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Filamentli bir fungus olan Penicillinm rogueforts, kifli peynitlerin olgunlastirilmasinda sekonder starter olarak
kullantlmaktadir. Starter kiltiir olarak kullamulan isletmelerde, P. rogueforti direkt olarak siit icine katilabildigi
gibi, peynir pthtist Gizetine plskirtilerek de inokile edilmektedir. Ticati starter kiltiir kullanidmadiginda ise
ortamdan bulasarak peynirde spontan olarak gelisebilir. Son yillarda, P. roguefor/7nin morfolojik, metabolik
ve genetik 6zellikler ile ilgili calismalar yapilmistir. Magara ya da mahzen ortamindan gelen P. rogueforsnin
peynir matriksine adaptasyonu ve yizyillar siiren evcillesme stireci hakkinda yeni bulgular ortaya ¢tkmustir.
Ayrica, P. roguefortinin eseyli ireme yapabildigi tespit edilmistir ki, bunun biyoteknolojik agidan biiyiik 6nemi
s6z konusudur. Bu detlemede, gida endiistrisi icin degerli bir tiir olan P. roguefort7 nin taksonomik, motrfolojik,
genetik ve metabolik 6zellikleri sunulmus, bu 6zelliklerin kiifli peynir tretiminde kullanimi degetlendirilmis
ve P. roguefortinin biyoteknolojik potansiyeli vurgulanmustir.

Anahtar kelimeler: Penicillium rogueforsz, kiflii peynir, starter kiltiir, taksonomi, genetik 6zellikler

TAXONOMY, MORPHOLOGICAL, GENETIC AND METABOLIC
CHARACTERISTICS OF PENICILLIUM ROQUEFORTI AS A CHEESE MOLD

ABSTRACT

Penicillium roqueforti is a filamentous fungus used as secondary starter culture in mold-ripening of
cheese. In facilities using starter cultures, P. rogueforti is added directly in milk or introduced by
spraying on the cheese curd. If a commercial starter is not used, the fungus can spontaneously grow
on cheese through contamination from the environment. In recent years, studies on morphological,
metabolic, and genetic characteristics of P. rogueforti have been conducted. New findings have been
reported on the adaptation of P. rogueforti that originates from caves or cellars, to cheese matrix and
the domestication process that has been going on for centuries. In addition, this species was found
to be able to reproduce sexually, which is of great biotechnological importance. In this review,
taxonomic, morphological, genetic, and metabolic features of P. rogueforti are presented, the use of
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these characteristics in cheese production and the biotechnological potential of P. rogueforti is

emphasized.

Keywords:  Penicillium  rogueforti, mold-ripened cheeses,
characteristics

GIRIS

Ascomyceteslerin (altsube, sinuf, takim;
Pezizomycotina, Eunrotiomycetes, Eurotiales)

Aspergillaceae ailesinin yaklasik 354 Penicillinm tiri
arasinda yer alan Penicillinm rogueforti, Gzellikle
Rokfor, Stilton, Danablu, Gorgonzola ve
Blauschimmelkase gibi mavi-damarlt peynirlerle
iliskilendirilen, ayrica tahil, yem, toprak gibi peynir
harici izolasyon kaynaklart olan saprotrof,
filamentli bir fungustur (Frisvad ve Samson; 2004;
Visagie vd., 2014). P. rogueforti, ilkemizde tretilen
Erzurum Kafld Civil, Divle Obruk ve Konya
Kufli gibi kifli peynitlerden de izole edilerek
tanimlanmustir (Cakmaket vd., 2012; Oztiirkoglu
Budak, 2016; Kirtil, 2018; Seri, 2020). 1lk olarak,
P.  rogueforti Thom adiyla peynirden izole
edilmistit. P.  roguefortinin  identifikasyonunda
Onceleri morfolojisi ve Urettigi metabolitler
kullandmistir  (Frisvad ve Samson, 2004). Son
yillarda bu tiriin tanimlanmasinda ve cesitliliginin
belirlenmesinde molekiler teknikler (rastgele
cogaltilmis polimorfik DNA (RAPD), ribozomal
RNA  (tRNA) dizileme, multilokus  dizi
tiplendirme (MLST) vb.) kullanilmaktadir (Geisen
vd., 2001; Fernandez-Bodega vd., 2009; Visagie
vd., 2014; Gillot vd., 2015). Bu tiiriin, taksonomik
olarak P. carneum, P. paneum ve P. psychrosexualis
tirlerine  yakin  oldugu  tespit  edilmistir
(Houbraken vd., 2010). Yakin zamanda bu seti
icinde, P. mediterranenm olarak adlandirilan bir tir
daha tanimlanmustir (Guevara-Suatez vd., 2020).

P. roquefort'nin  izolasyonunda ve  koloni
morfolojisinin incelenmesinde Czapek Dox Agar
(CDA), Czapek Yeast Agar (CYA), Kreatin
Stikroz Agar (CREA), Malt Ekstrakt Agar (MEA),
Potato Dekstroz Agar (PDA), Yeast Ekstrakt
Stikroz Agar (YES), Oat Meal Agar (OA)
besiyetleri kullanilmaktadir (Frisvad ve Samson,
2004). Fungal koloniler, CYA ve MEA
besiyerlerinde 14 giinde 40-70 mm ¢apina
ulasitlar. Koloniler, acgik yesilden koyu yesile
degisen tpik mavi-yesil renktedir. Koloni yapist,
kadifemsi dokudan damath dokuya kadar
degisebilir (Frisvad ve Samson, 2004). Gillot vd.

starter culture, taxonomy, genetic

(2015), PDA’da 25°C’de 7 gin inkiibasyon
sonucu inceledikleri P. rogueforti  suslarinin
makroskopik morfolojilerinde cesitliligin
oldugunu belirtmislerdir. Genellikle, asekstiel spor
tretmekle birlikte (Frisvad ve Samson, 2004), P.
roguefortinin bazi sartlar altinda eseyli treme
yaptigt da tespit edilmistir (Ropars vd., 2012;
2014).

P. rogueforti, gelisme sartlarina gére, bazi biyoaktif
bilesikler, aroma maddeleri ve mikotoksinler gibi
¢cok sayida primer ve sekonder metabolit
tretebilir. Peynir ortaminda P. roquefortinin
andrastin A, B gibi antitimor etkili bilesiklerin
yani stra; mikofenolik asit gibi antimikrobiyal ve
immiunsupresif 6zelliklere sahip metabolitleri de
sentezledigi bildirilmistir. Bu bilesiklerin yani sira,
rokfortin C, isofumigaklavin, PR toksin gibi
mikotoksinleri de trettigi ifade edilmistir (Frisvad
ve Samson, 2004; Garcia-Estrada ve Martin, 2016;
Gillot vd., 2017a; Martin ve Coton, 2017). Ancak
son c¢alismalarda, P. roguefors7 nin bazt metabolitleri
peynir ortaminda insan saghgina olumsuz bir
etkisinin olmayacagt kadar dustik
konsantrasyonlarda trettigi, PR toksinin de yine
peynir ortaminda daha az toksik baska bilesiklere
donustigh tespit edilmistir (Hymery vd., 2014).
Bu bulgular, Renaud ve Lorgeril (1992)'in ortaya
atigt Fransiz Paradoksu’nu tekrar glindeme
getirmistir. Bu paradoks, doymus yag icerigi
yiksek bir beslenme sekline sahip Fransizlarin,
epidemiyolojik bir calisma sonucu
kardiyovaskiiler ~ hastaliklardan  kaynaklanan
olumlerinin diisitk oranlarda oldugunun tespit
edilmesiyle ortaya atlmistir. Ancak, Petyaev ve
Bashmakov (2012), daha sonra bu durumun
Fransa’da yiksek oranlarda mavi-damarh peynir
tiiketiminden gelen andrastin A, B ve mikofenolik
asit gibi biyoaktif bilesiklerden kaynaklandigini
One sirmigtir. Bu bakis acist, mavi-damatli ya da
kifle  olgunlastinlmis  peynirlerin  seckin
organoleptik  Ozelliklerinin yant sira  biyolojik
acidan da degerli olabilecegini dustindiirmektedir.
Peynirlerin dretiminde sckonder starter kaltir
olan P. roqueforffnin, sadece ylzeyde degil,
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peynirin  icinde de {remesi istendiginden,
olgunlasma  baslangicinda  peynirde  ince
cubuklarla delikler acilarak kiiftin i¢ kistmlara da
erismesi ve yerlesmesi saglanir; bu sekilde
karakteristik mavi-damarli yapiya ulagilir. Bu tiir,
olgunlasma  sirecinde,  geleneksel  peynir
tretiminde ortamdan gelip peynirde gelisebilecegi
gibi, ticari starter formunda da peynire inokiile
edilebilir  (Fox vd., 2016a; Metin, 2018).
Ulkemizde iiretilen Erzurum Kifli Civil, Divle
Obruk, Konya Kifli, Kars Cegil, Elazig-Bing6l
Tomas, Hatay Sirk, Comlek Tulum, Akdeniz
Tulum gibi kifli peynirlerde ise daha c¢ok

geleneksel  kiflendirme  s6z  konusudur
(Cakmaket, 2011; Yalman vd., 2016). Son yillarda
yapilan calismalarda geleneksel kifla

peynitlerimizde baskin kif turtntn, Avrupa tipi
mavi-damarlt peynirlerdeki gibi, P. roqueforti
oldugu tespit edilmistir (Cakmake¢t vd., 2012;
Oztiirkoglu Budak, 2016; Yalman vd., 2016).

P. roguefortrnin olgunlagtirma stirecinde peynirde
baskin tirli olusturmasini, yizyillar boyunca
peynir ortamina adaptasyonunun ve evcillesme
strecinin sagladigt 6ne surtlmistir (Gibbons ve
Rinker, 2015; Bodinaku vd., 2019). P. roquefortinin
evcillesme streci Ozellikle, muhtelemen diger
peynit  mikroorganizmalarindan ~ genomuna
kazandirdigi yatay gen transfer bolgelerinde
(horizontal gene transfer, HGT) bulunan laktoz
metabolizmasi ve antimikrobiyal 6zellikleri iceren
CheesyTer  ve  Wallaby  gen  bolgeleriyle
iliskilendirilmistir (Cheeseman vd., 2014; Ropars
vd.,, 2015).

Son on yilda, P. roguefortinin taksonomisi, genetik
ozellikleri, cesitliligi, eseyli treme potansiyeli,
fizyolojisi ve metabolizmast ile ilgili calismalar
yapilmis ve biyoteknolojik  degeri  ortaya
konmustur. Bu detlemede, bu tiirtin motfolojisi,
taksonomisi, genetidi, fizyolojisi, metabolizmasi
ve biyoteknolojik potansiyeli ile ilgili ¢alismalar
incelenmistir.

P. ROQUEFORTPNIN MORFOLOJIK
OZELLIKLERI

P.  roguefortinin  makroskopik  morfolojisinin
degerlendirmesinde, CDA, CYA, CREA, MEA,
PDA, YES, OA gibi besiyetlerinde gdsterdigi
koloni sekli, yapist/dokusu ve renkleri, koloni

caplart  ve eksudat olusturma  OSzellikleri
degerlendirilmistir (Frisvad ve Samson, 2004;
Visagie vd., 2014). Koloniler, genellikle agk
yesilden koyu yesile degisen renktedir. Koloni
yapilan ise, tiyld, kadifemsi, damatl (burusuk)
gbrinimli olabilir (Frisvad ve Samson, 2004).
Kolonilerin renkleri ve yapilatt, besiyeri bilesimi
(farklt seker kullanimi gibi) ve inkiibasyon
sartlarina  g6re degisebilir. PDA  besiyerinde
25°C’de 7 giin inkiibasyonu sonucu, P. rogueforti
suslart arasinda koloni rengi farkliliklari net bir
sekilde  tespit edilmis ve  makroskopik
morfolojilerinde ¢esitliligin oldugu belirtilmistir.
Bu besiyerinde actk yesilden koyu yesile, zeytin
yesilinden donuk yesile farkli renkli koloniler
gorilebilir (Gillot vd., 2015). Koloniler, MEA
besiyerinde, yesil, sati-turuncu renk olusturabilir.
Koloni dokulari, PDA ve MEA besiyerlerinde
kadifemsi-ytinli ve merkezleri bombeli yapt
gosteritken, YES besiyerinde damarlt (burusuk)
yapt olugabilir (Sekil 1). Ayrica besiyerinde,
kolonilerin arka kisimlari ise, agtk yesil olmasinin
yani sira krem, sari, kahverengi veya turuncu
renkler gosterebilir. Bazt suslar, koloni tUzerinde,
hiyalin damlaciklari seklinde eksudat denilen bir
cesit sivi salgilar. Kolonilerin dis ¢eperinde beyaz
yunst yapilar olugabilir. Kolonilerin ¢aplart ise,
CYA ve MEA besiyerlerinde 14 giinde 40-70
mm’ye ulastr (Frisvad ve Samson, 2004; Visagie
vd., 2014; MycoBank, 2020).

P.  roguefortinin - mikroskopik  6zelliklerinin
incelenmesinde, miselyum ve hif yapilarina bakilir.
Birden fazla hicrenin yan yana gelmesiyle
olusturduklart ipliksi yapiya hif, hif topluluguna
ise miselyum denir. Bu tird, diger Penicillinm
tirlerinden ayirmak igin mikroskop altinda hif, hif
sapt, konidyofor, konidya, phialide, metula,
rami/dal (Sekil 1) farkliliklari degetlendirilir
(Frisvad ve Samson, 2004; Visagie vd., 2014).
Ancak, P. rogueforti  suslarmin  mikroskobik
yapilarint inceleyerek ayrim yapmak muimkin
degildir. Kitinsi sert bir tabakadan olusan hiicre
duvarlarinin yant sira, hif saplan (ince, uzun,
saydam yapilar), septalt (bolmeli) veya septasiz
(b6lmesiz) olabilir. Kifiin gelisimi esnasinda
oksijen  yoklugunda  olusmayan  yumrular
(ornamentation), oksijen varliginda hif saplar
(stipe) tizerinde yer alabilir. Konidyoforlar ise;
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konidyalar, phialide, metula ve ramiden olusan
hifin bas kismudir. Bu kistm, 100-200 pm x 4-6,5

um  boyutlarindadir  ve ikili  dallanmaya

(terverticillate) veya ikiden fazla dallanmaya
sahip

(quaterverticillate) olabilir ~ (Sekil 1).

Konidya, 4-8 um capinda ve genellikle kiiresel
sekillidir. Phialide, metula ve rami kistmlart silindir
sekillidir ve sirastyla, 8-10 pm x 2,53 um, 10-17 pm
x 3-4 um ve 17-33 pm x 3-4 um boyutlarindadir
(Frisvad ve Samson, 2004; Visagie vd., 2014).

Terverticillate yapi

w
S\
\

Hif sapi
Dal/Rami
Metula

Phialide

>

Konidyofor

Phialide
Metula

Dal/Rami ___/

Sekil 1. Bitr Penicillium roqueforti susunun farkli besiyerlerinde, sirasiyla, PDA’da 6n-arka (A), MEA’da 6n-
arka (B), YES’de 6n-arka (C) koloni morfolojileri ve mikroskobik hif yapist (D) (Kirtil, 2018; Seri,
2020)

P. ROQUEFORTPNIN TAKSONOMISI
VE GENETIGI

Penicillinm  roqueforti  tirt,  Penicillinm  cinsinin
Roguefortornm  (Rogueforti) serisinde sinuiflandiriir.
Bu seride filogenetik olarak birbirine yakin tirler,
P. rogueforti, P. carnenm, P. panenm, P. psychrosexnalis
ve P. mediterranenm ile yer almaktadir (Houbraken
vd., 2010; Guevara-Suarez vd., 2020). Funguslar
i¢in genetik tanimlamada kullamilan Gniversal gen
bolgelerinden 18S tfRNA ve 28S (D1/D2) tRNA,
bu tiitleri tam olarak ayiramamaktadir. Bu tiitlerin
tanimlanmasinda ve siniflandirlmasinda, ITS, 8-
tubulin (#b2, benA), calmodulin (emdA) ve RNA
polimeraz IT geni alt birimi (7pb2) gen bolgeleriyle
coklu bolge dizi tiplemesi (MLST) analizi son
yillarda siklikla kullamlmaktadir (Houbraken vd.,
2010; Houbraken vd., 2016; Guevara-Suarez vd.,
2020). Ozellikle, Roguefortorum serisinin B-tubulin
dizilimlerinin polimorfizm gosterdigi bildirilmistir
(Houbraken vd., 2010). Roguefortorum  setisi

tyelerinin B-tubulin dizilimleri kullaniarak elde
edilen filogenetik agag, tirlerin ayrimint agikca
gostermektedir  (Sekil 2). Bu agaca gore, P.
roguefortiye en yakin tirtin P. mediterranenn oldugu
gorilmektedir. Oteul hayvan gilibrelerinden izole
edilmis olan P. wediterranennm, Roguefortornm serisine
yeni dahil edilmistir. Bu tiirtin, P. rogueforti ile ITS
dizilimi aynu iken, #b2, ondA, rpb2 dizilimlerinde
farkliliklarin oldugu ifade edilmistir (Guevara-
Suarez vd., 2020).

P. rogueforti suglarimin da kendi icinde cesitlilik
gosterdigi  bildirilmistir.  Gillot vd. (2015), P.
roguefortfnin farkli morfolojilere sahip izolatlar
arasinda 9 degisik morfolojik tipi oldugunu tespit
etmiglerdir. Bu calismada cesitli  lokuslar
polimorfizm  acisindan  incelenmis;  cesitlilik
hakkinda bilgi verici 8 lokus (B-zub, cd, cct8, t5r1,
mem?7, Prog235, Prog631, Prog845) ve 4 mikrosatelit
bélgesi (Proql6, Proql7, Proq01_3, Proq02_2)
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tespit edilmistir. P. rogueforti izolatlarinin  bu
polimorfik  bélgeler kullandarak  birbitlerine
yakinliklarina gére gruplara ayrilmast sonucunda,

9%%

9%%

97%

degisik peynir tiirlerinden elde edilen izolatlarin
degisik gruplara yerlestigi gorilmustir.

AY6743831 P roqueforti CBS 221307
LT898291.1 P mediterraneum FMR 151887

AY674386.1 P carneum CBS 1122977

HQ442356.1 P. psychrosexualis CBS 1281377

LQ‘S‘%
AYBT74387.1 P. paneum CBS 1010327

—

0.050

JX141042.1 P. corylophilum CBS 312.487

Sekil 2. Roguefortorum serisinin B-tubulin gen dizilimleri ve Maximum-likelihood metodu kullanilarak
elde edilen filogenetik iliskisi. Kullamilan tip (T) suslat: Penicillium roqueforti CBS 221.30T (AY674383.1),
Penicillinm mediterranenm FMR 15188T (LT898291.1), Penicillinm carnenm CBS 1122977 (AY674386.1),
Penicillinm psychrosexnalis CBS 1281377 (HQ442356.1) ve Penicillinm paneuns CBS 1010327 (AY674387.1).
Dizilimler Clustal W programu ile hizalanmus ve filogenetik agag, Mega X (Versiyon 10.1.1) programu
kullanilarak olusturulmustur.

P. rogquefortinin farkli morfolojilere sahip suslari,
daha Once, kullamldigt peynire 6zgl, teknolojik
olarak P. glancum, P. gorgonzolae, P. stilton seklinde

isimlendirilmistir.  Ancak, bu isimlendirme
taksonomik gecerliligi olmadigt icin
kullanlmamustir  (Gillot  vd., 2015).  Son

calismalarda, yuzyillar boyunca farkll peynir
tretim proseslerinin kullandmasiun P. rogueforti
poptlasyon  yapisii  sekillendirdigi  6ne
surtilmuigtir. Boylece, bu tiriin evrimlesme
stirecine dair ipuclart sunulmustur (Gibbons ve
Rinker, 2015; Gillot vd., 2015; Ropars vd., 2016a;
Ropars vd., 2016b; Bodinaku vd., 2019; Dumas
vd., 2020). Farkli peynir tiderine ait izolatlarin
kiimelenmesiyle, P. rogueforti  popiilasyonunun
yabani ortak bir atadan gelerek nasil
evcillestirildigine, peynir ortamina nasil adapte
olduguna ve genetik farkhiliklarina dair ipuglar
elde edilmistir. Funguslarin evcillesmesi ve ortam
adaptasyonunun, yatay gen transferi (HGT),
tekrarlt indiiklenmis nokta (RIP) mutasyonlari,

secici delesyon, hibridizasyon gibi mekanizmalar
ve retrotranspozonlar, hareketli DNA elemanlart

gibi araglar ile saglanmig olabilecegi ifade
edilmistir. Bunlar arasinda HGT’nin gida
zincirinde farklt Ornekleri  belirtilmis  olup,
adaptasyon sirecinde 6n  plana  gtkmistr

(Cheeseman vd., 2014; Dumas vd., 2020). P.
roguefort7nin evcillesme stireci, 6zellikle genomuna
kazandirdit yatay gen transfer bolgelerinde
(HGT) bulunan, laktoz metabolizmast ve
antimikrobiyal 6zellikleri iceren, Cheesyler ve
Wallaby ~gen  bolgeleriyle iliskilendirilmistir.
Peynirin olgunlasma siirecinin ilk giinlerinde, bu
bélgelerdeki genler yiksek oranda ifade edilerek
P. rogueforti suslarina, diger tirlere karst peynir
ortaminda yarismact ve hizli gelisme 6zelliklerini
kazandirmaktadir (Cheeseman vd., 2014; Ropars
vd., 2015; Dumas vd., 2020). Ayrica bu bélgeler
vasttastyla P. rogueforti peynirin besin kaynaklarini
kullanabilme, proteoliz ve lipoliz mekanizmalar,
tuzlu ortamda gelisme, peynirin olgunlasma
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stirecinin basinda distik pH degerini tolere etme,
peynir oyuklarina kolonizasyon yetenegi gibi
ozellikler kazanmistir (Ropars vd., 2012; Monnet
vd., 2014). HGT bolgeleri, P. rogueforti FM164
susunun tim genomunun dizilenmesiyle, bu tiirde
ilk defa tespit edilmistir (Ropars vd., 2012;
Cheeseman vd., 2014; Ropars vd., 2015). Wallaby
bélgesi, 248 geni banndirdigindan ve 575 kb
boyutunda oldugundan uzun bir genomik ada
olarak tanimlanmustir. Bu bélgede bulunan pafve
hee2  genlerinin,  P. rogueforePnin - diger
mikroorganizmalara karst antagonistik 6zellikleri
barindiran antifungal proteinleri kodladigi ifade
edilmistir (Cheeseman vd., 2014; Ropars vd.,
2015; 2016a). Tkinci biiyiik bélge olan CheesyTer'in,
37 gen bulundurdugu ve 80 kb uzunlugunda
oldugu tespit edilmistir. Bu bélge, laktoz
metabolizmasindan sorumlu laktoz permeaz ve 3-
galaktosidaz mekanizmalarint kodlayan genleri
barindirir  (Ropars vd., 2015). Ayrica, HGT
bélgelerini bulunduran P. rogueforti  suslarinin
peynit  aromasina da  Onemli  katkist
bulunmaktadir. Lipoliz sonucu peynir ortaminda
lipid degradasyonunun artmastyla, ketonlar ve
ucucu bilesikler aciga ctkmaktadir. Bunlardan en
Onemlileri, kufli aroma yerine peynirimsi
aromalarin  ortamda olusmasini  saglayan  2-
heptanon, 8-nonen-2-on, 2-tridekanon  gibi
bilesiklerdit (Bodinaku vd., 2019; Dumas vd.,
2020). Gurkan vd. (2018), Erzurum Civil
peynitlerinde  ¢ogunlukla  ketonlardan  ve
alkollerden olusan 65 ucucu bilesik tespit etmis ve
bu bilesiklerden 2-nonanon, 3-metil-2-pentanon,
2-bitanon ve 2-pentanon 6n plana ¢tkmustir.
Ayrica bu bilesikler ve oranlar, peynirin
olgunlasma sicaklig1 ve stresine gbre degismistir.

P. roqueforti pek ¢ok ekolojik ortamda bulunabilir.
Bu tiirtin, Rokfor peyniri ve diger peynirlerden
izole edilen suslarinin yan sira, agaclik alan, silaj
ya da gida kontaminantt olarak peynir dist
ortamdan izole edilen suslart olarak toplam 4
popiilasyonu  belirlenmistir  (Gillot vd., 2015;
Coton vd., 2020; Dumas vd., 2020) (Cizelge 1). Bu
popiilasyonlar, koloni yapisi ve rengi, gelisme hiz,
sporlanma orant ve hizt gibi fenotipik farkliliklar
gostermektedir. Popilasyon 4, Wallaby ve

CheesyTer genlerini bulundurmaktadir. Ayrica bu
poptlasyonda, mikofenolik asit Uretiminde
anahtar gen olan 7paCde 174 bp’lik bir delesyon
nedeniyle, bu toksinin tretimi ¢ok diisiik diizeyde
olmakta ya da yapilamamaktadir (Gillot vd.,
2017b; Coton vd., 2020). Rokfor peynirinden
izole edilen Poptlasyon 3’te, Poptilasyon 1 ve
Popiilasyon 2’de oldugu gibi HGT bolgeleri
bulunmamakta ve mpaC geni bulunmaktadir. Bu
poptlasyonun farklt bir kaynaktan gelerek (silaj
ortamindan vb.) magara ortamindan peynire
yetlesmis olabilecegi 6ne strilmistir (Ropars vd.,
2017; Dumas vd., 2020).

Son calismalar, P. roguefort/nin eseyli treme
yapabildigini ortaya koymustur (Ropars vd., 2014;
2016b). Ascomyceteslerden P. roguefortinin farkls
poptlasyonlarinin haploid genomlarinin MAT7-1
ya da MATT-2 olmak tzere, insandaki X ve Y
kromozomlarina benzer sekilde, tek bir esey tipi
lokusu tasidigt bildirilmistir (Ropars vd., 2016a).
Bu lokus, feromonlar ve feromon reseptotlerinin
tretimini indiikleyen transkripsiyon faktotlerini
kodlar (Lopez-Villavicencio vd., 2010). Ropats
vd. (2014), P. rogueforti suslarinin biyotin ilave
edilmis Oat Meal Agar (OA)da egeyli Ureme
Ozelliklerini incelemistir. Suslarin besince zengin
ve stabil kosullarda degil de zorlu kosullarda eseyli
treme yapabildigi bildirilmistir. Evrimsel siirecte,
eseyli Ureme genlerinin P. roguefortfde  yiksek
oranda korunmus oldugu ifade edilmistir. Ayrica,
peynirden izole edilen popilasyonun %91’inin
MATT-2 esey tipine sahip oldugu tespit edilmisgtir.
MATT-1 esey tipi, daha ok diger P. rogueforti
popilasyonlarinda (%82) tespit edilmistir (Ropars
vd., 2014). Deneysel calismalar, eseyli iremenin
eseysiz Uremeye gbre zararlli mutasyonlar
azaltt@int ortaya koymustur (Ropars vd., 2012).
Eseyli iremenin biyoteknolojik acidan da 6nemi
s6z konusudur. Peynir dretiminde gesitliligi
saglayacak farkl fenotiplere sahip yeni genotipler
kolaylikla gelistirilebilir veya rekombine edilebilir.
Yeni nesil suslar, eslesen atalarinin her ikisinden
de gen alarak yeni Ozellikler kazanabilir ve
degisken cevre kosullarina dayanikh hale gelebilir
(Ropars vd., 2012; 2014).
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Cizelge 1. P. roqueforti popilasyonlart ve 6zellikleri (Coton vd., 2020)

Pobiilasvon Tirii | Tzolasvon Kavnasi HGS Bolgeleri Metabolitler
opuiasyon T OHASyon Haytag Wallaby CheesyTer | mpaC Geni Metabolitler
Popiilasyon 1 Agaclik alan, . Yok Yok Var
Gida kontaminantt 7°den fazla
Popiilasyon 2 Silaj, ' Yok Yok Var metabolit ve
Gida kontaminantt 65’ten fazla ugucu
Popiilasyon 3 Rokfor peyniri Yok Yok Var bilesik** Giretimi
Popiilasyon 4 Diger peynirler Var Var Delesyon*

*mpaC geni delesyona ugradigindan mikofenolik asit tretimi ¢ok dugiik/yok dizeyde.
**Poptlasyon 3’teki suslar, ucucu bilesik ¢esitliligine sahipken; Popiilasyon 4, dustik cesitlilige sahip.

Son calismalar, P. roguefortinin eseyli treme
yapabildigini ortaya koymustur (Ropars vd., 2014;
2016b). Ascomycetes’lerden P. roguefortinin farkl
poptlasyonlarinin haploid genomlarinin MAT7-1
ya da MAT7-2 olmak tzere, insandaki X ve Y
kromozomlarina benzer sekilde, tek bir esey tipi
lokusu tasidigr bildirilmistir (Ropars vd., 2016a).
Bu lokus, feromonlar ve feromon reseptorlerinin
tretimini indiikleyen transkripsiyon faktorlerini
kodlar (Lopez-Villavicencio vd., 2010). Ropars
vd. (2014), P. rogqueforti suslarinin biyotin ilave
edilmis Oat Meal Agar (OA)da eseyli lUreme
Ozelliklerini incelemistir. Suslarin besince zengin
ve stabil kosullarda degil de zorlu kosullarda eseyli
treme yapabildigi bildirilmistir. Evrimsel siirecte,
eseyli Ureme genlerinin P. roguefortide yiksek
oranda korunmus oldugu ifade edilmistir. Ayrica,
peynirden izole edilen popilasyonun %91’inin
MATT-2 esey tipine sahip oldugu tespit edilmistir.
MATT-1 esey tipi, daha ¢ok diger P. rogueforti
popiilasyonlarinda (%82) tespit edilmistir (Ropars
vd., 2014). Deneysel c¢alismalar, eseyli Gremenin
eseysiz Uremeye gore zararli mutasyonlart
azalttigint ortaya koymaktadir (Ropars vd., 2012).
Eseyli tremenin biyoteknolojik agidan da 6nemi
s6z konusudur. Peynir dretiminde cesitliligi
saglayacak farkli fenotiplere sahip yeni genotipler
kolaylikla gelistirilebilir veya rekombine edilebilir.
Yeni nesil suslar, eslesen atalarinin her ikisinden
de gen alarak yeni Ozellikler kazanabilir ve
degisken ¢evre kosullarina dayanikli hale gelebilir
(Ropars vd., 2012; 2014).

P. ROQUEFORTPININ FiZYOLOJiSI VE
METABOLIZMASI

P. roquefortinin  optimum  inkiibasyon sartlari,
aerobik ortam ve 25°C’de 5-7 gilindiir. Ayrica,

propiyonik aside, asetik aside, laktik aside, yitksek
konsantrasyonda COz’ye ve %5’e kadar NaCl’ye
tolerans  gOstermektedir.  Ayrica,  peynirin
olgunlasmast strasinda, depo kosullarindaki (10-
12°C) sicakliklarda gelisebilir ve daha dusik
sicakliklara da dayaniklidir (Frisvad ve Samson,
2004; Visagie vd., 2014; Gillot vd., 2015). Bu tiir,
peynirdeki metabolik siirecler sonucu primer ve
sckonder  metabolitler  iretebilir.  Primer
metabolitler, yasamsal faaliyetler sonucu olusan
temel metabolizma Urlnleridir. Peynirden izole
edilen pek ¢cok P. rogueforti susu, karbonhidrat
metabolizmasinda  laktoz  permeaz
galaktosidaz  enzimlerini  bulundurdugundan
laktozu kullanabilir (Ropars vd., 2015). Proteolitik
ve lipolitik aktiviteler sonucu bazi biyoaktif
peptidler ve wugucu aromatik bilegikler (2-
heptanon, 8-nonen-2-on, 2-tridekanon vb.)
uretebilit. P. rogueforti, melanin biyosentezi gen
kiimesini bulundurdugundan mavi-damarli, kifle
olgunlastirilan peynirlere has mavi-yesil renkleri
olusturan pigmentleri tretir. Bu pigmentlerin spor
ylzeyini  kaplayan  melanini  olusturdugu
bildirilmistir (Cleere, 2017; Bodinaku vd., 2019;
Coton vd.,, 2020). Daha once _Aspergillus
fumigatus'ta bulunan DHN-melanin biyosentez
yolu, P. roquefortrde de tespit edilmistir. DHN-
melanin biyosentezi gen kiimesi, 6 gen icerir ve 19
kb buyikligindedir. Bu gen kiimesinde bulunan
genlerin UV mutajenez yontemi kullanilarak
kahverengi, pembe, yesil, koyu mavi, beyaz renkli
sporlar tretilebildigi ifade edilmistir. Bdylece,
mutant spotlar kullandarak degisik renkte
peynitler dretilebilir ve peynir endistrisine ilgi
cekici bir pazarlama stratejisi olarak sunulabilir
(Cleere, 2017).
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Sekonder
faaliyetleri

metabolitler, genellikle — yasamsal
surdiirmek i¢in gerekli olmayan,
mikotoksinleri ve bazi biyoaktif bilesikleri
igerirler.  Bazilart  tubbi uygulamalarda ve
farmakolojide kullanilirken, bazilart da insan
sagligina  zararhidir.  Mikotoksinler,  saglik
problemlerine (kanserojen, teratojen, mutajen
etkiler vb.) neden olmalarinin yani sira ekonomik
zararlara da yol acabilitler (Senglin vd., 2008;
Hymery vd., 2014). Sekonder metabolitler genel
olarak, yapt bloklarindan; 6zellikle terpen sentaz,
poliketid sentaz, tibozomal sentaz ve ribozomal
olmayan peptid sentaz enzim gruplarinin
aktiviteleriyle sentezlenir. Biyosentezi saglayan
enzimleri kodlayan genler, bir gen kimesinde
birbirine baglt olarak bulunur (Brown vd., 2011).
Son  vyillarda, P roguefort/nin - sekonder
metabolitlerinin gen kiimeleri ve fonksiyonlart
belitlenmistir. Bu metabolitler arasinda rokfortin
C, mikofenolik asit, PR toksin, izofumigaklavin
gibi bilesikler mikotoksin olarak
degerlendirilirken, andrastin A biyoaktif bir bilesik
olarak 6n plana ¢tkmaktadir (Hymery vd., 2014;
Garcia-Estrada ve Martin, 2016). Rokfortin C,
Gram porzitif bakterilere karst antibakteriyal
aktiviteye sahiptir. Ayrica, bu mikotoksinin disik
seviyede de olsa nérotoksik ve sitotoksik etkileri
bildirilmistir  (Kosalkova vd., 2015; Gartcia-
Hstrada ve Martin, 2016). Mikofenolik asit,
bébrek, karaciger, kalp nakli yapilan hastalarda
organ  reddini  6nlemek  icin  kullanilan
immunosupresif bir bilesik olarak ilaclarn
formilasyonlarinda kullanilir (Del-Cid vd., 2016;
Gillot vd., 2017b). Andrastin A ise, antitimér ve
antikarsinojen etkileri tespit edilmis biyoaktif bir
bilesiktit ve P. rogueforti tarafindan peynir
ortaminda dretimi saptanmustir  (Fernandez-

Bodega vd., 2009).

Mikotoksin Uretiminde biyotik faktotlerin yant
sira pH, sicaklik, NaCl ve Oy icerigi, C/N orant
gibi abiyotik faktbrlerin de 6nemli oldugu
bilinmektedir (Fontaine vd., 2015). Ayrica,
cevresel faktorlerin yant sira substrat yapist da
6nemlidir. Her gida maddesinde benzer sekilde
ortaya cikmamaktadir. P. roguefort/nin bazi suslar
peynirde PR toksin, rokfortin, mikofenolik asit,
isofumigaklavin  Uretebilir.  Ancak, peynirin
aminoasit kompozisyonu ve mikroaerofilik

kosullar nedeniyle, PR toksin peynirde karatlt
degildir ve peynir ortaminda toksisitesi daha
disiik olan PR imine indirgenir (Hymery vd.,
2014; Perrone ve Susca, 2017). Mikotoksin
tretimi daha ¢ok Cizelge 1°deki agaclik alan, silaj
gibi izolasyon kaynaklari olan ve gidalarda
bozulmaya yol acan Popiilasyon 1 ve Poptlasyon
2 ile iliskilendirlebilir. Ayrica bulgular, P.
roquefort7 nin evrimsel stirecte peynire
adaptasyonunda bazt sekonder metabolitlerinin
tiretimini  azalttigini  gostermektedir.  Ornegin,
Cizelge 1’deki Poptilasyon 4teki  suslar
mikofenolik asit Uretiminde anahtar gen olan
mpaCde 174 bp’lik bir delesyon
bulundurdugundan, bu toksinin dretimi c¢ok
dustik diizeydedir ya da yapilamamaktadir (Gillot
vd., 2017b; Coton vd., 2020). Bu poptilasyondaki
Wallaby ve CheesyTer HGT bolgelerine sahip suslar
peynirde geliserek, diger mikotoksijenik tiirlerin
gelismesini  baskilayabilir. Ayrica, Roguefortornm
serisine ait diger tutlerden P. paneum, P. carneum ve
P. psychrosexnalis’in patulin tiretimi s6z konusudur
(Hymery vd., 2014; Perrone ve Susca, 2017). P.
mediterranennin ikincil metabolitleriyle ilgili bir
bilgi literatiirde hentiz yer almamaktadir.

BIYOTEKNOLOJIK POTANSIYEL VE
STARTER KULTUR OLARAK P.
ROQUEFORTPNIN KULLANIMI

P. rogueforti, sekonder starter kiltiir olarak mavi-
damarli  ve diger  kufla peynitlerin
olgunlastiriimasinda kullantlir. Bu kltir, liyofilize
sporlar formunda siit icine katlir veya peynir
pthtist  Uzerine  spor  solisyonu  halinde
puskirtilerek  bulastirilir.  Ticari  starter
kullamlmayan, gelencksel yontemlerle tiretimlerde
ise ortamdan bulasarak peynirde spontan olarak
gelisebilir. Béylece olgunlasma streci sonunda
kifli peynitlere has tat, koku ve aroma olugur
(Fox vd., 2016b; Metin, 2018).

Peynir endistrisinde, P. roqueforti sporlart klonal
sustan gelistirilir ve boylece suslar eseysiz treme
ile c¢ogaltlir. P.  roguefortinin  biyoteknolojik
izolatlari arasinda, bir tirtin tek klonunu temsil

ettiginden genomlarinda herhangi bir
polimorfizm bulunmaz. Bu nedenle yeni sus
gelistirilmesi, cogunlukla rastgele mutasyona

bagldir. Eseyli tireme ile ayn1 atadan gelen farklt
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bireyler, yeni nesil suslarda genetik c¢esitliligi,
rekombinasyonu saglar ve zararli mutasyonlar
genomdan temizlenebilir (Giraud vd., 2010;
Ropars vd., 2012; 2014). Eseyli tireme, endiistriyel
suslarin gelistirilmesinde kullamilabilecek kolay bir
yontemdir (Béhm vd., 2013). Bu yontemle
gelistirilen suslara istenen Ozellikler
kazandirlabilir ve yeni ¢esit peynitler tretilebilir.
Ayrica, evcillesen popilasyonun peynir tretimi
prosesinde stabil kalmasi saglanabilir ve giivenilir,
yiksek kalitede peynir dretimi  yapilabilir
(Bodinaku vd., 2019). Gelencksel peynirlerin
kendilerine has dokusu da korunabilir.

Yatay gen transferi ile hareketi DNA
elemanlarinin 6karyotik genomlara girisi, temel
genomik cesitlilik ve biyoteknolojik inovasyon
icin 6nemli bir itici gii¢c olmustur. Evrimsel
strecte, genetik modifikasyonun organizmalarin
sadece atalarina degil ekolojilerine de bagl oldugu
tespit edilmis ama tim mekanizmalar heniiz
actklanamamustir  (Schaack  vd., 2010). P
roquefortZnin evrimsel siirecinin ve peynir ortamina
adaptasyon mekanizmalarinin aydinlatilmast ile
HGT genleri gibi bircok aday alternatif genin
tantmlanmast  saglanabilir.  Boylelikle, peynir
tretimi icin ilging O6zellikler secilerek yeni nesil
startetler Uretilebilir (Dumas vd., 2020).

P. rogueforti, katma degeri ylksek molekilleri
tretebildigi icin multifonksiyonel hiicre fabrikast

olarak nitelendirilmistir (Mioso vd., 2015).
Proteolitik-lipolitik aktiviteleri nedeniyle
enzimatik potansiyeli bilinmektedir.  Ayrica,

medikal uygulamalar icin metabolit Gretiminde,
gida uygulamalant icin aroma dretiminde ve

biyoremediasyon ajani olarak kullanilabilir (Coton
vd., 2020).

PEYNIRIN OLGUNLASMA SURECINDE
P. ROQUEFORTPNIN ROLU
Peynitlerde sekonder starter olarak kullamilan P.

rogueforti,  peynirin  olgunlasma  siirecinde
bakterilerle ve mayalarla etkilesim halindedir.
Starter kultir olarak  6zellikle laktk —asit

bakterilerinin (Lactobacillus spp., Lactococcus spp.)
yant sira peynir ¢esidine ve tiretim metoduna gore
Brevibacterinm  linens, Propionibacterium  spp. gibi
bakteriler ve Debaryomyces spp., Kluyveromyces spp.,

diger Penicillium spp., Geotrichum candidum  gibi
fungal tirler ortamda bulunabilir (Anonim, 2015;
Fox vd., 2016¢; Metin, 2018). Ancak, 6zellikle
Cizelge 1°de verilen Popilasyon 4’e dahil olan
suslar, HGT genleri bulundurdugundan diger
fungal tirlerin  peynir ortaminda gelisimini
baskilayabilir. ~ Avrupa  tipi  mavi-damarl
peynitlerde ve tlkemizde tretilen Erzurum Kuafli
Civil, Konya Kafli, Divle Obruk Tulum gibi
peynitlerde yapilan calismalarda P.  roqueforts,
peynir mikrobiyotasinda dominant tir olarak
tespit edilmistir (Cakmaket vd., 2012; Oztiirkoglu
Budak, 2016; Kirtl, 2018; Seri, 2020).

P. rogueforti basta olmak tizere, kiflerin metabolik
aktiviteleri sonucu farkli aroma maddeleri ve
metabolitler olugsmaktadir. Ayrica kifler, peynir
tekstiirinde  O6nemli  degisikliklere — neden
olmaktadir. Olgunlagma siirecinde, kiiflerin neden
oldugu biyokimyasal reaksiyonlar sonucu, kifli
peynitlere has koku, aroma ve tat olusur. Bu
reaksiyonlar temel olarak, deasidifikasyon,
proteolittk  ve lipolitik  aktiviteler —olarak
siniflandirilabilir - (Fox  vd., 2016d). Ayrica,
peynirde mavi-yesil rengi saglayan kif pigmentleri
tretimi ve sekonder metabolit dretimi de
gerceklesir (Cleere, 2017; Coton vd., 2020).

Deasidifikasyon sonucu P. roquefort, laktik asit
bakterilerinin rettigi laktik asidi karbon kaynagi
olarak kullanir. Pihti asitligini nétralize ederek
ortam pH’sint 4,5’tan 7’ye dogru ytkseltir. Bu tir
ayrica, endopeptidaz ve ekzopeptidaz aktivitesine
sahip oldugundan kazeini hidrolize edebilir.
Boylece peynir matriksinde serbest aminoasitler
olugur. Serbest aminoasitler, amonyak ve ugucu
bilesiklere parcalanarak olgunlasmayi hizlandirir.
Lipolitik aktiviteler sonucu ise, kifli peynirlerin
karakteristik aromast olusur. Serbest yag
asitlerinden metil ketonlar ve onlatin sekonder
alkolleri meydana gelir (Fox vd., 2016d; Martin ve
Coton, 2017; Bodinaku vd., 2019).

SONUC
Mavi-damarlt peynirler gibi kifli peynitlerin
olgunlastirimasinda  sckonder starter olarak

kullamlan P. rogueforti, son yillarda gida kaynakli
kifler arasinda en cok incelenen tiir olarak 6n
plana ¢ikmaktadir. Kifli peynirlere has tat, aroma
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ve kokuyu olusturan bu tiiriin incelenmesi, gida
sanayi  actsindan  olduk¢a  6nemlidir. P
roguefortfnin - evcillesme ve adaptasyon sureci
tizerine son ¢alismalar, bu tiriin popiilasyonlarin
ve Ozelliklerini belirleyerek filogenetik
pozisyonunu  yeniden  sekillendirmistir.  P.
roguefortfnin evcillesme strecinin arastirilmastyla
ve hentiz bilinmeyen seckonder metabolit gen
kiimelerinin tespit edilmesiyle, bu tirtn fizyolojisi
ve metabolizmasi daha iyi anlagilabilir. Bu tirin
poptilasyonlarinin tim genomlarinin dizilenmesi,
metabolik potansiyeli ve reglilasyonu icin yeni
ipuglart sunacaktir. Bu derlemede, peynir kiifii

olarak P. roguefortfnin  morfolojisi, genetik
ozellikleti, taksonomisi, fizyolojisi ve
metabolitleri,  peynirin  olgunlasma  rold
incelenerek  Ozetlenmis,  peynir  ortamina
adaptasyon ve evcillesme stireci ile ilgili elde edilen
yeni bulgular degetlendirilmistir. Ayrica, P.
roguefortfnin - eseyli  Ureme  kabiliyetine de

deginilmistir. Eseyli Greme ile farkli bireylerin
6zelliklerinin rekombinasyonuyla farklt
fenotiplere sahip yeni nesiller gelistirilebilir. Bu
durum, starter kultiir gelistirilmesi acisindan
biyoteknolojik 6nem arz etmektedir.

TESEKKUR .
Bu calisma, 1190314 numarali TUBITAK projesi
tarafindan desteklenmistit.

CIKAR CATISMASI
Bu makale ile ilgili olarak baska kisiler ve/veya
kurumlar arasinda bir ¢tkar catigmast yoktur.

YAZAR KATKILARI

HEK ve BM derleme ¢alismasint planlamis, HEK
makale taslagint hazirlamuis, BM ve MA inceleme
ve dizenleme agamalarinda katki saglamuslardir.
Tum yazarlar makalenin son halini okumus ve
onaylamiglardir.
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