 4.85. R-7 maya suşunun Metschnikowia sp. maya türüyle DNA dizi eşleşme sonucu 
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Şekil 4.86. R-3 maya suşunun Candida sp. maya türüyle DNA dizi eşleşme sonucu 

 

 

Şekil 4.87. R-20 maya suşunun A. pullulans maya türüyle DNA dizi eşleşme sonucu 
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Şekil 4.88. R-23 maya suşunun M. pulcherrima maya türüyle DNA dizi eşleşme sonucu 

 

 

Şekil 4.89. R-6 maya suşunun Candida sp. maya türüyle DNA dizi eşleşme sonucu 

 

BLAST analizine göre yüksek homoloji gösteren maya suşları yeniden gruplandırıldı 

ve Çizelge 4.18’de verildi. PCR-RFLP analizi sonrasında farklı gruplarda yer alan R-5 ve 

R-7 maya suşları ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA bölgesinin dizi analizi sonuçlarına göre 

Metschnikowia sp. olarak belirlendi. Bu maya suşları pulcherrimin pigment sentezinin 
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varlığından dolayı M. pulcherrima türü olarak tanımlandı. R-23 maya suşu dizi analizi 

sonrası M. pulcherrima türü ile yüksek benzerlik göstermesine rağmen morfolojik olarak 

M. pulcherrima türüne özgü pulcherrimin pigment sentezinin olmadığı görüldü. R-3 ve R-

6 maya suşları restriksiyon profillerine göre farklı grupta yer almasına ragmen dizi analizi 

sonrasında aynı cinsin (Candida sp.) bireyleri olarak tespit edildi. R-17 (H. uvarum) ve R-

20 (A. pullulans) maya suşları gerek PCR-RFLP analizi sonrasında gerekse dizi analizi 

sonrasında farklı türlerin bireyleri olduğu gözlendi. Çalışmamızda ahududu meyvesinden 

izole edilen maya suşlarının PCR-RFLP analizi sonucunda elde edilen olası tür sayısı 7 

iken, DNA dizi analizi sonrasında oluşturulan gruplamada ahududu meyvesinin maya 

florasında 5 farklı türün varlığı tespit edildi.  

Çalışmamız sonrasında restriksiyon profillerine göre farklılık gösteren bazı türlerin 

sekans analizleri sonrasında aynı türün bireyleri olduğu, dizi analizi sonrasında tanımlanan 

bazı türlerin ise morfolojik olarak farklılık gösterdiği belirlendi.  

 

Çizelge 4.18: Ahududu meyvesinden izole edilen maya suşlarının ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA 

bölgesinin dizi analizi sonuçlarına göre tür tanımlamaları 

Metschnikowia sp. 

(M. pulcherrima) 

R-1, R-2, R-4, R-5, R-7, R-8, R-9, R-10, R-12a, 

R-13, R-14, R-15, R-24, R-26 

Hanseniaspora uvarum R-11, R-12b, R-16, R-17, R-18, R-19, R-21 

Candida sp. R-3, R-6, R-25 

Aureobasidium pullulans R-20, R-22 

Metschnikowia pulcherrima 

(Metschnikowia sp.) 
R-23 
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4.6. Nar ve Ahududu Meyvesinin Maya Florasında Bulunan Türlerin Hücre 

Dışı Enzim Profilleri 

Nar ve ahududu meyvelerinden izole edilerek tanımlanan maya suşlarının hücre dışı 

enzim profilleri API-ZYM (BioMérieux, Fransa) test sistemi kullanılarak belirlendi. 

Teknik nedenlerden dolayı API-ZYM testi seçilen bazı maya türleri için uygulandı. ITS1-

5.8S rDNA-ITS2 DNA bölgesinin dizi analizi sonuçlarına göre oluşturulan ve nar meyvesi 

için Çizelge 4.17’de ahududu meyvesi için Çizelge 4.18’de verilen her gruptan 3 örnek 

seçildi ve test sistemi ile profilleri belirlendi.  

Nar meyvesi için Cr.bestiolae maya türüne ait maya suşlarından P-1, P-19 ve P-30, 

H. uvarum maya türüne ait maya suşlarından P-23, P-36 ve P-50, C. zeylanoides maya 

türüne ait maya suşlarından P-20, P-25b ve P-32, Metschnikowia sp (M. pulcherrima) 

maya cinsine ait maya suşlarından P-25a, P-48 ve P-53, A. pullulans maya türüne ait maya 

suşlarından P-3, P-24 ve P-27, K. lactis maya türüne ait P-18 ve Metschnikowia sp maya 

cinsine ait P-21 maya suşları API-ZYM test sisteminde kullanılmak üzere seçildi. Benzer 

şekilde ahududu meyvesinden Metschnikowia sp (M. pulcherrima) maya cinsine ait maya 

suşlarından R-5, R-13 ve R-24, H. uvarum maya türüne ait maya suşlarından R-11, R-17 

ve R-21, Candida sp maya cinsine ait R-3, R-6 ve R-25, A. pullulans maya türüne ait R-20 

ve R-22 ve M. pulcherrima (Metschnikowia sp.) türüne ait R-23 maya suşları API-ZYM 

test sisteminde kullanılmak üzere seçildi. 

Maya hücreleri %2 glikoz içeren YPD sıvı üreme ortamında bir gece üretildi ve 

çöktürülerek toplanan hücreler API-ZYM test sisteminde kullanıldı. Elde edilen sonuçlar 

nar meyvesi için Şekil 4.90’da ahududu meyvesi için Şekil 4.91’de verildi. 

Nar meyvesinden izole edilen maya suşlarından Cr.bestiolae maya türüne ait P-1, P-

19 ve P-30 maya suşlarının hücre dışı enzim profilleri incelendiğinde P-1 ve P-19 maya 

suşunun benzer profil verdiği, P-30 maya suşunun ise farklı enzim profiline sahip olduğu 

belirlendi. Bu nedenle Şekil 4.90’da ve Çizelge 4.19’de P-1 suşu gösterilmedi. P-19 nolu 

maya suşunda yüksek oranda β-galaktosidaz enzim aktivitesi gözlenirken P-30 maya 

suşunda olmadığı ve P-30 maya suşunda gözlenen asit fosfataz aktivitesinin P-19 maya 

suşunda bulunmadığı belirlendi. P-19 maya suşunda bulunan lösin arilamidaz aktivitesinin 

P-30 maya suşundan daha fazla olduğu belirlendi (Şekil 4.90). P-30 maya suşunda düşük 

seviyede naftol-AS-BI-fosfohidrolaz enzim aktivitesi, P-19 maya suşunda ise az oranda 

alkalin fosfataz aktivitesi tespit edildi. Her iki maya suşunda da esteraz ve esteraz lipaz 
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aktivitesinin düşük oranda varlığı gözlenirken diğer enzim aktiviteleri gözlenmedi (Şekil 

4.90 ve Çizelge 4.19). 

H. uvarum maya türüne ait P-23, P-36 ve P-50 maya suşlarının hücre dışı enzim 

profilleri incelendiğinde P-36 maya suşunun diğerlerinden farklı profile sahip olduğu 

gözlendi. Bu nedenle Şekil 4.90’da ve Çizelge 4.19’da P-50 suşu verilmedi. P-23 nolu 

maya suşunda çok yüksek oranda alkalin fosfataz aktivitesi gözlenirken P-36 maya 

suşunda gözlenmedi. P-36 maya suşunda gözlenen yüksek β-glukosidaz aktivitesinin de P-

23 maya suşunda olmadığı gözlendi. P-36 maya suşunda gözlenen esteraz, asit fosfataz ve 

naftol-AS-BI-fosfohidrolaz enzim aktivitelerinin P-23 maya suşunda olmadığı belirlendi. 

Her iki maya suşunda da düşük seviyede esteraz lipaz ve yüksek seviyede lösin arilamidaz 

aktivitelerine rastlanırken diğer enzim aktiviteleri gözlenmedi (Şekil 4.90 ve Çizelge 4.19). 

C. zeylanoides maya türüne ait P-20, P-25b ve P-32 maya suşlarının hücre dışı enzim 

profilleri arasında farklılık gözlenmedi. Bu nedenle Şekil 4.90’da ve Çizelge 4.19’da 

yalnızca P-20 suşu gösterildi. P-20 nolu maya suşunda orta seviyede esteraz, esteraz lipaz, 

lösin arilamidaz ve asit fosfataz enzim aktivitesi gözlenirken diğer hücre dışı enzim 

aktiviteleri tespit edilmedi (Şekil 4.90 ve Çizelge 4.19’da).  

Benzer şekilde Metschnikowia sp (M. pulcherrima) maya cinsine ait P-25a, P-48 ve 

P-53 maya suşlarının enzim profillerinde ve A. pullulans maya türüne ait P-3, P-24 ve P-27 

maya suşlarının enzim profillerinde farklılık gözlenmedi. Bu nedenle Şekil 4.90’da ve 

Çizelge 4.20’de yalnızca Metschnikowia sp (M. pulcherrima) maya cinsine ait P-25a maya 

suşu ve A. pullulans maya türüne ait P-24 maya suşu verildi. P-25a (Metschnikowia sp (M. 

pulcherrima)) maya suşunda düşük seviyede alkalin fosfataz, esteraz, esteraz lipaz ve 

naftol-AS-BI-fosfohidrolaz enzim aktiviteleri ile orta seviyede valin arilamidaz, sistin 

arilamidaz, asit fosfataz, α-glukosidaz ve β-glukosidaz enzim aktiviteleri gözlendi. Lösin 

arilamidaz aktivitesinin ise yüksek seviyede olduğu belirlendi. A. pullulans maya türüne ait 

P-24 maya suşunda ise düşük seviyede lösin arilamidaz ve asit fosfataz aktivitesi, orta 

seviyede ise esteraz ve esteraz lipaz aktivitesi tespit edilirken diğer enzim aktivitelerine 

rastlanmadı (Şekil 4.90 ve Çizelge 4.19’da). K. lactis maya türüne ait P-18 maya suşunun 

hücre dışı enzim profili Şekil 4.90’da ve kitle birlikte veirlen renk skalasına göre belirlenen 

sayısal enzim aktiviteleri Çizelge 4.19’da verildi. P-18 maya suşunda yüksek alkalin 

fosfataz, lösin arilamidaz, asit fosfataz ve naftol-AS-BI-fosfohidrolaz ve valin arilamidaz 

enzim aktiviteleri gösterirken, diğer enzim aktivitelerine rastlanmamıştır. 
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Şekil 4.90. Nar meyvesinden izole edilen maya suşlarının hücre dışı enzim aktiviteleri 

 



 

9
5
 

Çizelge 4.19. Nar meyvesinden izole edilerek tanımalanan maya suşlarına ait hücre dışı enzim profili renk skalası 
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Ahududu meyvesinden izole edilen maya suşlarından Metschnikowia sp (M. 

pulcherrima) maya cinsine ait R-5, R-13 ve R-24 maya suşlarının hücre dışı enzim 

profilleri incelendiğinde tüm suşların benzer profile sahip olduğu belirlendi. Bu nedenle 

Şekil 4.91’de ve Çizelge 4.20’de yalnızca R-5 maya suşu gösterildi. R-5 maya suşunda orta 

seviyede valin arilamidaz, sistin arilamidaz, asit fosfataz, α-glukosidaz ve β-glukosidaz 

enzim aktiviteleri ile yüksek seviyede lösin arilamidaz aktivitesi belirlendi. Alkalin 

fosfataz, esteraz, esteraz lipaz ve naftol-AS-BI-fosfohidrolaz enzim aktivitelerinin ise 

düşük seviyede olduğu gözlendi. R-5 maya suşunda gözlenen enzim profilinin nar 

meyvesine ait P-25a maya suşu ile birebir benzer profile sahip olduğu tespit edildi. P-25a 

maya suşu DNA dizi analizi sonrası R-5 maya suşu gibi M. pulcherrima maya türü olarak 

tanımlandı. DNA dizi analizi sonrası M. pulcherrima maya türü olarak tanımlanan ancak 

morfolojik olarak farklı olan R-23 maya suşuna ait hücre dışı enzim profilinin P-25a ve R-

5 maya suşlarının enzim profillerine benzemediği gözlendi. R-23 maya suşunda cok 

yüksek oranda β-glukosidaz enzim aktivitesi gözlenirken alkalin fosfataz, esteraz, esteraz 

lipaz ve asit fosfataz enzim aktivitelerinin P-25a ve R-5 maya suşlarından daha düşük 

seviyede olduğu belirlendi. P-25a ve R-5 maya suşlarında gözlenen naftol-AS-BI-

fosfohidrolaz ve α-glukosidaz enzim aktivitelerinin ise R-23 maya suşunda olmadığı tespit 

edildi. 

H. uvarum maya türüne ait maya suşlarından R-11, R-17 ve R-21 maya suşlarının 

enzim profilleri, A. pullulans maya türüne ait R-20 ve R-22 maya suşlarının enzim 

profilleri ve Candida sp maya cinsine ait R-3, R-6 ve R-25 maya suşlarının enzim profilleri 

kendi içlerinde farklılık göstermedi. Bu nedenle H. uvarum maya türüne ait R-17 maya 

suşu, A. pullulans maya türüne ait R-20 maya suşu ve Candida sp maya cinsine ait R-3 

maya suşu Şekil 4.91’de ve Çizelge 4.20’de verildi. R-17, R-3 ve R-20 maya suşlarında 

düşük seviyede esteraz enzim aktivitesi gözlenirken her üç maya suşunda da yüksek 

seviyede lösin arilamidaz aktivitesi belirlendi. R-20 maya suşunda asit fosfataz enzim 

aktivitesi gözlenmezken R-17 ve R-3 maya suşlarında orta düzeyde bu enzim aktivitesine 

rastlandı. R-17 ve R-20 maya suşlarında yüksek oranda β-glukosidaz enzim aktivitesi 

gözlenirken R-3 maya suşunda düşük oranda olduğu,  R-3 maya suşunda gözlenen α-

glukosidaz aktivitesinin ise diğer iki maya suşunda olmadığı belirlendi. 

H. uvarum maya türüne ait nardan izole edilen P-23 ve P-36 maya suşlarının hücre 

dışı enzim profile ahududu meyvesinden izole edilen R-17 maya suşu ile 

karşılaştırıldığında P-23 maya suşunda asit fosfataz enzim aktivitesinin diğer maya 
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suşlarından (P-36 ve R-17) daha yüksek olduğu, β-glukosidaz enzim aktivitesinin ise P-36 

maya suşunda cok yüksek olduğu P-23 maya suşunda olmadığı ve R-17 maya suşunda ise 

düşük seviyede olduğu tespit edildi. P-36 maya suşunda esteraz enzim aktivitesinin orta 

seviyede esteraz lipaz enzim aktivitesinin ise düşük seviyede olduğu, her iki enzim 

aktivitesinin de P-23 ve R-17 maya suşlarında bulunmadığı gözlendi. Asit fosfataz enzim 

aktivitesinin P-36 maya suşunda orta seviyede, R-17 maya suşunda düşük seviyede olduğu 

gözlenirken P-23 maya suşunda olmadığı gözlendi. Sonuç olarak her üç maya suşuna ait 

hüre dışı enzim profilinde farklılık olduğu tespit edildi. 

A. pullulans maya türüne ait nardan izole edilen P-24 maya suşunun hücre dışı enzim 

profili ahudududan izole edilen R-20 maya suşunun enzim profili ile karşılaştırıldığında 

lösin arilamidaz enzim aktivitesinin P-24 maya suşunda R-20 maya suşundanm daha düşük 

olduğu; β-glukosidaz enzim aktivitesinin ise R-20 maya suşunda cok yüksek olduğu P-24 

maya suşunda ise olmadığı tespit edildi. 
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Şekil 4.91. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suşlarının hücre dışı enzim aktiviteleri  
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Çizelge 4.20. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suşlarına ait hücre dışı enzim profile renk 

skalası 
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BÖLÜM 5 

SONUÇLAR VE ÖNERİLER 

 

Çalışmamızda Çanakkale’nin Gelibolu ilçesinde yer alan Koruköy bölgesindeki 

bahçelerden 2008 yılında toplanan nar ve ahududu meyvelerinden izole edilerek stoklanan 

maya suşları kullanılmıştır. Nar meyvesinden 58, ahududu meyvesinden ise 27 maya suşu 

izole edilmiş ve maya suşlarının koloni oluşturabilen birim (CFU/gr ) değerleri 

hesaplanmıştır. Nar meyvesinden izole edilen maya suşları için CFU değeri 3.7x103 gr-1, 

ahududu meyvesinden izole edilen maya suşları için CFU değeri 1.2x103 gr-1 olarak 

belirlenmiştir. Bu iki meyvenin maya floraları arasında CFU değerleri bakımından önemli 

bir yoğunluk farkı olmadığı belirlenmiştir.  

Tez çalışması kapsamında izole edilen maya suşları YPD katı besi ortamında 

üremeleri sağlanmıştır. Nar meyvesinden izole edilen 58 maya suşu arasında üreme 

göstermeyen 10 maya suşu çalışmadan çıkarılmıştır. Nar ve ahududu meyvesinden izole 

edilen maya suşları morfolojik özelliklerine göre gruplandırılması yapılmıştır. Nar meyvesi 

için morfolojik olarak 8, ahududu meyvesi içinse 5 farklı grup elde edilmiştir (Çizelge 4.1 

ve Çizelge 4.2). Nar ve ahududu meyvelerinden izole edilen ve morfolojik özelliklerine 

göre yapılan gruplardan birer maya suşu API ID32 (Analytical Profile Index) 

identifikasyon kiti kullanılarak tanımlamaları yapılmıştır. Buna göre nar meyvesinden 

izole edilen 6 maya suşu (P-25a, P-47, P-48, P-49, P-53, P-55a) M. pulcherrima olarak, 24 

maya suşu (P-1, P-3, P-4, P-5, P-6,  P-7, P-9, P-12, P-14, P-15, P-20, P-24, P-25b, P-26, P-

27, P-29, P-30, P-31, P-32, P-33, P-34, P-35, P-41 ve P-42) Cryptococcus sp. olarak, 14 

maya suşu (P-8, P-11, P-23, P-55b, P-36, P-37, P-38, P-39, P-44, P-45, P-46, P-50, P-51, 

P-52) Hanseniaspora sp., olarak ve bir maya suşu da (P-18) Kluyveromyces sp. olarak 

tanımlandı. Ancak P-19, P-22 ve P-21 maya suşları API ID32C kit sistemi kullanılarak 

tanımlanamamıştır. Benzer şekilde ahududu meyvesinden izole edilen 14 maya suşu (R-1, 

R-2, R-4, R-5, R-7, R-8, R-9, R-10, R-12a, R-13, R-14, R-15, R-24 ve R-26) M. 

pulcherrima maya türü, 9 maya suşu (R-11, R-12b, R-16, R-17, R-18, R-19, R-20, R-22 ve 

R-23) Hanseniaspora sp.,maya türü, 3 maya suşu (R-3, R-6 ve R-25) Candida sp.maya 

türü olarak tanımlanırken, bir maya suşu (R-21) API-ID32C kit sistemiyle 

tanımlanamamıştır. Elde edilen sonuçlara göre API-ID32C kit sistemi ve morfolojik 

özellikleri kullanılarak maya suşlarının tür tanımlama yöntemlerinin cins bazında sonuçlar 

verdiği anlaşılmıştır. Ayrıca, kit sisteminin pahalı olması ve maya türlerinin 

tanımlanmasında hatalı sonuçlar vermesi gibi nedenlerden dolayı moleküler yöntemler 
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maya türlerinin tanımlanmasında kullanılmaya başlanmıştır. Nitekim moleküler yöntemler 

daha hızlı ve daha güvenilir sonuçlar verebilmektedir (Pincus ve ark., 2007; Kılıçoğlu ve 

Özkoç, 2008).  

Nar ve ahududu meyvelerinden izole edilen maya suşlarının tamamının (nar meyvesi 

için 48, ahududu meyvesi için ise 27 maya suşu olmak üzere 75 maya suşu) genomik DNA 

izolasyonları yapılmış ve ITS1-5.8 rDNA-ITS2 bölgesi ITS1 (5′-

TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3′) ve ITS4 (5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′) 

primerleri kullanılarak PCR amplifikasyonları yapılmıştır (Sherman ve ark., 1986; White 

ve ark.,1990). PCR amplifikasyonu sonrasında elde edilen bant büyüklüklerine göre 

yeniden gruplandırılmıştır. Nar meyvesinden izole edilen maya suşları PCR bant 

büyüklüklerine göre 4 farklı grup (~400bp, ~650bp, ~700bp ve ~800bp), ahududu 

meyvesinden izole edilen maya suşları ise 3 farklı grup (~400bp, ~650bp, ve ~800bp) elde 

edilmiştir. PCR amplifikasyonu ve morfolojik özellikler kullanılarak yapılan gruplamada 

nar meyvesinden izole edilen maya suşlarının olası tür sayısı 11, ahududu meyvesinden 

izole edilen maya suşlarının olası tür sayısı ise 7 olarak belirlenmiştir.  

Morfolojik ve PCR amplifikasyon sonuçları kullanılarak yapılan gruplandırmalarda 

tür tanımı yapmak mümkün olmayıp yalnızca olası farklı tür sayısı belirlenebilir. Gomez 

ve arkadaşları 2010 yılında bazı maya türlerini sadece moleküler yöntemlerle doğru bir 

şekilde tanımlanabileceğini belirtmişlerdir (Gomez ve ark., 2010). Bununla birlikte, Chain 

Chang ve arkadaşları da (2005) yaptıkları çalışma sonucunda ITS bölgelerinin 

identifikasyonda kullanılmasıyla geleneksel yöntemlere göre daha avantajlı ve doğru 

sonuçlar edildiğini göstermiştir. (Chaing Chang ve ark., 2005). Bu nedenlerden dolayı 

çalışmamızda her bir gruptan grubu temsilen bir maya suşu seçilerek ITS1 5.8S rDNA-

ITS2 bölgesinin DNA dizi analizi yapılması planlanmıştır. Ancak fazla maya suşu içeren 

gruplarda tek bir maya örneğinin DNA dizileme yöntemiyle türünün tespit edilmesi, grupta 

bulunan diğer maya suşlarının da aynı tür olduğunu kesin olarak göstermemektedir. 1998 

ve 1999 yıllarında yapılan çalışmalarda ITS bölgelerin ve 5.8S rDNA bölgelerinin RFLP 

analizi sonucunda maya suşlarının tür seviyesinde tanımlanabilmesi için RFLP 

analizlerinin faydalı olacağı vurgulanmıştır (Guillamon ve ark., 1998; Esteve-Zarzoso ve 

ark., 1999). Bu nedenle dizi analizinde kullanılmak üzere en uygun maya suşunu minimum 

yanılma olasılığı ile seçebilmek için izole edilen maya suşlarına PCR-RFLP analizi 

yapılmıştır. PCR ürünlerinin 5 farklı (HinfI, HaeIII, MspI, AluI ve HhaI) restriksiyon 

enzimleri ile kesimi sonucunda elde edilen her grupta (nar meyvesi için 12,ahududu 
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meyvesi için 7) farklılık gösteren maya suşları seçilerek ITS1 5.8S rDNA-ITS2 bölgesinin 

DNA dizi analizi yaptırılmıştır. ITS1 5.8S rDNA-ITS2 bölgesine ait DNA dizileri BLAST 

programı kullanılarak maya suşlarının tür tanımlaması yapılmıştır. Yapılan analizler 

sonucunda nar meyvesinde 19 maya suşu  (P-1, P-4, P-5, P-6, P-7, P-9, P-11, P-12, P-14, 

P-15, P-19, P-22, P-26, P-26, P-30, P-31, P-39, P-41, P-42) Cr. bestiolae, 11 maya suşu (P-

8, P-23, P-36, P-37, P-38,P-44, P-46, P-50, P-51, P-52, P-55b) H.uvarum, 7 maya suşu C. 

zeylanoides, 7 maya suşu (P-21, P-25a, P-47, P-48, P-49, P-53 ve P-55a ) Metschnikowia 

sp., 3 maya suşu (P-3, P-24 ve P-27) A. pullulans ve bir maya suşu (P-18) K. lactis maya 

türü olarak tanımlanmıştır. Bu maya suşlarından P-25a ve P-48 maya suşları pulcherrimin 

pigment sentezinin varlığından dolayı M. pulcherrima türü olarak tanımlandı. Ancak P-21 

maya suşunda gerek pigment sentezinin olmayışı gerekse morfolojik olarak diğer maya 

suşlarından ayrıldığı için Metschnikowia sp. olarak bırakıldı. Çalışmamız sonucunda nar 

meyvesi yüzeyinden ise 6 farklı maya türü izole edilmiştir. Nar meyvesinin yüzey 

florasında yer alan Cr. bestiolae maya türü %39.5 oranla en yoğun olarak bulunan tür 

olduğu tespit edilmiştir. Diğer maya türleri için ise sırasıyla H.uvarum ve Metschnikowia 

sp maya türü %22, C. zeylanoides maya türü %14.5, A. pullulans maya türü %6.25 ve K. 

lactis maya türü ise %2 oranında dağılış gösterdiği belirlenmiştir.  

Ahududu meyvesinden izole edilen maya suşlarının PCR-RFLP analizleri sonucunda 

farklılık gösteren maya suşları ITS1 5.8S rDNA-ITS2 bölgesinin DNA dizi analizi 

yaptırılmak üzere seçilmiştir. Maya suşlarına ait DNA dizilerinin BLAST analizi 

sonucunda ahududu meyvesinden 5 farklı maya suşu tanımlanmıştır. Ahududu 

meyvesinden izole edilen 14 maya suşu (R-1, R-2, R-4, R-5, R-7, R-8, R-9, R-10, R-12a, 

R-13, R-14, R-15, R-24 ve R-26) Metschnikowia sp., 7 maya suşu (R-11, R-12b, R-16, R-

17, R-18, R-19, R-21) H. uvarum, 3 maya suşu Candida sp, 2 maya suşu (R-20 ve R-22) A. 

pullulans,ve bir maya suşu da (R-23) M. pulcherrima maya türü olarak tanımlandı. R-5 ve 

R-7 maya suşları ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA bölgesinin dizi analizi sonuçlarına göre 

Metschnikowia sp. olarak belirlenmiş, ancak bu maya suşları pulcherrimin pigment 

sentezinin varlığından dolayı M. pulcherrima türü olarak tanımlanmıştır. R-23 maya suşu 

dizi analizi sonrası M. pulcherrima türü ile yüksek benzerlik göstermesine rağmen 

morfolojik olarak M. pulcherrima türüne özgü pulcherrimin pigment sentezinin olmadığı 

görülmüştür. R-3 ve R-6 maya suşları restriksiyon profillerine göre farklı grupta yer 

almasına ragmen dizi analizi sonrasında aynı cinsin (Candida sp.) bireyleri olduğu, 

belirlenmiştir. R-17 (H. uvarum) ve R-20 (A. pullulans) maya suşları gerek PCR-RFLP 



 

103 

 

analizi sonrasında gerekse dizi analizi sonrasında farklı türlerin bireyleri olduğu 

gözlenmiştir. Yapılan analizler sonucunda ahududu meyvesinin yüzey florasında M. 

pulcherrima maya türünün %52 oranla hakim olduğu belirlenmiştir. Diğer maya suşları ise 

sırasıyla, %26 oranıyla H. uvarum, %11.1 oranıyla Candida sp., %7.4 oranıyla A. 

pullulans ve %3.7 oranıyla Metschnikowia sp. maya türleri ahududu meyvesinin maya 

florasını oluşturmaktadır. 

Çalışmamız sonucunda restriksiyon profillerine göre farklı gruplarda yer alan bazı 

maya suşlarının DNA dizi analizleri sonucunda aynı türe ait bireyler olduğu, dizi analizi 

sonucunda aynı tür olarak tanımlanan maya suşlarının ise morfolojik olarak farklılık 

gösterdiği belirlenmiştir. Bu şekilde oluşan karışıklıkların önlenebilmesi için, bilim 

insanları tarafından yürütülen çalışmalar sonucunda elde edilen DNA dizilerinin 

veritabanlarına (örneğin, NCBI-GenBank vb.) doğru bir şekilde girilmesi gelecekte 

yapılması planlanan çalışmalar için daha güvenilir sonuçların elde edilmesine olanak 

sağlayacaktır.  

Araştırmamızda nar ve ahududu meyvelerinden izole edilerek tanımlanan maya 

türleri incelendiğinde, M. pulcherrima, A. pullulans, ve H. uvarum türlerinin hem nar hem 

de ahududu meyvelerinde ortak olarak bulunduğu gözlemlenmiştir. Nar meyvesinden izole 

edilen K.lactis türü süt ve süt ürünlerinde yoğun olarak bulunduğundan nar meyvesinde 

bulunması kontaminasyon olma ihtimalini doğurmaktadır. Çalışmalarımız sonucunda 

tanımlanan maya türlerinden M. pulcherrima, maya türü biyokontrol ajanı olarak 

kullanılmaktadır. Ayrıca bazı meyvelerde (elma, şeftali ve üzüm) hasat sonrası ortaya 

çıkan patojenler ve özellikle de Botrytis cinerea türünün neden olduğu hastalıklara karşı 

koruyucu özellik göstermektedir (De Curtis ve ark., 1996; Piano ve ark., 1997; Spadaro ve 

ark., 2002). Candida sp. cinsine ait türler klinik olarak önemli bir mayalardır. Bu cinse 

dahil olan maya türlerinin çoğu fırsatçı patojen olarak bilinmektedir. Özellikle insan 

vücudunda çeşitli hastalıklara neden olmaktadır. Ayrıca insan ve hayvanların üst solunum 

yollarını, genital ve gastrointestinal bölgelerle cilt yüzeylerini doğal yaşam alanı olarak 

kullandıkları bilinmektedir (Diekema ve ark., 2004). Bu cinse ait patojen türler arasında C. 

albicans türü en yaygın olarak bilinen türdür. A. pullulans türü ise çok değişik yaşam 

alanlarına sahip olup çevre kirliliği için indikatör olarak kullanılmaktadır (Deshpande ve 

ark., 1992). Ayrıca pullulan adı verilen bir hücre dışı polisakkarit sentezleyebilmektedir 

(Bernier ve ark., 1958; Sena ve ark., 2006) Pullulan molekülü gıdadan eczacılığa kadar çok 

geniş bir alanda kullanılmaktadır. Örneğin pullulan kullanarak üretilen ticari kapsüller 
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diyabet hastalarında, diyet uygulanan hastalarda ve vejeteryanlar tarafından 

kullanılmaktadır. (Cheng ve ark., 2011).  

Son yıllarda endüstriyel enzimlerle ilişkili mikroorganizmalar biyoteknolojik kaynak 

olarak kullanılmaya başlamıştır (Bilinski ve Stewart, 1990; Burden ve Eveleight, 1990; De 

Mot, 1990; Ratledge ve Tan, 1990). Bu alanda yapılan çalışmaların temelinde şarap 

üretiminde önemi olan mayalar bulunmaktadır. Buna karşılık çevresel kaynaklı mayaların 

enzim üretimiyle ilgili yapılan çalışmaların sayısı oldukça azdır (Burden ve Eveleight, 

1990; Rosi ve ark., 1994; Charoenchai ve ark., 1997; Strauss ve ark., 2001). Bu nedenle 

çalışmalarımız kapsamında nar ve ahududu meyvesinden izole edilen maya suşlarının 

hidrolitik enzim aktiviteleri API-ZYM test sistemi kullanılarak belirlenmiştir. Nar ve 

ahududu meyvelerinden izole edilen ve ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA bölgesinin dizi 

analizi sonuçlarına göre tanımlanarak oluşturulan gruplardan seçilen üç maya türünün API 

ZYM test sistemi kullanılarak hücre dışı enzim aktiviteleri belirlenmiştir. Nar meyvesinden 

izole edilen ve Cr. bestiolae olarak tanımlanan P-19 ve P-30 maya suşları ve H. uvarum 

türü olarak tanımlanan P-23 ve P-36 maya suşlarında iki farklı enzim profili belirlenmiştir. 

P-19 ve P-30 maya suşları için β-galaktosidaz, lösin arilamidaz, naftol-AS-BI-

fosfohidrolaz, alkalin fosfataz enzim aktivitelerinin, P-23 ve P-36 maya suşları için ise 

alkalin fosfataz, β-glukosidaz, esteraz, asit fosfataz ve naftol-AS-BI-fosfohidrolaz enzim 

aktiviteleri farklılık göstermiştir. C. zeylanoides, Metschnikowia sp (M. pulcherrima) ve A. 

pullulans türlerinde ise kendi içinde bir farklılık gözlenmemiştir. Metschnikowia sp (M. 

pulcherrima)(P-25a) maya türünde lösin arilamidaz enzim aktivitesini yüksek olduğu, A. 

pullulans (P-24) maya türünde ise esteraz ve esteraz lipaz enzim aktiviteleri diğer 

enzimlere göre yüksek aktivite gösterdiği anlaşılmıştır. K. lactis (P-18) maya türünde ise 

yüksek alkalin fosfataz, lösin arilamidaz, asit fosfataz ve naftol-AS-BI-fosfohidrolaz ve 

valin arilamidaz aktivitelerinin olduğu belirlenmiştir.  

Ahududu meyvesinden izole edilen ve ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA bölgesinin dizi 

analizi sonuçlarına göre tanımalanarak oluşturulan gruplardan seçilen üç maya türünün 

API ZYM test sistemi kullanılarak hücre dışı enzim aktiviteleri belirlenmiştir. H. uvarum, 

A. pullulans, Metschnikowia sp (M. pulcherrima) ve Candida sp. maya türlerini temsilen 

seçilen maya suşlarının hücre dışı enzim aktiviteleri kendi içlerinde farklılık 

göstermemiştir. Ayrıca DNA dizi analizleri sonucunda M. pulcherrima olarak tanımlanan 

ancak morfolojik olarak diğer Metschnikowia türlerine benzemeyen R-23 maya suşunun 

enzim profili diğer M. pulcherrima türlerinden farklılık göstemiştir. Ahududu meyvesinden 
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izole edilerek tanımlanan maya türlerinde yüksek lözin arilamidaz ve β-glukosidaz 

aktivitesi gözlenirken, düşük asit fosfataz aktivitesi gözlemlenmiştir. Araştırmalarımız 

sonucunda yüksek aktivite gösteren enzimlerden arilamidaz enzimleri proteolitik bir enzim 

olup aminoasitlerin, peptitlerin N ucunu hidroliz etmektedir (Dodor ve Tabatabai, 2007). 

Fosfataz enzimleri ise pH durumuna göre asit ve alkalin fostafaz olarak iki gruba 

ayrılmaktadır. Ayrıca bu enzimler fosfat esterlerin karbon, hidrojen ve fosfat bağlarını 

hidroliz etmektedir. Esteraz ve lipaz enzimleri yağlardaki ester bağlarının koparılmasında 

görevlidir. (Karasu-Yalçın, 2012). Ayrıca sistin, lözin ve valin arilamidaz, alkali fosfataz, 

naftol-AS-BI-fosfohidrolaz, α ve β-glukozidaz enzimlerinin şarap üretiminde önemli 

rolleri olduğu bilinmektedir (Delfini ve Formica, 2001; Nikolaou ve ark., 2006; Nikolaou 

ve ark., 2007). 

Elde edilen sonuçlar hücre dışı enzim profilerinin aynı maya türünün bireyleri 

arasında da farklılık gösterdiğini ortaya çıkarmıştır. Garcia-Martos ve arkadaşlarının 

yapmış olduğu çalışmada Cryptococcus cinslerine ait 11 maya suşunun enzim profili 

belirlenmiş ve elde edilen sonuçlar incelendiğinde Cr. laurentii ve Cr. neoformans 

türlerinin kendi içinde farklı enzim profiline sahip olduğu görülmüştür (Garcia-Martos ve 

ark., 2001). Bu yüzden API ZYM ile test edilen her enzim aktivitesinin biyokimyasal 

olarakta test edilmesi gerekmektedir. Enzim aktivitelerinin miktarı maya suşları arasında 

farklılık gösterebilir. Ancak bir türe ait enzim aktivitesinin aynı türün diğer bireyinde 

bulunmaması türlerin tanımlanmasında kullanılan bazı biyokimyasal testlerin tek başına tür 

tanımlaması için yeterli olmadığını göstermektedir. Ancak klinik olarak önemli olan aynı 

türe ait bireyler arasındaki enzim profilindeki farklılık epidemiyolojik olarak belirleyici 

olabilir (Garcia-Martos ve ark., 2001).  

Sonuç olarak, mayaların gıda, endüstri, tıp ve eczacılık gibi birçok alanda 

kullanılıyor olması bu mikroorganizmaların önemini de arttırmaktadır. Ayrıca genetik 

olarak kolay müdahale edilebilir olması nedeniyle mayalar ökaryotik canlılar için model 

organizma olarak kullanılmaktadır. Özellikle klinik alanlarda önemli olan maya türleri 

olmak üzere, diğer alanlarda endüstride; şarap üretimi, sirke yapımı, bira üretiminde 

kullanılmaktadır. Ayrıca mayaların hücre dışı hidrolitik enzimleri özellikle şarap, bira 

üretiminde aromaların oluşmasında katkı sağlamaktadır. Bu bağlamda mayaların çeşitli 

yöntemlerle identifikasyonları çok uzun zamandan bu yana yapılmaktadır. Maya 

identifikasyonu klasik (biyokimyasal, morfolojik ve fizyolojik özellikler) yöntemler, ticari 

tanımlama kitleri ve moleküler identifikasyon yöntemleriyle yapılmaktadır. Yapılan 
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çalışmalar göstermiştir ki, moleküler identifikasyon yöntemleri diğer klasik ve 

biyokimyasal yöntemlere göre daha güvenilir sonuçlar vermektedir. Örneğin 2005 yılında 

yapılan bir çalışmada klinik önemi olan 373 maya suşu hem klasik hem de moleküler 

yöntemler kullanılarak tür tanımlamaları yapılmış ve bu yöntemlerin güvenilirlikleri 

karşılaştırılmıştır. Elde edilen sonuçlarda moleküler yöntemlerin daha güvenilir oluğunu 

göstermiştir (Chain Chang ve ark., 2005). Özellikle klinik olarak önemli olan maya 

türlerinin hızlı ve doğru bir şekilde tanımlanması büyük önem arz etmektedir. Günümüzde 

halen klinik olarak önemli maya suşlarının tanımlanmasında kit sistemleri 

kullanılmaktadır. Fakat kit sistemiyle yapılan tür tanımlamasının güvenilirliği de kesin 

değildir (McGinnis, 1982; Spencer ve ark., 2011). DNA temelli tanımlama yöntemleri ise 

geleneksel yöntemlere (morfolojik ve fizyolojik) göre daha hassas ve spesifiktir (Daek, 

1995). Her ne kadar moleküler tanımlama yöntemleri daha güvenilir olsa da klasik ve 

biyokimyasal metodlarla birlikte kullanılması daha doğru olacaktır. Çünkü klinik alanda 

yapılan bir maya izolasyonu ve identifikasyonunda bu maya türünün virulansının 

bilinmesi, fizyolojik ve morfolojik özelliklerinin bilinmesi yeni vakalarda çalışmaları daha 

da hızlandıracaktır. Endüstriyel alanda ise, mayaların biyokimyasal özellikleri, enzim 

üretme kapasiteleri ve fizyolojik özellikleri, doğru zamanda doğru maya türünün 

kullanılmasına olanak sağlayacaktır. Bu nedenlerle çalışmamız sonucunda kit sistemi ve 

klasik yöntemlerin yanında moleküler tanımlama yöntemlerin kullanılması daha spesifisik 

sonuçlar elde edilebilmesi için önemlidir.  
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