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Kisaltmalar

ITS: Ara transkripsiyon boélgesi (Internal transcribed spacer)

ITS bélgesi: ITS1-5.8 -RNA-ITS2

D1/D2 bolgesi: 26 S r-DNA D1/D2 domain

S: Saccharomyces

SC: Saccharomyces cerevisiae

NS: Non-Saccharomyces

RE: Kisitlama enzim, kesici enzim, restriksiyon enzimi

PZR: Polimeraz zincir reaksiyonu

gPZR: Kantitatif gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
RT-PZR: Gergek zamanli (real-time) polimeraz zincir reaksiyonu
YPG: Maya ekstrakti pepton glikoz (Yeast extract peptone glucose)
ESA: Etanol sulfat agar

CM: Soguk maserasyon

NM: Maserasyon

PFGE: Darbeli alan jel elektroforezi

RFLP: Kesim parc¢asi uzunluk polimorfizmi (cesitliligi)

RAPD: Rastgele ¢ogaltiimis polimorfik DNA (randomly amplified polymorphic DNA)
GC-FID: Gaz kromatografisi-alev iyonlasma dedektor

GC-MS: Gaz kromatografisi-kitle spektrometresi

LRI: Lineer alikonma indeksi

OAV: Koku aktivite dege



ONSOZ

Son vyillarda, sarap yapimi sirasinda kendiliginden gelisen suslarin yerel sarap
maysesine daha kolay uyum saglama potansiyeline sahip olmalari, saraba tipik koku (flavor),
aroma vermeleri ve belirli bolgenin biyogesitliligini yansitmalar gerekgeleriyle bdlgeye 6zel

starter kultdr izolasyonu, gelistiriimesi ve sarap yapiminda kullanimlari tercih edilmektedir.

Proje kapsaminda, Turkiye'nin segctigimiz yerel Uzumlerinden (Kalecik Karasi,
Okiizgozii, Bogazkere, Dimrit, Emir) starter kiiltiir veya multi-starter kiiltiir tiretiminde sanayinin
kullanabilecegi, endojen fermentative Saccharomyces cerevisiae ve non-Saccharomyces
maya kulturleri elde edilmig; suslarin izolasyonlari, gruplandirilarak tanisi, biyogesitliligin
ortaya konmasi, fenonotipik ve genotipik karakterizasyonlari gibi ¢alismalar tamamlanmis;
secilmis  kultlrlerin sarap yapimindaki etkileri belirlenip, ticari kultir mayalari ile
kiyaslanabilmistir.

Dilegimiz kualtur koleksiyonumuzdaki izole ve karakterize ettigimiz Ulkemize 06zgu
mayalarin endustride yerini bulmasi, sarap Uretiminde kullanilabilmesi ve projemiz sonunda
elde ettigimiz sonugclarin ulusal ve uluslararasi literature katkida bulunmasidir.

TOVAG 1160521 no’lu projemizin gerceklesmesi ve tamamlanabilmesi, Tirkiye
Bilimsel Teknolojik Arastirma Kurumu’nun sagladigi destek ile mimkin olabilmistir, tesekklr
ederiz. Ayrica deneylerimizin son asamasinda, Urettigimiz kdltirler ile sarap yapiminda ve
analizlerinde destek olan Kavaklidere Saraplari A.$.'ne ve aroma bilesenleri analizlerinin

tamamlanmasini saglayan Prof. Dr. Serkan Selli’ye tesekkur ederiz.
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OZET

Kalecik Karasi, Oklizgozi, Dimrit ve Bogazkere sirasiyla Ankara, Elazi§, Kapadokya
ve Diyarbakir'in yerel kirmizi Gztmleridir. Buna ek olarak, Emir, Kapadokya’da yetisen yerel
beyaz Uzimduar. Bu Gzimler kendilerine 6zgu 6zelliklere sahip olduklari i¢in bu Gzimlerdeki
maya populasyonu birbirlerinden farkhdir. Bu calismada, bu Uzimlerin siralarindan ve
saraplarindan degisik maserasyon ve fermantasyon zamanlarinda 104 non-Saccharomyces
(NS) ve 293 Saccharomyces (S) maya izole edilmistir. 104 non-Saccharomyces mayanin
hepsi sekanslanmistir. Toplam 293 Saccharomyces mayadan (77 sekanslanmis izolat
arasindan) 29 tanesi yuksek teknolojik 6zellik tagiyanlar olarak segilmigtir. Tamami 181 maya
izolati arasindan (104 non-Saccharomyces ve 77 Saccharomyces) internal transcribed spacer
(ara transkripsiyon bdlgesi) ITS (ITS1-5.8 rRNA-ITS2) boélgesine ve ribosomal DNA'nin blyuk
alt tnitesindeki D1/D2 domaini DNA dizilimine gore 17 farkh maya turd tanimlanmistir:
Hanseniaspora guilliermondii, Hanseniaspora opuntiae, Hanseniaspora uvarum, Rhodotorula
mucilaginosa, Wickerhamomyces anomalus, Lachancea thermotolerans, Solicoccozyma
aeria, Starmerella bacillaris, Metschnikowia aff. fructicola, Metschnikowia fructicola,
Metschnikowia aff. pulcherrima, Metschnikowia pulcherrima, Metschnikowia sinensis,
Metschnikowia aff. chrysoperlae, Metschnikowia chrysoperlae, Saccharomyces cerevisiae ve
Saccharomyces cf. cerevisiae/paradoxus. Ayni zamanda, RT-PZR (eszamanh PZR) teknigi
sira ve saraplarda hedef tirlerin tespit edilmesi icin kullanilmistir. Farkli safthalardan alinan
sarap numuneleri, turlerin RT-PZR ile tespiti ve izolasyon/sekanslama icin kullaniimigtir.
izolasyon/sekans ve RT-PZR, test edilen hedef tiirlerin birgogunun belirlenmesinde uyumlu
sonuglar vermistir. RT-PZR teknigi ayni zamanda saraplarin fermantasyonu esnasinda, L.
thermotolerans, H. uvarum, T. delbrueckii ve S. cerevisiae gibi secilen turlerin miktar
belirlenmesinde kullaniimistir. Bunlara ek olarak, tanimlama sonuglari ITS bélgesi PZR-RFLP
(Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Kesim Pargasi Uzunluk Polimorfizmi) calismalar ile teyit
edilmistir. Tanimlanan Saccharomyces ve non-Saccharomyces izolatlarin alkol direnci, SO»
direnci ve H,S Uretimi gibi bazi fenotipik 6zellikleri de test edilmistir. Ayrica molekiiler tipleme
(PFGE ve RAPD gibi) caligmalarimiz izole edilen suslar arasi farklliklari ortaya koymustur.

llaveten, non-Saccharomyces ve Saccharomyces suslar ile sirali inokiilasyon ile
Uretilmis saraplarda duyusal analizler ve aroma bilesenleri analizleri yapiimistir. Kalecik Karasi
Uzimunde ise L. thermotolerans (09), M. pulcherrima (D3), H. opuntiae (K2), W. anomalus
(K41) non-Saccharomyces suglar; S. cerevisiae (K71) susu ile sarap yapiminda sirali starter
kiltdr olarak inokile edilmistir. Ayrica sonuglarin kiyaslanmasi igin, ticari maya Laffort S.
cerevisiae ile kuguk Olgekte ve endustriyel Olgekte yapilan saraplar da degerlendirilmigtir.

Saraplarin aroma bilesenleri gaz kromatografisi-kitle spektrometresi ile analiz edilmis ve

X



duyusal analizleri yapilmistir. Aroma profillerine gére: Lachancea thermotolerans ve
Saccharomyces cerevisiae suslarimizla ve ayrica Metschnikowia pulcherrima ve
Saccharomyces cerevisiae suslarimizla sirali asilama yoéntemiyle yapilan Kalecik Karasi
saraplari daha basarili bulunmustur. Bununla birlikte duyusal analiz sonuglarina gére de L.
thermotolerans ve S. cerevisiae suslarimizla yaptigimiz Kalecik Karasi sarabi diger non-

Saccharomyces mayalarla kiyaslandiginda daha basarili olarak degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Non-Saccharomyces, Saccharomyces, Sarap starter kiltlrl, Maya

tanimlama, Aroma bilesenleri.
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ABSTRACT

Kalecik Karasi, Oklizgozii, Dimrit and Bogazkere are local red grapes in Ankara,
Elazi§, Cappadocia and Diyarbakir, respectively. Moreover, Emir is a local white grape grown
in Cappadocia. Yeast populations are different in various types of grapes due to the unique
properties of these grapes. In this study, 104 non-Saccharomyces and 293 Saccharomyces
yeasts were isolated at different maceration and fermentation times from the grape’s musts
and wines made of these grapes. All 104 non-Saccharomyces isolates were sequenced. 29
(among 77 sequenced isolates) out of 293 total Saccharomyces yeasts were selected as those
with high technological properties. Among all 181 (104 non-Saccharomyces and 77
Saccharomyces) yeast isolates, 17 different species of yeasts were identified by DNA
sequencing of internal transcribed spacer (ITS) region (ITS1-5.8 rRNA-ITS2) and/or D1/D2
domain of large subunit ribosomal DNA as: Hanseniaspora guilliermondii, Hanseniaspora
opuntiae, Hanseniaspora uvarum, Rhodotorula mucilaginosa, Wickerhamomyces anomalus,
Lachancea thermotolerans, Solicoccozyma aeria, Starmerella bacillaris, Metschnikowia aff.
fructicola, Metschnikowia fructicola, Metschnikowia aff. pulcherrima, Metschnikowia
pulcherrima, Metschnikowia sinensis, Metschnikowia aff. chrysoperlae, Metschnikowia
chrysoperlae, Saccharomyces cerevisiae and Saccharomyces cf. cerevisiae/paradoxus.
Meanwhile, Real-time PCR (RT-PCR) technique is used to detect target species in grape
musts and wine. The wine samples from different stages were used in parallel for both RT-
PCR detection and isolation/sequencing of species. Isolation/sequencing results were
concordant with the results of the real-time PCR assay in respect to most target species tested.
RT-PCR technique was also used to quantify the selected species such as L. thermotolerans,
H. uvarum, T. delbrueckii and S. cerevisiae during fermentation process of the wines. In
addition, identification results were confirmed by ITS region PCR-RFLP (Polymerase Chain
Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism) studies. Saccharomyces and non-
Saccharomyces isolates were tested for some phenotypic properties such as alcohol
tolerance, SO, tolerance and H,S production. Molecular typing (PFGE and RAPD) studies
were also used to differentiate isolates of species at strain level.

In addition, sensory evaluation and aroma compound analysis of wines produced by
sequential inoculation with a non-Saccharomyces and a Saccharomyces strain were
performed. Each of L. thermotolerans (O9), M. pulcherrima (D3), H. opuntiae (K2), W.
anomalus (K41) as non-Saccharomyces isolate with S. cerevisiae (K71) strain were inoculated
sequentially to produce wine from Kalecik Karasi grapes. Wines produced with commercial
yeast strain (Laffort S. cerevisiae) both at industrial scale and small scale were also evaluated

to compare the results. Aroma compounds of wines were analyzed by GC-MS (gas
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chromatography-mass spectrometry) and aroma profiles of wines were compared with control
wines. According to aroma compound analysis, sequential inoculation of our L. thermotolerans
and S. cerevisiae strains (LT-SC) and M. pulcherrima and S. cerevisiae strains (MP-SC) in
Kalecik Karasi wines were found successful. Sensory evaluation of wines produced by
sequential inoculation with non-Saccharomyces and Saccharomyces strains was performed
and revealed successful results. In fact, the wine made with L. thermotolerans and S.
cerevisiae strains revealed more successful results than the wines made with other non-

Saccharomyces strains.

Key Words: Non-Saccharomyces, Saccharomyces, Wine starter culture, Molecular typing,

Aroma compound
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1. GIRIS

Geleneksel sarap dretimi Uzum kabugundan gelen UzUm suyunun icerigindeki
(endojen) mayalarla kendiliinden fermantasyonu ile gergeklestirilir. Ancak standart Uretimi
saglayamadigindan ve bdlgeden bdlgeye, yildan yila degisen sonucu tahmin etmesi zor
drinler olusturdugundan, birgok sarap dreticisi UzUmin sikma asamasindan sonra
fermantasyonu baslatmak icin siraya (grape must) S. cerevisiae sugunu starter kultir olarak
eklemektedir. Diger yandan son yillarda ticari mayanin gsaraba spontane fermantasyon ile
saglanabilen, istenilen o6zellikleri, 6érnegin; komplike tat veremedigi ve bu saraplarin ¢ok
standart ve siradan oldugu disincesi hékim olmustur. Bu nedenle, arastirmacilar ve sarap
ureticileri authochthonous yani kendiliginden gelisen suslarin yerel sarap maysesine daha
kolay uyum saglamasi ve belirli bdlgenin biyogesitliligini yansitmasi gerekgesiyle bdlgeye 6zel
starter kiltlr izolasyonunu tercih etmeye baslamislardir (Capece vd., 2010). Bu secilmis
starter kiiltrler saraba tipik koku (flavor) ve aroma vermektedir (Cocolin vd., 2004; Fleet 2003).
Dolayisiyla, bircok (lkedeki UGzim bagr bolgelerinde (vineyard) sus izolasyonu ve
Saccharomyces ve non-Saccharomyces maya populasyon belirleme calismalari yapilmis ve
yayinlanmistir. Ayrica non-Saccharomyces suslari, S. cerevisiae suslari ile kombinlenerek
sarap yapiminda spontane fermantasyona benzer Urlnler veren daha basarili kiltirler elde
edilmistir. Turkiye’'deki Gzimlerden elde edilen S. cerevisiae ile yapilmis calismalar olmakla
birlikte (Bagder vd., 2014) non-Saccharomyces mayalarin ve S. cerevisiae disinda kalan
Saccharomyces tirlerini iceren yurtdisi literatlirde yer almis c¢alismaya nadiren (Celik vd.,

2017) rastlanmigtir.

Bu bilgiler 1s1dinda, projenin amagclari Tirkiye’de bulunan yerel Uztumlerdeki starter
kultdr veya multi-starter kilttr tretiminde kullanilabilecek endojen fermentative maya tirlerinin
biyogesitliliginin ortaya konmasi, non-Saccharomyces ve Saccharomyces mayalarin sarap
yapimi icin starter kulttr olarak secilmesi, tanisi, fenotipik ve genotipik karakterizasyonu olarak
belirlenmigtir. Genotipik karakterizasyon igin karyotipleme ve RAPD-PZR (Random Amplified
Polymorphic DNA) yontemleri segilmistir.



2. LITERATUR OZETi

2.1. Turkiye’de Uzim Cesitleri ve Maya Cesitliligi

Fermente edilmis gidalar neolitik gagdan bu yana insanlar tarafindan tiketiimektedir.
Biyomolekuler arkeologlar, neolitik c¢agda sarap Uretiminin olduguna dair kanitlara
rastlamiglardir. Mezopotamya tarihinde biylk énemi olan sarap Uretiminin Glkemizde &zellikle
2000’li yillarin baslarindan itibaren butik sarapcilik anlayisi ile farkh bir duruma geldigi
gorulmektedir. Avsa Adasr’'nda yetisen Adakarasi, Elazig-Diyarbakir bolgesine ait olan
Bogazkere ve Okiizgdzi, Orta Anadolu’'da yetisen Kalecik Karasi, Canakkale yoresinde
yetisen Karasakiz, Bozcaada'ya 6zel olan Kuntra ve Trakya yoéresinde yetisen Papazkarasi,
Kapadokya bolgesinde yetisen Dimrit ve Emir Ulkemizde saraplik olarak yetistirilen baslica
ulkemize 6zel UzUm cesitleridir. Sarap uretimi geleneksel olarak dogal yollarla bulasan
(spontane) mikroorganizmalar ile yapilmasina karsilik, seri Uretimde ayni tadi tutturmak
amaciyla starter kultirlere basvurulmaktadir. Geleneksel Uretimde ekosistemi olusturan
mikroorganizmalarin cinsi ve bilesenleri saraplik UzUmun cinsine gore degismektedir. Bunun
sebebi tzumlerin farkli kimyasal bilesenlere sahip olmasidir. Ornegin; Bogazkere yiiksek
miktarda tanen icerirken, Okiizg6zu daha az tanenli; sonug olarak da daha yumusaktir (bu
nedenle coju zaman kupaj seklinde kullanimi tercih edilmektedir). Diger bir deyisle, geleneksel
Uretimde kualtdr tek bir mikroorganizma tirinden meydana gelmez. Fermantasyon sirecinin
farkl evrelerinde rol alan farkli organizmalar geleneksel sarabin alkol seviyesine, sertligine ve
aromasina etki etmektedir.

S. cerevisiae alkol direnci 6zelligi nedeniyle geleneksel yontemle Uretilen saraplarda
fermantasyonun ileri safhalarinda baskin olmaktadir. Ayrica bazi suglarinin SO, direnci
nedeniyle de starter klltlr olarak kullanimi ¢ok yaygindir. S. cerevisiae suslari fermantasyon
performanslari agisindan farkhdir ve sarabin son buke ve kalitesinde 6nemli rol oynarlar
(Cocolin vd., 2004).

Uzim sirasinda ve sarap olusumu sirasinda olusan kompleks mikrobiyal ekosistem
bircok maya barindirmaktadir. Son yillarda non-Saccharomyces ve Saccharomyces mayalar
icin ekosistem belirlemesi ¢galigmalari hiz kazanmis, birgok tlkede yapilmis ve SCl yayin olarak
basiimis bulunmaktadir. Ornegin ispanya’da kirmizi saraplik iziimlerin yetistigi sarap Uretim
boélgesi Serrenia de Ron’da (Clavijo vd., 2010), Cin’de (Li vd., 2010), Japonya’da (Shinohara
vd., 2003), kuzeydogu Brezilya bdlgesi (Santana vd., 2014), yine Brezilya'da (Bezerra-Bussoli
vd., 2013), Hindistan’da (Chavan vd., 2009), Almanya’'da (Brysch-Herzberg ve Seidel, 2015),
Danimarka’da (Lederer vd., 2013), Slovakya’da (Krakova vd., 2012; Zenisova vd., 2014) ve
Georgia’da (Vigentini vd., 2016) non-Saccharomyces ve Saccharomyces maya cesitliligi

(diversity) Uzerine bolgeye 6zel bicimde calisilarak rapor edilmistir. Tlrkiye’de de non-
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Saccharomyces maya cesitliligi Gizerine son yillarda ¢alismalar yapilmistir. Ornegin, Celik vd.
(2017) narince, Tokat UzUmu ile galisarak non-Saccharomyces mayalari belirlemis ve rapor
etmiglerdir (Celik vd., 2017).

2.2. Saccharomyces cerevisiae ve non-Saccharomyces Mayalar

S. cerevisiae suslari starter kiltlr olarak ticari agidan en ¢ok kullanilan maya c¢esidini
olusturmaktadir. Bu nedenle en cok calisiimis organizmadir. Avrupa Birli§i Projesinde; 4
Akdeniz Ulkesi (Fransa, Yunanistan, italya ve ispanya) tarafindan sarap bolgelerine gére S.
cerevisiae isolatlarini molekiler metotlar kullanarak tiplemisler, filogenetik agac¢ kullanarak
gruplamiglardir (cluster) (Tassou, 2015). Son yillarda, sarap Uretim bdlgelerine 6zel S.
cerevisiae izolasyonlari, tani ve fenotipik karakterizasyon, molekuler karakterizasyon Uzerine
bircok ¢alisma raporlanmistir. Benzer bir ¢calisma Turkiye’de yuratiimus, Turkiye’'nin degisik
bdlgelerinden izole edilen 9 adet S. cerevisiae ve 1 adet S. bayanus susu ile tamamlanmig ve
yayinlanmistir. Bu ¢alismada bu suslarin fermantasyon hizi, H,S dretimi, killer aktivitesi gibi

teknolojik 6zellikleri rapor edilmistir (Bagder vd., 2014).

Sarap Uretiminde son yillarda tek maya susu kullanmak yerine, ¢oklu starter (multi-
starter) kulturlerle kontrolli karigik fermantasyonun tercih edilmesi yonunde bir egilim
gorilmektedir. Bu amagla birgok fermantasyon c¢alismasi yuaritilmektedir (Ciani vd., 2015;
Comitini vd., 2011; Suzzi vd., 2012). Bdylece uretilen saraplarda mevcut saraplara gore
Ustlinlik ve Ozel karakterlerin olusturulmasi muimkin olabilmektedir. Geleneksel sarap
Uretiminde 6nem verilmesi gereken unsurlardan biri de Gzimde ve toprakta bulunan maya
cesitliligidir (Chavan vd., 2009). Son yillarda maya ¢esitliliginin dnemine vurgu yapan ve
calistiklari Glkenin ve bdlgenin flora bilesenlerini inceleyen ¢ok sayida makale yayimlanmigtir
(Tablo 2.1). Uzimin (zerindeki maya florasi spontane yapilan sarabin Kkalitesini
etkilemektedir. Bu nedenle floranin maya gesitliligi hakkinda bilgi sahibi olmak sarap Ureticileri
icin degerlidir (Li vd., 2010). italya, Yunanistan, Avusturalya ve Fransa’da sarap Uretiminde
etkili olan Candida, Debaryomyces, Dekkera, Hanseniaspora, Hansenula, Issatchenkia,
Pichia, Rhodotorula, Schizosaccharomyces ve Zygosaccharomyces gibi turler ile sarabin

kalitesi arasindaki iliski detayl bicimde incelenmigtir (Chavan vd., 2009).



Tablo 2.1. Ulkeler bazinda non-Saccharomyces, Saccharomyces popiilasyonu belirleme
calismalari ve yayinlar

Kaynak Bolge Orneklerin toplandigi kaynak
(Cocolin vd., 2004) italya Sarap imalathanesi
(Redzepovic vd., 2002) Hirvatistan Bag

(Valero vd., 2007) Fransa Bag

(Martinez vd., 2004) Giney Amerika  Sarap imalathanesi
(Pramateftaki vd., 2000) Yunanistan Bag

(Settanni vd., 2012) italya Bag

(Comi vd., 2000) italya Sarap imalathanesi
(Vilanova ve Massneuf-pomarede, 2005) ispanya Sarap imalathanesi
(Schuller vd., 2004) Portekiz Bag

(Blanco vd., 2006) italya Bag

(Salinas vd., 2010) Sili Sarap imalathanesi
(Clavijo vd., 2010) ispanya Bag

(Shinohara vd., 2003) Japonya Sarap imalathanesi
(Li vd., 2010) Cin Bag

(Chavan vd., 2009) Hindistan Bag

(Zott vd., 2010) Fransa Bag

(De Ponzzes-Gomes vd., 2014) Brezilya Bag
(Brysch-herzberg ve Seidel, 2015) Almanya Bag

(Nurgel vd., 2005) Tarkiye Bag

(Ukelgi, 2011) Tirkiye Bag

(Celik vd., 2017) Turkiye Bag

Pek cok calisma Saccharomyces olmayan tirlerden Kloeckera, Metschnikowia,
Candida, Hanseniaspora, Rhodotorula, Pichia, Schizosaccaromyces, Kluyveromyces,
Hansenula, Saccharomyces, Zygosaccaromyces ve Debaryomyces gibi mayalarin
fermantasyonun baslangi¢c evresinde baskin oldugunu goéstermektedir. Etanol oraninin
artmasiyla baskin hale gegen S. cerevisiae fermantasyonu tamamlamaktadir (Urso vd., 2008).
Fermantasyonun ilerleyen asamalarinda Candida, Torulaspora, Kluyveromyces ve
Metschnikowia gibi diger maya tirlerinin izolasyonu da mumkundur (Ciani vd., 2006).
Fermantasyonun genelinde alkol direnci gdsteren ve baskin olan tir S. cerevisiae oldugu igin

sarap mayasi olarak adlandiriimistir.

Gunumuzde fermantasyon, S. cerevisiae starter kudltarlerinin asilanmasi ile
yapilmaktadir. Bunun baglica sebebi starter kultur kullanilan fermantasyonun kontroltnun
kolay olmasi ve ortaya gikan Urunlerin homojen olusudur (Clavijo vd., 2010). Starter kultur
asllama yéntemi haricinde dogal fermantasyon da uygulanmakta olan bir ydntemdir. Asilama
yolu ile Uretilen saraplarda bazi duyusal 6zelliklerde azalma gérilmustir. Dogal fermantasyon
yontemi ile Uretilen saraplarda ise bdyle bir sorun ile kargilagiimamistir (Blanco vd., 2006).

Karigik maya kdlturleri kullaniimasi ise ginimuze yakin zamanda ortaya ¢ikan fikirlerdendir.
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Saccharomyces olmayan maya turlerinin aroma cesitliligini artirmasi ve sarap kalitesini
artirmasi nedeniyle bilim cevrelerini kontrolli multi-starter kilttr Gretimi Uzerine calismaya
yoneltmistir (Ciani vd., 2006).

Starter kiltur Uretiminde, sus seciminde en énemli kriterler susun; (1) fermantasyon
ortamina uygunlugu, (2) sarabin duyusal kalitesine etkisi ve (3) seri Uretime uygunlugu olarak
siralanabilir. Bu maya suslarinin izole edilmesinde kullanilan baslica yontemler baglardan ve
saraphanelerden alinmasidir (Gonzales vd., 2011).

Maya seciminde oncelikli olarak gozetilen 6zellik fermantasyon ortamina ve sartlarina
uyumlulugudur. Fermantasyon ortami dogal olarak yiksek osmotik basinca ve dusuk pH
degerine sahiptir. ilerleyen fermantasyon agamalarinda etil alkol orani da zamana baglh olarak
artis gostermektedir. UzUmin U(zerinde dogal olarak bulunan maya ve bakterilerin
baskilanmasi amaciyla metabisdlfit kullaniimaktadir. Bu nedenle secilecek susun kukirt
dioksite de direncinin olmasi gereklidir. Kaltir fermantasyonun yapildidi ortama gore degisken
sicakliklara maruz kalabilecegdi gibi seri GUretimde fermantasyon sebebiyle ortaya ¢ikan i1si da
sicaklikta yukselmeye yol agmaktadir. Kulturin degigik sicakliklarda aktivitesini surdirmesi
beklenmektedir. Fermantasyonun istenmeyen bir Grind olan hidrojen silfir Uretmemesi de
aranan baska bir 6zelliktir. Diger maya turleriyle rekabet icerisinde olacagindan killer aktivite
ve kisa lag fazi diger 6nemli 6zelliklerdir.

Bu baslik altinda incelenen &zellikler:
Mayanin;

Etanole direnci,

Silfar dioksite direnci,

Farkli sicakliklarda gelisme becerisi,
Hidrojen sdilfir tretimi,

Degisik pH degerlerine uyumu,
Yuksek osmotik basinca dayanikhhlgi,

Kisa lag fazi ve

© N o gk~ wdh PR

Killer toksin dretimidir (Arroyo-Lopez vd., 2009; Ciani ve Comitini, 2015; Guiamal ve
Hedreyda, 2011; Guimaraes, vd. 2006; Herndndez vd., 2008; Kapsopoulou vd., 2008;
Ma ve Liu, 2010; Sundstrém vd., 2010; Urso vd., 2008; van der Westhuizen vd., 2000).

2.3. Non-Saccharomyces Mayalar ve Aroma Bilegenleri

ikinci olarak &nemli olan &zellik ise sarabin duyusal kalitesini etkileyen aromalarin
uretimidir. S. cerevisiae fermantasyonda oncelikli rolu Ustlense de Saccharomyces olmayan
maya turleri sarabin kalitesini arttiran aroma bilesiklerinin Uretiminde daha etkilidir (Ciani vd.,
2006).



Non-Saccharomyces mayalar ile S. cerevisiae’yl birlikte karigik fermantasyona tabi
tutan karsilastirmali ¢alismalar da bulunmaktadir. Bunlardan bazilar ve sagladigi yararlar
rapor edilmistir (Ciani vd., 2010). Sarap yapimi sirasinda en sik rastlanan non-Saccharomyces

mayalar asagida irdelenmektedir (Tablo 2.2).

2.3.1. Hanseniaspora guilliermondii

Hanseniaspora cinsi asetat ester Uretiminde dnde gelir. Viana vd. (2008), 11027 ve
11102 kodlu H. guilliermondii suslarini ester 6zelligi icin sarap yapiminda starter kiltir olarak
kullanmiglardir. Bunun yani sira, farkli H. guilliermondii suslari saraba gigeksi ve meyvemsi
aroma veren etil asetat ve 2-feniletil asetat! fazlasiyla Gretir (Moreira vd., 2008; Rojas vd.,
2003). Ayrica, bu mikroorganizmanin bazi suglari S. cerevisiae gibi alkol toleransina sahiptir.

%25 (v/v) alkol seviyesine kadar diren¢ gosterebilir (Pina vd., 2004).

2.3.2. Hanseniaspora opuntiae

H. opuntiae, sarabin duyusal profilini olumlu bir sekilde sarap aromasi vererek etkiler.
Bu mikroorganizma S. cerevisiae ile beraber indkilasyon yapildiginda sarabin aromasini artirir
ve saraba spesifik profil kazandirir. H. opuntiae ve S. cerevisiae var. bayanus starter kultirleri,
Cabernet sauvignon, Chenin Blanc, Rose tzlUmlerinden yapilan saraplara tipik sarap aromasi
vermistir. Bu saraplar, tuketiciler tarafindan pozitif duyusal 6zelliginden dolayi tercih edilmistir
(Assis vd., 2014).

2.3.3. Hanseniaspora uvarum

H. uvarum, sarap yapiminda kullanilan bir starter kultirdir. Bu mikroorganizma sekeri
tamamen tuketmeden fermantasyonun bitimine (stuck fermantasyon) sebep olsa da bazi
arastirmacilar bu mikroorganizmay! S. cerevisiae ile beraber ya da ardigik indkulasyon
yaparak endustriyel sarap dretiminde kullanmigtir. Bu kullanim, sarabin ugucu asit

bilesiklerinin azalmasini saglamis ve saraba organoleptik nitelik vermistir (Tristezza vd., 2016).

2.3.4. Rhodotorula mucilaginosa

Cin’de vyapilan bir calismaya goére, ylksek seviyede [-glukosidaza sahip R.
mucilaginosa, glukosidazin Cis-norisoprenoidleri ve benzen bilesikleri sayesinde saraba
meyvemsi ve gicek aromasi vermistir (Hu vd., 2016). Bunun yani sira, R. mucilaginosa ve S.
cerevisiae ardisik inokilasyon ile beyaz sarap yapiminda starter kiltlr olarak aroma profilini
gelistirmesi amaciyla kullaniimistir. Bu fermantasyon sonucunda nerol oksit, belirli etil ve
asetat bilesikleri ve (Z)-3-hexene-1-ol bulunmustur. Bu bilesikler saraba gilek, kiraz gibi meyve,

turuncgil, giceksi, tath ve asitli meyve aromalari vermistir (Wang vd., 2017).

2.3.5. Wickerhamomyces anomalus (Pichia anomala)
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S. cerevisiae ve W. anomalus Kkulttrleri ile yapilan bir c¢alismada, bu
mikroorganizmalarin beraber indkulasyonunun elma sarabinin kalitesini pozitif bir sekilde
etkiledigi gosterilmistir. Bununla beraber, bu elma sarabinin alkol seviyesi tek bir kultlr olarak
eklenen S. cerevisiae ile aynidir. Bu ikili indkilasyonda, tek bir kilttrlt fermantasyondan farkl
olarak énemli bir bicimde daha ylUksek miktarda alkoller, etil esterler, asetat esterler, ketonlar
ve aldehitler gelismistir. Bu sonug, tek kulturli fermantasyonun uretiminden daha ¢ok istenen
bir durumdur (Ye vd., 2014). Yapilan ¢alismalar, bazi W. anomalus maya suslarinin sarapta
bozulmaya yol acabilecek seviyede etil asetat (150 mg/L den daha ylksek miktar) Urettigini,

diger yandan meyvemsi asetat esterleri olusturdugunu belirtmektedir.

2.3.6. Metschnikowia spp.

Metschnikowia pulcherrima, bu cinste ¢ok kullanilan bir tardir. Sarapta dnemli bir
derecede ugucu ve toplam asit miktarini disdrir. S. cerevisiae ile beraber inékilasyonunda
izoamil asetat, 2-feniletanol ve orta zincirli yag asitlerinin Gretimini pozitif bir yonde etkiler.

Ayrica, sarabin polisakkarit icerigini artirir (Comitini vd., 2011).

2.3.7. Lachancea thermotolerans (Kluyveromyces thermotolerans)

L. thermotolerans ve S. cerevisiae es zamanl ya da ardisik indkllasyonu sarabin
asitliginin gelismesi ve kalitesinin artmasi icin kullanilir. Bir calismada, bu mikroorganizmalarin
es zamanl olarak inokulasyonu gliserol ve 2-feniletanolun gelistigini gosterilmistir. Ayni
zamanda bu iki mikroorganizmanin starter kultur olarak kullanimi baharat aromasini ve toplam
asitligi artirmistir (Gobbi vd., 2013). L. thermotolerans, Chr. Hansen (Viniflora® SYMPHONY)
tarafindan ticari starter kultir olarak kullaniimaktadir. Bu mikroorganizmanin kullanimi beyaz
(Riesling, Pinot Blanc, Chardonnay ve Pinot Gris) ve kirmizi (Pinot Noir, Shiraz, Cabernet
Sauvignon ve Merlot) UzUmlerde aromayi artirmaktadir. Tropikal meyve ve ciceksi aroma
vermektedir (Jolly vd., 2006).

2.3.8. Starmerella bacillaris (Candida zemplinina)

italya'da Uziimlerden izole edilen S. bacillaris mayalarinin molekiler ve fizyolojik
karakterizasyonu igin bir ¢calisma yapilmistir. Bu c¢alisma, bu mikroorganizmanin disuk
miktarda asetik asit ve etanol; yiksek dizeyde gliserol Urettigini géstermistir. Bu nedenle, bu
mikroorganizma sarap yapimi i¢in S. cerevisiae ile birlikte uygulanmasi igin uygundur. Bunun
yani sira, bu iki kdltGrin birlikte kullanimi, saraptaki etanoliin azaltilmasi icin kullanilabilir
(Englezos vd., 2015).

2.3.9. Williopsis saturnus



W. saturnus (Hansenula saturnus) énemli diizeyde ugucu esterler, 6zellikle izoamil
asetat ve etil asetat Uretir. izoamil asetat, saraba muz benzeri aroma verir (Wang vd., 2017).
Notr ekim cesidinin 6zelliklerinden elde edilen sarapta, W. saturnus potansiyel olarak
meyvemsi aroma gelistirir. Bu ylizden, W. saturnus, S. cerevisiae ile birlikte sarap yapiminda
starter kultdr olarak kullaniimistir. Erten ve Tanguler (2010), Emir sarabina W. saturnus ve S.

cerevisiae mayalarinin birlikte indkulasyonu ile ilgili bir galisma yuratmuslerdir.

2.3.10. Torulaspora delbrueckii

T. delbrueckii sarap aromasina onemli dl¢ide katki sagdlar ve sarap Uretiminde
kullaniimak Uzere ticari olarak temin edilebilen ilk non-Saccharomyces maya olarak bilinir (Jolly
vd., 2014). T. delbrueckii beyaz, kirmizi ve kdpukli saraplarda aroma ve duyusal profili
geligtirir. Beyaz sarap olan Malvar saraplarinda, ¢oklu kultir olarak T. delbrueckii ve S.
cerevisiae kullanildiginda aroma bilesenlerinden asetat esterleri ve orta zincirli yag asitlerini
arttirdigi gosterilmistir (Cordero-Bueso vd., 2013). Tempranillo saraplarinda S. cerevisiae ile
karsilastirildiginda T. delbrueckii susunun kirmizi saraplari renk yogunlugu, genel izlenim ve
aroma profili agisindan gelistirdigi (Belda vd., 2015), Merlot saraplarinda ise meyve aromasi
vererek duyusal acidan gelistirdigi gérdimustir (Renault vd., 2015). T. delbrueckii sarap ve
birada alkol konsantrasyonunu azaltmak icin kullaniimaktadir. Bununla birlikte, bazi T.
delbrueckii suslari sarabin bozulmasinda rol oynayan mayalari éldirebilen toksinlerin Uretimi

sebebiyle oldukga dnemlidir ve bu konuda birgok aragtirma yuruttilmektedir (Villalba vd., 2016).

Tablo 2.2. ikili inékiilasyonun etkileri (Padilla vd., 2016)

ikili indkiilasyon Etkileri indkiilasyon Gesidi  Kaynaklar
C. zemplinina & S. cerevisiae Asetik asiti azaltmak Ardisik, Es (Ciani ve Ferraro, 1998;
Zamanl Rantsiou vd., 2012)
H. guilliermondii & S. cerevisiae Asetat ester ve kukdirt Es Zamanl (Moreira vd., 2008)
bilesigini artirmak
H. uvarum & S. cerevisiae Asetat esteri artirmak Es Zamanl (Andorra vd., 2010)
H. vineae & S. cerevisiae Etil ester ve asetatl artirmak Ardisik, Es (Medina vd., 2013)
Zamanli
|. orientalis & S. cerevisiae Sarabin asitten arindiriimasi Es Zamanl (Kim vd., 2008)
L. thermotolerans & S. cerevisiae  Sarabin asitlendiriimesi Ardisik, Es (Gobbi vd., 2013b)
Zamanli
M. pulcherrima & S. cerevisiae Asetik asiti azaltmak ve a- Ardisik, Es (Comitini vd., 2011; Zohre
terpineol, etil ester, alkol Zamanli ve Erten, 2002)
seviyesini arttirmak
P. fermentans & S. cerevisiae Asetik asiti azaltmak ve alkol Ardisik, Es (Clemente-Jimenez.,
seviyesini artirmak Zamanli 2005; Comitini vd., 2011)
T. delbrueckii & S. cerevisiae Asetik asiti azaltmak ve alkol Ardisik, Es  (Azzolini vd., 2015;
seviyesini, etil ester, asetat, Zamanli Comitini vd., 2011)
linalool ve a-terpineoll arttirmak
W. anomalus & S. cerevisiae Etil ester ve asetati artirmak Ardisik (Canas vd., 2011)
W. saturnus & S. cerevisiae Asetat esteri artirmak Es Zamanl (Erten ve Tanguler, 2010)
Z. bailii & S. cerevisiae Etil esteri artirmak Es Zamanl (Garavaglia vd., 2015)




2.4. Mayalarin Molekuler Yontemlerle Tanimlanmasi

2.4.1. Sekanslama

Internal transcribed spacer (ITS) bolgesi (Ara transkripsiyon bdlgesi), 5.8 rDNA gen
kodlamasini, iki yan kodlayici olmayan ve degisken bélgeleri (ITS1 ve ITS2) icerir. ITS1 ve
ITS2, tirler arasi ylksek degiskenlik goésterir. Bununla birlikte, intraspesifik polimorfizmi
dusuktir. ITS bolgesi ve korunmus rDNA gen dizileri, mayalar icin evrensel primerlerin
kullaniimasini mimkdn kilmaktadir. ITS bdlgesinin sekansi arasindaki farklar maya tirlerinin
tanimlanmasinda kullaniimaktadir (Christoph ve Thomas, 2001; Villa-Carvajal vd., 2006).
Chavan vd. (2009), Saccharomyces ve Saccharomyces olmayan mayalarin rDNA'nin 5.8S ITS
dizilimi ile tanimlandigini goéstermigtir. ITS1-5.8S rDNA-ITS2 bdlgesine gore PZR amplikon
sekanslari her bir tir i¢in farkhlik gdsterir. Tablo 2.3, bazi sarap mayalarinin cins ve tir olarak

amplikonlari arasindaki farklari géstermektedir (Ghosh, 2017; Pham vd., 2011).

Tablo 2.3. Sarap mayalarinin ITS bdlgesine gére PZR amplikonlari

Mayalar ITS1-5.8S rDNA-ITS2 PZR Amplikonlan (bp)
Metschnikowia pulcherrima 390
Metschnikowia aff. pulcherrima 390
Pichia fermentans 445
Starmerella bacillaris 475
Dekkera bruxellensis 468
Dekkera anomala 540
Wickerhamomyces anomalus 600
Rhodotorula mucilaginosa 610
Lanchancea thermotolerans 675
Kluyveromyces marxianus 720
Kluyveromyces lactis 740
Hanseniaspora uvarum 747
Hanseniaspora guilliermondii 749
Torulaspora delbreuckii 798
Saccharomyces cerevisiae 842

Fernandez-Espinar vd. (2000), ITS1-5.8S-ITS2 bdlgesinin 18S ve 26S rRNA
bolgelerinden daha fazla tirler arasi farklihk gosterdigini bildirmistir. Bu ylzden, yakin tirler

arasinda farkliliklar bu bdlgeyle tanimlanabilmektedir.

Saccharomyces ve non-Saccharomyces mayalar, D1/D2 domain sekans dizilimine
gore de tanimlanabilir. D1/D2 domain sekanstaki 600 niklotidi kapsar (Guadet vd., 1989). 26S

buyuk alt birim rRNA'nin &' ucuna yakin olan degisken D2 domainin dizilimi, bu bolgedeki
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Ozellikle Saccharomyces, Pichia ve Issatchenkia gibi heterotallik kardes turlerini ayirmistir.
Genellikle, belirgin suslarin nukleotitlerinin yer degistirmesi bu alanda %1’den daha az bazdir
(Kurtzman ve Robnett, 1998). Bu domainin sekansi, tirlerin dogru ve hizli bir sekilde
tanimlanmasini kolaylastirmistir (Hesham vd., 2014). Bu tanimlama metodu, Saccharomyces
(Hesham vd., 2011), Kluyveromyces (Belloch vd., 1998), ve diger sarap mayalar tirleri igin
kullaniimistir (Guillamon vd., 1998). Mayalarin tanimlanmasinda ve karakterize edilmesinde
molekuler ydntemlerin dogrulugu kanitlanmistir (Li vd., 2010; Fernandez-Espinar vd., 2011).
Buna karsilik farkli calismalarda farkl molekiler teknikler kullaniimaktadir. Bunlardan bazilari
Tablo 2.4'te listelenmigtir. Molekuler yontemler, mayalarin tanimlanmasinda ve karakterize
edilmesinde geleneksel filogenetik 6zellikleri temel alan tekniklere alternatif olarak

kullanilmaktadir. Bu tekniklerin dogruluk payi ve hizi oldukc¢a yuksektir.

Tablo 2.4. Literatlrde kullanilan tanimlama metotlari

Mikroorganizmalar Kullanilan Metot Kaynak

S ITS Bdlgesi ve D1/D2 Domain (Kallai vd., 2019)

NS ITS Bdlgesi veD1/D2 Domain (Brysch-Herzberg ve Seidel, 2015)
NS ITS Bolgesi (Mokhtari vd., 2012)

NS ITS Bolgesi (Livd., 2010)

NS ve S ITS Bolgesi veD1/D2 Domain (Tofalo vd., 2009)

NS ITS Bolgesi (Zott vd., 2008)

NS D1/D2 Domain (Romancino vd., 2008)

NSve S ITS Bolgesi (Rodriguez vd., 2004)

NSve S ITS Bolgesi (Esteve-Zarzoso vd., 2001)

S ITS Bolgesi (Fernandez-Espinar vd., 2000)
NSve S ITS Bolgesi (Guillamon vd., 1998)

NS, Non-Saccharomyces; S, Saccharomyces.

2.4.2. ITS-RFLP

Molekdler calismalar genellikle organizmalarin biyokimyasal tanisi sonrasi tani
sonuglarini teyit amaciyla yapiimaktadir. rRNA geni buydk alt Unitedeki rRNA bdlgesi olan
internal transcribed spacer (ITS), ITS1-5.8S-ITS2 bolgesi sekanslanmasi veya bu bdlgenin
kesim enzimleri ile pargalanmasi sonucunda mayalarda guvenilir tani saglanmaktadir
(Bezerra-Bussoli vd., 2013). Bu sistem ile tir bazinda tani yapilabilmektedir. Mayalarin hizli
tanisi igin Valencia Universitesi tarafindan gelistirilen veri bankasinda, cins ve tir bazinda
amplifiye edilen ITS bolgesi fragman blyukligu, kesim enzimleri ile elde edilen ITS-bdlgesi
bantlarin sayisina ve blyukluklerine ulagilabilmektedir (Valencia University, 2020).

Mayalari tir bazinda farkhlastirmayi saglayan ITS—RFLP (Internal Transcribed Spacer-
Restriction Fragment Length Polymorphism) metodu kullanilarak, Saccharomyces ve non-

Saccharomyces turlerinin DNA’sI Uzerinde bulunan ITS gen bolgesi 6zel restriksiyon enzimler
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ile kesilerek parcalara ayrilir ve jel elektroforezi uygulanarak restriksiyon profilleri elde edilir.
Elde edilen bu profiller her bir maya tirtine 6zgu oldudu icin bu yontem sayesinde mayalar tur
bazinda ayirt edilebilmektedir (Jeyaram vd., 2008). ITS-RFLP yodntemi hizli ve kolay
uygulanabilir olmasi nedeniyle Saccharomyces ve non-Saccharomyces mayalarin

tanimlanmasinda sikga tercih edilen molekler bir tekniktir (Fernandez-Espinar vd., 2000).

RFLP yéntemi sarap yapiminda ¢ok dnemli yeri olan Saccharomyces sensu stricto (S.
cerevisiae, S. bayanus, S. paradoxus ve S. pastorianus) grubunun tanimlanmasinda yaygin
olarak kullaniimaktadir (Pham vd., 2011). Bunun yaninda, RFLP y&ntemi Saccharomyces
sensu lato (S. kunashirensis, S. martiniae, S. rosinii, S. spencerorum, S. transvaalensis vb.)
grubuna ait tiirleri ve ispanyol sarabinin (seri) yillanmasinda rol oynayan Saccharomyces flor

mayalarinin da kesin olarak tanimlanmasina izin vermektedir (Fernandez-Espinar vd., 2000).

2.4.3. D1/D2-RFLP

RFLP y6nteminde 5.8S-ITS bdlgesi kullanilabilecegi (Fernandez-Espinar vd., 2000)
gibi 18S ve 26S rRNA bdlgeleri de kullanilabilmektedir. Zanol vd. (2010) 26S rDNA bdlgesinde
D1/D2 bolgesini iceren 1100 bp’lik bolgenin PZR ile gogaltiimasi sonrasi, Msel Haelll, Cfol
restriksiyon enzimleri ile kesilmesiyle olugsan RFLP profillerinin, 6nolojik maya tirlerinin

tanimlanmasinda basaril bir metot oldugunu gostermiglerdir.

2.5. Molekiler Tipleme (Genotip Belirleme)

Molekuler karakterizasyonda kullanilan bazi teknikler PFGE, mitokondriyel DNA kesim
analizi, RAPD-PZR, sekanslamadir (Bernardi vd., 2008). Bu molekiler ydntemlerden
literatiirde genotipik karakterizasyon igin siklikla kullanilanlar ile yapilan bazi galismalar Tablo
2.5'te siralanmistir. Bu calismalarin degisik amaglari olabilmektedir. Ornegin, izole edilen S.
cerevisiae suglarinin ticari sus olmadigi, yeni tanimlandigi kanitlanmalidir. Patentleme amagli
olarak da bu galismalar énem tasimaktadir. Ayrica, bir tire ait suslarin genotipik farkliliklarini
ve/veya biyofarkhliklarini gdstermek amaciyla da kullaniimaktadir. Bu nedenlerle farkli
molekuler teknikler kullanilabilmektedir. Sus seviyesinde farkliliklar bu calismalarla ortaya

konmaktadir. Bu metotlardan bazilari séyledir:
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Tablo 2.5. Caligmalarda kullanilan molekuler karakterizasyon teknikleri

Kaynak Molekiler Analizler

(Keyamura ve Hishida., 2020) PFGE

(Kallai vd., 2019) PFGE, RAPD-PZR, Mikrosatelit-primed PZR, interdelta
(Granchi vd., 2019) MtDNA-RFLP

(Pai vd., 2018) PFGE

(Hage ve Houseley., 2013) PFGE

(Wang vd., 2012) PFGE

(Viel vd., 2017) MtDNA-RFLP, mikrosatelit analizi

(De Benedictis vd., 2011) RAPD-PZR, mikro- ve minisatelit analizi
(Sergio Echeverrigaray vd., 2013) RAPD-PZR, PZR-RFLP

(Pfliegler vd., 2014) RAPD-PZR, mikro- ve minisatelit analizi
(Gonzéalez-Arenzana vd., 2017) RAPD-PZR

(Sabate vd., 2002) PZR-RFLP, mtDNA-RFLP

(Feghali vd., 2019) Mikrosatelit analizi

(Tofalo vd., 2009) PZR-RFLP, RAPD-PZR

(Cocolin vd., 2004) RAPD-PZR, PFGE, SAU-PZR
(Fernandez-Espinar vd., 2001) RAPD-PZR, PFGE, mtDNA-RFLP
(Giusto vd., 2006) RAPD-PZR, PZR-TTGE

(Redzepovi¢ vd., 2002) PZR-RFLP, ITS

(De Araujo Vicente vd., 2006) PZR-RFLP, ITS

(Bernardi vd., 2008) PFGE, PZR-PFLP, mtDNA-RFLP
(Valero vd., 2007) PZR-RFLP, ITS

(Christine vd., 2007) PFGE, PZR-PFLP

(Daran-Lapujade vd., 2003) RAPD-PZR, PFGE

(Martinez vd., 2004) PZR-RFLP, mtDNA-RFLP

(Manzano vd., 2005) PZR-TTGE

(Ryu vd., 1998) PFGE

(Pramateftaki vd., 2000) PZR-RFLP, mtDNA-RFLP, ITS
(Gil-Lamaignere vd., 2003) PFGE, PZR-RFLP, SAU-PZR

2.5.1. Mitokondriyal DNA Kesim Analizi (Mitokondriyal DNA-RFLP)

Mitokondriyal DNA kesim analizi ile ticari suslar ve kendiliginden fermantasyona
birakilan GUzUim girasindan izole edilen suslar kiyaslanabilmektedir (Santana vd., 2014). Bu
yontemde mitokondriyal DNA kesim enzimleri ile kesilmekte ve olusan fragmanlarin analizi

elektroforez ile yapilmaktadir.

2.5.2. Karyotipleme

Karyotipleme, bir organizmanin tim kromozomlarini siralama ve organizmanin
kromozomlarinin genom gapinda goruntusunu elde etme iglemidir. Elektroforetik karyotipleme,
kromozomal DNA'larin buyuklugune gore agaroz jel Uzerinde ayrilmasi anlamina gelir.
Kromozomlarin sayisina ve buyukligine bagh olarak, her susa 6zgu bir profil elde edilir
(Zimmermann ve Fournier, 1996). PFGE kullanilarak Saccharomyces cinsi iginde farkh
kromozom buyudklukleri tespit edilebilir. Petersen vd. 1999 vyilinda yapmis olduklari
calismalarinda, Saccharomyces castelli ve Saccharomyces direnensis tiriinde 9,

Saccharomyces servazzii ve Saccharomyces unisporus tiriinde 12, Saccharomyces exiguus
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tirinde 16 ve Saccharomyces kluyveri tirtinde 7 kromozom oldugunu bulmuslardir (Petersen
vd., 1999).

S. cerevisiae genomu, 16 kromozom (Schwartz ve Cantor,1984, Peter vd., 2018)
Uzerine dagiimis yaklasik 12,156,677 baz cifti ve 6,275 genden olusmustur (Keyamura ve
Hishida, 2020). Saccharomyces ticari suslarinda ve diger mayalarda karyotip degisiklikleri
rapor edilmistir (Johnston ve Mortimer, 1986; Hage ve Houseley, 2013; Pai vd., 2018; Kallai
vd., 2019). Tokaj (Macaristan) saraplarindan izole edilen 17 S. cerevisiae suslarinda farkl
profiller gdsterilmigtir (Kallai vd., 2019). S. cerevisiae suglarinda DNA replikasyon c¢atali
ilerlemesi ve DNA cift zincirli kopmalari (DSB'ler) PFGE ydntemi ile izlenmistir (Keyamura ve
Hishida, 2020).

2.5.3. RAPD-PZR

Gectigimiz yillarda PZR tabanli molekuler yontemleri kullanan pek c¢ok makale
yayimlanmistir. Bu c¢alismalarda RAPD-PZR’nin modern yodntemlerle dretilen sarapta
fermantasyonun takibinde ya da maya populasyonlarinin karakterize edilmesinde kullanildigi
gorilmektedir. Sarap mikrobiyolojisinde ayrica Amarone saraplarindan izole edilen suslarinin
cesitliliginin tespitinde kullaniimistir (Cocolin vd., 2004).

Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) (gelisiglizel cogaltiimis polimorfik DNA)
ve mikrosatelit, sus topluluklarinda biyocesitlilik calismalari igin kullanilan PZR-bazl
metotlardir (Pfliegler vd., 2014; Banilas vd., 2016). PZR parmak izi tekniklerinin hizli, hassas
ve glvenilir bicimde taksonomide, epidemiyolojide ve hastaliklarin teshisinde etkili olarak
yararli oldugu rapor edilmistir (Meyer ve Mitchell, 1995).

Rastgele nukleotitlerden olugsan primerlerin (6-10 bp) kullanimi ile uygulanan ve iglevi
bilinmeyen polimorfik DNA fragmantlarinin ¢ogalmasini saglayan RAPD analizi (Meyer ve
Mitchell, 1995), gen haritasi, taksonomi ve filojenik galismalarda polimorfizmin (¢ok bigimlilik)
yani farkliliklarin tanisinda kullanilan bir tekniktir (Capece vd., 2003). Mikrosatelitler veya
Simple Sequence Repeats (SSRs) (basit sekans tekrarlan) ise, gogu 6karyot genomunda 6
bp’ye kadar uzunlugu olan art arda tekrarlanan kisa DNA dizilim maotifleridir. Tekrarlanan
dizilimlerdeki farkhliklar (mini ve mikrosatelit dizilimleri) DNA parmak izi galismalarinda
1985’den beri kullaniimaktadir. Mikro ve minisatelit gen dizilimlerindeki farkliliklar, bu
bdlgelerin analizlerini, birbirine ¢ok yakin suslarin belirlenmesi icin ideal bir ara¢c yapmaktadir.
Minisatelit DNA, farkli bolgelerde (loci) tekrarlanan 15-30 bp uzunlugunda sekans motiflerinden
olusmaktadir (6rnedin; M13 primeri ile cogaltiimaktadir). Diger yandan, mikrosatelitler, 2-10 bp
uzunlugunda, kisa art arda siralanmig, DNA dizilim motifinin tekrarlaridir (6rnegin ATG maotifi
5 kez tekrarlanarak 15 bp uzunlugunda (ATGs) primerini olusturmaktadir) ve 100 kezden fazla

bu DNA bélgesini godaltabilmektedirler. Okaryotik genomda dagilmiglardir (Couto vd., 1996;
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Lieckfeldt vd.,1993; Walczak vd., 2007; Pfliegler vd., 2014; Banilas vd., 2016). Mini ve
mikrosatelit primerleri ile ¢godaltilan hedef DNA dizilimin baglanma bélgesi arasindaki %100
homoloji ve primerlerin boyutunun daha uzun (15-17 bp) olmasi, primer ve hedef bélgesinin
baglanmasini daha glcli hale getirerek PZR parmak izi sonuglarinin daha kisa primerleri (6-
10 bp) olan RAPD tekniginden daha gulvenilir olmasini saglamaktadir. Gonzales-Arenzana

(2016) RAPD primerleri ile L. thermotolerans ve M. pulcherrima suslarini ayirabilmislerdir.

Birgok calismada Saccharomyces sensu stricto grubunun S. bayanus, S. cerevisiae,
S. pastorianus ve S. paradoxus olmak Uzere dort farkli taksondan olustugu belirtilirken; son
zamanlarda bu tirlere ek olarak, S. cariocanus, S. kudriavzevii ve S. mikatae tirleri de bu
gruba dahil edilmistir (Naumov vd., 2000). Saccharomyces sensu stricto grubu ¢ok yakindan
iligkili tlrlerden olustugu icin bu tirler arasinda farklilastirma yapmak zordur. RAPD-PZR
yontemi ¢cok sayida polimorfik lokusun ¢ogdatilmasini saglayarak genetik farklihdr az olan tirler
arasinda farklilasmayi saglamaktadir. Bu nedenle, RAPD-PZR Saccharomyces sensu stricto
grubunun en yaygin suslarini olusturan ve yakin turler olan S. bayanus, S. cerevisiae, S.
paradoxus ve S. pastorianus tirlerini ayirt etmek icin yaygin olarak kullaniimaktadir

(Fernandez-Espinar vd., 2003).

2.6. Maya Sarap Kiilturlerinin Endiistriyel Kullamim icin Hazirlanmasi

Son olarak istenilen karakteristigi gosteren mayalarin endustride kullanilabilecek
Ozelliklere sahip olmasi bekleniimektedir. Endustriyel starter kultur dretimine uygunlukta
aranan Ozellikler arasinda (1) melastan buyuk miktarlarda Uretiminin yapilabilmesi ve (2)
kurutma iglemine uygun olmasi sayilabilir.

Aktif kuru mayalar, kurutularak pasif hale getirilmis tekrar aktive edilebilen mayalardir.
Mayalarin nem orani %70’ten %5-8 oranina dusurtulmektedir ve kurutma islemi aktiflesme
Ozelligini korumak amaciyla c¢ok dikkatli uygulanmaktadir (Bayrock ve Ingledew, 1997).
Kurutma iglemi icin endustride tercih edilen farkli yontemler bulunmasina ragmen en verimli
yéntemin belirlenmesine yodnelik ¢alismalar devam etmektedir. Bu yontemler; dondurarak
kurutma, puskurtmeli kurutma, akigkan yatakli kurutma ve disik sicaklikla isil kurutmadir
(Tsaousi vd., 2008). Yontemlerin verimliligi analiz edilmis, dondurarak kurutma yontemi
sonucunda maya hucrelerinin %8 oraninda canh kaldidi ve akigskan yatakli kurutma yontemi
ile %30 oraninda maya hucresinin geri kazaniminin mimkuin oldugu bulunmustur (Mille vd.,
2005; Miyamoto-Shinohara vd., 2006). Yapilan farkli ¢alismalarda puskurtmeli kurutma
isleminin st Grdnleri endlstrisinde kullaniminin daha uygun oldugu gorilmastir (Morgan vd.,
2006). Diger yandan Ale vd. (2015) liyofilizasyonun canli hiicreleri yuksek sayida korumak igin
kolay bir yol oldugunu ve mayseye toz formunda eklemenin yapilacak iglemleri azalttigini

vurgulamiglardir.
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2.7. Enolojik Testler

Saraplara fermantasyon sirasinda ve siseleme éncesi bazi testler uygulanmaktadir. Bu
testler Uretim esnasinda olusabilecek hatalari 6nlemek ve dlzeltmek amaciyla diizenli olarak
uygulanir. Fermantasyon suresince (1) bulaniklik, (2) 6z kutle, (3) alkol orani, (4) kikurt dioksit
miktari, (5) karbon dioksit miktari, (6) pH, (7) toplam asit miktari, (8) toplam seker miktar
kontrol edilir (Jacobson, 2006). Siseleme 6ncesi yapilan testler ise (1) bulaniklik, (2) serbest
kukart dioksit, (3) karbon dioksit miktari olarak siralanabilir. Bunlarin disinda tadim yolu ile
duyusal analizler de yapilmaktadir. Sarap Uretiminde uygulanan bu testler hammadde olan

Uuzumu ve uretimin basarisini test etmeye yonelik analizlerdir.

2.8. Aroma Bilesgenleri

Sarabin birincil aromasi Uzumlerden, ikincil aromalari ise sarap fermantasyonu
sirasinda non-Saccharomyces maya kullanimi ile ester ve diger aroma bilesenlerinin
olusumundan elde edilir. Non-Saccharomyces mayalar, fermantasyon boyunca sarapta
bulunarak fermantasyonun seyrini ve ortaya ¢ikan sarabin aroma profilini etkileyerek sarabin
lezzetine katkida bulunurlar (Jolly vd., 2003). Non-Saccharomyces mayalarin kullaniimasinin
yani sira kullanilan Gzim g¢esidi de sarabin aroma profili igin olduk¢a énemlidir. Selli vd. (2004)
calismalarinda Kalecik Karasi tzuminden Uretilen saraplarinda alkoller, esterler, karbonil
bilesenler, laktonlar, asitler ve fenoller gibi sarabin aroma profilini gelistiren bir¢cok bilesen
olustugunu tespit etmiglerdir. Ayrica, bu bilesenlerin %90’indan fazlasinin sarabin aroma
profiline énemli 6l¢ide katki saglayan alkoller ve esterlerin olusturdugunu ve sarabin aroma

profilini zenginlestirdigini belirtmislerdir.

2.9. Duyusal Analizler

Moreira vd. (2016) kirmizi saraplarda yillandirmanin, ucucu bilesenler ve duyusal
analizler Gzerindeki etkisini rapor etmislerdir. Turkiye'de de kaliteli saraphk Gzim cesitleri ve
sarap tadim detaylari irdelenmistir (Anli, 2010). Oklizgdzii saraplarda sikma isleminin duyusal
Ozellikler tzerine etkileri ¢calisiimis (Tetik ve Selli, 2018) ve duyusal analiz sonuglari érimcek
ag! diyagraminda (radar grafik) gosterilmistir. Yine, Oklizg6z( saraplarinda soguk maserasyon
isleminin antosiyaninler Gzerine etkisi ¢calisiimis ve duyusal analiz sonuglari verilmistir (Kelebek
vd., 2010).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg
3.1.1. Uziimlerin Kaynagi ve Uretim
Proje 6nerisinde belirtildigi (izere Kalecik Karasi, Okiizg6zii, Bogazkere, Dimrit ve Emir

5 farkh Uzim gesidinden 5 farkli sarap dretimi yapilmistir. Uzimler Tablo 3.1'de gosterilen
zamanlarda ve illerden toplanmistir:

Tablo 3.1. Uziimlerin alindiklari iller ve zamanlar

Uziim Gesidi Alindig il Alindigi Zaman
Kalecik Karasi Ankara (Kalecik Bolgesi) 11.09.2017
Dimrit Kapadokya, Nevsehir 19.09.2017
Emir Kapadokya, Nevsehir 29.09.2017
Okuizgozii Elazig 01.10.2017
Bogazkere Elazig 01.10.2017

Kalecik Karasi, Okiizgozii, Bogazkere, Dimrit ve Emir tiziimlerinin yukaridaki tabloda
belirtilen illerden 24 saatin altinda Ankara’ya ulasmasi saglanmistir.

40’ar kiloluk Gzim numunelerinden sarap yapimi baslatimistir. Uzim cesitlerine
Kalecik Karasi K, Dimrit D, Okuizg6zii O, Bogazkere B, Emir E olarak kodlama yapilmistir.
3.2. YOntem

3.2.1. Geleneksel (Spontane) Sarap Yapimi

3.2.1.1. Uziimlerin Saplarindan Ayrilmasi ve Patlatiimasi

Gelen uzumler saplarindan ayrilmis ve patlatiimistir. Bu agsamada, g¢ekirdeklere zarar
vermeden patlatmaya 6nem verilmistir. Boylelikle, ¢ekirdegin aciliginin siraya bulagsmasi
engellenmistir. Her bir GzUm c¢esidi patlatildiktan hemen sonra Uge ayrilarak sarap Uretim
siureci baglamistir. Ik iki paralel geleneksel yontemle sarap tretimi igin kullanilmig, son paralel
hacimce %10’luk stok solisyon hesaplanarak SO, derigimi 30 mg/L olacak sekilde potasyum
metabisulfit eklenerek ticari yontem icin ayrilmistir. Geleneksel saraplar yaninda ticari suglarin
kullanimi ile farkli saraplar elde edilmistir. Bu asamada iki paralel kullaniimasinin amaci
herhangi bir gekilde olusabilecek kontaminasyonu engellemektir. Ticari yontemle yapmanin
amaci da pozitif kontrolli saglamaktir. Bu agsamada her bir izim ¢esidinden numune alinarak
hem &6zgll agirlik, pH, sicaklik, briks, kuru madde tayini, hem de ger¢cek zamanh PZR (RT-

PZR) icin total genomik DNA izolasyonu ve maya izolasyonu yapilmigtir.

3.2.1.2. Maserasyon Asamasi
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Sarap yapiminda iki gesit maserasyon asamasi uygulanmistir: Biri soguk maserasyon,
digeri de normal maserasyondur (cibre fermantasyonu). Soguk maserasyonun
uygulanmasinin amaci aroma bakimindan sarabi zenginlestirmektir (Hierro vd., 2006). Bu
yuzden siralar 6nce 4 glin boyunca 4°C’de bekletilmis ve her glin 6zgul agirlhigi dlctimustr. 4.
gunin sonunda 6zgul agirigi 6l¢illip numune alindiktan sonra 20°C’de normal maserasyon

asamasina birakilmistir. Bu sire¢ boyunca sicaklik klima yardimiyla 20°C’ye sabitlenmisgtir.

Her iki maserasyon asamasinda, kif Urememesi ve siranin oksijen almasi i¢in ginde

iki defa karistiriimistir.

3.2.1.3. Maya Asilanmasi, Fermantasyon Asamasi ve Sikilarak Posanin Uzaklastiriimasi

Geleneksel yontemle Uretilen saraplarda herhangi bir asilama islemi uygulanmamistir.
Sadece pozitif kontrol igin yaptigimiz ticari saraplara maya asilanmasi yapilmistir. Maya
asilanmasinda Chr. Hansen markasinin Merit adli saf S. cerevisiae starter kuiltlrQ
kullaniimistir. 4°C’de bekleyen bu starter kiltir alinip 1 g maya/4 L sira dlgusline gore tartilarak
once 35°C’de 10 dakika saf suyla aktive edilmistir. Daha sonra eklenecek siradan biraz alinip
yine 35°C’de 20 dakika bekletilerek mayanin siraya adapte olmasi saglanmistir. Bu siirenin
sonunda maya siraya ilave edilmistir.

Kirmizi Gzumler, 6zgul agirlik 1.010 ile 1.020 arasina geldiginde maserasyon agsamasi
sonlandirihp sira tilbent yardimiyla hafifce sikilmistir. Posadan uzaklasan sira, 8 litrelik cam
kavanozlara alinip oksijen girisini engellemek i¢in kabin adzi hava Kkilidi ile kapatiimistir.
Bundan sonra oksijensiz ortamda alkolik fermantasyon baslamistir ve 25°C’deki oda
sicakliginda 6zgir agirigi 990 olana kadar bu slre¢ devam etmigtir. Uziimdeki tim seker
alkole déntsmastr.

Beyaz Uzumlerin ise ilk dlgtimleri yapihp numune alindiktan sonra direkt tilbent yardimi
ile sikilarak oksijensiz ortamda alkolik fermantasyonun baglamasi i¢in cam kavanozlara alinip
hava kilidi ile agizlan kapatiimistir. 24 saat sonra cam kavanozlarin dibindeki tortudan
kurtulmak amaciyla sira, sifonlama yontemi ile bagka cam kaplara alinmistir. 18°C’de 6zgdl
agirhgi 990 olana kadar alkolik fermantasyon devam etmistir. Ticari maya kullanilarak yapilan
beyaz saraplar igin Laffort markasinin Zymoflore VL1 Vin Blanc adli S. cerevisiae kultir{

kullaniimistir.
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Sekil 3.1. Fermantasyon agsamasindaki kirmizi saraplar

3.2.1.4. Filtrasyon ve Sigseleme

Sarabin berraklastirilmasi i¢in birer ay sire ile toplamda 3 defa sifonlama ydntemi ile

filtrasyon uygulanmistir. Filtrasyon igsleminden sonra saraplar yine sifonlama yontemi ile yesil

siselere alinip mantar kapaklar takilmistir.

Sekil 3.2. Siseleme
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KIRMIZI SARAP AKIM SEMASI

~ UzOMm
(Bogazkere, Okuzgozu, Kalecik Karasi, Dimrit)
l pH, sicaklik ve 6zgul agirlik
Kirma slculdil.

iki paralel geleneksel sarap

Kontrol amagh ticari

Her glin 6zgul agirlik
hidrometre ile kontrol edilir.

Soguk Maserasyon
(+4°C, 4 gin)

Soguk Maserasyon
(+4°C, 4 gun)

Cibre Fermantasyonu

M kl
(20°C, 4-6 giin) aya exieme

Cibre Fermantasyonu
(20°C, 4-6 gun)

l

(1g/aL) —>
l Ozgiil agirlik degeri 1010-1020
Sik arasinda oldugunda sikma
Ikma islemi yapilir.

Sikma

Alkolik fermantasyon 6zgl
agirlik 990 olana kadar devam
ettirilir. Tim seker alkole

Alkolik Fermantasyon
(25°C)

Alkolik Fermantasyon
(25°C)

dénusur ve fermantasyon sona
erer. Aktarma agsamasina

gegilir.

!

Birinci Aktarma (1 ay)

Birinci Aktarma (1 ay)

l

i

ikinci Aktarma (1 ay)

ikinci Aktarma (1 ay)

!

i

Uclinci Aktarma

Uctincii Aktarma

A4

Siseleme

Siseleme

Sekil 3.3. Kirmizi sarap akim semasi
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SO:2 ekleme (30 mg SO2/L)




iki paralel geleneksel sarap

Uzum
(Emir)

Sikma

Sedimantasyon
(15°C, 24 saat)

\4

Alkolik Fermantasyon
(18°C)

l

Birinci Aktarma (1 ay)

A 4

ikinci Aktarma (1 ay)

Uctincii Aktarma (1 ay)

l

Siseleme

24 saat sonunda sifonlama
yontemi ile sira baska bir kaba
aktarilir ve sedimantasyon
giderilir.

Maya ekleme (1g/4L)

Alkolik fermantasyon 6zgul
agirlik 990 olana kadar devam
ettirilir. TUm seker alkole
donusir ve fermantasyon sona
erer. Aktarma asamasina

gecilir.

Sekil 3.4. Beyaz sarap akim semasi
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BEYAZ SARAP AKIM SEMASI

pH, sicaklik ve 6zgul agirlik dl¢lldu.

Kontrol amagl ticari sarap

SO2 ekleme (30 mg SO2/L)

Sedimantasyon
(15°C, 24 saat)

\4

Alkolik Fermantasyon
(18°C)

\4

Birinci Aktarma (1 ay)

A4

ikinci Aktarma (1 ay)

Ucuincu Aktarma (1 ay)

A\ 4

Siseleme




3.2.1.5. Orneklerin Alinmasi

Mayalarin izolasyonu igin her bir paralel geleneksel sarap érneklerinden 15 mL numune

alindi (Her bir set icin 5 mL, toplamda 3 set drnek alindi). Ger¢cek zamanl PZR igin her bir

geleneksel sarap 6rneginden 200 mL numune alindi (Tablo 3.2, 3.3, 3.4, 3.5). Analizde

kullaniimayan numuneler dnlem olarak -20°C’ de saklanmistir (Tristezza vd., 2014).

Tablo 3.2. Kalecik Karasi i¢in 6rneklerin alindigi zaman araliklari

Geleneksel Sarap Paralel | Geleneksel Sarap Paralel Il Ticari Sarap
Zaman Miktar ~ Zaman Miktar Zaman Miktar
Soguk maserasyonun 200 mL+ Soguk maserasyonun 0. 200 mL+  Alkolik 200
0. guni 15 mL guni 15 mL fermantasyonun 4. mL
Soguk maserasyonun 200 mL+ Soguk maserasyonun 4. 200 mL+  haftasi
4. gini 15 mL gina 15 mL
Cibre fermantasyonun 200 mL+ Cibre fermantasyonun 2. 200 mL+
2. guna 15 mL Guna 15 mL
Cibre fermantasyonun 200 mL+ Cibre fermantasyonun 4. 200 mL+
4. ginu 15 mL Gund 15 mL
Alkolik fermantasyonun 200 mL+  Alkolik fermantasyonun 2. 200 mL+
2. haftasi 15 mL Haftasi 15 mL
Alkolik fermantasyonun 400 mL+  Alkolik fermantasyonun 4. 400 mL+
4. haftasi 15 mL Haftasi 15 mL
Tablo 3.3. Bogazkere ve Okiizgdzii icin 6rneklerin alindigi zaman araliklari
Geleneksel Sarap Paralel | Geleneksel Sarap Paralel Il Ticari Sarap
Zaman Miktar ~ Zaman Miktar Zaman Miktar
Soguk maserasyonun 200 mL Soguk maserasyonun 200 mL+ Alkolik 200
0. guni +15 mL 0. guni 15 mL fermantasyonun 4. mL
Soguk maserasyonun 200 mL Soguk maserasyonun 200 mL+ haftasi
4. ginu +15 mL 4. gini 15 mL
Cibre fermantasyonun 200 mL  Cibre fermantasyonun 6. 200 mL+
6. Gunu +15mL  Ginu 15 mL
Alkolik fermantasyonun 200 mL  Alkolik fermantasyonun 200 mL+
2. Haftasi +15mL 2. Haftasi 15 mL
Alkolik fermantasyonun 400 mL  Alkolik fermantasyonun 400 mL+
4. Haftasi +15mL 4. Haftasi 15 mL
Tablo 3.4. Dimrit i¢in érneklerin alindigi zaman araliklari
Geleneksel Sarap Paralel | Geleneksel Sarap Paralel Il Ticari Sarap
Zaman Miktar Zaman Miktar Zaman Miktar
Soguk maserasyonun 200 mL+ Soguk maserasyonun 200 mL+ Alkolik 200
0. gunl 15 mL 0. guni 15 mL fermantasyonun mL
Soguk maserasyonun 200 mL+ Soguk maserasyonun 200 mL+ 4. haftasi
4. gunl 15 mL 4. guni 15 mL
Cibre fermantasyonun 200 mL+  Cibre fermantasyonun 200 mL+
4. ginii 15 mL 4. ginii 15 mL
Alkolik fermantasyonun 200 mL+  Alkolik fermantasyonun 200 mL+
2. haftasi 15 mL 2. haftasi 15 mL
Alkolik fermantasyonun 400 mL+  Alkolik fermantasyonun 400 mL+
4. haftasi 15 mL 4. haftasi 15 mL
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Tablo 3.5. Emir icin érneklerin alindigi zaman araliklari

Geleneksel Sarap Paralel | Geleneksel Sarap Paralel Il Ticari Sarap

Zaman Miktar Zaman Miktar Zaman Miktar
Fermantasyonun 200 mL+ Fermantasyonun 200 mL+ Fermantasyonun 4. 200 mL
0. gunu 15 mL 0. gunu 15 mL haftasi

Fermantasyonun 200 mL+ Fermantasyonun 200 mL+

1. haftasi 15mL 1. haftasi 15mL

Fermantasyonun 200 mL+ Fermantasyonun 200 mL+

2. haftasi 15mL 2. haftasi 15mL

Fermantasyonun 200 mL+ Fermantasyonun 200 mL+

3. haftasi 15mL 3. haftasi 15mL

Fermantasyonun 400 mL+ Fermantasyonun 400 mL+

4. haftasi 15 mL 4. haftasi 15 mL

3.3. Kantitatif Gergek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QPZR)

3.3.1. Gergek Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR) icin DNA Ekstraksiyonu
DNA izolasyonu, genomik DNA izolasyonu saglayan kit yardimiyla dretici firmanin
belirledigi protokole gore gergeklestiriimistir (GeneMATRIX Bacterial & Yeast Genomic DNA
Purification Kit, EURy, Cat. no. E3580, EURy, Poland). DNA izolasyonlari icin 2 mL zim sirasi
veya sarap numunesi kullaniimistir. RT-PZR deneylerinde kullanim sonrasi DNA -20°C’de

saklanmistir.

3.3.2. RT-PZR Yo6ntemi ile Saraplarda Biyogesitliligin Belirlenmesi

Biyogesitliligin belirlenmesi i¢in saraplarda olabilecek ve starter kultir olarak
kullanilabilecek Saccharomyces ve non-Saccharomyces mayalar belirlenmis ve bu mayalar
icin kullanilacak primerler belirlenerek siparis edilmistir. Tespit edilmek istenen maya cesitleri

icin kullanilan primerlerin dizisi, baglanma sicaklidi ve kaynaklar Tablo 3.6'de verilmigtir.

RT-PZR reaksiyonlari igin 25 pL reaksiyon karisimi hazirlanmigtir (1X HOT FIREPol
EvaGreen gPCR Mix Plus ROX (Solis BioDyne, Estonya), ileri ve geri primer (100 nM), DNA
(2 pb). Toplam 25 pL hacim elde etmek igin ultra saf su ilave edilmistir. Her reaksiyon karisimi,
ABI 7500 RT-PZR sistemi (Applied Biosystems, ABD) Uzerine polipropilen optik 96 oyuklu
plakalara yuklenmigstir. Her reaksiyon iki kez gergeklestiriimistir. Her primer seti (Tablo 3.6) igin
farkh baglanma sicakligi (°C) kullanilmistir. Karisimin sicakligi 2 dakika boyunca 50°C'ye ve
daha sonra 10 dakika boyunca 95°C'ye kadar ylkseltiimig, ardindan 15 saniye boyunca
95°C'de 40 dongu denaturasyon ve 1 dakika boyunca 54-66°C'de baglanmal/ekstansiyon
yapiimistir. Her kuyucuk igin, 500-660 nm dalga boyu araliginda Ust Uste gelen spektrumlar
olusturularak yesil floresan 11k emisyonu gergek zamanli olarak kaydedilmis ve veriler 6zel

yazilimla otomatik olarak analiz edilmistir (SDS versiyon 1.3.1, Applied Biosystems). Analizler
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icin tespit esik dongusu, Cr, floresan ile ilgili birimler kullanilmigtir. Erime edrisi analizleri, her
deney icin 60°C ila 95°C arasindaki floresansin 0.5°C'lik artislarla surekli olarak izlenmesi

suretiyle gergeklestirilmigtir.

Tablo 3.6. RT-PZR analizi i¢in kullanilan spesifik primerler

Primerler Primerler Sekansi Baglanma

Maya Turleri Adi (5- 3 Sicakligi (°C) Kaynak
. CG-5fw GAGGGTGTCAGTTCTTTGT .
Candida glabrata GC-3bw  GTGAGCTGCGAGAGTC 56 Diaz vd., 2013
. . Cz-2 CTTGGGTGTCGAAAGGCG
Candida zemplinina CAST CAATATGCGTTCAAAAATTCAAT 62  Zottvd., 2010
Candida zeylanoides CZ-5tw — CGATGAGATGCCCAATTCCA 58  Diaz vd., 2013

CZ-3bw GAAGGGAACGCAAAATACCAA
. Hauf 2L  CCCTTTGCCTAAGGTACG
Hanseniaspora spp. Hauf 2R CGCTGTTCTCGCTGTGATG 62 Zott vd., 2010

HU-5fw GGCGAGGGATACCTTTTCTCTG

Hanseniaspora uvarum HU-3bw  GAGGCGAGTGCATGCAA 59 Diaz vd., 2013
Issatchenkia orientalis :22 ; igg;i’é%igg%ig;ﬁig;g 62 Zott vd., 2010
Lachancea thermotolerans tm;; g$ gggg?;i;iggg%e CGT%AC‘:T 60  Garciavd., 2017
Metschnikowia spp. m:g; ETGC;';TCC('S‘S : Ai?%izﬁgﬁilﬁf c 66  Wangvd., 2020
Metschnikowia pulcherrima MPL3 CTCTCAAACCTCCGGTTTG 60 Zott vd., 2010

MPR3 GATATGCTTAAGTTCAGCGGG

L. PF-5fw TTGCCTATGCTCTGAGGCC .
Pichia fermentans PE-3bw TCCATGTCGGGCGCAAT 61 Diaz vd., 2013

. . PK-5fw  AGTCTCGGGTTAGACGT .
Pichia kluyveri PK-3bw  GCTTTTCATCTTTCCTTCACA °5  Diazvd, 2013

RM-5fw GCGCTTTGTGATACATTTTC

Rhodotorula mucilaginosa RM-3bw  CCATTATCCATCCCGGAAAA 54 Diaz vd., 2013
SC1 GAAAACTCCACAGTGTGTTG

Saccharomyces spp. SC 2 GCTTAAGTGCGCGGTCTTG 63  Zottvd., 2010

Saccharomyces cerevisiae SC-5tw AGGAGTGCGGTTCTTTCTAAAG 59 Diaz vd., 2013

SC-3bw  TGAAATGCGAGATTCCCCCA

. Tods L2 CAAAGTCATCCAAGCCAGC
Torulaspora delbrueckii Tods R2  TTCTCAAACAATCATGTTTGGTAG 63 Zott vd., 2010

. PA-5fw ACGTCATAGAGGGTGAGAAT .
Wickerhamomyces anomalus  ,\ o1\ AAACACCAAGTCTGATCTAATG 57  Diaz vd., 2013

Candida zemplinina (Starmerella bacillaris); Lachancea thermotolerans (Kluyveromyces thermotolerans); Wickerhamomyces
anomalus (Pichia anomala).

Absolut kantifikasyon icin standart materyal gerekmektedir. Bu nedenle, bilinen bir
kopya sayisina (RNA, cDNA, plazmid DNA, genomik DNA) veya mikroorganizma sayisina
sahip materyal, standart bir egri icin seyreltme serisi olusturmak suretiyle seyreltilir. Miktar
tayini yapilmak istenen érnekler ile standart diliisyon serilerinin esik déngusu (threshold cycle,
Cr) karsilagtiriir ve bilinmeyen 6rneklerin miktarini tahmin etmek igin kullanililir. Absolut
kantifikasyon sayilar buyuk O&lgide standardin dogruluguna baghdir. Ayrica, Orneklerin
amplifikasyon verimliligi ve standartlarin amplifikasyon verimliligi ayni olmahdir. Son olarak,

ayni reaksiyon kosullari, bilinmeyen orneklerin yani sira standartlara da uygulanmalidir. Bu
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nedenle, bir standardin esik cevrim degerleri, her bir deneyde numunelerinkilerle birlikte
belirlenir (Hierro vd., 2006; Feckler vd., 2017).

Uzum sirasinda ve sarap 6rneklerinde hedef non-Saccharomyces ve Saccharomyces
mayalarinin miktarini belirlemek ve spesifik ve guvenilir veriler elde etmek icin kalibrasyon
egrileri hazirlanmistir. Standart egri konstriksiyonu igin, Almanya'daki Deutsche SammLung
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) firmasindan temin edilen dért referans
maya susu H. uvarum, L. thermotolerans, T. delbrueckii ve S. cerevisiae kullaniimistir. Dort
referans maya susunun aktiflestiriimesinden sonra, YPG besiyerinde buyutulen H. uvarum, L.
thermotolerans, T. delbrueckii ve S. cerevisiae kultirleri, 4000x g'de 15 dakika santrifij
edilmistir. Stpernatantlar atilmis ve peletler steril pepton tamponunda yeniden sispanse
edilmistir. Yikama asamasini iki kez tekrardan sonra, peletler 2 mL filtre ile sterilize edilmis ve
kirmizi Gzum suyunda yeniden suspanse edilmistir. Bu kulttrler daha sonra filtre ile sterilize
edilmis kirmizi Gzim suyunda (daha 6nce 0.2 um'lik bir filtreden gegcirilerek) seri olarak
seyreltiimistir. Her 10 kat dilisyondan 100 yL YPG agar besiyerine ekim yapiimistir ve her
dilisyonda mililitre basina koloni olusturma birimleri (kob) elde etmek icin 25°C'de 48-72 saat
inkiibe edilmigtir. DNA, tekrar yukarida aciklandigi gibi dreticinin protokoliine gore
GeneMATRIX DNA Saflastirma Kiti (EURX, Polonya) kullanilarak 2 mL paralel dilisyonlardan
izole edilmigtir. Elde edilen DNA, daha sonra yukarida belirtilen qPZR reaksiyonlarinda
kullaniimistir. Bilinmeyen 6rneklerin kantifikasyonu ve amplifikasyon veriminin belirlenmesi icin
standart egriler olusturulmustur (bu seyreltme serilerinden DNA lzerinde gergeklestirilien gPZR
reaksiyonlarinin Ct degerlerini log hiicre sayisi mLe karsi gizerek). Tim standart egriler en
az iki bagimsiz deneyi temsil etmigtir.

Standart egriler, maya hucrelerinin  seyreltme serilerinin  DNA's1  Uzerinde
gerceklestirilen qPZR'lerin dongi esik (Cr) degerlerinin, log hiicre sayilari mLYe karsi
Gizilmesiyle olusturulmustur.

Dért farkli sus H. uvarum, L. thermotolerans, T. delbrueckii ve S. cerevisiae, kirmizi
sarapta seri olarak seyreltilerek standart egrilerin yapimi icin kullaniimigtir. Amplifikasyon
verimliligi (efficiency; E), standart egrideki regresyon hattinin egimi kullanilarak hesaplanmistir.
Etkililik (efficiency; E), E=10""¢Mm ve E(%)=(E-1)*100 formdli ile bulunmustur (Pfaffl, 2001).
-3.32'ye yakin bir egim optimal kabul edilmistir, %100 PZR amplifikasyon verimliligini

gOstermektedir.

3.4. Spontane Saraplardan non-Saccharomyces ve Saccharomyces Maya izolasyonu

3.4.1. Non-Saccharomyces ve Saccharomyces Mayalarin izolasyonu
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Belirtilen zamanlarda alinan numuneler seyreltilmis, sonrasinda iki farkli besiyere ekimi
yapilmistir. Bu asamada non-Saccharomyces ve Saccharomyces mayalar icin farkli besiyerler
kullaniimistir.

Besiyerlerden bir tanesi non-Saccharomyces icin segici digeri ise Saccharomyces icin
secicidir. Non-Saccharomyces icin secici olan besiyerlerden biri lizin besiyeri (Van Der Aa
Kluhle ve Jespersen, 1998) digeri ise siklohekzimid, bifenil ve kloramfenikol eklenerek
olusturulan maya ekstrakti-pepton-glikoz (yeast extract-peptone-glucose (YPG)) agaridir (Zott
vd., 2010). Non-Saccharomyces maya izolasyonu asamasinda fark edilen ve literatiirde de
deginilen kuf tremesi sorunlari lizin agar kullanimi ile giderilmistir.

Saccharomyces igin segcici olarak kullanilan besiyer ise ethanol sulfat agaridir (ESA)
(Kish vd., 1983; Heard ve Fleet, 1985). Bu besiyerlerde biylyen mikroorganizmalar maya
ekstrakti-pepton-glikoz (YPG) agarinda iki defa purifikasyon islemine tabi tutulmustur. En son
asamada, elde edilen tek kolonilerin sivi besiyere ekimi yapiimis ve %15 gliserol solisyonu

olacak sekilde stok kiilttrler olusturulup -80°C’ye konulmustur.

3. 5. Non-Saccharomyces ve Saccharomyces Mayalarin Molekiiler Teknikler ile Tanisi

3.5.1. 5.8 rDNA-ITS-18S (ITS bélgesi) Sekanslama ile identifikasyonu (Molekiler Tani)
Elde edilen izolatlarin 6ncelikle DNA izolasyonu yapilmistir. Bunun igin EurX Gene

Matrix DNA izolasyon kiti kullaniimistir. Daha sonra elde edilen DNA'larin miktar ve safligini

kontrol etmek icin Thermo Scientific Nanodrop 2000 (ABD) cihazinda spektrofotometrik dlgim

yapilmistir. PZR calismalarinda evrensel primer olan ITS1 ve ITS4 primerleri kullaniimigtir.

Primer ITS1 Primer ITS4
_> H
18S msl]  5.85 - imsd redion 26s D
T .<_
Primer NL-1 Primer NL-4

Sekil.3.5. ITS bélgesi ve D1/D2 domain primerleri (Morata vd., 2018)

Kullanilan primer (Internal transribed spacer ((ITS) bdlge primerleri) dizileri asagida
verilmistir: ITS1 5TCCGTAGGTGAACCTGCGGS3’ ve ITS4 5TCCTCCGCTTTATTGATATGC
3’ (Chavan vd., 2009, White vd., 1990). PZR kosullari ise sdyledir; 95°C’de 5 dakika baslangi¢
denatiirasyonu, 35 dongu boyunca (95°C’de 45 saniye boyunca denaturasyon, 57°C’de 45
saniye boyunca baglanma ve 72°C’de 60 saniye boyunca ekstansiyon), 72°C’de 5 dakika

boyunca final ekstansiyonu, sicaklik 4°C’ye dusurilip PZR tamamlanmistir.

3.5.2. D1/D2 Domain Sekanslama
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D1/D2 domain bolgesi sekanslanmasi icin NL-1
5'GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG3 ve NL-4 5GGTCCGTGTTTCAAGACGG3'
primerleri kullaniimistir (O’'Donnell, 1993).

D1/D2 Region
ITS Region %
ITS1 ITs2 IGS
18S : 28S
ITS-1.F ITS4R
> <«

NL-1.F  NL4.R
-> .
Sekil 3.6. ITS bdlgesi ve D1/D2 domain (Romanelli vd., 2014)

26 S D1/D2 bélgesi sekansi metinde bundan sonra D1/D2 domain sekans olarak

kisaltilacaktir.

3.6. Biyokimyasal Karakterizasyon

3.6.1. Karbonhidrat Fermantasyon Paternleri

4.5 g/L maya ekstrakti ve 7.5 g/L pepton distile su icinde ¢ézilmis 100 mL besiyerinde
4 mL olacak sekilde bromotimol stok soliisyondan (50 mg/75mL) yesil rengi vermek Uzere
eklenmistir. Besiyerinin otoklavlamasi sonrasi filtrasyon ile steril edilmis 7.8 g/L glikoz, stikroz,
maltoz, mannitol ve laktoz her besiyerine ayri olacak sekilde eklenmistir. Mikrotitre plakalardaki
kuyucuklardaki 100 pL seker besiyerine 10 pyL mikroorganizma olacak sekilde inokile
edilmistir. Mikrotitre plakalar 25°C’de 3 gin inkibe edilmistir. Yesil renkten sariya renk
degisikligi gozlenmigtir (Kurtzman vd., 2011; Ru vd., 2017).

3.6.2. Fenotipik Karakterizasyon
Mikroorganizmalar etanol, SO, direncine ve H.S lUretmemesine gore elimine edilerek,

daha sonra uygun izolatlar karbonhidrat testine tabi tutulmugtur.

3.6.2.1. Alkol Tolerans Testi
10°® CFU/mL sayisina ulasan mikroorganizmalar %0, 10, 13, 15 (v/v) etanol iceren YPG
sivi besiyerine inokule edilmigtir. 3 glin 30°C’de etlivde bekletilmistir (Guimaraes vd., 2006).

3.6.2.2. SO, Direng Testi
10° CFU/mL sayisina ulasan mikroorganizmalar 0, 50, 100, 150, 200 mg/L SO iceren
YPG sivi besiyerine inokule edilmistir. 3 gin 30°C’de etlvde bekletilmistir (Bagder, 2014).

3.6.2.3. Sicaklik Tolerans Testi
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24 saat boyunca aktiflesen mikroorganizmalar YPG sivi besiyerine alinip 28°C, 37°C,
45°C sicakligindaki inkiibatorlerde 72 saat bekletilmistir (Guimaraes vd., 2006).

3.6.2.4. pH Tolerans Testi
24 saat boyunca aktiflesen mikroorganizmalar pH degeri 3, 4 ve 6 olan YPG sivi

besiyerlerine konulup 28°C’de 7 gin boyunca inklibasyona birakilmistir (Bagder, 2014).

3.6.2.5. H,S Uretim Testi

Aktiflestirilen mikroorganizmalar BIGGY (Bismuth Sulfite Glucose Glycine Yeast)
agarina ekimi yapiimistir. 3 gin 30°C’de inkubatorde kalmistir. H>S Uretim durumlarina,
BIGGY agardaki kolonilerin renklerine gore karar verilmistir, 1: beyaz, 2: krem, 3: agik
kahverengi, 4: kahverengi, 5: koyu kahverengi, 6: siyah (Sipiczki vd., 2001). Pozitif kontrol
olarak Candida spp. Kullaniimistir.
Toplam 293 adet Saccharomyces maya izolati igin etanol direnci, SO direnci ve H,S Uretimi
gibi enolojik karakterizasyon (Vigentini vd., 2016) calismalarina baglanmigtir. Bu 6zelliklere
gore belirlenen Saccharomyces izolatlari secilerek biyokimyasal tanilar ve teyit etmek amagh

genotipik tanimlamalar gerceklestirilmistir.

3.7. ITS-RFLP

3.7.1. ITS-RFLP igin DNA izolasyonu
Mayalarin genomik DNA'si, Ureticinin talimatlari izlenerek Bakteri ve Maya DNA
izolasyon Kiti (EurX GeneMatrix) kullanilarak izole edilmigtir. Her numune icin DNA

konsantrasyonu Thermos Scientific Nanodrop 2000 (ABD) ile belirlenmigtir.

3.7.2 ITS-PZR Metodu

ITS gen Dboélgesi, ITS1 (8TCCGTAGGTGAACCTGCGGI') ve ITS4 (%
TCCTCCGCTTATTGATATGCS3') primerleri kullanilarak ¢ogaltilmistir. 5x FIREPoI® Master
Mix (Solis Bio Dyne), ITS1 ve ITS4 primerleri (10 pmol / pL), su ve DNA 6rnegi iceren 50 yL
reaksiyon karisimi hazirlanarak DNA amplifikasyonu uygulanmigtir. PZR kosullari; 95°C'de 12
dakika baslangic denatirasyonu; 30 dongld boyunca (95°C'de 1 dakika boyunca
denaturasyon, 56°C'de 1 dakika boyunca baglanma, 72°C'de 2 dakika boyunca ekstansiyon),

72°C'de 7 dakika boyunca final ekstansiyonu, sicaklik 4°C'ye dusuralip PZR tamamlanmistir.

3.7.3. Restriksiyon Enzimleri ile Kesim

PZR ile ¢cogaltilan ITS gen bdlgesi Saccharomyces ve non-Saccharomyces tirlerine
uygun olan restriksiyon enzimleri ile (Haelll, Hinfl, Cfol (Hhal), Hpall, Ddel ve Dral) kesilmigtir.
Bu islem icin, tampon c¢ozeltisi (10X ONE Buffer), 100X BSA (Bovine Serum Albumin),
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restriksiyon enzimi, su ve PZR Urinud kullanilarak 50 pL karisim hazirlanmistir ve enzimlerin
optimum sicakligi olan 37°C’'de 1-2 saat arasi inkiibe edilerek PZR Urinlerini kesme islemi

tamamlanmistir (Pham vd., 2011).

3.7.4. Jel Elektroforezi

PZR ve RFLP sonucunda elde edilen DNA parcalarini analiz etmek icin jel elektroforezi
yontemi kullaniimigtir ve DNA parcgalari jel Gzerinde yurutilerek buyukliklerine gére ayrilmistir.
PZR sonucunda elde edilen parcalar %2’lik (w/v) agaroz jel kullanilarak 100 V’da 75 dakika
yuratilmastir. RFLP sonucunda elde edilen pargalar ise %3’lUk (w/v) agaroz jel kullanilarak
100 V’'da 85 dakika yuratalmuistir (Esteve-Zarzoso vd., 1999). 100 bp DNA Ladder (Solis
BioDyne) markér olarak kullaniimistir. Bantlari boyamak ve UV altinda goérindr hale getirmek
icin jel yaratuldikten sonra etidyum bromur ve su karisiminda 45 dk bekletilmis ve saf suda 30
dk bekletilerek yikama yapilmistir. Bu sre sonunda jel UV isik altinda incelenmis ve Quantity

One programi yardimiyla jel fotograflari elde edilmistir.

3.8. Sus Seviyesinde Genotipik Farkhliklar

3.8.1. Darbeli Alan Jel Elektroforezi (Pulsed-Field Gel Electrophoresis, PFGE)
Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) yuksek boyutlu DNA’lari veya kromozomlari

agaroz jelde aynistiran bir yontemdir. Kromozomlarin ayristirilmasi karyotipleme olarak

bilinmektedir (Hage ve Houseley, 2013). PFGE yontemi sus farkliliklarini ortaya koymaktadir.

Saccharomyces sensu stricto mayalari kromozomlari bu yontem ile farklilastirilabilmektedir

(Raspor vd., 2001; Kallai vd., 2019).

3.8.1.1. Malzemeler ve Tampon Hazirlama

e Steril deiyonize su

e Safsu

e Yeast Extract Peptone Glucose sivi besiyeri (YPD; 10 g/L maya ekstrakti, 10 g/L
pepton ve 20 g/L glikoz).

e YPG agar (10 g/L maya ekstrakti, 10 g/L pepton, 20 g/L glikoz ve 20 g/L agar,
ortofosforik asit kullanilarak pH 4.5'e ayarlanmistir).

e Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA)

e Tris (hidroksimetil) aminometan (Tris bazi)

e Borik asit

e Sodyum hidroksit

e Sodyum fosfat (0.01 M)

e N-Sodyum Lauroil Sarkosinat

e %50 Gliserol
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Proteinaz K: Steril deiyonize su icinde 20 mg/mL ¢dzelti hazirlanmistir ve —20°C'de
saklanmistir.

Litikaz (50 KU)

%9 beta-merkaptoetanol

10X Tris-Borate-EDTA (TBE) stok soltisyon: 108 g tris, 55 g borik asit, 7.5 g EDTA ve
1 L deiyonize su iyice karistiriimistir ve 121°C'de 15 dakika sireyle otoklavlanmistir.
1X TBE tampon ¢ozelti: 50 mL 10X TBE ve 450 mL steril deiyonize su karigtiriimistir.
1 M tris stok soltiisyonu: 121.14 g tris bazi, 800 mL H-O iginde ¢6zuldi. Konsantre HCI
eklenerek pH istenen degere ayarlanmigtir. Cozelti, pH'a son ayarlamalari yapmadan
once oda sicakliginda sojumaya birakilmistir. Solisyonun hacmi, ddH-0 ile 1 L'ye
ayarlanmistir. Sollsyon, 15 dakika boyunca 121°C'de otoklavlanmistir.

1 M EDTA, pH 7.5; 0.5 M EDTA, pH 9.0; 0.05 M EDTA, pH 7.5.

LET tampon ¢ozelti: 0.5 M EDTA, 0.01 M Tris, pH 7.5.

NDS tampon ¢ozelti: 0.5 M EDTA, 0.01 M Tris, pH 7.5, %1 (w/v) N-Sodyum Lauroil
Sarkosinat sodyum.

Low-melting-point (LMP) agaroz (%2 in 1X TBE) (DNA plug hazirlanmasi igin)

%2 LMP agaroz

%1 LMP agaroz

Yiuratme tampon c¢ozeltisi: 110 mL 10X TBE tamponu ve 2090 mL deiyonize su
karistirilmistir.

10 mg/mL thiourea soliisyonu: 0.5 g thiourea ve 50 mL steril deiyonize su
karigtiriimistir.

0.5 pg/mL etidyum bromir soliisyonu (stok solisyon 1 mg/mL).

Contour-clamped homogeneous electric field (CHEF) DNA markéri (S. cerevisiae, Bio-
Rad).

3.8.1.2. PFGE YOntem

6 mL’lik YPD sivi besiyerinde 36-48 saat blyutilmis S. cerevisiae 8000 rpm’de 5

dakika santriflj edilmistir ve ¢okelti 300 pyl 0.05 M EDTA, pH 8 iginde yeniden sispanse

edilmigtir. 1 mg/mL litikaz (Sigma) iceren 100 pl sodyum fosfat solisyonuna (0.01 M), gliserol
%50 (v/v) eklenmistir ve 45°C’de 20 dakika inkibe edilmigtir. 600 pl %2 LMP agarozu tuplere

eklenmistir ve blok (plug) moddlleri dokulmustur. Oda sicakliginda katilastirildiktan sonra, S.

cerevisiae hucrelerini iceren agaroz bloklari moddilden ¢ikarilarak ve %9 (v/v) merkaptoetanol

iceren LET tampon ¢ozelti ile 37°C’de gece boyunca karistiriimigtir. Plaklar NDS’de proteinaz

K (1 mg/mL, Sigma) ile muamele edilerek 12-18 saat 50°C’de inklbe edilmistir. Bloklar 3 kez
15’er dakika yikanmistir. 5 mL 0.5 M EDTA (pH 9.0) bloklara eklenmis ve bloklar 4°C’de

29



saklanmistir. PFGE, CHEF sistemi (Bio-Rad) ile DNA'lar analiz edilmigtir. Kesilmis S.
cerevisiae blok pargaciklari agaroz jele (%1) yerlestirilerek, 24 saat 14°C’de tampon ¢ozelti
icinde baslangi¢ ve final zamani 60 ve 120 s olarak degisen vuruslar kullanilarak 6 V/cm
voltajda yuritilmustir. Sonraki islem olarak jel 0.5 pg/mL etidyum bromdr iceren 1X TBE ile
45 dakika boyanmistir ve boya, agaroz jeli distile su icinde 30 dakika bekleterek akitilmistir.
Jel UV 1s1G1 altinda fotograflanmistir (Cocolin vd., 2004).

Markdr olarak 225-2,200 kilobaz S. cerevisiae kromosomal DNA boyutlu (catalog number; 170-
3605, Bio-Rad) CHEF kullaniimigtir. Bu markoriin yaklasik DNA boyutlari 225, 285, 365, 450,
565, 610, 680, 750, 785, 825, 945, 1,020, 1,125, 1,600 ve 2,200 kb’dir (Sekiller ve bulgular

tartisma bolimunde gosterilmigtir).

3.8.2. RAPD-PZR

Mayalarin DNA’lari EurX Gene Matrix Bacterial & Yeast DNA lIsolation Kit (E3580) ile
uretici firma tarafindan verilen direktiflerle izole edildikten sonra 10’lu primer (OPA-03), yabani
faj genomundan minisatelit primeri M13 (Pfliegler vd., 2014) ve 2 mikrosatelit primeri ATG)s
ve (GTG)sile RAPD-PZR caligmalar yapilmistir (Tablo 3.7) (Walczak vd., 2007; Bujdosé vd.,
2001b). PZR reaksiyonlari 30 uL reaksiyon karisimi, 18.4 pL distile su, 0.5 pL Tag DNA
polimeraz (5 U; Solis BioDyne), 0.6 pL 100 mM primer, 3 pL 10X tampon c¢ozelti (Solis
BioDyne) [0.8 M Tris-HCI, 0.2 M (NH4)2S04, %0.2 w/v Tween-20], 2 mL 25 mM MgCl, ve 0.5
pL 4 mM dioksinukleozit trifosfat (ANTP) karigsimi (Walczak vd., 2007) (Bujdosoé vd., 2001a) ile
yapilimistir.

Mikrosatelit-PZR yénteminde kullanilan prosedir ile RAPD-PZR tekniginde kullanilan
prosedir aynidir (Bujdosé vd., 2001a). DNA amplifikasyonu asagida belirtilen protokol ile
surdurtulmustur. Baslangi¢ olarak, 94°C’de 5 dakika bekledikten sonra, denatiirasyon 94°C’de
1 dakika, baglanma (annealing) Uretici firmanin 6nerdigi primere 6zel baglanma sicakhdinda 1
dakika olarak uygulanmistir (Table 3.7). Daha sonra 0.6°C/s ile 72°C’ye ¢ikilmis ve 72°C’de 2
dakika beklenmistir. 35 dongl uygulanarak islem tamamlanmistir. Reaksiyon déngulerinin
sonunda, PZR drinid %2’lik agaroz jele yuklenmistir ve 0.5 mg/mL etidyum bromdr ile

boyanarak DNA bantlari UV 1511 altinda incelenmistir.

Tablo 3.7. Kullanilan oligonukleotitler

Primer Sekans Tm (°C) Uygulama Kaynak

OPA03 5'AGTCAGCCAC3 32°C RAPD-PZR Bujdoso G vd., 2001a

M13 5'-GAGGGTGGCGGTTCT-3' 55°C Minisatelit-PZR De Benedictis vd., 2011; Bovo vd.,
2009; Pfliegler vd., 2014

(ATG)s 5-ATGATGATGATGATG-3' 38°C Mikrosatelit-PZR  De Benedictis vd., 2011

(GTG)s 5-GTGGTGGTGGTGGTG-3' 52°C Mikrosatelit-PZR  De Benedictis vd., 2011
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3.9. Yerel non-Saccharomyces ve Yerel/Ticari Saccharomyces Suslarinin Sirali
inokiilasyonu ile Kalecik Karasi Sarap Yapimi
3.9.1. Maya Suslari

L. thermotolerans 09, W. anomalus K41, M. pulcherrima D3 ve H. opuntiae K2 olmak
Uzere dort tane secilmis yerel non-Saccharomyces susu ve iki tane S. cerevisiae susu: S.
cerevisiae K71 ve ticari S. cerevisiae (Laffort, RB2) mayasi Kalecik Karasi tGziminden elde
edilen siraya sirali olarak inokule edilmistir (Tablo 3.8). Bununla beraber, sadece ticari S.

cerevisiae (Laffort, RB2) mayasi kullanilarak kontrol sarabi yapiimistir.

Tablo 3.8. Sarap yapiminda kullanilan starter kiltarler

non-Saccharomyces Sus Saccharomyces Sus

Saraplar

Sus Adi isimlendirme Sus Adi isimlendirme
1LT+S.C L. thermotolerans 09 OB 4CM NS4  S. cerevisiae K71 KA 32NM S2
2.L.T + Laffort S.C L.thermotolerans 09 OB4CM NS4  Laffort S. cerevisilte RB2 RB2
3WA+S.C W. anomalus K41 KAOCMS1 S. cerevisiae K71 KA 32NM S2
4M.P+S.C M. pulcherrima D3 DA OCM NS3 S. cerevisiae K71 KA 32NM S2
5HO +S.C H. opuntiae K2 KA OCM NS2 S. cerevisiae K71 KA 32NM S2
6.5.C - S. cerevisiae K71 KA 32NM S2
7.Laffort S.C - - Laffort S. cerevisiae RB2 RB2

K, Kalecik Karasi; O, Okiizgdézii;, D, Dimrit (zim gesitleri; A, A paralel; B, B paralel; CM,

soguk maserasyon; NM, maserasyon.

3.9.2. Starter Kiiltiirlerin Hazirlanmasi ve inokiilasyonu (Biomass Production)

Mayalar, YPG besiyeri (10 g/L maya ekstrakti, 10 g/L pepton ve 20 g/L glikoz) iceren
200 mL’'lik erlenmeyerde 2-3 gin 30°C sicaklikta inkibe edilerek aktiflestirilmistir.
inkiibasyondan sonra maya toplamak igin erlenmeyerler tuzlu su ¢ézeltisi (%0.9'luk NaCl
(w/Vv)) ile yikanmigtir (Minnaar vd., 2019). Maya ornekleri tuzlu su ¢ozeltisi (%0.9'luk NaCl
(w/v)) eklenerek 5000 rpm'de 10 dakika santriflj edilmigtir. Santriflij sonunda Ust sivi
(supernatant) dokulerek uzaklastiriimis ve ¢okelti (pellet) saf su ile iki kez yikanmistir. Daha
sonra maya hicre sayimi (yeast plate count protocol) yapilmistir (Tournas vd., 2001) ve
mayalar sarap yapiminda starter kultir olarak kullaniimistir. Ticari S. cerevisiae (Laffort, RB2)
mayasi (aktif kuru maya) Ureticinin talimatlari dogrultusunda saf su eklenerek aktive edilmigtir.

L. thermotolerans, W. anomalus, M. pulcherrima ve H. opuntiae suslari sirasiyla
5.4x10° 8.2x10° 4.6x10*ve 6.2x10° CFU/mL oraninda 0. giinde Kalecik Karasi tzim
siralarina inoklle edilmistir. 2. glin ise non-Saccharomyces suslari bulunan bu kavanozlara
3x10° CFU/mL S. cerevisiae K71 susu inokile edilmistir (sirali inokiilasyon, 1. kavanozda
L.T+S.C, 3. kavanozda W.A+S.C, 4. kavanozda M.P+S.C, 5. kavanozda H.O+S.C). Bununla
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birlikte, 3x108 CFU/mL S. cerevisiae K71 susu, 0. giinde 6. kavanozdaki Kalecik Karasi tizim
sirasina inokule edilmigtir.

Saf su eklenerek aktive edilen ticari S. cerevisiae (Laffort, RB2) mayasi Ureticinin
talimatlar dogrultusunda 0.3 g maya/L sira oraninda 2. giin 2. kavanozdaki L. thermotolerans
susu bulunan Kalecik Karasi Gzim sirasina inokile edilmistir. Bununla birlikte, kontrol sarabi
icin, 0. guin ticari S. cerevisiae (Laffort, RB2) mayasi 0.3 g mayal/L sira oraninda 7. kavanoza

eklenmistir (Tablo 3.8). Tum saraplar iki paralel olarak hazirlanmistir.

3.9.3. Maserasyon ve Fermantasyon Asamasi

Maserasyon asamasinda (0-3. glnler) saraplar 20-23°C’de tutulmus, ginde U¢ kez
havalandirma islemi yapilarak cibrenin islanmasi saglanmistir. Her gun, &zgul agirlik
(hidrometre ile) ve briks (refraktometre ile) degerleri kontrol edilmistir. Toplam asit ve pH gibi
diger enolojik analizler ise WineScan™ (FOSS, Danimarka) cihaziyla yapiimistir. Ozgil agirlik
1.040 g/m® oldugunda S. cerevisiae susu eklenmis (2. gin) ve fermantasyonun devami
saglanmigtir. Ozgll agirhik 1.025 g/m® altina distiglnde ise birinci aktarma (sifonlama)
yapilarak cibre saraptan ayrilmistir. Bu asamada sikma islemi yapiimamis ve sadece serbest
sarap kismi alinmistir. Saraplar cam kavanozlara alinarak hava kilidi takilmis ve oksijen girigi
engellenmistir. Saraplar 25°C’de tutularak alkolik fermantasyon devam etmistir. Ozgiil agirhgin
1.000 g/m? altina diismesiyle alkolik fermantasyon tamamlanmis (13.glin) ve alkol, toplam asit,

pH, ucar asit, indirgen seker analizleri yapiimistir.

3.9.4. Malolaktik Fermantasyon

Saraplarin alkol fermantasyonu tamamlandiktan sonra tortu kismini uzaklastirmak igin
ikinci aktarma yapilarak malolaktik fermantasyonun gergceklesmesi igin 20-25°C’de tutulmaya
devam edilmigtir. Malolaktik fermantasyonun devam edip etmedigi kagdit kromatografisi

yontemi ile kontrol edilmistir.

3.9.5. Siseleme
61. gunde kagit kromatografisi yontemi uygulandiginda saraplarda malik asit tespit
edilememis ve saraplar malolaktik fermantasyonu tamamlamistir. Uglincli aktarma yapildiktan

sonra saraplar siselenerek mantar tipalari kapatiimistir (Sekil 3.7).
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KIRMIZI SARAP AKIM SEMASI

U_zUm Ozgiil agirlik, briks, toplam
(Kalecik Karasi) asit, pH ve sicaklik dlgiildi.
Kirma LT-SC, LT-Laffort SC, MP-SC,
SC ve Laffort SC HO-SC ve WA-SC saraplari
sarap yapimi yapimi

S0O2(25 mg SO2/L) eklendi
(0. glin)

Maya (NS suslar)

Maya (SC ve Laffort eklendi (0. giin)

SC) eklendi (0.giin)

Maserasyon (Cibre o Maserasyon (Cibre
Maya (S. cerevisiae susu)—»p
Fermantasyor}u) eklendi (2.giin) Fermagltasyoqu)
(20-23°C, 4 guin) (20-23°C, 4 gun)

Ozgil agirhk 1.040 g/m3
oldugunda S. cerevisiae
susu eklendi (2. gun).

A 4

Birinci Aktarma Ozgil agirhk 1.025 g/m?3 Birinci Aktarma
(Sifonlama) altina distugunde sifonlama (Sifonlama)
yapilarak cibre saraptan

ayrildi.
2
Alkolik Fermantasyon Ozgiil agirhigin 1.000 g/m?3 Alkolik Fermantasyon
(25°C) altna  digmesiyle  alkolik (25°C)
fermantasyon tamamlandi

(13.gun) ve alkol,toplam asit,

pH, ucar asit, indirgen seker
ikinci Aktarma analizleri yapild. ikinci Aktarma
Malolaktik Malolaktik ~ fermentasyon 61. Malolaktik
Fermantasyon (25°C) ginde  tamamlandi  (Kagit | Fermantasyon (25°C)
kromatografisi ile kontrol edildi).

\4 \4
Uctinci Aktarma

Ucuincui Aktarma

A 4

Siseleme Siseleme

Sekil 3. 7. Non-Saccharomyces ve Saccharomyces suglari ile Kalecik Karasi sarap yapimi
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3.9.6. Enolojik Analizler

3.9.6.1. CO; Analizi

CO. analizi, CarboQC (Anton Paar) cihazi ile yapilmistir. Analiz igin 75 cl hacimli sarap
sisesi PFD o6rnek doldurma Unitesine (Anton Paar) numune alma ucu sisenin icine denk
gelecek sekilde yerlestiriimis ve 150 mL sarap numunesi kullanilarak analiz gergeklestirilmistir.

Analiz sonucu g/L CO; olarak elde edilmistir.

3.9.6.2. Oksijen Analizi

Oksijen analizi, oksimetre HQ30d (HACH) ile yapiimistir. Oksimetrenin probu 75 cl
hacimli sarap sisesine daldirilarak analiz yapiimistir. Oksimetrenin ekranindan okunan deger
(x) icin (x/0.9711) — 0.363 iglemi kullanilarak dizeltme yapilmis ve analiz sonucu mg/L oksijen

olarak belirlenmistir.

3.9.6.3. SO, Analizi

SO: analizi FIAstar 5000 Analyzer cihazi ile yapiimistir. Cihazin DNTB (dinitro benzoik
asit), seyreltik HCI ¢ozeltisi, saf su ve iki adet tampon ¢ozeltisi olmak Uzere bes tane haznesi
vardir. 0.74 g sodyum disulfit ve 50 mL %99 etanole 500 mL olana kadar saf su eklenerek bir
karigsim elde edilmigtir. Bu karisim standart SO, ¢ozeltileri hazirlamak igin kullaniimistir. %10,
20, 40, 80, 140 ve 200 SO, ¢ozeltisi hazirlamak igin elde edilen karisimdan sirasiyla 1, 2, 4, 8,
14 ve 20 mL alinarak saf su ile 100 mL’ye tamamlanmistir. Bu standart ¢ozeltileri iceren
referans tupler de sarap numuneleri ile beraber cihazin 6rnek haznesine yerlestiriimistir. ‘Sofia’

programi kullanilarak analiz sonuglari mg/L olarak elde edilmistir.

3.9.6.4. Alkol, indirgen seker, Asit, pH, Ucar Asit, Alfa Amino ve Malik Asit Analizleri
Kavaklidere Saraplari A.$ yardimiyla WineScan™ (FOSS) Auto Equipment cihazi
(Type 79067, Danimarka) ve Foss Integrator yazilimi kullanilarak saraplarin alkol, indirgen
seker, asit, pH, ucar asit, alfa amino ve malik asit analizleri yapiimistir. Analiz igin 10-15 mL
sarap numunesi tlplere doldurularak érnek haznesine sirayla yerlestiriimis ve prob otomatik
olarak numunenin igine batarak sirasiyla her numunenin analizini gergeklestirmistir. Start Foss
Integrator yazilimi sayesinde alkol, indirgen seker, asit, pH, ucar asit, alfa amino ve malik asit

analizlerinin sonuglari elde edilmistir.

3.9.6.5. Kagit Kromatografisi Metodu

Saraplarin siselenmesinden 6nce malolaktik fermantasyonun devam edip etmedigini
tespit etmek amaciyla kagit kromatografisi metodu kullaniimigtir. Filtre kagidinin alt kismina
sarap numunelerinden birkag damla birbirlerine karismayacak mesafede, sirasiyla

uygulanmistir. Filtre kagidi, brom krezol yesili indikatorl iceren ¢dzeltiye batirilarak belli bir
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sure beklendikten sonra ¢ikariimis ve kagit kurumaya birakilmistir. Filtre kagidinin Gzerinde
beliren sari noktalar sarap numunesinde malik asitin var oldugunu yani malolaktik

fermantasyonun devam ettigini gostermektedir.
3.9.7. Saraplarda Aroma Bilesenleri Analizi

3.9.7.1. GC-MS Kosullan

Aroma bilesenleri sivi-sivi ekstraksiyon metodu ile elde edilmistir ve tanimlamasi gaz
kromatografisi-kutle spektrometresi (Agilent-6890 GC ve 5973 MSD) ile yapilmistir. 45 mL
sarap numunesi, 40 pg 4-nonanol (i¢ standart) ve 50 mL yuksek saflikta diklorometan ile
karigtirimis ve bu karisim azot gazi altinda 45 dakika (4-5°C) manyetik karigtiricida
karigtinimistir. Bu islem tamamlandiginda karisim 5500 rpm’de 15 dakika (0°C) santrifQj
edilmistir. Santrifijden sonra diklorometan ve aromatik ekstrakt iceren kisim ayrilmigtir ve
icerisindeki su sodyum sulfat kullanilarak uzaklastiriimistir. Daha sonra, bu karigim vigreux
damitma kolonunda 40°C sicaklikta 1 mL’ye kadar konsantre edilmistir. Bu islemden sonra
tekrar azot gazi altinda 0.5 mL’ye kadar konsantre edilmistir. Aroma bilesenlerini belirlemek
icin ekstraklar GC-FID, GC-MS cihazlarina enjekte edilmistir. Her bir numune icin 3 tekrar
yapilmistir (Selli vd., 2007).

Aroma bilesenleri analizi gaz kromatografisi-kitle spektrometresi (Agilent-6890N ve
5975B VL MSD) ile yapilmistir. Miktar tayini igin alev iyonlasma dedektérli (FID) gaz
kromatografisi (Agilent 6890N) kullaniimigtir. DB-WAX kapiler kolon (60 mx0.25 mmx0.4 pum)
aroma bilesenlerinin ayrimi icin kullaniimigtir. Program, enjektor sicakhdr 220°C, dedektor
sicakhgdi 250°C, kolon sicakhgl 60°C olarak baslatiimis ve 3 dakikalik bekleme siresinin
sonunda dakikada 2°C artarak 220°C’ye yukseltildikten sonra dakikada 3°C artarak 245°C’ye
cikacak ve 20 dakika bu sicaklikta sabit tutulacak sekilde ayarlanmistir. Dedektor ve enjektor
sicakliklari 250°C, akis hizi 1.5 mL/dk olarak ayarlanmigtir. He gazi tagiyici olarak kullaniimig
ve 3 UL numune enjekte edilmigtir (Selli vd., 2007).

Aroma bilesenlerinin belilenmesinde kutle spektrometresi (Agilent-5975B VL MSD)
kullaniimistir. Kosullar gaz kromatografisi ile aynidir. Tarama yapmak igin kosullar ayarlanmis
(iyonlasma enerijisi 70 eV, iyon kaynagdi sicakligi 250°C ve kuadrupol sicakligi 120°C) ve 29-
350 kutle/yuk arasinda her saniye 6lgum alinmistir. Standart ¢ozelti kullanilarak ya da aroma
bilesenleri kutuphanesi (Wiley 9.0, NIST-11, ve Flavor.2L) kullanilarak piklerin tanisi
yapiimistir. Aroma bilesenlerinin konsantrasyonlari i¢ standart yéntemiyle hesaplanmigtir (Selli
vd., 2007) ve kullanilan formil asagida verilmistir. Analizler 3 tekrar olarak yapilmistir.
Ci=(ArAs)xCsxRFxHF
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(Ci, Bilesigin konsantrasyonu; A, Bilesigin pik alani; A«: i¢ standart pik alani, Cy, i¢ standart
konsantrasyonu (40 ug/50 mL); RF, Cevap faktorl; HF, Hesaplama faktori (6rnek miktarinin

L’ye gevrilmesi icin faktor)).

3.9.8. Duyusal Analiz

Potansiyel starter maya izolatlari ile Uretilen Kalecik Karasi saraplarinin duyusal analizi
5-7 kisiden olusan 2 panel grubu tarafindan gergeklestirilmistir. Bu gruplar; ilki 6 kisilik sarap
tadiminda tecrubeli panelist grup, ikincisi ise 5 kisilik Kavaklidere Saraplari fabrikasi egitimli

uzman grup olmak tzere toplamda 11 kisidir.

3.9.9. istatistiksel Analizler

Saraplarin aroma bilesenleri icin Tek Yoénli Varyans Analizi uygulanmis ve dnemli
gérilen farkhhklar Tukey Coklu Karsilastirma Testi ile belirlenmistir. Varyans analizinde
Minitab programi kullaniimistir.
3.10. Liyofilizasyon

Kaltarlerlerde liyofilizasyon ve sodyum glutamatin etkisini belirlemek amaciyla,
liyofilizasyon ortaminda yagi alinmis st tozu (%10), sodyum glutamat (%2) olacak sekilde
ortam hazirlanmis liyofilizatdrde dondurularak vakum altinda kurutulmustur. Hiicre sayimlari
kob/mL olarak yapilmistir. Sonuclar canli hiicre yuizdesi (veya canli hlicre kaybi) olarak

liyofilizasyon 6ncesi baslangi¢ hicre sayisina kiyasla belirlenmistir (Polomska vd., 2012).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu projede Ulkemizin Ug farkli bagindan getirilen farkli yerel Gztimlerden izole edilecek
suslarin ekonomik acidan verimliliklerini degerlendirmek baslica hedeftir. Suslarin maruz
kalacaklari stres kaynaklarina tepkileri ve direnglerini gdézlemleyerek sarap ve benzeri alkoll(
icecek uretiminde kullanilabilir olanlari ekonomiye kazandirmak ve tlkemizin i¢c Anadolu ve
Dogu Anadolu Bolgelerindeki maya cesitliligi konusunda yapilacak calismalara zemin
hazirlanmasi amacglanmistir.

Yerel Uzim cesitleri Kapadokya (Emir, Dimrit), Elazig (Okiizgézii, Bogazkere
uzumleri), Kalecik (Kalecik Karasi) bolgelerinden toplanmistir. ilk asamada sirada 6nemli non-
Saccharomyces ve Saccharomyces maya analizi, gergek zamanli PZR ile belirlenmistir. Bu
asamada Candida zemplinina, Hanseniaspora, Torulaspora, Metschnikowia gibi yararli non-
Saccharomyces maya cinslerinin tirleri ve Saccharomyces tirleri hedef alinmistir ve klasik
besiyer yontemleri ile bu mayalarin izolasyonlari yapilmistir. ikinci asamada izole edilen
mayalarin tanilari biyokimyasal ve molekller metotlar kullanilarak gergeklestiriimigtir. Uglincl
asamada, tanisi yapilan izolatlarin fenotipik ve genotipik karakterizasyonu belirlenmistir.
Morfolojik 6zellikleri belirlenen ve teknolojik olarak verimli olarak nitelendirilen suglar; RAPD-
PZR, PFGE ve DNA sekanslama yontemleri ile karakterize edilmistir. Dordiinci asamada ise
karakterize edilen suslardan starter kultur olarak ikili ve siral olarak kullanmak Gizere secimler
yapiimistir. Besinci ve son agsamada ise genetik paternleri gdézlemlenen suslar ile olusturulan
kaltirlerden (tek veya ikili kaltar) Uretilen saraplarin enolojik 6zellik ve duyusal analiz testlerinin
gercgeklestiriimesi amaclanmigstir. Enolojik testler olarak, Uretilen saraplardaki tathhk, L-malik
asit miktari, etil alkol konsantrasyonu, indirgen seker miktari, ugar asit ve asetik asit miktari ve

hidrojen sulfar miktarlar élgtlmagtir.

4.1. Spontane/Geleneksel Yontemler ile Sarap Uretimi
Turkiye'ye 6zel 5 ayri Uzimden yapilan sira ve/veya geleneksel Uretim saraplar, starter

kalthr olarak kullanilabilecek hedef mikroorganizmalarin izolasyonu igin hazirlandi.

Tablo 4.1. Uzumlerin alindiklar iller, zamanlar, olgunluk indeksleri ve fermantasyon éncesi
kuru madde oranlari (%)

Uziim Gesidi  Alindug Zaman Indeksi _Kuru Madde Oran ()
Kalecik Karasi Ankara (Kalecik Bolgesi) 11.09.2017 22 18
Dimrit Kapadokya, Urgiip 19.09.2017 22 15
Emir Kapadokya, Urgiip 29.09.2017 18 21
Okuizg6zii Elazig 01.10.2017 26 25
Bogazkere Elazig 01.10.2017 21 16
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Uretilen sarap érneklerinden es zamanli olarak “izolasyonlar” ve “RT-PZR ile saptama

ve miktar tayinleri” yapilmistir.

4.2. RT-PZR Yontemi ile Hedef Saccharomyces ve non-Saccharomyces Mayalarin
Spontan Sira/Sarap Orneklerinde Saptanmasi ve Miktar Tayini

Saccharomyces turleri, saglikli Gzimlerin ylzeyinde disik miktarda bulunmasina
ragmen, S. cerevisiae, fermantasyon islemi sirasinda dominant mikroorganizma olarak yer alir
ve 6nolojik calismalarda yaygin olarak kullanilir. Bununla birlikte, son on yilda, sarap kalitesinin
gelismesine katkida bulunduklari gerekgesiyle non-Saccharomyces mayalarin sarap
yapiminda énemi ve bu mayalarin sarap yapiminda kullanimlar ile ilgili ¢alismalar hizla
artmaktadir (Zott vd., 2010; Masneuf-Pomarede vd., 2016; Garcia vd., 2017). Saccharomyces
ve non-Saccharomyces maya cinsleri (6rnegin, Saccharomyces, Hanseniaspora, Pichia,
Candida, Metschnikowia, Kluyveromyces, Torulaspora, Issatchenkia ve Dekkera) ve turler
dahil olmak Uzere, Uzim ve geleneksel olarak Uretilen sarap ortamlarinda heterojen
popilasyonu temsil ederler (Zott vd., 2010; Garcia vd., 2017).

Bu nedenle projemiz kapsaminda, gergcek zamanli PZR yodntemleri ile alkolik
fermantasyon Oncesinde ve sirasinda sarapta bulunan Saccharomyces ve non-
Saccharomyces mayalarin tespit edilmesine ve segilen bir S. cerevisiae ve ¢ non-
Saccharomyces tiriinin (Hanseniaspora uvarum, Lachancea thermotolerans ve Torulaspora
delbrueckii) miktarlarinin belirlenmesine karar verilmigtir. Miktar tayini icin segilen non-
Saccharomyces mayalar, sarapta istenen 6zellikleri olusturma potansiyellerinin ylksek olmasi
nedeniyle secilmislerdir. Soguk maserasyon, maserasyon ve alkolik fermantasyon sirasinda
UzUm siralari ve sarap érnekleri alinmistir.

Almanya'nin Deutsche SammLung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
(DSMZ) firmasindan temin edilen dort referans maya susu; H. uvarum, L. thermotolerans, T.
delbrueckii ve S. cerevisiae, sarap numunelerinde qPZR ile miktar 6lgllmesi igin standart egri

olusturulmasinda kullaniimistir.

4.2.1. Mayalarin Saptanmasi (Var/Yok Testi)

Tespit calismalari, ayrica, Uzim cesitlerinden Uretilen GrGnlerde maya cesitliligini
(biyogesitlilik) gostermekte dnemli rol oynamaktadir. Ture 6zel primerlerin kullanimi ile yapilan
gPZR ybntemi ile saraplarda taranan ve varligi tespit edilen Saccharomyces ve non-
Saccharomyces mayalarin gesitleri Tablo 4.2, 4.3 ve 4.4'te 4zUm c¢esidine gore verilmistir.
Amplifikasyon grafikleri, gercek zamanh PZR deneyinin siresi boyunca PZR GUrinunin
olusmasini gostermektedir. Amplifikasyon grafikleri, her érnekten gelen florasan sinyalinin
doéngl sayisina karsi cizilmesi ile olusturulmaktadir. Kalecik Karasi, Bodazkere, Dimrit,

Oklizgozli ve Emir tizumlerinde bulunabilecek mayalar igin spesifik primerler Tablo 3.6'da
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verilirken her bir maya icin olusan erime edrileri ve amplifikasyon grafikleri EK 1 ve 2'de
verilmistir. Fermantasyonun belirli asamalarinda yapilan RT-PZR sonuglarina gére var/yok
testleri sonucunda bircok non-Saccharomyces maya varhgi farkli saraplarimizda belirlenmis

ve sonuglar, asagida Tablo 4.2, 4.3 ve 4.4'te gosterilmigtir.

Tablo 4.2. Kalecik Karasi sira/sarap 6rneklerinin non-Saccharomyces ve Saccharomyces
mayalarinin RT-PZR ile saptanmasi

Kalecik Karasi

Maya turleri Numune alimi (Guin)
oCc™M) 2(CM) 4(€C™M) 2(M) 4(M) 18(2F) 32 (4R

Candida glabrata - - - + + + _
Candida zemplinina + + + + -
Candida zeylanoides - - - - - - -
Hanseniaspora spp. + + + + + + +
Hanseniaspora uvarum + + + + + + +
Issatchenkia orientalis + + + + + + -
Lachancea thermotolerans + + + + + - -
Metschnikowia spp. + + + + + + +
Metschnikowia pulcherrima - - - - - - -
Pichia fermentans - - - - - ; .
Pichia kluyveri + + + + + R -
Rhodotorula mucilaginosa + + + + + - -
Saccharomyces spp. + + + + + + +
Saccharomyces cerevisiae + + + + + + +
Torulaspora delbrueckii + + + + + + -
Wickerhamomyces anomalus + + + + + + +

CM, soguk maserasyon; M, maserasyon (cibre fermantasyonun); 2F, alkolik fermantasyonun ikinci haftasi; 4F, alkolik
fermantasyonun doérdiinci haftasi; Pozitif (+), tespit edildi; negatif (-) tespit edilmedi.

Tablo 4.3. Bogazkere, Dimrit ve Oklizgdzi sira drneklerinin RT-PZR ile non-Saccharomyces
ve Saccharomyces mayalarinin tespiti

Bogazkere Dimrit Okiizgozi
Numune alimi (Giin)

0(CM) 4(CM) 6(M) O(CM) 4(CM) 4(M) O(CM) 4(CM) 6(M)
Candida glabrata + + + + + + - - -

Maya turleri

Candida zemplinina - - - + - - -
Candida zeylanoides - - - s = S - - -
Hanseniaspora spp. + + + + + + + + +
Hanseniaspora uvarum + + + + + + + + +
Issatchenkia orientalis + + + + + + + + +
Lachancea thermotolerans - - - = = - + + +
Metschnikowia spp. + + + + + + - - -
Metschnikowia pulcherrima - - - - - - - - -
Pichia fermentans + + + + + + + + +
Pichia kluyveri - - - - - 5 - - -
Rhodotorula mucilaginosa - - - - - 5 - - -
Saccharomyces spp. + + + + + + + + +
Saccharomyces cerevisiae + + + + + + + + +

Torulaspora delbrueckii - - - = - - - - -
Wickerhamomyces anomalus - - - s = - - - -
CM, soguk maserasyon; M, maserasyon (cibre fermantasyonun); Pozitif (+), tespit edildi; negatif (-) tespit edilmedi.
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Tablo 4.4. Emir érneklerinin sira/sarap non-Saccharomyces ve Saccharomyces mayalarinin
RT-PZR ile saptanmasi

Emir
M tiirleri Numune alimi (Hafta)

e e 0F 1A 200 3¢ 4@
Candida glabrata - - - - -
Candida zemplinina - - - - -
Candida zeylanoides - - - - -
Hanseniaspora spp. + + + + +
Hanseniaspora uvarum - + + + +
Issatchenkia orientalis + + + + +
Lachancea thermotolerans - - - - -
Metschnikowia spp. - - - - -
Metschnikowia pulcherrima - - - - -
Pichia fermentans - - - - -
Pichia kluyveri - - - - -
Rhodotorula mucilaginosa - - - - -
Saccharomyces spp. + + + + +
Saccharomyces cerevisiae + + + + +
Torulaspora delbrueckii + + + - -
Wickerhamomyces anomalus + + + + +

=

F, fermantasyon haftasi; Pozitif (+), tespit edildi; negatif (-) tespit edilmedi.

Sonuclara gore non-Saccharomyces maya cesitliligi 6zellikle soguk maserasyon ve
maserasyon asamalarinda oldukga fazladir. Var/Yok tespiti igin yapilan RT-PZR c¢alismalari

sonucunda elde edilen erime egrileri ve amplifikasyon grafikleri Ek 1 ve 2’de verilmektedir.

4.2.2. Starter Olarak Kullanilabilecek Bazi Mayalarin Secilerek RT-PZR ile Miktar
Analizlerinin Yapilmasi

Bu boélimde literatirdeki taramalarimiz sonucunda ve 6n deneylerimiz sonucunda
sarabin kokusunu tadini olumlu etkileyebilecek ve starter kiltur olarak kullanabilecegimiz non-
Saccharomyces tiirleri secilmistir. identifikasyonu yapilan maya cesitlerimize ve starter olarak
kullanmayi planladigimiz maya cesitlerine gdére Torulaspora delbrueckii, Hanseniaspora
uvarum ve Lachancea thermotolerans miktar tayini icin secilmistir ve bu organizmalarin
kantifikasyon c¢alismalari tamamlanmigtir. Literatirde kantifikasyon c¢aligmalari, sarapta
genellikle tek bir organizma igin yayinlanmistir. Ornegin sarapta Oenococcus oeni igin (Pinzani
vd., 2004), yine sarapta Dekkara bruxellensis i¢in (Phister ve Mills, 2003); sarap ve sirada
Hansenispora turleri icin (Phister vd., 2007) miktar caligsmalar yaratalmustar.

Dort farkli sus H. uvarum, L. thermotolerans, T. delbrueckii ve S. cerevisiae, kirmizi
sarapta seri olarak seyreltilerek standart egrilerin yapimi igin kullaniimigtir (Sekil 4.1, 4.2, 4.3,
ve 4.4). Amplifikasyon verimliligi (efficiency; E), standart egrideki regresyon hattinin egimi
kullanilarak hesaplanmistir. Etkililik (efficiency; E), E= 107"¢9™ ve E (%) = (E-1) * 100 formull
ile bulunmustur (Pfaffl, 2001). -3.32'e yakin bir edim optimal kabul edilir, %100 PZR

amplifikasyon verimliligi géstermektedir (Tablo 4.5). Sonuclar asagida verilmistir:
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Sekil 4.1. Uziim sirasi ve sarap 6rneklerinde Hanseniaspora uvarum kantifikasyonu igin gizilen
standart egri
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Sekil 4.2. Uzim sirasi ve sarap drneklerinde Lachancea thermotolerans kantifikasyonu icin
cizilen standart egri.
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Sekil 4.3. Uziim sirasi ve sarap érneklerinde Torulaspora delbrueckii kantifikasyonu igin gizilen
standart egri.
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Sekil 4.4. Uzim sirasi ve sarap drneklerinde Saccharomyces cerevisiae kantifikasyonu igin
cizilen standart egri.

Tablo 4.5. Dort referans maya turtintin standart egrileri

Maya tirleri Recglj;gz):ion Egim Kesigim Ver(ior/:)lilik
Hanseniaspora uvarum 0.993 + 0.00 -3.659 + 0.05 33.330+0.41 87.6 £ 8.90
Lachancea thermotolerans 0.991 £ 0.00 -3.043 £ 0.04 34.568 + 0.61 113.1 +3.72
Torulaspora delbrueckii 0.990 + 0.00 -3.315+0.01 39.652 + 0.05 100.2 £ 0.45
Saccharomyces cerevisiae 0.989 + 0.00 -3.145 £ 0.08 50.134 £ 0.61 107.9£5.29

H. uvarum, L. thermotolerans, T. delbrueckii ve S. cerevisiae standart egrilerinin regresyon degeri (R?), egimleri, kesisim ve
amplifikasyon verimlilikleri (E%) qPZR analizi ile belilenmistir. Uglii gqPZR amplifikasyonlarinin ortalama + standart sapmasi
gosterilmistir. Testin verimliligi, E= 106™ ve E (%)= (E-1) x 100 formiildi ile hesaplanmistir.

Kalecik Karasi, Bogazkere, Dimrit, Oklizgdzl sira ve sarap orneklerinde bulunan S.
cerevisiae ve U¢ non-Saccharomyces mayanin (H. uvarum, L. thermotolerans ve T.
delbrueckii) soguk maserasyon (CM), maserasyon (M) ve alkolik fermantasyon sirasinda
gPZR ile miktarlari belirlenmistir (Tablo 4.7, 4.8, 4.9 ve 4.10). Miktar tayinleri L. thermotolerans
icin Garcia vd. (2017) tarafindan, T. delbrueckii i¢in Zott vd. (2010), Diaz vd. (2013) ve Garcia
vd. (2017) tarafindan, H. uvarum icin Hierro vd. (2007) ve S. cerevisiae i¢in Hierro vd. (2007),
Zott vd. (2010), Diaz vd. (2013), Garcia vd. (2017) ve Wang vd. (2020) tarafindan yapilmistir

(Tablo 4.6).

Tablo 4.6. Maya turlerinin sayimi icin gercek zamanli kantitatif PZR kullanan ¢aligmalar

Calisilan maya tiirleri Kaynak
Hanseniaspora spp. (Phister vd., 2007)
H. uvarum, S. cerevisiae (Hierro vd., 2007)
H. uvarum, T. delbrueckii, S. cerevisiae (Zott vd., 2010)

H. uvarum, T. delbrueckii, S. cerevisiae (Diaz vd., 2013)
L. thermotolerans, T. delbrueckii, S. cerevisiae (Garcia vd., 2017)
S. cerevisiae (Wang vd., 2020)
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Tablo 4.7. Kalecik Karasi 6rneklerinde dort maya populasyonunun gPZR ile kantifikasyonu *

Kalecik Karasi

Maya tiirleri Numune alimi (Giin)

0 (CM) 2 (CM) 4 (CM) 2 (M) 4(M) 18 (2F) 32 (4F)
H. uvarum 9.1x10%+ 7.5x10% 2.6x10%+ 8.7x10%+ 3.3x10% 1.2x10% 5.4x10%
1.6x10? 5.8x10* 0.1x10* 4.4x10? 1.2x10? 0.9x10* 0.8x10*
L. thermotolerans 1.2x10% 1.2x10% 2.6x10%+ 3.8x10%+ 0.3x10'+ ND ND
0.1x10* 0.5x10* 0.4x10* 1x10* 0.1x10*
T. delbrueckii 3.2x10%+ 9.5x10% 1.4x10%+ 6x10%+ 1.4x10%+ 0.3x10%+ ND
0.4x10* 1x10* 1.9x10? 5.9x10* 2.4x10* 0.1x10*
S. cerevisiae 6.9x10%+ 6x10%+ 6x10%+ 9.8x10%+ 8.6x10%+ 8.2x10% 7.7x10%+
3.3x10* 1x10? 9.6x10* 6.5x10* 1.6x10* 6.7x10* 1.4x10%

" Deg@erler CFU/mL % standart sapma olarak verilmistir.
CM, soguk maserasyon; M, maserasyon (cibre fermantasyonu); 2F, alkolik fermantasyonun ikinci haftasi; 4F, alkolik
fermantasyonun dordiinci haftasi; ND, tespit edilmedi.

Tablo 4.8. Okiizgodzii 6rneklerinde ic maya populasyonunun gPZR ile kantifikasyonu”

Okiizgozii
Numune alimi (Giin)
Maya turleri 0 (CM) 4 (CM) 6 (M)
H. uvarum 3.8x10 £ 0.1x10? 2.6x10! £ 0.2x10! 1.9x10! + 0.2x10!
L. thermotolerans 2.8x10 £ 0.1x10¢ 4.8x101 £ 0 8.8x10'+ 0
S. cerevisiae 9.8x10! £ 1x10?! 1.7x102 £ 2.4x10! 3.8x102 £ 1.1x10?

" Degerler CFU/mL + standart sapma olarak verilmistir.
CM, soguk maserasyon; M, maserasyon (cibre fermantasyonu).

Tablo 4.9. BoJazkere 6rneklerinde iki maya popilasyonunun gPZR ile kantifikasyonu”

Bogazkere
Numune alimi (Giin)
Maya tirleri 0 (CM) 4 (CM) 6 (M)
H. uvarum 3.1x10! £ 0.4x10* 3.8x10% £ 1x10? 2.2x10% + 1.6x10*
S. cerevisiae 1.7x10% + 0.8x10? 1.6x102 + 1.2x10! 1.9x10%2 + 2,7x10?

* Deg@erler CFU/mL % standart sapma olarak verilmistir.
CM, soguk maserasyon; M, maserasyon (cibre fermantasyonu).

Tablo 4.10. Dimrit 6rneklerinde iki maya populasyonunun gPZR ile kantifikasyonu "

Dimrit
Numune alimi (Giin)
Maya turleri 0 (CM) 4 (CM) 4 (M)
H. uvarum 9.2x10! + 0.8x101  1.8x102 + 4.1x10? 3x102 + 1.6x10?
S. cerevisiae 1.5x10%2 £ 0.9x10!  1.6x102+0.4x10t  5x102? + 6.7x10!

* Degerler CFU/mL + standart sapma olarak verilmistir.
CM, soguk maserasyon; M, maserasyon (cibre fermantasyonu).

Standart egrilere gore ilgili non-Saccharomyces mayalarin miktar tayini yapilmigtir.
Buna gore T. delbrueckii maya miktari Kalecik Karasi Gziomua girasinda artan miktarlarda
bulunmus, sarap olusumu ile fermantasyonun ilerleyen safhalarinda miktarda azalma
g6zlenmistir. Kalecik Karasi diginda bu mayaya diger Gzim cesitlerinden yapilan saraplarda

rastlanmamistir. L. thermotolerans tim Uzim cesitlerinde az miktarlarda tespit edilmistir. H.
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uvarum miktarinda soguk maserasyon sirasinda azalma, maserasyon sirasinda artis,
fermantasyon sirasinda ise yeniden yavas bir disme gozlenmistir. S. cerevisiae mayasinda
ise en fazla sayl maserasyonun ikinci guninde elde edilmis, daha sonrasinda ise sayida
kaydedilir bir degisiklik gézlenmemistir. Ancak, bu miktarda azalma da gdézlenmemistir.

Literatrde benzer sonuglar (Hierro vd., 2007; Diaz vd., 2013) rapor edilmistir.

gPZR ile sec¢ilen mayalarin miktar tayininde basarili sonuclar elde edilmigtir. Bu yontem
ile takip edilmek istenen susun maserasyon ve fermantasyon surelerince miktar tayinlerinin

basari ile yapilabilece@i sonucuna varilmigtir.

4.3. Non-Saccharomyces ve Saccharomyces Maya izolasyonu
Proje, 293 Saccharomyces maya ve 104 non-Saccharomyces maya olmak (lzere,

toplam 397 maya izolati ile tamamlanmistir.

4.3.1. Saccharomyces Maya
Saccharomyces maya olarak 293 sus izole edilmistir. Saflastirilmis suslar her zim
cesidinden yapilan sarap 6rnedi icin olacak sekilde fenotipik 6zelliklere gére gruplandiriimis ve

bu gruplardan 77 izolat sekanslama yéntemi ile tani igin segilmigtir.

4.3.2. Non-Saccharomyces Maya

104 non-Saccharomyces maya izole edilmistir.
4.4. Fenotipik Karakterizasyon ve Sekanslama

4.4.1. Saccharomyces Suslari

izole edilen 293 Saccharomyces susun fenotipik karakterizasyon sonuglari Gizim gesidi
bazinda Ek 3’te verilmigtir. Toplam 293 Saccharomyces mayadan 77 tanesi; izolasyon
besiyeri, sarap yapiminda kullanilan Gzim c¢esidi, Uretimin evresi (soguk maserasyon,
maserasyon, fermantasyon) alkol toleransi ve/veya H.S Uretimi gibi kriterler dikkate alinarak
secilmis ve sekanslanmigtir. Bu 77 Saccharomyces mayalarina ait ITS ve/veya D1/D2

sekanslari ve NCBI erisim numaralari (Acession number) Ek 5’te verilmigtir.

Ayrica, 77 Saccharomyces izolat arasindan 29 adet ylksek teknolojik 6zelliklere sahip
sus; H.S Uretimi disuk (1,2 veya 3), etanol direnci yiuksek (en az %13 (v/v)) ve S. cerevisiae
turine 6zel karbonhidrat fermantasyon paterni (karbonhidrat fermantasyonunda sikroz ve
maltoz pozitif, mannitol ve laktoz negatif blylime gosterir) 6zelliklerine goére secilmis ve
Saccharomyces cerevisiae-starter kultur koleksiyonuna eklenmigtir (Tablo 4.11). Ek 3’teki

tablolarda bu 29 sus golgelendirme ile isaretlenmigtir.
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Tablo 4.11. Teknolojik dzellikleri yiiksek olup secilen Saccharomyces izolatlar

Alkol Toleransi  SO; Toleransi  Sicaklik Toleransi pH Karbonhidrat Fermantasyon _H2S Tanilama
(%) (mg/L) (°C) Toleransi Testi Uretimi
10 13 15 50 100 150 200 28 37 45 6 4 3 Siukroz Maltoz Mannitol Laktoz ITS D1/D2
KA32NM S2  + + o+ 4+ + + + + o+ -+ o+ 4 + + w 1 Nd +
KB 4NM S2 + + 0w+ + + + + o+ -+ o+ o+ + + 1 + Nd
KB 4NMS10 + o+ o+ o+ + + + + o+ -+ o+ 4 + + 2 + Nd
KA 4NM S2 + o+ + + + + + o+ -+ o+ 4 + + 2 Nd +
EA 1W NS5 + o+ + + + + + o+ -+ o+ o+ + + 1 + Nd
EA 1W NS6 + + o+ o+ + + + + o+ -+ o+ o+ + + 1 + Nd
EB 1W NS1 + o+ o+ o+ + + + + o+ -+ o+ 4 + + 1 + Nd
EB 1W NS7 + o+ o+ o+ + + + + o+ -+ o+ 4 + + 1 + Nd
EB 3W S5 + o+ w o+ + + + + 0+ - w o+ w + + 1 Nd +
EA OW NS5 + o+ + + + + + o+ -+ o+ 4 + + 2 + Nd
EB OW NS1 + o+ o+ o+ + + + + o+ -+ o+ 4 + + 2 + Nd
EA1IWNS10 + + + + + + + + o+ 0w o+ o+ o+ + + 2 + Nd
EB 1W NS2 + +  w o+ + + + + + -+ 4+ o+ + + 2 + Nd
EB 1W NS3 + o+ o+ o+ + + + + o+ -+ o+ 4+ + + 2 + Nd
EB 1W NS9 + o+ + + + + + o+ -+ o+ 4 + + 2 + Nd
EA 2W NS1 + o+ o+ o+ + + + + o+ -+ o+ 4+ + + 2 + Nd
EA OW NS9 + o+ o+ o+ + + + + o+ -+ o+ 4+ + + 2 + Nd
OAOCMNS3 + + + + + + + o+ -+ o+ 4+ + + 2 + Nd
OB4CMS1™ + + + + + + + o+ -+ o+ o+ + + 3 Nd +
OB 4CM S2 + o+ + + + + + o+ -+ o+ 4+ + + 3 Nd Nd
BAOCMNS3 + + + + + + + + o+ -+ o+ 4+ + + 1 + Nd
BAOCMNS5 + + + + + + + + o+ -+ o+ 4+ + + 1 + Nd
BB4CMS10 + + w + + + + + o+ -+ o+ 4+ + w 2  Nd +
BBOCMNS6 + + + + + + + + o+ -+ o+ 4+ + + 2 + Nd
BA4CMNS6 + + + + + + + + o+ -+ o+ 4+ + + 2 + Nd
DA 4NM S1 + + 0w+ + + + + o+ -+ o+ 4 + + 1 Nd +
DA 4CM S1 + o+ + + + + + o+ -+ o+ 4+ + + w 2 Nd +
DA 4CM S3 + w ow o+ + + + + 4+ - wow + + w w 2 Nd +
DA 4CM S8 + o+ w o+ + + + + o+ -+ o+ 4+ + + 2  Nd +
Ticari + o+ o+ o+ + + + + o+ -+ o+ 4+ + + - - 3 Nd +

KA: Kalecik Karasi Uziimiinden Yapilan Sarabin A Paraleli, KB: Kalecik Karasi Uziimiinden Yapilan Sarabin B Paraleli; OA: Okiizgézii Uzimiinden Yapilan Sarabin A
Paraleli, OB: Okiizgézii Uziimiinden Yapilan Sarabin B Paraleli; BA: Bogazkere Uziimiinden Yapilan Sarabin A Paraleli, BB: Bogazkere Uziimiinden Yapilan Sarabin B
Paraleli; DA: Dimrit Uziimiinden Yapilan Sarabin A Paraleli, DB: Dimrit Uziimiinden Yapilan Sarabin B Paraleli; EA: Emir Uziimiinden Yapilan Sarabin A Paraleli, EB: Emir
Uziimiinden Yapilan Sarabin B Paraleli; 0CM: Soguk Maserasyonun 0. Giinii, 4CM: Soguk Maserasyonun 4. Giinii, 4NM: Normal Maserasyonun 4. Giinii, 32NM: Normal
Maserasyonun 32. Gunii (fermantasyonun sonu), OW: 0. Hafta, 1W: 1. Hafta, 2W: 2. Hafta, 3W: 3. Hafta, 4W: 4. Hafta; S: Saccharomyces ; +: pozitif bilylime, w: az bilyiime,
- negatif biyume; Kolonilerin rengi 1: beyaz, 2: krem, 3: agik kahverengi, 4: kahverengi, 5: koyu kahverengi, 6: siyah; nd: Karar veriimemistir; ":Rastgele secilen
Saccharomyces cerevisiae deneme amagli sarap yapiminda kullanilmistir; Ticari: Ticari Saccharomyces cerevisiae susu.

4.4.2. Non-Saccharomyces Suslan

104 non-Saccahromyces suslar icin veri tabani olusturan sonuglar Ek 4’te verilmigtir.
Sekanslama ile tanimlanan 104 adet sus iginden her Uzim ¢esidinden ve her spp (tlr)'den
bulunduracak sekilde suslar secilmis ve H,S Uretimi dlsuk olan izolatlarda diger teknolojik
Ozellikler belirlenmistir.104 adet sus icin 2 ayri metot ile sekanslama sonugclari ve NCBI erisim
numaralari (Acession number) Ek 5’te verilmigtir. D1/D2 sekanslama her tirin teyit edilmesi
amaciyla veya supheli sonuglar durumunda belirlenmigtir.

Tablo 4.12'de 104 sus arasindan ¢alismalarimiz icin kullanacagimiz, birden fazla izole
edilebilen suslarda, en az ikiser tane olmak Uzere, daha dusik H,S Uretimi ve daha yiiksek
alkol toleransi olmak Uzere, secilen suslari gosterilmektedir. Rhodotorula mucilaginosa

yalnizca bir tane olarak izole edildigi icin, tek bir sus olarak tabloda yer almigtir.
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Tablo 4.12. Secilen hon-Saccharomyces suslarinin fenotipik karakterizasyonu

Alkol Toleransi  SO:Toleransi ) Hz$ ) Tanilama
Non-Saccharomyces isimlendirme (%) (mg/L) Uretimi
10 13 15 50 100 150 200 ITS D1/D2
Hanseniaspora guilliermondii K1 KA OCM NS1 - - -+ + + + 3 + nd
K5 KA OCM NS5 - - - + + + + 4 + +
Hanseniaspora opuntiae K2 KA OCM NS2 - - -+ o+ + + 3 + nd
K10 KB OCM NS5 woow ow o+ + + 3 + nd
K20 KB 4CM NS5 + - -+ o+ + + 4 + nd
K21 KA 2NM NS1 + - -+ o+ + - 2 + nd
K40 KB 4NM NS9 + - -+ o+ + + 4 + nd
K60 KB 2NM NS9 4 + nd
K63 KA 4NM NS5 - - -+ o+ + + 2 + nd
K64 KA 4NM NS7 + - -+ o+ + - 4 + nd
Rhodotorula mucilaginosa K9 KB OCM NS4 - - -+ + + + 3 + +
Hanseniaspora uvarum K13 KA 4CM NS3 Y + + 3 + nd
K25 KA 2NM NS9 w + + + + 6 + +
K26 KB 2NM NS2 + w - + + + + 5 + nd
K70 KB 4NM NS10 + - - + + + - ng + +
Wickerhamomyces anomalus K41 KA OCM S1 - - -+ + + + 3 + nd
K42 KB OCM S5 + + + + + + + ng + nd
Metschnikowia aff. fructicola K43 KA 4CM S1 - - - - - - - ng + +
Hanseniaspora uvarum E1l EA 1W NS1 - - -+ o+ + + 3 + nd
E14 EA 1W NS4 VW VW VW + + + + 3 + nd
Wickerhamomyces anomalus E37 EA ONM NS8 - - -+ + + + 3 + nd
Lachancea thermotolerans 06 OA 4CM NS3 4 + nd
09 OB 4CM NS4 - - -+ o+ + + 3 + nd
016 OA OCM NS7 5 + nd
022 OB 0CM NS6 5 + nd
Wickerhamomyces anomalus 037 OA 4CM S3 o+ W+ o+ + + 3 + +
Hanseniaspora opuntiae 05 OA 4CM NS2 woovw oww o+ + + + 3 + nd
o7 OA 4CM NS4 + + + + + + + 4 + +
Solicoccozyma aeria B4 BA OCM NS4 - - -+ wow W 5 + +
Metschnikowia pulcherrima B10 BB OCM NS2 woow -+ o+ + + 4 + nd
Metschnikowia pulcherrima (ITS) B11 BB OCM NS3 5 +
Metschnikowia aff. pulcherrima (D1/D2) +
Metschnikowia pulcherrima (ITS) B33 BB 4CM NS8 - - -+ o+ + + 3 +
Metschnikowia aff. fructicola (D1/D2) +
Metschnikowia chrysoperlae (ITS) D2 DA OCM NS2 o+ o+ o+ o+ + + ng +
Metschnikowia aff. pulcherrima (D1/D2) +
Metschnikowia sinensis (ITS) D3 DA OCM NS3 - - -+ o+ + + 3 +
Metschnikowia pulcherrima (D1/D2) +
Metschnikowia chrysoperlae (ITS) D8 DB 0CM NS4 4 +
Metschnikowia pulcherrima (D1/D2) +
Metschnikowia aff. chrysoperlae (ITS) D15 DB 4CM NS3 - - -+ o+ + + 4 +
Metschnikowia fructicola (D1/D2) +
Starmeralla bacillaris D10 DA 4CM NS2 woow -+ o+ + + 4 + +
Metschnikowia pulcherrima D11 DA 4CM NS3 - - -+ o+ + + 2 + nd
D12 DA 4CM NS4 - - -+ o+ + + 3 + nd
D4 DA OCM NS4 4 + nd
Metschnikowia chrysoperlae D6 DB 0CM NS2 4 + nd

KA: Kalecik Karasi Uziimiinden Yapilan Sarabin A Paraleli, KB: Kalecik Karasi Uziimiinden Yapilan Sarabin B Paraleli; OA: Okiizgézii Uziimiinden Yapilan Sarabin A
Paraleli, OB: Okiizg6zii Uziimiinden Yapilan Sarabin B Paraleli; BA: Bogazkere Uziimiinden Yapilan Sarabin A Paraleli, BB: Bogazkere Uziimiinden Yapilan Sarabin B
Paraleli; DA: Dimrit Uziimiinden Yapilan Sarabin A Paraleli, DB: Dimrit Uziimiinden Yapilan Sarabin B Paraleli; EA: Emir Uziimiinden Yapilan Sarabin A Paraleli, EB: Emir
Uziimiinden Yapilan Sarabin B Paraleli; 0CM: Soguk Maserasyonun 0. Giinii, 4CM: Soguk Maserasyonun 4. Giinii, 2NM: Normal Maserasyonun 2. Giinii, 4NM: Normal

Maserasyonun 4. Giini, 6NM: Normal Maserasyonun 6. Guni, OW: 0. Hafta, 1W: 1. Hafta, 2W: 2. Hafta, 3W: 3. Hafta, 4W: 4. Hafta; NS: Non-Saccharomyces ; +: pozitif
bilylime, w: az biyiime, vw: ¢ok az bilyiime, -: negatif biiyime, Kolonilerin rengi 1: beyaz, 2: krem, 3: agik kahverengi, 4: kahverengi, 5: koyu kahverengi, 6: siyah; ng: Biggy

Agarda blyUmemistir; nd: Karar verilmemistir.
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4.5. Genetik Yontemler (Sekanslama ve RFLP) ile Tani (identifikasyon)

4.5.1. Sekanslama Yontemleri

45.1.1. ITS Bolgesinin PZR ile Amplifikasyonu (Sekanslanacak Bantlarinin Elde
Edilmesi)

Hedef gen bdlgesini cogaltmak icin tek asamali PZR islemi gergeklestiriimistir. DNA
izolasyon calismalari sonucunda elde edilen bazi PZR jel gérintileri Sekil 4.5-4.10'da
verilmigtir. PZR Grunlerinin, ileri ve geri yonlu primerlerin yardimiyla sekanslamasi yapilmigtir.
Mayalarin sekanslama islemleri BM Laboratuvar Sistemleri tarafindan yapiimistir. Maya
turlerinin sekans sonugclari Ek 5’te verilmisgtir.

K3 K4 K5 K6 K7 K8 K9 K10 K11 K12 K13 K14 K15 K16 K17 K18 K19 K20 NTC

Sekil 4.5. PZR jel goruntileri

K3, Hanseniaspora uvarum (747bp); K4, tanimlanamadi; K5, Hanseniaspora guilliermondii (749 bp);
K6, tanimlanamadi; K7-8, Hanseniaspora opuntiae; K9, Rhodotorula mucilaginosa (610 bp); K10-12,
Hanseniaspora opuntiae; K13, Hanseniaspora uvarum (747 bp); K14, tanimlanamadi; K15-20,
Hanseniaspora opuntiae (K, Kalecik Karasi Gizimtnden izole edilen maya).

K21 K22 K23 K24 K25 K26 K27 K28 K29 K30 K31 K32 K33 K34 K35 K36 K37 K38 K38 3000bp

1500bp

< 1000bp
800bp

§00bp
400bp

« 200bp

Sekil 4.6. PZR jel goruntuleri

K21, Hanseniaspora opuntiae; K22-24, tanimlanamadi; K25-26, Hanseniaspora uvarum (747 bp); K27,
Hanseniaspora opuntiae; K28, tanimlanamadi; K29, Saccharomyces cerevisiae (842 bp); K30,
tanimlanamadi; K31, Hanseniaspora guillermondii (749 bp); K32, Hanseniaspora opuntiae; K33,
Hanseniaspora guillermondii (749 bp); K34-35, Hanseniaspora opuntiae; K36, Hanseniaspora
guillermondii (749 bp); K37-38, Hanseniaspora opuntiae; K39, Hanseniaspora guillermondii (749 bp).
(K, Kalecik Karasi Gzimunden izole edilen maya).
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K40 K41 K42 K43 K44 K45 K46 K47 K48 K49 K50 NTC

Sekil 4.7. PZR jel goruntuleri

K40, Hanseniaspora opuntiae; K41-42, Wickerhamomyces anomalus (600 bp); K43, Metschnikowia
spp.; K44-47, Saccharomyces cerevisiae (842 bp); K48-K50, Saccharomyces cerevisiae (K, Kalecik
Karasi Uztmunden izole edilen maya).

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 DI0DI1DI2D13 D14 D15 014 O

Sekil 4.8. PZR jel goruntileri

D1, tanimlanamadi; D2*, Metschnikowia spp.; D3* Metschnikowia sinensis; D4, Metschnikowia
pulcherrima (390 bp); D5, tanimlanamadi; D6, Metschnikowia chrysoperlae; D7, tanimlanamadi; D8*,
Metschnikowia spp.; D9, tanimlanamadi; D10, Starmerella bacillaris (475 bp); D11-14, Metschnikowia
pulcherrima; D15* Metschnikowia spp.; 014-23, Lachancea thermotolerans; 024, Saccharomyces
cerevisiae; 025, Lachancea thermotolerans (675 bp); E35-36, Saccharomyces cerevisiae (842 bp);
E37, Wickerhamomyces anomalus (600 bp); E38-41, Saccharomyces cerevisiae (D, Dimrit izimtinden
izole edilen maya; O, Okiizgdzii liziiminden izole edilen maya; E, Emir (iziimiinden izole edilen maya).
(*) Bu mikroorganizmalar D1/D2 domainine gore daha dogru bir sekilde tanimlanmistir.

Sekil 4.9. PZR jel goruntuleri

011, Lachancea thermotolerans (675 bp); O12, Saccharomyces cerevisiae (842 bp); 013-36,
Lachancea thermotolerans; B1, tanimlanamadi; B2-3, Saccharomyces cerevisiae; B12, Metschnikowia
pulcherrima (390 bp); B5-9, Saccharomyces cerevisiae; B10, Metschnikowia pulcherrima; B11',
Metschnikowia spp.; B4, Solicoccozyma aeria; B13-14, Saccharomyces cerevisiae; B15, Metschnikowia
pulcherrima; B16, Saccharomyces cerevisiae (O, Okiizgdzii lziiminden izole edilen maya; B,
Bogazkere Uzimunden izole edilen maya).

(") Bu mikroorganizmalar D1/D2 domainine gére daha dogru bir sekilde tanimlanmistir.
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4.5.1.2. D1/D2 Boélgesi Amplifikasyonu (Sekanslanacak Bantlarin Elde Edilmesi)

Proje kapsaminda ITS bodlgesi ile tani yapilmasi planlanmistir. Ancak bazi sipheli
durumlar igin D1/D2 bdlgesi sekanslanmasinin uygun olacagi dusunilerek bazi suglar igin bu

bdlgenin PZR amplifikasyonlari sonrasi sekanslari gerceklestirilmistir.

D9 D15 K12 K43 D7 M1 B11 D8 D2 NTC

1500 bp—»

1000 bp—»
900 bp—»
200 bp—»

700 bp—»
600 bp—»

500 bp—»
400 bp—»

300 bp—»

200 bp—»

Sekil 4.10. PZR jel goruntdleri

D9, tanimlanamadi; D15, Metschnikowia fructicola; K12, Hanseniaspora opuntiae; K43,
Metschnikowia aff. fructicola; D7, tanimlanamadi; M1, Metschnikowia aff. fructicola; B11,
Metschnikowia aff. pulcherrima; D8, Metschnikowia pulcherrima; D2, Metschnikowia aff. pulcherrima

4.5.1.3. Sekanslar ve Tani

Amplifikasyonu yapilan DNA bantlari elute edilerek sekanslanmistir (BM Laboratuvar
Sistemleri Ltd. $ti.). Sekanslar ve NCBI erisim numaralari non-Saccharomyces ve
Saccharomyces maya suslari igin EK 5’'de verilmistir. Sekanslanan 77 izolata da S. cerevisiae
olarak tani konmustur. Yalnizca K48 ve B35 suslari ITS bodlgesi sekansina gore
Saccharomyces cf. cerevisiae/S. paradoxus olarak tanimlandirihirken, D1/D2 domain
sekansina gore S. cerevisiae olarak tanimlanmistir. Bu suslar i¢in kesin sonu¢ RFLP galismasi
ile elde edilmis ve D1/D2 sekans sonucunun dogrulugu kanitlanmistir.

Non-Saccharomyces izolatlar ise Hanseniaspora guilliermondii, Hanseniaspora
opuntiae, Hanseniaspora uvarum, Rhodotorula mucilaginosa, Wickerhamomyces anomalus,
Lachancea thermotolerans, Solicoccozyma aeria, Metschnikowia aff. fructicola,
Metschnikowia fructicola, Metschnikowia pulcherrima, Metschnikowia aff. pulcherrima,
Metschnikowia sinensis, Metschnikowia chrysoperlae, Metschnikowia aff. chrysoperlae,
Starmerella bacillaris olarak tanimlanmistir.

Sekanslama sonugclarina goére elde Uzum cgesidine 6zel mayalarin dagilimi asagida

sekilde gosterilmektedir (Sekil. 4.11). Metschnikowia spp. suslari, tartismah (ITS sekansina
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g6re NCBl'da ayni benzerlik oraninda birden fazla tir ile eslesme) sonuclar sebebiyle hem ITS
bdlgesine hem de D1/D2 domaine gore tanimlanmistir. Literatirde Metschnikowia spp.
tanimlanmasinda zorlukla karsilasildigi ve D1/D2 domaine goére tanimalarin daha dogru
oldugu ilgili calismalar vardir (Hesham vd., 2014). Bu ¢alismalarin dogrultusunda asagidaki

grafikte Metschnikowia spp. D1/D2 domaine gére tanimlamalari verilmigtir.

Uziim Cesidine Gore Izole Edilen Non-Saccharomyces Mayalar

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

%

Yiizdesi

[zole Edilen Non-Saccharomyces Mayalarin

Kalecik Emir Okiizgozii.  Bogazkere Dimrit TOTAL
Karasi
® Hanseniaspora guilliermondii W Hanseniaspora opuntiae Hanserniaspora uvarum
® Rhodotorula mucilaginosa m Wickerhamomyces anomalus B Metschnikowia aff- fructicola
u Metschnikowia fructicola Lachancea thermotolerans Solicoccozyma aeria
® Mezscimikowia aff. pulcherrima m Metschnikowia pulcherrima Metschnikowia chrysoperlae

Starmerella bacillaris

Sekil 4.11. Uziim cesidine gore izole edilen non-Saccharamoyces mayalar

Non-Saccharomyces mikroorganizmalar gogunlukla alkolik fermantasyon baslamadan
once izole edilmistir. Bunun sebebi Saccharomyces turlinin baskin gelip sarapta etanol
miktarini artirmasidir. Artan etanol miktarina direnemeyen non-Saccharomyces mayalar yok
olmaktadir (Heard vd., 1985; Esteve-Zarzoso vd., 1998). Sekil 4.12’de non-Saccharomyces

mayalarin ve Saccharomyces mayalarin Gzim gesidine gore degisen miktarlari gosterilmistir.

Uztim Cesidine Goére izole Edilen Mayalar

300
250
200
150
100

50

izole Edilen Maya Sayisi

Non-Saccharomyces Saccharomyces
Maya Tard

m Kalecik Karasi ®Emir Oklizgdzi Bogazkere mDimrit

Sekil 4.12. Uzim gesidine gore izole edilen non-Saccharamoyces ve Saccharamoyces
mayalar
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4.5.2. Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizm Analizi (RFLP)

4.5.2.1. Saccharomyces Suslarinin Tur Bazinda RFLP ile Tanisi

Tablo 4.13'de gdsterilmektedir.

Bu boélimde RFLP calismalarinda kullanilan susglar ve suglarin elde edildigi kaynaklar

Tablo 4.13. RFLP calismalarinda kullanilan Saccharomyces suslar ve kaynaklari

Suslar Sekans Lab Adlan Kaynak (Uziim gesidi, liziimiin toplandig il,
Adlar Ulke, yil)

S. cerevisiae CH CH Chr. Hansen (MERIT™)

S. cerevisiae K71 KA 32NM S2 Kalecik Karasli, Ankara, Turkiye, 2017

S. cerevisiae K49 KB 4NM S2 Kalecik Karasi, Ankara, Turkiye, 2017

S. cerevisiae E16 EA 1W NS6 Emir, Nevsehir (Kapadokya), Turkiye, 2017

S. cerevisiae E21 EB 1W NS1 Emir, Nevsehir (Kapadokya), Turkiye, 2017

S. cerevisiae 012 OA OCM NS3 Okilizgézii, Elazig, Tirkiye, 2017

S. cerevisiae B3 BA OCM NS3 Bogazkere, Elazig, Turkiye, 2017

S. cerevisiae B36 BB 4CM S10 Bogazkere, Elazig, Turkiye, 2017

S. cerevisiae D16 DA 4NM S1 Dimrit, Nevsehir (Kapadokya), Turkiye, 2017

S. cerevisiae D17 DA 4CM S3 Dimrit, Nevsehir (Kapadokya), Turkiye, 2017

S. cf. cerevisiae” B35 BA 6NM NS2 Bogazkere, Elazig, Turkiye, 2017

S. cf. cerevisiae* K48 KA 4NM S8 Kalecik Karasli, Ankara, Turkiye, 2017

S. bayanus - S.bayanus DSMZz

A, A paralel; B, B paralel; K, Kalecik Karasi; E, Emir; O, Okiizgozi; B, Bogazkere; D, Dimrit; 0OCM, Soguk maserasyon 0.giin; 4CM, Soduk
maserasyon 4.gun; 4NM, Normal maserasyon 4.giin; 6NM, Normal maserasyon 6.giin; 32NM, Normal maserasyon 32.gun; 1W,1. Hafta; DSMZ,
German Collection of Microorganisms and Cell Cultures GmbH; *, D1/D2 sekanslama sonucuna gore S. cerevisiae olarak tanimlanmistir.

Sonuglarimizda tim Saccharomyces izolatlarimizda 850 bp’lik bantlarin olusmasi
nedeniyle, literatirde 850 bp bantlari olan Saccharomyces tirleri dikkate alinmistir. ITS
bélgesinin ¢ogdaltiimasi sonrasi referans suslarimizin olusturdugu fragmant buyuklikleri ve

literatlirde ITS bolgesi 850 bp amplifikasyon vermesi beklenen tirler Tablo 4.14’te verilmistir.

Tablo 4.14. Cinse gore Saccharomyces mayalarin ITS1 ve ITS4 primerleri kullanimi ile elde
edilen ITS bolgesi PZR bantlari

Maya cinsleri Bizim galisma (bp) Referansa gore (bp)  Kaynak

S. cerevisiae 850 850 (Pando vd., 2010)

S. paradoxus ND 850 (Fernandez-Espinar vd., 2001)
S. bayanus 850 850 (Pando vd., 2010)

S. cariocanus ND 850 (Naumova vd., 2013)

S. kudriavzevii ND 850 (Pando vd., 2010)

S. mikatae ND 850 (Pando vd., 2010)

S. pastorianus ND 850 (Pando vd., 2010)

ND, tespit edilmedi.
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Calisilan izolatlarin Saccharomyces cinsine ait oldugu, elde edilen bantin 850 bp
olmasi ile saptanmigtir (Sekil 4.13), bu sonug literatdr ile uyumludur. Ancak, tur bazinda, S.
cerevisiae, S. mikatae, S. cariocanus, S. pastorianus, S. paradoxus and S. bayanus tirlerinde
de ITS-PZR fragmant blyukligi 850 bp oldugundan ve sekans sonuglarimizda S. paradoxus

gibi tanilar oldugundan, tir bazinda ayrim yapma geregi dogmustur.

2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 N

.

-t s dmy) W D w—”wl-ﬂv >

Sekil 4.13. Saccharomyces suslarinin PZR sonucu

M, 100 bp Markdr; 1, Chr. Hansen S. cerevisiae; 2, KA 32 NM S2, S. cerevisiae; 3, KB 4NM S2, S.
cerevisiae; 4, EA 1W NS6, S. cerevisiae; 5, EB 1W NS1, S. cerevisiae; 6, OA 0CM NS3, S. cerevisiae;
7, BA OCM NS3, S. cerevisiae; 8, BB 4CM S10, S. cerevisiae; 9, DA 4NM S1, S. cerevisiae; 10, DA
4CM S3, S. cerevisiae; 11, BA 6NM NS2, S. cerevisiae (S. paradoxus, ITS sekans sonucuna gore); 12,
KA 4NM S8, S. cerevisiae (S. paradoxus, ITS sekans sonucuna gore); 13, DSMZ S. bayanus ; N, Negatif
kontrol.

Saccharomyces i¢in Hhal (Cfol) restriksiyon enzimi ile RFLP teknigi uygulandidinda, kesilen
fragmantlarin buyuklugi 140+320+380 bp olarak elde edilmistir (Sekil 4.14). S. cerevisiae, S.
paradoxus ve S. bayanus turlerinin Hhal restriksiyon profilleri arasinda bir fark olmadidi igin bu

turler Hhal enzimi ile ayirt edilememigtir (Pham vd., 2011).

5 6 7 8 9 10 1112 13 N

Sekil 4.14. Hhal (Cfol) restriksiyon enzimi ile kesilmis PZR Urlnlerinin jel gérintlsu

M, 100 bp Markér; 1, Chr. Hansen S. cerevisiae; 2, KA 32 NM S2, S. cerevisiae; 3, KB 4NM S2, S.
cerevisiae; 4, EA 1W NS6, S. cerevisiae; 5, EB 1W NS1, S. cerevisiae; 6, OA OCM NS3, S. cerevisiae;
7, BA OCM NS3, S. cerevisiae; 8, BB 4CM S10, S. cerevisiae; 9, DA 4NM S1, S. cerevisiae; 10, DA
4CM S3, S. cerevisiae; 11, BA 6NM NS2, S. cerevisiae (S. paradoxus, ITS sekans sonucuna gore); 12,
KA 4NM S8, S. cerevisiae (S. paradoxus, ITS sekans sonucuna gore); 13, DSMZ S.bayanus; N, Negatif
kontrol.
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Sekil 4.15'da gorilebilecegi gibi S. cerevisiae, S. paradoxus ve S. bayanus turleri Hinfl
restriksiyon enzimi ile kesildiginde fragmanlarin buyukliga 120+380 bp olarak elde edilmistir.
Bu profil literatlrdeki profile (110+380 bp) uygun olmasina ragmen (g tlr de ayni restriksiyon
profiline sahip oldugu i¢in Hinfl enzimi ile bu turler birbirinden ayirt edilememistir (Pando vd.,
2010).

Sekil 4.15. Hinfl restriksiyon enzimi ile kesilmis PZR UrUnlerinin jel gérintlsu

M, 100 bp Markdr; 1, Chr. Hansen S. cerevisiae; 2, KA 32 NM S2, S. cerevisiae; 3, KB 4NM S2, S.
cerevisiae; 4, EA 1W NS6, S. cerevisiae; 5, EB 1W NS1, S. cerevisiae; 6, OA 0CM NS3, S. cerevisiae;
7, BA OCM NS3, S. cerevisiae; 8, BB 4CM S10, S. cerevisiae; 9, DA 4NM S1, S. cerevisiae; 10, DA
4CM S3, S. cerevisiae; 11, BA 6NM NS2, S. cerevisiae (S. paradoxus, ITS sekans sonucuna gore); 12,
KA 4NM S8, S. cerevisiae (S. paradoxus, ITS sekans sonucuna goére); 13, DSMZ S. bayanus ; N, Negatif
kontrol.

S. cerevisiae ve S. paradoxus i¢in Haelll enziminin profili 120+180+220+310 bp olarak
elde edilmistir ve bu sonug literattire uygundur (Fernandez-Espinar vd., 2001). Fakat bu iki ttr
ayni profile sahip oldugu igin Haelll enzimi ile ayirt edilememistir. Ote yandan, S. bayanus igin
Haelll restriksiyon profili digerlerinden farkl bir profile sahiptir (125+230+495 bp). Sekil 4.16'da
S. bayanus turtinin bu enzim kullanilarak S. cerevisiae ve S. paradoxus'tan ayirt edilebildigi

gorilmektedir.

10 11 12 .13 N

Sekil 4.16. Haelll restriksiyon enzimi ile kesilmig PZR drlnlerinin jel goéruntisu

M, 100 bp Markér; 1, Chr. Hansen S. cerevisiae; 2, KA 32 NM S2, S. cerevisiae; 3, KB 4NM S2, S.
cerevisiae; 4, EA 1W NS6, S. cerevisiae; 5, EB 1W NS1, S. cerevisiae; 6, OA 0CM NS3, S. cerevisiae;
7, BA OCM NS3, S. cerevisiae; 8, BB 4CM S10, S. cerevisiae; 9, DA 4NM S1, S. cerevisiae; 10, DA
4CM S3, S. cerevisiae; 11, BA 6NM NS2, S. cerevisiae (S. paradoxus, ITS sekans sonucuna gore); 12,
KA 4NM S8, S. cerevisiae (S. paradoxus, ITS sekans sonucuna gére); 13, DSMZ S. bayanus; N, Negatif
kontrol.
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S. cerevisiae ve S. bayanus i¢in Hpall enziminin referans restriksiyon profili 125+725
bp iken S. paradoxus icin 850 bp'dir (Fernandez-Espinar, 2000). Boylece, S. paradoxus
suslarini Hpall enzimi kullanarak S. cerevisiae ve S. bayanus tlrlerinden ayirmak mimkin
olabilmektedir. Sekil 4.17°de Hpall RE ile kesilen izolatlarimiz ile yurGtilen jelde, S. paradoxus
tirintin Hpall restriksiyon profilinin S. cerevisiae ve S. bayanus tirlerinden farkh elde edilmesi
beklenirken, ITS bdlgesi sekans sonuclarina gére S. paradoxus olarak tanimlanmis olan
suslarin da bu enzim ile 125+725 bantlarina parcalanmis oldugu gézlemlenmistir. Buna gore,
jelde 11 ve 12. sirada yer alan B35 (BA 6NM NS2) ve K48 (KA 4NM S8) kodlu
mikroorganizmalarin S. paradoxus tlrine ait olmadigi ve S. cerevisiae turtyle ayni restriksiyon
profiline sahip oldugu gézlemlenmigtir. Boylece, B35 (BA 6NM NS2) ve K48 (KA 4NM S8)
mayalarinin D1/D2 gen bdlgesi dizilimine uygun olarak S. cerevisiae tlrune ait olduklari
sonucuna variimistir. Kesim sonuglarinin timu, referans sonuglar ile birlikte Tablo 4.15’te

verilmistir.

6 7 8 9 10 11 12 13 N

Sekil 4.17. Hpall restriksiyon enzimi ile kesilmis PZR Urunlerinin jel gorintusu

M, 100 bp Markoér; 1, Chr. Hansen S. cerevisiae; 2, KA 32 NM S2, S. cerevisiae; 3, KB 4NM S2, S.
cerevisiae; 4, EA 1W NS6, S. cerevisiae; 5, EB 1W NS1, S. cerevisiae; 6, OA 0CM NS3, S. cerevisiae;
7, BA OCM NS3, S. cerevisiae; 8, BB 4CM S10, S. cerevisiae; 9, DA 4NM S1, S. cerevisiae; 10, DA
4CM S3, S. cerevisiae; 11, BA 6NM NS2, S. cerevisiae (S. paradoxus, ITS sekans sonucuna gore); 12,
KA 4NM S8, S. cerevisiae (S. paradoxus, ITS sekans sonucuna gore); 13, DSMZ S. bayanus; N, Negatif
kontrol.
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Tablo 4.15. Cinse gore ITS bolgesi bantlari, ITS bandi enzimler ile kesimi ve literatlir
degerleriyle kiyaslanmasi

RE Maya turleri Bizim c¢alisma (bp) Referansa gore Kaynak
(bp)
Hhal
S. cerevisiae 140+320+380 150+32+375 Fernandez-Espinar vd., 2001
385, 365 Pando vd., 2010
S. paradoxus  150+340+385 150 + 325 +375 Fernandez-Espinar vd., 2001
S. bayanus 150+340+385 150 + 325 +375 Fernandez-Espinar vd., 2001
385, 365 Pando vd., 2010
S. cariocanus - - -
S. kudriavzevii - 385, 365 Pando vd., 2010
S. mikatae - 385, 365 Pando vd., 2010
S. pastorianus - 375+325+150 Fernandez-Espinar vd., 2001
385, 365 Pando vd., 2010
Haelll
S. cerevisiae 310+220+180+120 325+230+170+125 Fernandez-Espinar vd., 2001
S. paradoxus  310+220+180+120 325+230+170+125 Fernandez-Espinar vd., 2001
S. bayanus 500+220+120 495+230+125 Pham vd., 2011
S. cariocanus - 320+230+170+130 Naumova vd., 2013
S. kudriavzevii - 500, 220, 145 Pando vd., 2010
S. mikatae - 500, 220, 145 Pando vd., 2010
S. pastorianus - 495+230+125 Pham vd., 2011
Hinfl
S. cerevisiae ~ 380+120 365, 155 Guillamon vd., 1998
S. paradoxus  380+130 365,155 Guillamon vd., 1998
S. bayanus 380+130 365,155 Pando vd., 2010
S. cariocanus - - -
S. kudriavzevii - 365,155 Pando vd., 2010
S. mikatae - 365,155 Pando vd., 2010
S. pastorianus - 365,155 Guillamon vd., 1998
Hpall
S. cerevisiae  730+120 725+125 Fernandez-Espinar vd., 2001
S. paradoxus  740+130 850 Fernandez-Espinar vd., 2001
S.bayanus 740+130 725+125 Fernandez-Espinar vd., 2001
S. cariocanus - 850 Naumova vd., 2013
S. kudriavzevii - 730+120 Naumova vd., 2013
S. mikatae
S. pastorianus - 850 Naumova vd., 2013
725+125 Fernandez-Espinar vd., 2001

4.5.2.2. Non-Saccharomyces izolatlarinin RFLP ile Tur Bazinda Tanisi

Non-Saccharomyces izolatlarimiz ile yapilan RFLP calismalari, sonuclarimizin teyit

edilmesi ve tur bazinda farkhlagtirmalarin saglanmasi amaci ile yurutiimastir. RFLP

calismalari icin segilen izolatlarimiz Tablo 4.16’da gdsterilmistir.
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Tablo 4.16. Arastirmada kullanilan non-Saccharomyces suslar ve kaynaklari

Suglar Sekans Lab Adlari Kaynak (Uziim gesidi, iziimiin
Adlari toplandigi il, iilke, yil)

Metschnikowia pulcherrima M.p M.p DSMZ

Metschnikowia sinensis D3* DA OCM NS3  Dimrit, Kapadokya, Turkiye, 2017

Metschnikowia pulcherrima B10 BB OCM NS2 Bogazkere, Elazig, Turkiye, 2017

Metschnikowia aff. pulcherrima B11* BB OCM NS3  Bogazkere, Elazig, Turkiye, 2017

Metschnikowia fructicola D15* DB 4CM NS3  Dimrit, Kapadokya, Tirkiye, 2017

Metschnikowia aff. fructicola B33* BB 4CM NS8 Bogazkere, Elazig, Turkiye, 2017

Hanseniaspora uvarum - H.u DSMz

Hanseniaspora uvarum K13 KA 4CM NS3  Kalecik Karasi, Ankara, Turkiye,
2017

Hanseniaspora guilliermondii K1 KA OCM NS1 Kalecik Karasi, Ankara, Turkiye,
2017

Hanseniaspora opuntiae K2 KA OCM NS2 Kalecik Karasi, Ankara, Turkiye,
2017

Lachancea thermotolerans - L.t DSMZ

(Kluyveromyces thermotolerans) )

Lachancea thermotolerans 09 OB 4CM NS4  Okuzgozu, Elazig, Turkiye, 2017

Lachancea thermotolerans 016 OA OCM NS7  Okiizgozi, Elazig, Turkiye, 2017

Candida spp. - C DSMZ

Starmerella bacillaris D10 DA 4CM NS2 Dimrit, Kapadokya, Turkiye, 2017

(Candida zemplinina)

Rhodotorula mucilaginosa K9 KB OCM NS4  Kalecik Karasi, Ankara, Turkiye,
2017

Wickerhamomyces anomalus K41l KA OCM S1 Kalecik Karasi, Ankara, Turkiye,

(picha anomala) 2017

Solicoccozyma aeria B4 BA OCM NS4  Bogazkere, Elazig, Turkiye, 2017

(Cryptococcus aerius)

DSMZ, German collection of microorganisms and cell cultures GmbH; DA, Dimrit izimi A paralel sarap; BB, Bogazkere izimu
B paralel sarap; DB, Dimrit Gizim( B paralel sarap; KA, Kalecik Karasi Gizimii A paralel sarap; OB, Okiizg6zii tiziimii B paralel
sarap; OA, Oklizgdzii liziim{i A paralel sarap; KB, Kalecik Karasi (iziimii B paralel sarap; BA, Bogazkere (izimii A paralel sarap;
0CM, Soguk maserasyon 0. giin; 4CM, Soguk maserasyon 4. gin.

*D1/D2 sekanslama ile farkl tlr olarak tanimlanmistir: D3, Metschnikowia pulcherrima; B11, Metschnikowia aff. pulcherrima; D15,
Metschnikowia fructicola; B33, Metschnikowia aff. fructicola

ITS bolgesinin ITS1 ve ITS4 primerlerinin kullanimi ile gogaltiimasi sonrasinda elde
edilen bantlar fotograflanmistir (Sekil 4.18). Jel goriintisiinde, non-Saccharomyces suslarin
PZR bantlarinin 390 bp ila 750 bp arasinda degisen boyutlarda oldugu goérulmektedir. Ayni
farkliliklar

goOzlenebilmekte, ancak ayni cinse ait turler birbirinden ayirt edilememektedir. Elde edilen bant

cinse ait tdrler ayni buyuklikte PZR GUrunt vermektedir. Cinsler arasi

buyuklukleri referanslar ile uyumludur (Tablo 4.17).
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Sekil 4.18. Non-Saccharomyces suslarinin PZR sonucu

M, 100bp Markér; 1, referans sus Metschnikowia pulcherrima (DSMZ); 2, Metschnikowia pulcherrima
(D1/D2) Metschnikowia sinensis (ITS) D3 (DA 0CM NS3); 3, Metschnikowia pulcherrima B10 (BB OCM
NS2); 4, Metschnikowia aff. pulcherrima B11 (BB OCM NS3); 5, Metschnikowia fructicola D15 (DB 4CM
NS3); 6, Metschnikowia aff. fructicola B33 (BB 4CM NS8); 7, referans sus Hanseniaspora uvarum
(DSMZ); 8, Hanseniaspora guilliermondii K1 (KA 0CM NS1); 9, Hanseniaspora opuntiae K2 (KA 0CM
NS2); 10, Hanseniaspora uvarum K13 (KA 4CM NS3); 11, referans sus Lachancea thermotolerans
(DSM2); 12, Lachancea thermotolerans 09 (OB 4CM NS4); 13, Lachancea thermotolerans O16 (OA
0CM NS7); 14, reference strain Candida spp.(DSMZ); 15, Candida zemplinina (Starmerella bacillaris)
D10 (DA 4CM NS2); 16, Rhodotorula mucilaginosa K9 (KB 0CM NS4); 17, Wickerhamomyces anomalus
K41 (KA OCM S1); 18, Solicoccozyma aeria B4 (BA OCM NS4).

Tablo 4.17. Cinse g6re mayalarin ITS1 and ITS4 primerleri kullanimi ile elde edilen ITS bdlgesi
PZR bantlari

Maya cinsleri Bizirr;g;)l@ma Refera(gz’)a gore Kaynak

Metschnikowia spp. 390 400 Sabate vd., 2002
Hanseniaspora spp. 750 750 Garofalo vd., 2016
Lachancea spp. 690 700 Garofalo vd., 2016
Candida spp. 475 475 Garofalo vd., 2016
Rhodotorula spp. 620 640 Sabate vd., 2002
Wickerhamomyces spp. 620 650 Bautista-Gallego vd., 2011
Solicoccozyma spp. 650 - -

Diger taraftan, ITS bdlgesi PZR Urunleri restriksiyon enzimleri ile kesildiginde, tirler
arasindaki farkhliklar ortaya konulabilmektedir.

Non-Saccharomyces izolatlarimiz igin Hhal (Cfol) restriksiyon enzimi ile RFLP teknigi
uygulandidinda, literatire uygun sonuglar elde edilmistir. Bununla birlikte, bu enzimin kesimi
ile Metschnikowia ve Hanseniaspora birbirinden ayirt edilemezken Metschnikowia ve
Hanseniaspora diger 5 turden (L. thermotolerans, S. bacillaris, R. mucilaginosa, W. anomalus
ve S. aeria) ayirt edilebilmistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Hhal (Cfol) restriksiyon enzimi ile kesilmis PZR Grunlerinin jel gérintusi

M, 100bp Markér; 1, referans sus Metschnikowia pulcherrima (DSMZ); 2, Metschnikowia pulcherrima(D1D2)/
Metschnikowia sinensis (ITS) D3 (DA OCM NS3); 3, Metschnikowia pulcherrima B10 (BB OCM NS2); 4,
Metschnikowia aff. pulcherrima B11 (BB OCM NS3); 5, Metschnikowia fructicola D15 (DB 4CM NS3); 6,
Metschnikowia aff. fructicola B33 (BB 4CM NSB8); 7, referans sus Hanseniaspora uvarum (DSMZ); 8,
Hanseniaspora guilliermondii K1 (KA 0CM NS1); 9, Hanseniaspora opuntiae K2 (KA 0CM NS2); 10, Hanseniaspora
uvarum K13 (KA 4CM NS3); 11, referans sus Lachancea thermotolerans (DSMZ); 12, Lachancea thermotolerans
09 (OB 4CM NS4); 13, Lachancea thermotolerans O16 (OA OCM NS7); 14, reference strain Candida spp.(DSMZ2);
15, Candida zemplinina (Starmerella bacillaris) D10 (DA 4CM NS2); 16, Rhodotorula mucilaginosa K9 (KB OCM
NS4); 17, Wickerhamomyces anomalus K41 (KA OCM S1); 18, Solicoccozyma aeria B4 (BA 0CM NS4)

Hinfl enzimi 4 tane referans susu (DSM M. pulcherrima, H. uvarum, L.
thermotolerans ve Candida spp.) igeren toplam 18 non-Saccharomyces igin kullaniimigtir.
Sekil 4.20'de goruldugu gibi L. thermotolerans, S. bacillaris, R. mucilaginosa, W. anomalus ve
S. aeria tur bazinda ayirt edilebilmistir, fakat Metschnikowia ve Hanseniaspora cinslerine ait

mayalar ayirt edilememistir.

9 W Myi1-12- 13 Mo15 16 17 18

Sekil 4.20. Hinfl restriksiyon enzimi ile kesilmis PZR urUnlerinin jel gériintlisu
M, 100bp Markdr; 1, referans sus Metschnikowia pulcherrima (DSMZ); 2, Metschnikowia pulcherrima(D1D2)/
Metschnikowia sinensis (ITS) D3 (DA OCM NS3); 3, Metschnikowia pulcherrima B10 (BB OCM NS2); 4,
Metschnikowia aff. pulcherrima B11l (BB OCM NS3); 5, Metschnikowia fructicola D15 (DB 4CM NS3); 6,
Metschnikowia aff. fructicola B33 (BB 4CM NS8); 7, referans sus Hanseniaspora uvarum (DSMZ); 8,
Hanseniaspora guilliermondii K1 (KA 0CM NS1); 9, Hanseniaspora opuntiae K2 (KA 0CM NS2); 10, Hanseniaspora
uvarum K13 (KA 4CM NS3); 11, referans sus Lachancea thermotolerans (DSMZ); 12, Lachancea thermotolerans
09 (OB 4CM NS4); 13, Lachancea thermotolerans 016 (OA OCM NS7); 14, reference strain Candida spp.(DSMZ);
15, Candida zemplinina (Starmerella bacillaris) D10 (DA 4CM NS2); 16, Rhodotorula mucilaginosa K9 (KB 0CM
NS4); 17, Wickerhamomyces anomalus K41 (KA 0OCM S1); 18, Solicoccozyma aeria B4 (BA OCM NS4)
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Sekil 4.21 non-Saccharomyces mayalarin Haelll restriksiyon enzimi ile kesilmesi
sonucu elde edilen profili géstermektedir. Bu analiz sonucunda 7 farkh restriksiyon profili 2
cinse (Metschnikowia, Hanseniaspora) ve 5 tire (Lachancea thermotolerans, Starmerella
bacillaris, Rhodotorula mucilaginosa, Wickerhamomyces anomalus ve Solicoccozyma aeria)
aittir. Bununla birlikte, Haelll enzimi ile Metschnikowia ve Hanseniaspora cinslerine ait tirlerin
ayni profili gdsterdigi, tlrler arasi ayirt edici bant profili géstermedikleri tespit edilmistir. Cins

bazinda ayrim saglanirken, tirler arasi ayrim saglanamamistir.

Sekil 4.21. Haelll restriksiyon enzimi ile kesilmis PZR UrGnlerinin jel gérantlsu

M, 100bp Markdr;1, referans sus Metschnikowia pulcherrima (DSMZ); 2, Metschnikowia pulcherrima
(D1/D2) Metschnikowia sinensis (ITS) D3 (DA 0CM NS3); 3, Metschnikowia pulcherrima B10 (BB 0CM
NS2); 4, Metschnikowia aff. pulcherrima B11 (BB OCM NS3); 5, Metschnikowia fructicola D15 (DB 4CM
NS3); 6, Metschnikowia aff. fructicola B33 (BB 4CM NS8); 7, referans sus Hanseniaspora uvarum
(DSM2); 8, Hanseniaspora guilliermondii K1 (KA OCM NS1); 9, Hanseniaspora opuntiae K2 (KA OCM
NS2); 10, Hanseniaspora uvarum K13 (KA 4CM NS3); 11, referans sus Lachancea thermotolerans
(DSM2); 12, Lachancea thermotolerans O9 (OB 4CM NS4); 13, Lachancea thermotolerans O16 (OA
0CM NS7); 14, reference strain candida spp.(DSMZ); 15, Candida zemplinina (Starmerella bacillaris)
D10 (DA 4CM NS2); 16, Rhodotorula mucilaginosa K9 (KB 0CM NS4); 17, Wickerhamomyces anomalus
K41 (KA OCM S1); 18, Solicoccozyma aeria B4 (BA OCM NS4)

Ddel restriksiyon enzimi non-Saccharomyces mayalar i¢in H. uvarum turiine ait olan
mayalari (300+180+95 bp), H. guilliermondii (360+180+100 bp) ve H. opuntiae (360+180+100
bp) tirlerinden ayirt etmek amaciyla kullaniimistir (Sekil 4.22). H. guilliermondii ve H. opuntiae
turleri Ddel enzimi ile ayirt edilemedigi igin, bu iki tlrl birbirinden ayirt edebilmek igin Dral

enzimi kullaniimistir (Nisiotou vd., 2007).
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Sekil 4.22. Ddel restriksiyon enzimi ile kesilmis PZR utrGnlerinin jel géranttsu

M, 100bp Markér; 1, referans sus Metschnikowia pulcherrima (DSMZ); 2, Metschnikowia
pulcherrima(D1D2)/ Metschnikowia sinensis (ITS) D3 (DA 0OCM NS3); 3, Metschnikowia pulcherrima
B10 (BB OCM NS2); 4, Metschnikowia aff. pulcherrima B11 (BB 0CM NS3); 5, Metschnikowia fructicola
D15 (DB 4CM NS3); 6, Metschnikowia aff. fructicola B33 (BB 4CM NS8); 7, referans sus Hanseniaspora
uvarum (DSMZ); 8, Hanseniaspora guilliermondii K1 (KA OCM NS1); 9, Hanseniaspora opuntiae K2 (KA
0CM NS2); 10,Hanseniaspora uvarum K13 (KA 4CM NS3); 11, referans sus Lachancea thermotolerans
(DSM2); 12, Lachancea thermotolerans 09 (OB 4CM NS4); 13, Lachancea thermotolerans 016 (OA
0CM NS7); 14, reference strain Candida spp.(DSMZ); 15, Candida zemplinina (Starmerella bacillaris)
D10 (DA 4CM NS2); 16, Rhodotorula mucilaginosa K9 (KB 0CM NS4); 17, Wickerhamomyces anomalus
K41 (KA OCM S1); 18, Solicoccozyma aeria B4 (BA OCM NS4)

Ddel enzimi, H. uvarum’u H. guilliermondi ve H. opuntiae’dan ayirt ederken, H.
guilliermondii ve H. opuntiae ayni paterni gdéstermektedir. Bu durumda Dral restriksiyon enzimi
H. guilliermondii ve H. opuntiae tirlerini ayirt etmek icin kullaniimigtir. Nisiotou ve Nychas
(2007) galismalarinda Dral restriksiyon enzimi ile H. guilliermondii ve H. opuntiae tirlerini ayirt
edebilmislerdir. Bizim ¢alismamizda da Sekil 4.23’te gorulebilecegi gibi Dral enzimi ile 3 farkl
tur icin, 2 farkl restriksiyon profili elde edilmistir. Benzer bigcimde, Ddel ve Dral enzimlerinin H.
guilliermondii ve H. uvarum turlerini de iki agamada birbirinden ayirt edebildigi gézlemlenmistir.
Boylelikle, iki asamada (iki enzim: Ddel ve Dral kullanimi ile ikiye iki kiyaslamalar ile) 3 ayri

tlra birbirinden ayirt etmek mimkin olmaktadir.
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Sekil 4.23. Dral restriksiyon enzimi ile kesilmis PZR Urunlerinin jel goruntisi

M,100bp Markér; 1, Hanseniaspora guilliermondii K1 (KA OCM NS1); 2, Hanseniaspora opuntiae K2
(KA OCM NS2); 3, referans sus Hanseniaspora uvarum (DSMZ); 4, Hanseniaspora uvarum K13 (KA

4CM NS3)

Tablo 4.18. Ddel enzimi restriksiyon profili

Restriksiyon Profili (bp)

Tiir Adi Tar AP* AP
Kodu referans Bizim ¢alisma Referansa goére Kaynak
H. guilliermondii K1 750 750 360+180+100 360+180+85+ Nisiotou ve
70+50 Nychas, 2007
H. opuntiae K2 750 750 360+180+100 360+180+85+ Nisiotou ve
70+50 Nychas, 2007
H.uvarum (DSMZ) H.u 750 750 300+180+100 300+180+95+ Garofalo vd.,
90+85 2016
H. uvarum K13 750 750 300+180+100 300+180+95+ Garofalo vd.,
90+85 2016
* Amplification Pattern (PZR trina fragmant biyikluga)
Tablo 4.19. Dral enzimi restriksiyon profili
Restriksiyon Profili (bp)
Tiir Adi Tar AP* AP
Kodu referans Bizim ¢alisma Referansa gore Kaynak
H. guilliermondii K1 750 750 420+150+130 420+150+130+ Nisiotou ve
30 Nychas, 2007
H. opuntiae K2 750 750 420+300 420+300+30 Nisiotou ve
Nychas, 2007
H.uvarum (DSMZ) H.u 750 750 420+300 - -
H. uvarum K13 750 750  420+300 - -

* Amplification Pattern (PZR Grina fragmant blyikluga)
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Tablo 4.20’de turler arasi farkhliklar ortaya koymak amaci ile galisilan maya turlerinde,
ITS bdlgesi PZR UrUndndn restriksiyon enzimleri ile kesimleri sonucunda elde edilen

fragmantlar ve benzer sonuglar elde eden referans galismalar verilmistir.

Tablo 4.20. Maya turleri ITS-PZR Urunu restriksiyon enzimleri ile kesimi ve kaynaklar

i Maya tirleri soglallgllgar:llzlz Referansa gore Kaynak
Haelll (bp) (bp)
Metschnikowia pulcherrima 280+100 280+100 Sabate vd., 2002
Metschnikowia sinensis 280+100 - -
Metschnikowia aff. pulcherrima  »g0+100 - -
Metschnikowia fructicola 280+100 300+100 Tofalo vd., 2011
Metschnikowia aff. fructicola 380+280+100 - -
Hanseniaspora uvarum 750 750 Garofalo vd., 2016
Hanseniaspora guilliermondii 750 750 Garofalo vd., 2016
Hanseniaspora opuntiae 750 750 Garofalo vd., 2016
Lachancea thermotolerans 310+215+90  310+215+90+90 Garofalo vd., 2016
Candida zemplinina 475 475 Garofalo vd., 2016
Rhodotorula mucilaginosa 405+215 425 +215 Sabate vd., 2002
Wickerhamomyces anomalus g 625 Bautista-Gallego vd., 2011
Solicoccozyma aeria 480 410 Kwasna vd., 2010
Hhal
(Cfol)
Metschnikowia pulcherrima 200+100 205+100+95 Sabate vd., 2002
Metschnikowia sinensis 200+100 - -
Metschnikowia aff. pulcherrima  504+100 - -
Metschnikowia fructicola 200+100 298+100 Tofalo vd., 2011
Metschnikowia aff. fructicola 200+100 -
Hanseniaspora uvarum 320+105 320+310+105 Garofalo vd., 2016
Hanseniaspora guilliermondii 3504105 320+310+105 Garofalo vd., 2016
Hanseniaspora opuntiae 320+105 320+310+120 Garofalo vd., 2016
Lachancea thermotolerans 310+290 315+285+95 Garofalo vd., 2016
Candida zemplinina 215+110 215+110+80+60 Garofalo vd., 2016
Rhodotorula mucilaginosa 320+240 320+240+80 Sabate vd., 2002
Wickerhamomyces anomalus  ggp 575 Esteve-Zarzoso vd.,1999
Solicoccozyma aeria 380+250+180  420+200+150 Kwasna vd., 2010
Hinfl
Metschnikowia pulcherrima 200 200 Arroyo vd., 2010
Metschnikowia sinensis 200 - -
Metschnikowia aff. pulcherrima g - -
Metschnikowia fructicola 200 200+200 Tofalo vd., 2011
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Tablo 4.20.’nin devami

i Maya tirleri g:rl:ﬁg;:rlmlz Referansa gore Kaynak

Hinfl (bp) (bp)
Hanseniaspora uvarum 340 +190+170  340+190+170+60 Nisiotou ve Nychas, 2007
Hanseniaspora guilliermondii - 340+4190+170  340+190+170+60  Nisiotou ve Nychas, 2007
Hanseniaspora opuntiae 340+190+170  340+190+170+60 Garofalo vd., 2016
Lachancea thermotolerans 350 355+354 Garofalo vd., 2016
Candida zemplinina 250 235+235 Garofalo vd. 2016
Rhodotorula mucilaginosa 340+220 340+225+75 Garofalo vd., 2016
Wickerhamomyces anomalus 320 325+325 Sabate vd., 2002
Solicoccozyma  aeria 370+300 - Gallego vd., 2011

Ddel
Metschnikowia pulcherrima 390 - -
Metschnikowia sinensis 390 - -
Metschnikowia aff. pulcherrima 399 R -
Metschnikowia fructicola 390 - -
Metschnikowia aff. fructicola 390 . -
Hanseniaspora uvarum 300+180+100 300+180+95+90+85 Garofalo vd., 2016
Hanseniaspora guilliermondii  3604180+100  360+180+85+70+50 Nisiotou ve Nychas, 2007
Hanseniaspora opuntiae 360+180+100 360+180+85+70+50 Nisiotou ve Nychas, 2007
Lachancea thermotolerans 500+190 - -
Candida zemplinina 410+65 - -
Rhodotorula mucilaginosa 410+150+110 - -
Wickerhamomyces anomalus 450+190 - -
Solicoccozyma aeria 500+150 - -

Dral
Hanseniaspora guilliermondii 420+150+130  420+150+130+30 Nisiotou ve Nychas, 2007
Hanseniaspora opuntiae 420+300 420+300+30 Nisiotou ve Nychas, 2007
Hanseniaspora uvarum 420+300 - -

RE, restriksiyon enzimi; Candida zemplinina (Starmerella bacillaris); Solicoccozyma aeria (Cryptococcus aerius).
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Tablo 4.21. Cinse gore ITS bélgesi bantlari, ITS bandi restriksiyon enzimleri ile kesimi

PCF\(’bUpr)UnU Restriksiyon fragmantlan (bp)
Haelll Ddel Hhal (Cfol) Hinfl Dral
Maya tirier gglllz;ma Ref Bizim Ref gglllzéﬁa Ref Bizim Ref Bizim Ref Bizim Ref
calisma calisma calisma calisma

M. pulcherrima 390 400  280+100 280+100 390 - 205+100 205+100+95 200 200 - E
M. sinensis 390 - 280+100 - 390 - 200+100 - 200 - - -
M. aff. pulcherrima 390 - 280+100 - 390 - 200+100 - 200 - - -
M. fructicola 390 400  280+100 300+100 390 - 200+100 298+100 200 200+200 - -
M. aff. fructicola 390 - 380+280+100 - 390 - 200+100 - 200 - - -
H. uvarum 750 750 750 750 300+180+100  300+180+95+90+85  320+105 320+310+105 340+190+170  340+190+170+60 - -
H. guilliermondii 750 750 750 750 360+180+100  360+180+85+70+50  320+3105 320+310+105 340+190+170  340+190+170+60  420+150+130  420+150+130+30
H. opuntiae 750 750 750 750 360+180+100  360+180+85+70+50  320+105 320+310+120 340+190+170  340+190+170+60  420+300 420+300+30
L. thermotolerans 690 700 310+210+95 310+215+90  500+190 - 310+290 315+285+95 350 355+354 - -
C. zemplinina 475 475 475 475 410+65 - 215+110 215+110+80+60 250 235+235 - -
R. mucilaginosa 620 640 405 +215 425 +215 410+150+110 - 320+240 320+240+80 340+220 340+225+75 - -
W. anomalus 620 650 620 625 450+190 - 580 575 320 325+325 - -
Solicoccozyma aeria 650 - 480 410 500+150 - 380+250+180 420+200+150 370+300 - - -
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4.6. RT-PZR ve DNA izolasyon/Sekans Sonuglarinin Uyumu ve Kiyaslanmasi

Bu boélimde RT-PZR sonugclari ile izolasyon/sekaslama sonuglarimizda belirlenen
mayalarin kiyaslanmasi amaglanmistir. Sonuglar, izole edilen tirlerin, RT-PZR tespiti ile
uyumlu oldugunu goéstermektedir (Tablo 4.22). Dolayisiyla, RT-PZR tekniginin maya
populasyonlarinin belirlenmesinde etkili olarak kullanilabilecegi saptanmistir. Tablo 4.23'te,
ayrica non-Saccharomyces mayalarin hangi yontem (ITS veya D1/D2 sekanslama) ile

tanimlandigi belirtilmistir.

Tablo 4.22. Sarap/sira numunelerindeki Saccharomyces ve non-Saccharomyces maya
turlerinin gercek-zamanli PZR analiz ve izolasyon/DNA sekans sonuglarinin kiyaslanmasi

Uziim gesitleri

Maya turleri Kalecik Karasi Bogazkere Dimrit Okiizgozii Emir
izolasyon/ izolasyon/ izolasyon/ izolasyon/ izolasyon/
RT- RT- RT- RT- RT-
PZR DNA PZR DNA PZR DNA PZR DNA PZR DNA
sekansi sekansi sekansi sekansi sekansi
Candida glabrata* + - + - + - - - - -
Candida zemplinina + - - - + + - - - -

Candida zeylanoides - - - - - - - - - -

Hanseniaspora spp. + + + - + - + + + +
Hanseniaspora uvarum + + + - + - + - + +
Issatchenkia orientalis + - + - + - + - + -
Lachancea thermotolerans + - - - - - + + - -
Metschnikowia spp. + +/- + + + + - - - -
Metschnikowia pulcherimia - - - +/- - -+ - - - -
Pichia fermentans - - + - + - + - - -
Pichia kluyveri + - - - - - - - - -
Rhodotorula mucilaginosa + + - - - - - - - -
Saccharomyces spp. + + + + + + + + + +
Saccharomyces cerevisiae + + + + + + + + + +
Torulaspora delbrueckii + - - - - - - - + -
Wickerhamomyces anomalus + + - - - - - + + +

Pozitif (+), tespit edildi; negatif (-), tespit edilmedi; Pozitif/negatif (+/-); (-/+), ITS ve D1/D2 sekanslama teknigine gore sirasiyla
degisken; *Starmarella bacillaris.

T. delbrueckii, RT-PZR ile saptanmis ve miktar tayini yapiimak icin kullaniimistir. Ancak
izolasyon deneylerimizde izole edilememistir.

Metschnikowia tirleri Kalecik Karasi, Bogazkere ve Dimrit Gzimlerinde RT-PZR ile
tespit edilmis ve buna uygun olarak sus izolasyonu/DNA sekansi sonuglarinda da elde edilerek

pozitif olarak belirlenmistir.
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Diger yandan M. pulcherrima tiri RT-PZR sonuglarimizda tespit edilemezken,
izolasyon/sekans sonuglarinda sekanslama yodntemine gore degisen sonuglar vermis
oldugundan (EK 5) Tablo 4.22’de sekans teknigine goére +/- veya -/[+ degisken ifadesi
kullaniimistir. Tablo 4.23'te ITS ve D1/D2 sekans sonuglarina goére; degisen Metschnikowia

turleri ve degigiklik gostermeyen diger turler gosterilmistir.

Tablo 4.23. ITS ve D1/D2 sekansa gdre non-Saccharomyces ve Saccharomyces mayalarin
tanimlanmasi ve NCBI erisim numaralari

isim Bolge Benzerlik BLAST Sonucu Erigsim Bolge Benzerlik BLAST Sonucu Erigsim

Numarasi Numarasi

K5 ITS 100% H. guilliermondii MN796432 D1/D2 100% H. guilliermondii MN817269
Domain

K9 ITS 100% R. mucilaginosa MN796435 D1/D2 100% R. mucilaginosa MN817270
Domain

K12 ITS 100% H. opuntiae MN796438 D1/D2 100% H. opuntiae MN817271
Domain

K25 ITS 100% H. uvarum MN796446 D1/D2 100% H. uvarum MN817272
Domain

K35 ITS 99% H. opuntiae MN796454 D1/D2 100% H. opuntiae MN817273
Domain

K43 ITS - Tanimlanamadi - D1/D2 99% M. aff. fructicola MN817274
Domain

K48 ITS 100% . MN796466 D1/D2 100% S. cerevisiae MN817275
S. cf. cerevisiae Domain

K62 ITS 100% H. opuntiae MN796474 D1/D2 100% H. opuntiae MN817276
Domain

Ke5 ITS 99% H. opuntiae MN796477 D1/D2 99% H. opuntiae MN817277
Domain

K70 ITS 98% H. uvarum MN796482 D1/D2 98% H. uvarum MN817278
Domain

o1 ITS 99% L. thermotolerans MN796519 D1/D2 99% L. thermotolerans MN817282
Domain

o7 ITS 100% H. opuntiae MN796525 D1/D2 100% H. opuntiae MN817283
Domain

037 ITS 100% W. anomalus MN796555 D1/D2 100% W. anomalus MN817284
Domain

B4 ITS 100% Solicoccozyma aeria  MN796558  D1/D2 99% Solicoccozyma aeria  MN817288
Domain

B11 ITS 98% M. pulcherrima MN796565 D1/D2 99% M. aff. pulcherrima  MN817289
Domain

B33 ITS 99% M. pulcherrima MN796583 D1/D2 100% M. aff. fructicola MN817290
Domain

B35 ITS 100% - MN796585 D1/D2 100% S. cerevisiae MN817291
S. cf. cerevisiae Domain

D2 ITS 100% M. chrysoperlae - D1/D2 99% M. aff. pulcherrima  MN817293
Domain

D3 ITS 94% M. sinensis MN796586 D1/D2 99% M. pulcherrima MN817294
Domain

D8 ITS 95% M. chrysoperlae MN796589 D1/D2 99% M. pulcherrima MN817295
Domain

D10 ITS 100% Starmerella bacillaris MN796590 D1/D2 100% Starmerella bacillaris  MN817296
Domain

D15 ITS 97% M. aff. chrysoperlae MN796595 D1/D2 99% M. fructicola MN817297
Domain

K, Kalecik Karasl sirasindan/sarabindan izole edilen maya; O, Okiizgézii sirasindan/sarabindan izole edilen maya; B, Bogazkere

sirasindan/sarabindan izole edilen maya; D, Dimrit sirasindan/sarabindan izole edilen maya; *, Sekans sirasinda tanimlanamayan

oligoniikleoitlerden dolayr NCBI'dan erisim numarasi (accession number) alinamamistir.

66



4.7. Genotipik Karakterizasyon

4.7.1. Darbeli Alan Jel Elektroforezi (PFGE)

Darbeli alan jel elektroforezi (PFGE) ylksek boyutlu DNA’lari veya kromozomlari
agaroz jelde aynistiran bir yontemdir. Kromozomlarin ayristirilmasi karyotipleme olarak
bilinmektedir (Hage ve Houseley, 2013). PFGE sus farkliliklarini ortaya koymaktadir.
Saccharomyces sensu stricto mayalari kromozomlari bu yontem ile farklilastirilabilmektedir
(Raspor vd., 2001).

S. cerevisiae suglari arasinda olusabilecek elektroforetik karyotipler farkh profiler
olusturarak suslar arasi farklilastirma saglandigi rapor edilmistir (Sebastiani vd., 2004). RFLP
ve karyotipleme metotlarinin biyofarklilastirmada en etkili yéntemler olarak secildigi calismada
RAPD, bir diger metot olarak kullaniimistir.

Tokaj (Macaristan) saraplarindan izole edilen 17 S. cerevisiae suslarinda farkli profiller
(yUksek cesitlilik) goésterilmistir (Kallai vd., 2019). Ayrica, S. cerevisiae suslarinda DNA
replikasyon catal ilerlemesi ve DNA cift zincirli kopmalari (DSB'ler) PFGE ydntemi ile
izlenebilmigtir (Keyamura ve Hishida, 2020).

Projemizde PFGE optimizasyon g¢alismalarimiz S. cerevisiae kromosomal DNA ile
tamamlanmis ve 30 adet secilmis ylksek teknolojik 6zellikleri olan S. cerevisiae suglari (Tablo

4.11; 4.24) igin karyotipler belirlenmistir.
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Tablo 4.24. PFGE analizinde kullanilan Saccharomyces maya suslari

Maya DNA Laboratuvar Kaynak
suslan  Sekanslamada koleksiyonundaki ,_ _ _
ID Numarasi ID Numarasi Uziim girasi/ Sehir Ulke  lzolasyon
sarap tarihi

S. cerevisiae S13° S13° Kalecik Karasi Kalecik -Ankara Turkiye 2016
S. cerevisiae S15° S15° Kalecik Karasi Kalecik -Ankara Turkiye 2016
S. cerevisiae S16" S16° Kalecik Karasi Kalecik -Ankara Turkiye 2016
S. cerevisiae B2 BA OCM NS2 Bogazkere Elazig Tarkiye 2017
S. cerevisiae B3 BA OCM NS3 Bogazkere Elazig Tarkiye 2017
S. cerevisiae B5 BA OCM NS5 Bogazkere Elazig Tarkiye 2017
S. cerevisiae B6 BA OCM NS6 Bogazkere Elazig Tarkiye 2017

S. cf. cerevisiae! B35 BA 6NM NS2 Bogazkere Elazig Tarkiye 2017
S. cerevisiae B36 BB 4CM S10 Bogazkere Elazig Tarkiye 2017
S. cerevisiae D16 DA 4NM S1 Dimrit Kapadokya- Nevsehir ~ Tirkiye 2017
S. cerevisiae D17 DA 4CM S3 Dimrit Kapadokya- Nevsehir ~ Turkiye 2017
S. cerevisiae K44 KB 4CM S5 Kalecik Karasi Kalecik -Ankara Tarkiye 2017
S. cerevisiae K45 KA 2NM S6 Kalecik Karasi Kalecik -Ankara Tarkiye 2017
S. cerevisiae K46 KB 2NM S4 Kalecik Karasi Kalecik -Ankara Tarkiye 2017

S. cf. cerevisiae! K48 KA 4NM S8 Kalecik Karasi Kalecik -Ankara Tarkiye 2017
S. cerevisiae K49 KB 4NM S2 Kalecik Karasi Kalecik -Ankara Tarkiye 2017
S. cerevisiae K71 KA 32NM S2 Kalecik Karasi Kalecik -Ankara Tarkiye 2017
S. cerevisiae 010 OB 4CM NS5 Okiizgozii Elazig Tarkiye 2017
S. cerevisiae 012 OA OCM NS3 Okiizgozii Elazig Tarkiye 2017
S. cerevisiae 024 OA 4CM NS5 Okiizgozii Elazig Turkiye 2017
S. cerevisiae 039 OB 4CM S1 Okiizgozii Elazig Tarkiye 2017
S. cerevisiae El EA ONM NS1 Emir Kapadokya- Nevsehir ~ Turkiye 2017
S. cerevisiae E2 EA ONM NS2 Emir Kapadokya- Nevsehir ~ Turkiye 2017
S. cerevisiae E4 EA ONM NS4 Emir Kapadokya- Nevsehir ~ Turkiye 2017
S. cerevisiae E5 EA ONM NS5 Emir Kapadokya- Nevsehir ~ Turkiye 2017
S. cerevisiae E16 EA 1W NS6 Emir Kapadokya- Nevsehir ~ Turkiye 2017
S. cerevisiae E21 EB 1W NS1 Emir Kapadokya- Nevsehir ~ Turkiye 2017

M. chrysoperlae S14* S14* Emir Kapadokya- Nevsehir ~ Turkiye 2016
S. cerevisiae CH CH MERIT™ Chr. Hansen, Danimarka
S. cerevisiae S17 S17 Fermicru AR2 S. cerevisiae No. LO122, Hollanda
S. cerevisiae S18 S18 German Hauswein Starter 38409LM, Almanya

B,

Bogazkere; D,

Dimrit;

K, Kalecik Karasi;

0, Okiizgoézu; E,

Emir

Uzim gesitleri;

A, A paralel;

B, B paralel;

soguk maserasyon; NM, maserasyon; CH, Ticari S. cerevisiae (Christian Hansen, MERIT™); PFGE, Darbeli Alan Jel Elektroforezi.

1, D1/ D2 sekanslama sonucuna gore S. cerevisiae olarak tanimlanmigtir.
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4.7.1.1. Secilen Saccharomyces cerevisiae Suglarinin PFGE Testi ile Farkhilagtiriimasi

Voltaj, switch araligi (interval), jelin yuritme suresi, jelin agaroz konsantrasyonu, jelin
yurttme sicakligi ve alternatif elektrik alaninin agisi gibi birgok faktérin PFGE jellerindeki DNA
yurimesinde etkili oldugu bilinmektedir (Birren vd., 1989). Bu faktorler arasinda, switch araligi,
voltaj ve ylritme siresi DNA yidriimesini 6nemli dlgtide etkiler ve kolayca kontrol edilebilir.
Blyuk DNA molekillerini ayirmak i¢in dislk voltaj ve uzun swich araligi gereklidir. Voltaj ve
swich aralidi, belirli boyuttaki kromozomlarin etkili bir sekilde ayrilmasi igin ters bir iligkiye
sahiptir (Gunderson ve Chu, 1991). S. cerevisiae kromozomlarini ayirmak i¢in en uygun
kosullari belirlemek amaciyla sistematik olarak swich arali§i ve voltaj degistiriimistir. ilk
denemelerde, agaroz jele (1%) S. cerevisiae pluglarinin kesilmis pargaciklari ytklenir ve jel,
yuritme tampon ¢ozeltisinde 4.5 V/cm kullanarak, baslangi¢ ve son switch’ler 60 ve 145 saniye
olacak sekilde, 22-27 saat 14°C’de yurutulur (Sekil 4.26, 4.27, 4.28, 4.30 ve 4.31).
Optimizasyon calismalarimizda bu protokol, Saccharomyces izolatlarinin (Tablo 4.24) PFGE
jel goruntulerinde birbirinden yeterli derecede ayrismayan kromozom gorintileri
olusturmustur.

Saccharomyces izolatlarinin kromozomlarini belirgin sekilde ayiran protokol igin
optimum sartlar %1 agaroz jelde 24 saat, 14°C’de tampon ¢ozelti icinde 60 saniye araliklarla

elektrik vererek (switch), 6 V/cm voltaj olarak belirlenmistir. (Sekil 4.24, 4.25, 4.29, 4.32, 4.33).

M 1 2 3 4 5 6 M M 1 2 3 4 5 6 M

kb kb — T S e -

1125 1125
1020 1020
945 945
825 825
785 785
750 750
680 680
610 610
565 565
450 450

365
285
225

Sekil 4.24. Saccharomyces suslarinin PFGE jel gorintisi

1, S. cerevisiae S13; 2, Metschnikowia chrysoperlae S14 (negatif kontrol); 3, S. cerevisiae S15; 4, S.
cerevisiae S16; 5, S. cerevisiae S17; 6, S. cerevisiae S18; M, CHEF DNA Markdr S. cerevisiae (Bio-
Rad). Agaroz jele (1%) S. cerevisiae pluglarinin kesilmis parcaciklari yuklenir ve jel, yuritme tampon

¢cozeltisinde 6 V/cm, kullanarak, baslangi¢ ve son switch’ler 60 ve 120 saniye olacak sekilde, 24 saat
14°C de yarataldr.

365
285
225
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Sekil 4.25. Saccharomyces suslarinin PFGE jel goruntusu

1, S. cerevisiae S13; 2, Metschnikowia chrysoperlae S14 (negatif kontrol); 3, S. cerevisiae S15; 4, S.
cerevisiae S16; 5, S. cerevisiae S17; 6, S. cerevisiae S18; M, CHEF DNA Markoér, S. cerevisiae (Bio-
Rad). Agaroz jele (1%) S. cerevisiae pluglarinin kesilmis parcaciklari yiklenir ve jel, yiriitme tampon
cozeltisinde 6 V/cm, kullanarak, baslangi¢ ve son switch’ler 60 ve 120 saniye olacak sekilde, 24 saat
14°C de ydardtalir.

Sekil 4.26. Saccharomyces suslarinin PFGE jel gorintusu

1, S. cerevisiae S13; 2, Metschnikowia chrysoperlae S14 (negatif kontrol); 3, S. cerevisiae S15; 4, S.
cerevisiae S16; 5, S. cerevisiae S18; M, CHEF DNA Markdr, S. cerevisiae (Bio-Rad). Agaroz jele (1%)
S. cerevisiae pluglarinin kesilmis pargaciklari ylklenir ve jel, ylriitme tampon ¢ézeltisinde 4.5 V/cm,
kullanarak, baslangig ve son switch’ler 60 ve 145 saniye olacak sekilde, 22 saat 14°C de yuratulr.
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 M

Sekil 4.27. Saccharomyces suglarinin PFGE jel géruntusu
1, S. cerevisiae S13; 2, S. cerevisiae S15; 3, S. cerevisiae S16; 4, S. cerevisiae S18; 5, S. cerevisiae

B2; 6, S. cerevisiae O10; 7, S. cerevisiae E1; 8, Saccharomyces cf. cerevisiae/paradoxus K48; 9,
Saccharomyces cf. cerevisiae/paradoxus B35; M, CHEF DNA Markdr, S. cerevisiae (Bio-Rad). Agaroz
jele (1%) S. cerevisiae pluglarinin kesilmis parcgaciklari yiklenir ve jel, yuriitme tampon ¢ozeltisinde 4.5
V/cm, kullanarak, baslangi¢ ve son switch’ler 60 ve 145 saniye olacak sekilde, 24 saat 14°C de yurataltr.
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M 1 2 3 4 5 6 M 7 8 9 10 11 12 M

M 1 2 3 4 5 6 M 7 8 9 10 11 12 M

Sekil 4.28. Bogazkere (B), Kalecik Karasi (K), Okiizgodzii (O) ve Emir (E) tiziimlerinden farkli
sarap yapim asamalarinda izole edilen S. cerevisiae suglarinin PFGE sonucu

1, S. cerevisiae B2; 2, S. cerevisiae B3; 3, S. cerevisiae B5; 4, S. cerevisiae K29; 5, S. cerevisiae K44;
6, S. cerevisiae K45; 7, S. cerevisiae O10; 8, S. cerevisiae 012; 9, S. cerevisiae 024, 10, S. cerevisiae
El; 11, S. cerevisiae E2; 12, S. cerevisiae E4; M, CHEF DNA Markér, S. cerevisiae (Bio-Rad). Agaroz
jele (1%) S. cerevisiae pluglarinin kesilmis pargaciklari yiklenir ve jel, yiritme tampon ¢ozeltisinde 4.5
V/cm, kullanarak, baglangi¢ ve son switch’ler 60 ve 145 saniye olacak sekilde, 24 saat 14°C de yurutular.
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M 1 2 3 4 5 6 M 7 8 9 10 11 12 M

M 1 2 3 4 5 6 M 7 8 9 10 11 12 M

Sekil 4.29. Bogazkere (B), Kalecik Karasi (K), Okiizgézi (O) ve Emir (E) tztimlerinden farkl
sarap yapim asamalarinda izole edilen S. cerevisiae suglarinin PFGE sonucu.

1, S. cerevisiae B3; 2, S. cerevisiae B5; 3, S. cerevisiae B6; 4, S. cerevisiae K44; 5, S. cerevisiae K45;
6, S. cerevisiae K46; 7, S. cerevisiae O10; 8, S. cerevisiae 012; 9, S. cerevisiae 024, 10, S. cerevisiae
E2; 11, S. cerevisiae E4; 12, S. cerevisiae E5; M, CHEF DNA Markér, S. cerevisiae (Bio-Rad). Agaroz
jele (1%) S. cerevisiae pluglarinin kesilmis pargaciklari yuklenir ve jel, yritme tampon ¢ozeltisinde 6
V/cm, kullanarak, baglangi¢ ve son switch’ler 60 ve 120 saniye olacak sekilde, 24 saat 14°C de yuratulur.
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M CH K49 K71 E16 E21 O12 M CH O39 B3 B36 D16 DI7 M

Chromosome #, Size (Kb)

M CH K49 K71 E16 E21 012 M CH 039 B3 B36 DI6 DI7 M

Chromosome #, Size (Kb)
XIT (2200) "

IV (1600) o

XV VIS —
XVI (1020)—___

XIII (945)——

X (750)
)(1(680)/
V (610) / E
VII (565) b -

IX (450) |
III (365)
VI (285)

1(225)

Sekil 4.30. Bogazkere (B), Kalecik Karasi (K), Okiizgézi (O) ve Emir (E) tztimlerinden farkh
sarap yapim asamalarinda izole edilen S. cerevisiae suslarinin PFGE sonucu.

1, Commercial S. cerevisiae (Christian Hansen, MERIT™); 2, S. cerevisiae K49; 3, S. cerevisiae K71;
4, S. cerevisiae E16; 5, S. cerevisiae E21; 6, S. cerevisiae 012; 7, Commercial S. cerevisiae (Christian
Hansen, MERIT™); 8, S. cerevisiae 039; 9, S. cerevisiae B3; 10, S. cerevisiae B36; 11, S. cerevisiae
D16; 12, S. cerevisiae D17; M, CHEF DNA Markdr, S. cerevisiae (Bio-Rad). Agaroz jele (1%) S.
cerevisiae pluglarinin kesilmis pargaciklari yiklenir ve jel, yuriitme tampon g¢ozeltisinde 4.5 V/cm,
kullanarak, baslangig ve son switch’ler 60 ve 145 saniye olacak sekilde, 22 saat 14°C de yuritalir.
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M CH K49 K71 El6 E21 O12 M 039 B3 B36 D16 D17 M

Chromosome #, Size (Kb)
XII (2200)

IV (1600)

XV, VII (1125)
XVI (1020)
XIII (945)

11 (825)

XIV (785)

X (750)

XI (680)

V (610)

VIII (565)

IX (450)

111 (365)

VI (285)
1(225)

Chromosome #, Size (Kb)
XII (2200) :
IV (1600)
XV, VII (1125)
XVI (1020)
X111 (945)
11 (825)
XIV (785)
X (750)
XI (680)
V (610)
VIII (565)
IX (450)
111 (365)
VI (285)
1(225)

Sekil 4.31. Bogazkere (B), Kalecik Karasi (K), Okiizg6zi (O) ve Emir (E) GzUmlerinden farkl
sarap yapim asamalarinda izole edilen S. cerevisiae suslarinin PFGE sonucu.

CH, Commercial S. cerevisiae (Christian Hansen, MERIT™); M, CHEF DNA Size Markor, S. cerevisiae
(Bio-Rad). Agaroz jele (1%) S. cerevisiae pluglarinin kesilmis parcaciklari yuklenir ve jel, ydritme
tampon ¢ozeltisinde 4.5 V/cm, kullanarak, baslangi¢ ve son switch’ler 60 ve 145 saniye olacak sekilde,
27 saat 14°C de yaratalar.
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M CH D17 D16 B36 B3 039 M 012 E21 El16 K71 K49 CH
Chromosome #, Size (Kb) , ——— . - - .
XII (2200) . gy e

IV (1600)

XV, VII (1125)

XVI (1020)

XIV (785) ———
X (750)
XI (680)
V (610)
VIII (565)
IX (450)
111 (365)

M CH D17 D16 B36 B3 039 M OI2 E21 El6 K71 K49 CH

Chromosome #, Size (Kb)
XII (2200)
IV (1600)

XV, VII (1125)

T
XVI (1020) \

XIII (945)
11 (825)
XIV (785) ———
X (750)

X1 (680 }
v (610)/ :
VIII (565) /
IX (450)

III (365)

VI (285)
1(225)

\|

Sekil 4.32. Bogazkere (B), Kalecik Karasi (K), Okiizg6zi (O) ve Emir (E) Gzumlerinden farkl
sarap yapim asamalarinda izole edilen S. cerevisiae suslarinin PFGE sonucu.

CH, Ticari S. cerevisiae (Christian Hansen, MERIT™); M, CHEF DNA Markoér, S. cerevisiae (Bio-Rad).
Agaroz jele (1%) S. cerevisiae pluglarinin kesilmis parcaciklari ylklenir ve jel, yuritme tampon
cozeltisinde 6 V/cm, kullanarak, baslangi¢ ve son switch’ler 60 ve 120 saniye olacak sekilde, 24 saat
14°C de yuratalir.
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M K44 K45 K46 K48 E1 E2 E4 E5 010 024 B2 BS5S B6 B35

Chromosome #, Size (Kb)
- WS WS WGP W =

XV, VII (1125)

M K44 K45 K46 K48 E1 E2 E4 E5 010 024 B2 B5 B6 B35

Chromosome #, Size (Kb)
XII (2200)

IV (1600)

XV, VII (1125)

XVI (1020)
XIII (945)
II (825)
XIV (785)
X (750)

XI (680)

V (610)
VIII (565)

=
30 7

RN A, Nt iy

VI (285)
I1(225)

Sekil 4.33. Bogazkere (B), Kalecik Karasi (K), Okiizgdzi (O) ve Emir (E) Gzumlerinden farkl
sarap yapim asamalarinda izole edilen S. cerevisiae suslarinin PFGE sonucu.

M, CHEF DNA Size Markor, S. cerevisiae (Bio-Rad). Runs were performed for 24 h at 14 °C in running
buffer, using a voltage of 6 V/cm, and an initial and final switch of 60 and 120 s, respectively. Agaroz
jele (1%) S. cerevisiae pluglarinin kesilmis parcaciklari yuklenir ve jel, yuritme tampon ¢odzeltisinde 6
V/cm, kullanarak, baslangig ve son switch’ler 60 ve 120 saniye olacak sekilde, 24 saat 14°C de yuratalir.
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Approx. Size (Kb) Chromosome #

Sample well
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Sekil 4.34. CHEF S. cerevisiae kromozomal DNA Markdr (katalog numarasi; 170-3605)
YNN295 susu yaklasik 225-2,200 kilobaz ¢ift DNA blyUkligu (Bio-Rad).

Genotipik karakterizasyon igin secilen yontemlerden biri PFGE yontemidir. Her bir
UzUm orneginden secilen S. cerevisiae susunun (toplamda 25 S. cerevisiae izolati) ve
koleksiyonumuzda bulunan proje harici 5 adet S. cerevisiae izolati ile toplamda 30 adet S.
cerevisiae izolati icin PFGE paternleri belirlenmistir. TUm izolatlarimiz S. cerevisiae referans
susu (Biorad) ile benzer patern gostermistir. Ancak bazi farkl profiller dikkat cekmistir (Tablo
4.25).

Tablo 4.25. Elektroforetik karyotipleme ile farkhlastirimis S. cerevisiae suslarinin farkh
kromozom profilleri

Kromozom profilleri S. cerevisiae suslar”

Profil 1 S15, S18, K46, K48, B35, D17
Profil 2 E1l, E2, E4, E5, B2, B5, B6, B36, 039
Profil 3 K44

Profil 4 012, 024, CH, S13, S16
Profil 5 010

Profil 6 K71, K49, D16

Profil 7 K45

Profil 8 B3

Profil 9 E21

Profil 10 E16

B, Bogazkere; D, Dimrit; K, Kalecik Karasi; O, Okiizgézii; E, Emir (iziim cesitleri
* S. cerevisiae suglarinin ID numaralandirmasi tablo 4.24’te gosterilmistir.

Bantlarin durumuna goére formiile edilen profiller agsagida Tablo 4.26 da gosteriimektedir.
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Tablo 4. 26. Karyotipleme ile farklilastiriimis S. cerevisiae suslarinin kromozom profilleri

Yaklagik kromozom DNA boyutu (Kb) ve sayisi

Profiler  S. cerevisiae suslar —5760 1600 1125 1125 1020 945 825 785 750 680 610 565 450 365 285 225
Xl v XV VII XvI Xl Il XIv X Xl V Vil IX Il VI I

Profil 1 S15, S18, K46, K48,  + T + : + S+ + 1+ T -+ +  + =

B35, D17
Profil 2 E1l, E2, E4, E5, B2, + + + - + + + + + + + - + + + +f
B5, B6, B36, 039
Profil 3 K44 + + + - + + + + + + + - + + + -
Profil4  S13, S16, 012, 024, + + + - + - + + + + + - + + +s -
CH

Profil 5 010 + >1600 + - + - + + + + + - + + + +f

Profil 6 K71, K49, D16 + + + - + - + + + + + + + + + +

Profil 7 K45 + + + - + + + + + +  >610,+ - + + + +f

Profil 8 B3 + + >1125 + + + + + + + + - + + + +f

Profil 9 E21 + + >1125 + + + + + + +  >610,+ - + + + +

Profil 10 E16 >2200 + + - + + + + + + + - + + + +

B, Bogazkere; D, Dimrit; K, Kalecik Karasi; O, Okiizg6zii; E, Emir Gzim gesitleri; f, faint (silik); s, kesin (sharp).

* S. cerevisiae suslarinin ID numaralandirmasi tablo 4.24'te gdsterilmigtir.
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Profil 1:

Bu profil S15, S18, K46, K48, B35, D17 izolatlarinda izlenmistir. Bu profilde 1020+945 (Kb)
bantlari yerine yaklasik 1000 Kb bélgesinde tek bant olarak izlenmistir. Ayrica 365+285+225
(Kb) bantlari 3 bant olarak izlenmektedir;

2200, 1600, (1000), 610, (365+285+225) Kb.

Profil 2:

Bu profil E1, E2, E4, E5, B2, B5, B6, B36, 039 izolatlarinda izlenmistir. Bu profilde 1020+945
(Kb) bantlari 2 bant halinde izlenmekte ve 365+285+225 (Kb) bantlari, (365+285) 2 bant +250
faint (silik) (Kb) bant olarak izlenmektedir. Markérde de gézlenen 10204945 (Kb) bantlari, 2
tane olarak tespit edilmistir;

2200, 1600, (1020+945), 610, (365+285+225 faint) Kb.

Profil 3:

Bu profil K44 izolatlarinda izlenmistir. Bu profilde 1020+945 (Kb) bantlari, 2 bant halinde
izlenmekte ve alt bantlarda (365+285+225) 3 yerine 2 bant gbézlenmis, 225 (Kb) bant
izlenmemistir;

2200, 1600, (1020+945), 610, (365+285) Kb.

Profil 4:

Bu profil S13, S16, 012, 024, CH izolatlarinda izlenmistir. Bu profilde 1020+945 (Kb) bantlari
yerine yaklasik 1000 Kb bolgesinde tek bant olarak izlenmistir ve alt bantlarda (365+285+225)
3 yerine 2 kesin (sharp) bant gézlenmis. Profil 1’den 1000 Kb tek bant izlenen suslardan 225
Kb lik bantin olmamasi ile ayristiriimistir;

2200, 1600, (1000), 610, (365+285 kesin) Kb.

Profil 5:

Bu profil O10 izolatinda izlenmistir. O10 izolatinda 1600 Kb seviyesindeki bant da daha
yukarida 1800 Kb civarinda izlenmigtir (bu 6zellige sahip tek sus). Bu da O10 igin tek basina
5. profili olusturmustur. Bu profilde 1020+945 (Kb) bantlari yerine yaklasik 1000 Kb bélgesinde
tek bant olarak izlenmistir ve 365+285+225 (Kb) bantlari, (365+285) 2 bant+250 faint (silik)
(Kb) bant olarak izlenmektedir. O10 izolatinda markér referans mayaya benzer patern
go6zlenmistir;

2200, 1800, (1000), 610, (365+285+225 faint) Kb.

Profil 6:
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Bu profil K71, K49, D16 izolatlarinda izlenmistir. Bu profilde 1020+945 (Kb) bantlari yerine
yaklasik 1000 Kb bdlgesinde tek bant olarak izlenmistir. 610+565 (Kb) bantlari, 2 bant halinde
izlenmektedir. Ayrica 365+285+225 (Kb) bantlari 3 bant olarak izlenmektedir;

2200, 1600, (1000), (610+565), (365+285+225) Kb.

Profil 7:

Bu profil K45 izolatinda izlenmistir. Bu profilde 1020+945 (Kb) bantlari, 2 bant halinde
izlenmekte ve 610 (Kb) bandi, 2 bant (610+620) Kb halinde izlenmektedir. 365+285+225 (Kb)
bantlari, (365+285) 2 bant +250 faint (silik) (Kb) bant olarak izlenmektedir;

2200, 1600, (1020+945), (610+620), (365+285+225 faint) Kb

Profil 8:

Bu profil B3 izolatinda izlenmistir. Bu profilde 1125 (Kb) bandi, 2 bant (1200+1125) Kb halinde
izlenmektedir. 1020+945 (Kb) bantlari, 2 bant halinde izlenmektedir. 365+285+225 (Kb)
bantlari, (365+285) 2 bant +250 faint (silik) (Kb) bant olarak izlenmektedir;

2200, 1600, (1200+1125), (1020+945), 610, (365+285+225 faint) Kb.

Profil 9:

Bu profil E21 izolatinda izlenmistir. Bu profilde 1125 (Kb) bandi, 2 bant (1200+1125) Kb halinde
izlenmektedir. 1020+945 (Kb) bantlari, 2 bant halinde izlenmektedir. 610 (Kb) bandi, 2 bant
(640+610) Kb halinde izlenmektedir. Ayrica 365+285+225 (Kb) bantlari 3 bant olarak
izlenmektedir;

2200, 1600, (1200+1125), (1020+945), (640+610), (365+285+225) Kb.

Profil 10:

Bu profil E16 izolatinda izlenmigtir 2200 (Kb) bandinin olmamasi (daha buyuk boyutlu bir bant
g6zlenmistir) bu susun 6zel bir profil olusturmasina neden olmustur. Bu profilde 1020+945 (Kb)
bantlari, 2 bant halinde izlenmekte ve 365+285+225 (Kb) bantlari 3 bant olarak izlenmektedir;
2400, 1600, (1020+945), 610, (365+285+225) Kb.

Sekil 4.32 ve 4.33'te 2200 (Kb) bandi butlin érneklerimizde markdr referans maya banttan
yukarida gdézlenmektedir ve 1600 (Kb) bandi bitin érneklerimizde markdr referans maya
banttan daha asagida gézlenmektedir. Sadece O10 izolatinda 1600 Kb seviyesindeki bant
daha yukarida 1800 Kb civarinda izlenmistir (bu 6zellige sahip tek sug).

Markdr referans mayada 1125 (Kb) bandi tek olarak gbézlenmis oldugu halde B3 ve E21
izolatlarinda 2 bant (1200+1125 Kb) gézlenmistir (Sekil 4.32).
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Sekil 4.32 ve 4.33'te S15, S18, K46, K48, B35, D17, K71, K49, D16, 010, 012, 024 ve CH
izolatlarinda 1020+945 (Kb) buyukligindeki bantlar tek bant olarak tespit edilmistir, 1000 Kb
buyukliginde gézlenmektedir. E1, E2, E4, E5, E16, E21, B2, B3, B5, B6, B36, 039, K44, K45,
S13, S16 izolatlarinda 1020 ve 945 (Kb) buyukligundeki bantlar gozlenmistir.

610 ve 565 (Kb) bantlari K71, K49, D16, izolatlarinda ayrismis (Sekil 4.32) diger

orneklerimizde ayrismamakta, bununla birlikte markér referans maya da ayrismaktadir.

K45 (Sekil 4.33) ve E21 (Sekil 4.32) izolatlarinda 610 (Kb) bandi, 2 bant halinde izlenmektedir.

Diger 6rneklerimizde tek bant gézlenmistir.

Paternler arasindaki farklarin izolatlarin mensei olan Uzim cesitleri ile baglantih
olmadigi tespit edilmistir. Kromozomal polimorfizm Saccharomyces, Candida, Kluyvvermyces
gibi cinslerin tarlerinin ayirt edilmesini saglamaktadir. Elektroforetik karyotipler tire 6zgu
olmakla beraber bazi tlrlere ait suslarda da polimorfizm gézlendigini rapor etmiglerdir (Belloch
vd.,1998). Kromozom blyukliglndeki polimorfizm bazi S. cerevisiae izolatlarinin bantlarinin
mobilitesinde ¢ok az bir fark yaratabilmektedir. Bu fark ise suslar arasi farkhliklarin ortaya
konmasinda kullanilabilmektedir. Sebastiani vd. (2004), S. cerevisiae suslari igin i¢in 9 farkl
karyotip bulduklarini rapor etmiglerdir. Tokaj (Macaristan) saraplarindan izole edilen 17 S.
cerevisiae susunun karyotip analiz sonuclarinda da farkh profiller (ylksek cesitlilik)
gosterilmistir (Kallai vd., 2019). Proje bulgularimiz, karyotipleme ydntemiyle elde edilen sus
cesitliligi ile suslarin izole edildigi bolgeler arasinda bir korelasyon olmadidini géstermektedir.

Ancak susglar arasi farkliliklari ortaya konmustur.
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4.7.2. RAPD-PZR
RAPD-PZR calismalari icin non-Saccharomyces mayalar secilmistir. Tablo 4.27 bu

boélumde kullanilan 19 non-Saccharomyces mayanin listesini ve kaynaklarini gostermektedir.

Tablo 4.27. Bu bolimde kullanilan non-Saccharomyces mayalari listesi ve kaynaklari

Maya suslan Sekans ismi  Lab ismi Kaynak (sehir, lilke, tarih)
Lachancea thermotolerans - L.t DSMz

Lachancea thermotolerans 06 OA 4CM NS3 Elazig, Turkiye, 2017
Lachancea thermotolerans 09 OB 4CM NS4 Elazig, Turkiye, 2017
Lachancea thermotolerans 016 OA OCM NS7 Elazig, Tarkiye, 2017
Lachancea thermotolerans 022 OB 0OCM NS6 Elazig, Turkiye, 2017
Hanseniaspora uvarum - H.u DSMz

Hanseniaspora uvarum Ell EA 1W NS1 Nevsehir, Turkiye, 2017
Hanseniaspora uvarum El4 EA 1W NS4 Nevsehir, Turkiye, 2017
Hanseniaspora uvarum K13 KA 4CM NS3 Ankara, Turkiye, 2017
Hanseniaspora uvarum K25 KA 2NM NS9 Ankara, Turkiye, 2017
Hanseniaspora opuntiae 05 OA 4CM NS2 Elazig, Turkiye, 2017
Hanseniaspora opuntiae o7 OA 4CM NS4 Elazig, Turkiye, 2017
Hanseniaspora opuntiae K2 KA OCM NS2 Ankara, Turkiye, 2017
Hanseniaspora opuntiae K60 KB 2NM NS9 Ankara, Turkiye, 2017
Metschnikowia pulcherrima M. p M.p DSMzZ

Metschnikowia pulcherrima B10 BB OCM NS2 Diyarbakir, Turkiye, 2017
Metschnikowia pulcherrima B11* BB OCM NS3 Diyarbakir, Turkiye, 2017
Metschnikowia pulcherrima B33* BB 4CM NS8 Diyarbakir, Turkiye, 2017
Metschnikowia pulcherrima D4 DA OCM NS4 Kapadokya, Turkiye, 2017
Metschnikowia pulcherrima D12 DA 4CM NS4 Kapadokya, Turkiye, 2017
Metschnikowia sinensis D3* DA OCM NS3 Kapadokya, Turkiye, 2017
Metschnikowia chrysoperlae D8* DB OCM NS4 Kapadokya, Turkiye, 2017

DSMZ, German collection of microorganisms and cell cultures GmbH (Germany); OA, Okiizgdzii Uziimlerinden
yapilan garabin A paraleli; OB, Okiizg6zii (izimlerinden yapilan sarabin B paraleli; KB, Kalecik Karasi tiziimleri
sarabi B paraleli; BB, Bogazkere GizUimleri B paraleli; DA, Dimrit Uzimleri sarabi A paraleli; DB, Dimrit Uzimleri
sarabi B paraleli; OCM, Soguk maserasyon 0.gliin; 4CM, sodguk masearsyon 4.gin Maserasion; 1.W,
fermentasyonun 1. Haftasi; 2NM, Normal masearsyonun 2.gund.

*D1/D2 domain sequencing ile farkh tanimlanan suslar: B11, Metschnikowia aff. pulcherrima; B33, Metschnikowia
aff. fructicola; D3, Metschnikowia pulcherrima; D8, Metschnikowia pulcherrima.

4 farkh primer (Tablo 3.7), secilmis 3 cins (Lachancea, Hanseniaspora, Metschnikowia)
ve 4 tur (L. thermotolerans, H. uvarum, H. opuntiae, M. pulcherrima) seviyesindeki suslarin
farklilastirlmasi amaciyla kullanilmistir. Ayni veya farkli Gzim sira ve saraplarindan izole
edilen suslarda genotipik farkliliklarin olup olmadigini arastirmak icin RAPD veya Mikrosatelit

parmak izi galismalari yurGtaimustar.
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Lachancea thermotolerans Suslar

4 L. thermotolerans izolati, suslar arasindaki genetik farkliliklari gostermek icin, 4

farkh primerin kullanimi ile RAPD-PZR ile incelemeye alinmigtir.

Sekil 4.35'te goruldiagu gibi primer OPA-03 ile 2 farkl patern olusmustur. Paternlardan
biri DSMZ referans susunu diger 4 izolattan ayirmistir. Diger patern 700 bp seviyesindeki bant
varligi ile O6 susunu, diger izolatlardan 09, 016, O22’yi ayirmistir.

OPA-03 700 bp ile O6’y1 ayirmistir. M13 ise 1500 ve 600 bp ile O9’u ayirmistir.

OPAO03 M13

Sekil 4.35. Lachancea thermotolerans OPA-03 ve M13 primerleri ile amplifikasyon trtnleri

M, 100bp Markdr; L.t, referans sus Lachancea thermotolerans (DSMZ); O6 (DA 0CM NS3), Lachancea
thermotolerans; O9 (BB 0CM NS2), Lachancea thermotolerans; 016 (BB 0OCM NS3), Lachancea
thermotolerans; 022 (DB 4CM NS3), Lachancea thermotolerans.

M13 primeri ise referans susu diger 4 izolattan farkllastiran bir profil olusturmustur.
M13 primeri, ayrica O9 susunu 600 bp ve 1500 bp bantlarinin kaybolmus olmasi ile O6, O16,
022 izolatlarindan ayirmigtir.

Her 2 primer (M13, OPA-03) de referans DSMZ susunu se¢mis oldugumuz sarap
izolatlarindan farklilastirmigtir. Calisilan toplam 4 L. thermotolerans izolati icinden; OPA-03
primeri O6 izolatini, M13 ise O9 izolatini diger izolatlardan ayirmistir.

(ATG)s ve (GTG)s mikrosatelit primerlerinin kullanimi ile elde edilen sonuglar da DSMZ
susunun, izolatlarimizdan farkhligini teyit edici niteliktedir. Sekil 4.36’da (ATG)s primerinin
DSMZ susu disinda, secilen izolatlarimiz arasinda herhangi bir 6zel patern olusturmadigi
gorllmektedir. Diger taraftan, (GTG)s primeri O6 izolati yaklasik 420 bp ve 500 bp
seviyesindeki bantlar ile digerlerinden (09, 016, 022) farkh bir patern géstermisir.

84



(ATG)5 (GTG)S

6 "
5

4 -

Sekil 4.36. Lachancea thermotolerans (ATG)5 ve (GTG)5 mikrosatelit primerleri ile
amplifikasyon rtnleri

M, 100bp molekiiler Markoér; L.t, referans sus Lachancea thermotolerans (DSMZ); O6 (DA OCM NS3),
Lachancea thermotolerans; 09 (BB OCM NS2), Lachancea thermotolerans; 016 (BB OCM NS3),
Lachancea thermotolerans; 022 (DB 4CM NS3), Lachancea thermotolerans.

Fotograflarda elde edilen paternler kullanilarak tablolar hazirlanmistir. Ayni patern
tipleri ayni harf kodu ile temsil edilmektedir. Son kolondaki veriler genel paterni gosterip, her
bir primer ile elde edilen sonuglarin kombinasyonu ile elde edilmistir. Patern tipleri yeni

kombinasyonuna farkli harf verilmektedir (Tablo 4.28).

Tablo 4.28. L. thermotolerans suslari igin 4 primer kullanimi ile elde edilen paternler

Sus  RAPD primerleri Mini- and Mikrosatelit primerleri Patern kombinasyonu
OPA-03 M13 (ATG)s (GTG)s

06 A A A A A

09 B B A B B

016 B A A B C

022 B A A B C

Sonug olarak, O6 ve 09, diger izolatlardan (016 ve 022) farkl olarak isaretlenmigtir.

Hanseniaspora uvarum Suslar

PZR amplifikasyonu sonrasi, H. uvarum tirleri 4 primer ile galisiimistir. DSMZ referans

susu 4 farkli H. uvarum sarap izolatimizdan farkli patern vermigtir.
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Primer OPA-03 kullanimi sonrasi, 4 farkli izolat icin (E11, E14, K13, K25) 3 farkl profil
g6zlemlenmistir. E11 ve E14 birbirlerine benzer profil olusturmustur. Diger yandan, primer 13

kullanimi ile 4 izolat da kendilerine 6zel profiller ile birbirlerinden farkh bulunmustur (Sekil 4.37).
OPA03 M13

Sekil 4. 37. Hanseniaspora uvarum OPA-03 ve M13 primerleri ile amplifikasyon urunleri
M, 100bp molekiler Markér; H.u, referans sus Hanseniaspora uvarum (DSMZ); E11 (EA 1W NS1),
Hanseniaspora uvarum; E14 (EA 1W NS4), Hanseniaspora uvarum; K13 (KA 4CM NS3),
Hanseniaspora uvarum; K25 (KA 2NM NS9), Hanseniaspora uvarum

Sekil 4.38’de (ATG)s ve (GTG)s primerleri ile olusan paternler gorilmektedir, (ATG)s
primeri DSMZ referans susu, E11, E14 ve K13 izolatlari i¢in ayni paterni géstermistir. Yalnizca
K25 izolati paterni bir bant eksiklik (250 bp) ile farkh patern gdstererek (ATG)s ile diger 3
izolattan ve referans susundan ayrilmistir.

(GTG)s primeri tarafindan bir eksik bant (600 bp) ve 180 bp’lik ek bir bant ile olugan
patern, HU referans susunu diger 3 izolattan (E11, E14, K13) farkli kilmis ve referans sus igin
farkli bir profil belirlenmesine neden olmustur.

(GTG)s primeri E11 ve E14 suslarinda ayni sayi ve blyukllkte bantlar olustururken,
K13 izolatindaki 1000 bp bantinin yoklugu, bu susu diger E izolatlarindan ayirmistir. Sus K25
de yalnizca 2 bant (200 ve 400 bp) izlenmesi ile farkli bir patern ortaya koymustur. Sonug
olarak mikrosatelit primerlerinden (ATG)s primeri yalnizca K25 izolatini ayirirken, (GTG)s
primeri 3 patern ile 4 adet H. uvarum izolatini E11, E14, K13 ve K25 birbirinden ayirmistir.
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(ATG)5 (GTG)5

Sekil 4.38. Hanseniaspora uvarum (ATG)s ve (GTG)s mikrosatelit primerleri ile PZR
amplifikasyon rtnleri

M, 100bp Markdr; H.u, referans sus Hanseniaspora uvarum (DSMZ); E11 (EA 1W NS1),
Hanseniaspora uvarum; E14 (EA 1W NS4), Hanseniaspora uvarum; K13 (KA 4CM NS3),
Hanseniaspora uvarum; K25 (KA 2NM NS9), Hanseniaspora uvarum.

Tablo 4. 29. H. uvarum suslari icin 4 primer kullanimi ile elde edilen paternler.

Sus RAPD primerleri Mini ve Mikrosatelit primerleri Patern kombinasyonu
OPA-03 M13 (ATG)s (GTG)s

E11 A A A A A

E14 A B A A B

K13 B C A B C

K25 C D B C D

Hanseniaspora opuntiae Suslar

Bircok maya tiru i¢in birgok molekuler teknik gelistirilmis olmasina ragmen, bilgimiz
dahilinde, H. opuntiae suslari igin simdiye kadar biyogesitlilik belirleme gelistiren bir galisiimaya
rastlanmamistir. Bu projede 4 H. opuntiae RAPD-PZR ile farklilastirimaya ¢alisiimis ve genis
cesitlilik saptanmisgtir.

Jel fotografinda (Sekil 4. 39) goruldugu gibi, RAPD primerleri (OPA-03 and M13) ile 4
sus icin birbirinden farkh farkli paternler gdézlenmistir.

Mikrosatelit primerleri (ATG)s and (GTG)s ile ydritilen RAPD-PZR da 4 susu
birbirinden ayirmistir (Sekil 4.40) (Tablo 4.30).
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OPAO03 Mi13

Sekil 4.39. Hanseniaspora opuntiae suglarinin OPA-03 ve M13 primerleri ile PZR
amplifikasyon drtnleri

M, 100bp Markér; O5 (OA 4CM NS2), Hanseniaspora opuntiae; O7 (OA 4CM NS4), Hanseniaspora
opuntiae; K2 (KA OCM NS2), Hanseniaspora opuntiae; K60 (KB 2NM NS9), Hanseniaspora opuntiae

(ATG)s GTG)s

Sekil 4.40. Hanseniaspora opuntiae suslarinin (ATG)s ve (GTG)s mikrosatelit primerleriile PZR
amplifikasyon rtnleri

M, 100bp Markdr; O5 (OA 4CM NS2), Hanseniaspora opuntiae; O7 (OA 4CM NS4), Hanseniaspora
opuntiae; K2 (KA OCM NS2), Hanseniaspora opuntiae; K60 (KB 2NM NS9), Hanseniaspora opuntiae

Tablo 4.30. H. opuntiae suslari igin 4 primer kullanimi ile elde edilen paternler.

Sus RAPD primerleri Mini ve Mikrosatelit primerleri Patern kombinasyonu
OPA-03 M13 (ATG)s (GTG)s

05 A A A A A

o7 B B B B B

K2 C C C C C

K60 D D D D D
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Metschnikowia pulcherrima Suslar

M. pulcherrima 7 susu biyocesitliligi saptamak icin calisiimistir. ITS sekansina gore,
B10, B11, B33, D4 ve D12 M. pulcherrima tUrtne aittir. D1/D2 domain sekansina gore ise, bu
7 izolattan sadece D3 ve D8 M.pulcherrima’dir. Bununla beraber, D3 susu ITS bdlgesi
sekansina gore M. sinensis olarak, D8 ise M. chrysoperlae olarak tanimlanmistir.

RAPD-PZR sonuglarinda, B10 ve B33 izolatlari, 4 primerin timd ile ayni paterni
goOstermistir. Ayni sekilde, D3 ve D8’de de ayni patern gézlenmistir. Referans M. pulcherrima
(DSMZ) 7 izolattan da farkl bir patern ortaya gikarmistir (Tablo 4.31). ilging bir bulgu olarak,
bizim sekans sonuglarimiza gére; DSMZ M. pulcherrima susu ITS bdlgesi sekansina gére M.
aff. pullcherrima, D1/D2 sekans analizine gore ise M. pulcherrima olarak tanimlanmigtir (EK
5).

ITS’e gore M. pulcherrima olarak tanimlanmig 5 sug, OPAQO3 toplam olarak 4 farkh patern
olusturmustur.

M13 primeri ise, 3 (D3, D8 harig) farkli patern grubu olusturmustur: 1. Grup: B10, B11,
B33 suslari ayni paterni gostermektedir, 2. Grup: D4 ve 3. Grup: D12.

D1/D2 domain sekansina gore M. pulcherrima olarak tanimlanan diger 2 sug, D3 ve
D8, ayni paterne sahiptirler ve birlikte ayr bir grup olusturmaktadirlar. Boylelikle, OPA-03 (5
sus igin, 4 farkli patern) primerinin, M13 (5 susta 3 farkli profil) primerine gére daha fazla ayirici
glcu oldugu sonucuna variimigtir. D1/D2 domain bélgesi ile tanimlanmig suglarin (D3, D8

suslarinin) hicbir primer tarafindan farklilastirllamadigi saptanmigtir (Sekil 4.41).

OPAO3 Mi3

- 1 | 1

M.p B10 Bi1 B33 D4 D12 D3 DS

Sl v e D S W ew
i
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Sekil 4.41. Metschnikowia pulcherrima suslarinin OPA-03 ve M13 primerleri ile PZR

amplifikasyon drtnleri

M, 100bp molekiler Markér; M.p referans sus Metschnikowia pulcherrima (DSMZ); B10 (BB OCM NS2),
Metschnikowia pulcherrima (ITS); B11 (BB OCM NS3), Metschnikowia pulcherrima (ITS), Metschnikowia aff.
pulcherrima (D1/D2); B33 (BB 4CM NS8), Metschnikowia pulcherrima (ITS), Metschnikowia aff. pulcherrima
(D1/D2); D4 (DA OCM NS4), Metschnikowia pulcherrima (ITS); D12 (DA 4CM NS4), Metschnikowia pulcherrima
(ITS); D3 (DA OCM NS3), Metschnikowia sinensis (ITS), Metschnikowia pulcherrima (D1/D2); D8 (DB OCM NS4),
Metschnikowia chrysoperlae (ITS), Metschnikowia pulcherrima (D1/D2)
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Mikrosatelit primerlerinin her ikisi de ((ATG)s ve (GTG)s) ¢alisilan 5 susta, ITS bdlgesi
sekanslamasina gore tanimlanmis 4 farkli M. pulcherrima susu olarak farkhlastirmistir (Sekil
4.42). B10 ve B33 suslarinin ayni paterne sahip olmasi bu suslarin ayni sus olmasi ihtimalini
gugclendirmistir. B11, D4 and D12 suslarinin herbiri ayri patern olusturmustur. Benzer sekilde,
D1/D2 domainine gore tanimlanmis M. pulcherrima D3 ve D8 suslarinin da ayni paterni

gosteren profil olusturduklari belirlenmistir.

Genel olarak, OPA-03, (ATG)s and (GTG)s primerlerinin, M13 ile kiyaslandiginda 5 M.
pulcherrima susunu 4’e ayirarak daha fazla ayirici gicinin oldugu kararina variimistir.

4 primerin kullanimi ile ITS bolgesi sekansi ile sirasiyla M. sinensis ve M. chrysoperlae;
D1/D2 sekansi ile ise M. pulcherrima olarak tanimlanan 2 sugun (D3, D8) her daim ayni paterni
gOsterdigi ve dolayisiyla ayni susa ait olmalari ihtimalinin yiksek oldugu saptanmistir (Tablo
4.31).

(ATG)s ‘ | (GTG)s |
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Sekil 4.42. Metschnikowia pulcherrima suslarinin (ATG)s ve (GTG)s microsatelit primerleri ile
PZR amplifikasyon drunleri

M, 100bp molekiler Markér; M.p referans sug Metschnikowia pulcherrima (DSMZ); B10 (BB 0CM NS2),
Metschnikowia pulcherrima (ITS); B11 (BB 0OCM NS3), Metschnikowia pulcherrima (ITS), Metschnikowia
aff. pulcherrima (D1/D2); B33 (BB 4CM NS8), Metschnikowia pulcherrima (ITS), Metschnikowia aff.
pulcherrima (D1/D2); D4 (DA OCM NS4), Metschnikowia pulcherrima (ITS); D12 (DA 4CM NS4),
Metschnikowia pulcherrima (ITS); D3 (DA OCM NS3), Metschnikowia sinensis (ITS), Metschnikowia
pulcherrima (D1/D2); D8 (DB 0CM NS4), Metschnikowia chrysoperlae (ITS), Metschnikowia pulcherrima
(D1/D2).
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Tablo 4.31. M. pulcherrima olarak tanimlanan suslar icin 4 primer kullanimi ile elde edilen
paternler.

Sus RAPD primerleri Mini ve Mikrosatelit primerleri Patern kombinasyonu
OPAO3 M13 (ATG)s (GTG)s
B10 A A A A A
B11 B A B B B
B33 A A A A A
D4 C B C C C
D12 D C D D D
D3* C D E E E
D8* C D E E E

*D3, D8 suslari D1/D2 sekansina goére M. pulcherrima olarak tanimlanmistir (diger tim suslar ITS bdlgesi sekansina goére M.
pulcherrima olarak tanimlanmistir).

Bu sonuclara gére B11 in diger B suslarindan farkl bir sus oldugu ortaya konmustur.

Bu calismada, dort primerin sonuglarinin kombinasyonu, 4 L. thermotolerans izolatini
2 farkh klona, 4 H. uvarum izolatini 4 farkl klona, 4 H. opuntiae izolatini 4 klona, 7 M.
pulcherrima izolatini 5 farkli klona (Tablo 4.32) ayirmistir. Kullanilan teknik, ¢aligilan suslari
her primer (OPA-03, M13, (ATG)s ve (GTG)s) ile farkli profillere ayirmistir (Tablo 4.33).

Tablo 4.32. RAPD-PZR ile caligilan non-Saccharomyces tirlerde klon farkhliklari

Her bir primer ile olugan patern sayisi

Tarler Calisilan OPAO3 MI13 ATG GTG Klon
izolatlar sayisi
L. thermotolerans 4 2 2 1 2 2
H. uvarum 4 3 4 2 3 4
H. opuntiae 4 4 4 4 4 4
M. pulcherrima 7 4 4 5 5 )
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Tablo 4. 33. Maya turlerinin farkl primerlerin kullanimi ile ortaya ¢ikan molekiiler profilleri

Maya suslari Maya RAPD Primer Mikrosatelit Primerleri
kodlari OPA03 M13 (ATG)s (GTG)s
L. thermotolerans
DSMz 215+170+120 730+600+390+ 280+220 270+170
350+260+240+
215
06 700+450+400+ 1500+600+500+ 750+510+400+ 750+500+450+
270+250+215+95 400+350+275+ 350+270 400+320+260+
270+250 250
09 400+270+250+ 500+400+350+ 750+510+400+ 750+400+320+
215+95 275+270+250 350+270 260+250
016 400+270+250+ 1500+600+500+ 750+510+400+ 750+400+320+
215+95 400+350+275+ 350+270 260+250
270+250
022 400+270+250+ 1500+600+500+ 750+510+400+ 750+400+320+
215+95 400+350+275+ 350+270 260+250
270+250
H. uvarum
DSMZ 750+450+300+ 1500+1000+800+6  530+450+400+ 1000+700+460+4
280+220+180 00+500+450+ 300+250+150 00+220+180
350+310+260+
230
E11l 750+450+310 2800+1200+1000+  530+450+400 1000+900+700
+250 820+600+500 +300+250+150 +600+460+400+2
+480+450+300 20
E14 750+450+310 2800+1200+1000+  530+450+400+ 1000+900+700+6
+250 820+600+500+ 300+250+150 00+460+400+220
480+450+300
K13 310+250+240 1100+610+480+ 530+450+400+ 900+700+620+
+160 320+280 300+250+150 460+400+220
K25 250 1500+1300+1000+  530+450+400+ 400+220
820+610+480+ 300+150
300+220+180
H. opuntiae
05 900+830+700+ 1000+850+750+ 950+700+650 1500+1300+900+
600+500+430+ 650+590+410+ +510+390+320+ 700+600+480+40
380+250+180 350+280 280+240 0+320+290+210+
180
o7 900+830+430+ 750+650+600+ 1700+1400+950+7 2000+1500+
380+250+180 410+350 00+650+440+320+  1100+900+700+6
280+240 00+480+400+320
+290+210
K2 430+380+250+ 850+750+600+ 700+650+320+ 900+700+600+
180 350 280+240+150 480+400+320+
290+210
K60 280+250+180 860+600+450+ 650+320+240 480+400+350+
350 290+250
Metschnikowia spp.
M. pulcherrima DSMZ 450+400+310+28 1100+900+800+ 250+220+180 550+400+350+
0+220+ 600+590+450+ 280+250+200+
200+130 250+100 120
M. pulcherrima B10 310+280+220 850+600+400+ 900+650+400+ 900+550+400+
+200+150 220+210+180 300+250+220 300+180+150
M. pulcherrima B11* 220+200+150+ 850+600+400+ 400+300+250+ 400+150+110
120 220+210+180 220
M. pulcherrima B33* 310+280+220+ 850+600+400+ 900+650+400+ 900+550+400+
200+150 220+210+180 300+250+220 300+180+150
M. pulcherrima D4 400+320+270+ 850+600+270+ 1500+1200+900+6  900+550+400+
220+150 210 50+400+300+250+ 350+270+180+
220 130
M. pulcherrima D12 400+290+220 850+600+270 1200+900+700+65  550+400+270+
0+400+300+ 150
250+220
M. sinensis D3* 400+320+270+ 900+600+300+ 900+650+400+ 1500+900+800+5
220+150 210 270+250+200 50+400+300
M. chrysoperlae D8* 400+320+270+ 900+600+300+ 900+650+400+ 1500+900+800+5
220+150 210 270+250+200 50+400+300

DSMZ; German collection of microorganisms and cell cultures GmbH (Germany); * D1/D2 domain sekanslama ile farkli tanimlanan suslar: B11,
Metschnikowia aff. pulcherrima; B33, Metschnikowia aff. fructicola; D3, Metschnikowia pulcherrima; D8, Metschnikowia pulcherrima.

92



Bu calismada, RAPD ve mikrosatelit primerlerinin farkli Gzim baglarinin Gzimlerinden
izole edilen maya suslarinda biyocesitliligin belirlenmesinde kullanilabileceg@i belirlenmistir.
Farkli RAPD ve mikrosatelit primerleri suslari birbirinden ayirmak icin kullaniimistir. Primerlerin
farkli suslari ayirma 6zelligi tire 6zeldir. Ornegin (ATG)s, L. thermotolerans suslari icin 6zel bir
profil olusturmamaktadir, dolayisiyla en az ayirici primerdir. Diger 3 primer O6 ve O9'u diger
suslardan ayimistir. M13 primerinin L. thermotolerans tirleri arasindaki ayirici 6zelligi
Gonzalez vd. (2017) tarafindan rapor edilmistir.

H. uvarum suglarinin farklilastiriimasi icin M13 en iyi primer olarak tespit edilmistir.
Calisilan dort adet susun hepsini birbirinden ayirt edebilmek mimkin olmustur. (ATG)s ise bir
Ozel patern ile en az ayirici glcu olan primer olarak belirlenmigtir.

(ATG)s, (GTG)s, OPAO3 ve M13 primerleri Cadez vd. (2002) tarafindan
Hanseniaspora (Kloeckera) suslarinin kimelem (cluster) analizinde kullaniimistir. Bujdoso vd.
(2001a) RAPD primeri OPAO3’Un H. uvarum suslarinin ayrigtiriimasinda etkili oldugunu rapor
etmiglerdir.

Literatiirde H. opuntiae tirt suslarini ayirici herhangi bir galismaya rastlanmamistir.
Bu calismamizda 4 farkli primerin kullanimi ile H. opuntiae suslarinin klon karakterizasyonu
bu suslarin birbirleri arasinda farkhligin yiksek oldugunu géstermistir. Kullanilan doért primer
de, dort H. opuntiae susunu birbirinden ayirt edebilmistir: hem farkli Gzim cesidinden
(Okiizgozii ve Kalecik Karasi) izole edilen, hem de ayni (izim g¢esidinden izole edilen suslar
farkh bulunmustur.

M13 ve OPAO3 primerleri, M. pulcherrima’nin galisilan 7 izolatinin 4’Gna ayirabilmistir.
Diger iki mikrosatelit primeri ise 7 M. pulcherrima susundan 5’ini farkhlagtirmistir. M13 primeri

ile M. pulcherrima’nin farkllastiriimasi Gonzalez vd. (2017) tarafindan da rapor edilmigtir.
4.8. Secgilmis Suslar ile Coklu-Kiiltiir Sarap Yapimi

Geleneksel saraplar yaninda ticari suslarin kullanimi ile de saraplar Uretilmigtir. Sarap
yapiminda kullanilan Saccharomyces suslarinin farkliliklari, farkli tat ve aroma profiilerinin
olusmasina neden olmaktadir (Bisson, 2012). Ayrica non-Saccharomyces suslari da bu
farkhliklar artirmaktadir. Kalecik Karasi tzimleri secilmis suslarin denenmesinde kullaniimisg,
sarap uUretimlerimiz gerceklesmistir. Kavaklidere Saraplari A.S. ile is birligi gercevesinde, ticari
mayalar ile Uretilen Kavaklidere fabrika Uretimi Kalecik Karasi saraplarini, paralel bicimde
suslarimiz ile dretilen saraplar ile kiyaslanma imkani bulunmustur. Saraplar, patlatiimis Kalecik
Karasi Uzumlerine starter kilturlerin sirali inoktlasyonu ile hazirlanmigtir.

Buna gdre kullanilan suslarimiz asagida Tablo 4.34’te gOsterilmektedir.
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Tablo 4.34. Kalecik Karasi Gzumuyle yapilan saraplarda kullanilan ¢oklu suslar

non-Saccharomyces Sus

Saccharomyces Sus

Saraplar Sus Adi isimlendirme Sus Adi isimlendirme
1LT+S.C L. thermotolerans 09 OB 4CM NS4 S. cerevisiae K71 KA 32NM S2
2.L.T + Laffort S.C L. thermotolerans 09 OB 4CM NS4 Laffort S. cerevisiae RB2 RB2
3WA+S.C W. anomalus K41 KAOCM S1 S. cerevisiae K71 KA 32NM S2
4MP+S.C M. pulcherrima D3 DA OCM NS3 S. cerevisiae K71 KA 32NM S2
5HO+S.C H. opuntiae K2 KA OCM NS2 S. cerevisiae K71 KA 32NM S2
6.S.C - - S. cerevisiae K71 KA 32NM S2
7.Laffort S.C - - - Laffort S. cerevisiae RB2 RB2

K,Kalecik Karasi; O,0kiizgézi; D,Dimrit tiziim gesitleri; A, A paralel; B, B paralel; CM, soguk maserasyon; NM, maserasyon.

Kalecik Karasi uUziminden elde edilen siranin 6zgul agirhigi Nurgel vd. (2005)
tarafindan 1.080-1.100 g/m? olarak belirlenmis ve yaklasik 5-7 gun icinde fermantasyon
sonucunda bu degerin 1.000 g/m? altina diistigind belirtmislerdir. Bizim sarap yapiminda
kullandigimiz siranin 6zgil agirhgr 1.092 g/m? olarak 6lgllmis ve besinci giin bu deger 1.000
g/m?® altina dismdistir. Selli vd. (2001) Kalecik Karasi iziminden elde edilen siranin briks
degerini 22.8 olarak dlgerken, bizim kullandigimiz siranin briks degeri 22.7 olarak bulunmustur.
Bununla birlikte, Selli vd. (2001) siranin toplam asitliginin tartarik asit cinsinden 8.3 g/L
oldugunu belirtirken siralarin asitliginin 3-15 g/L (tartarik asit cinsinden) arasinda olabilecegini
vurgulamisglardir. Bizim kullandigimiz siranin toplam asitligi tartarik asit cinsinden 5.82 g/L
olarak olctlmustir ve bu deger literatirdeki degerlerle uyumludur. Ayrica, Selli vd. (2004)
Kalecik Karasi Gzimunden elde edilen sarabin toplam asitlik degerini (tartarik asit cinsinden)
5.0 ve 5.9 g/L olarak belirlemislerdir. Yerel suslarla yaptigimiz saraplarin (L.T-S.C, M.P-S.C,
W.A-S.C, H.O-S.C ve S.C) toplam asitligi 4.90-5.36 g/L arasinda degisim gosterirken ticari
maya kullanilan LT-Laffort S.C ve Laffort S.C saraplarinin toplam asitligi 4.74 ve 4.13 g/L
olarak bulunmustur. Tirk Gida Kodeksi'nde ise toplam asitliginin tartarik asit cinsinden en az
3 g/L olmasi gerektigi belirtiimistir (Anonim, 2009) ve butin saraplarimiz bu kriteri
saglamaktadir. Siranin pH degeri ise 3.73 olarak bulunurken sarap érneklerinde pH degerleri;
yerel suslar kullanilan saraplarda (L.T-S.C, M.P-S.C, W.A-S.C, H.O-S.C ve S.C) 3.60-3.71,
ticari maya kullanilan saraplarda (L.T-Laffort S.C ve Laffort S.C) 3.77 ve 3.96 olarak
bulunmustur. Selli vd. (2004), Kalecik Karasi Gzimunden elde edilen siranin pH degerinin 3.5-
3.6, fermentasyondan sonra ise 3.4-3.6 arasinda oldugunu belirtmislerdir. Degerler arasindaki
bu farkliliklar hasat zamani, topragin nem icerigi ve mineral bilesimi gibi faktérlerden
kaynaklanabilmektedir (Boulton vd., 1999).

4.8.1. Gelistirilen Starter Kiiltiirler ile Uretilen Saraplarda Enolojik Testler
Kalecik Karasi saraplari enolojik analizleri WineScan™ (FOSS) cihaziyla yapiimistir

ve sonuclar Tablo 4.35 ve 4.36'de gosterilmistir.
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Tablo 4.35. Kalecik Karasi Gziminden yapilan saraplarin enolojik analiz sonuglari

Kalecik Karasi Uziimii Giin Ozgiil Agirhk Ozgiil Agirhk Briks Briks Alkol Toplam Asit (g/L Etanol H Alfa Amino indirgen Seker Ucar Asit (g/L asetik Malik Asit
(g/m®) Alkol (%v) (%v) tartarik asit) (%v/iv) p (mg/L) (g/L) asit) (g/L)
Y7 Kavaklidere Sarabi 0 1.092 13.16 22.7 13.24 5.82 - 3.73 328 - - -
(Buyiik Olgekli) - - - - 4.74 13.5 3.75 - 2.3 0.41 -
1.L.T+SC 0 1.092 13.16 22.7 13.24 5.82 - 3.73 328 - - -
1 1.087 12.41 210 12.08 6.73 - 3.55 258 - - -
2 1.040 - 13.6 7.18 7.81 - 3.41 249 - - -
3 1.025 - 111 5.58 7.81 - 3.43 279 - - -
4 1.002 - 7.4 - 7.5 - 3.48 298 - - -
5 0.993 - - - 5.82 13.9 3.81 - 35 0.26 3.02
13 0.993 - - - 6.73 12.8 3.54 - 2.4 0.22 2.77
61" - - - - 4.90 13.0 3.71 - 2.2 0.40 -
2.L.T+Laffort SC 0 1.092 13.16 22.7 13.24 5.82 - 3.73 328 - - -
1 1.083 11.81 210 12.08 6.28 - 3.39 251 - - -
2 1.040 - 13.7 7.54 7.65 - 3.46 266 - - -
3 1.026 - 115 5.84 7.65 - 3.48 289 - - -
4 1.002 - 7.6 - 7.35 - 3.53 306 - - -
5 0.994 - - - 6.58 12.9 3.61 - 5.4 0.23 2.82
13 0.993 - - - 6.43 13.2 3.62 - 2.3 0.24 2.78
61" - - - - 4.74 13.4 3.77 - 2.2 0.40 -
3. W.A+SC 0 1.092 13.16 22.7 13.24 5.82 - 3.73 328 - - -
1 1.089 12.71 213 12.28 6.73 - 3.56 269 - - -
2 1.039 - 13.3 6.99 7.96 - 3.42 211 - - -
3 1.024 - 11.0 5.52 8.11 - 3.43 290 - - -
4 1.001 - 7.3 - 7.65 - 3.48 300 - - -
5 0.994 - - - 6.89 12.3 3.54 - 3.9 0.18 2.90
13 0.993 - - - 6.73 12.7 3.55 - 2.4 0.21 291
61" - - - - 5.05 12.8 3.70 - 2.3 0.38 -
4. M.P+SC 0 1.092 13.16 22.7 13.24 5.82 - 3.73 328 - - -
1 1.087 12.41 210 12.08 6.43 - 3.48 265 - - -
2 1.040 - 13.6 7.18 7.81 - 3.39 208 - - -
3 1.026 - 11.3 571 8.11 - 3.41 280 - - -
4 1.002 - 7.4 - 7.65 - 3.45 294 - - -
5 0.995 - - - 7.04 12.3 3.52 - 4.9 0.20 2.66
13 0.993 - - - 6.58 12.3 3.52 - 2.4 0.22 2.55
61" - - - - 5.36 12.7 3.62 - 25 0.37 -
5.H.0+ SC 0 1.092 13.16 227 13.24 5.82 - 3.73 328 - - -
1 1.092 13.16 218 12.62 6.73 - 3.57 282 - - -
2 1.042 - 14.0 7.44 8.11 - 3.37 205 - - -
3 1.027 - 11.5 5.84 8.26 - 3.38 279 - - -
4 1.003 - 7.6 - 7.81 - 3.43 288 - - -
5 0.995 - - - 7.04 12.3 3.49 - 5.4 0.18 2.84
13 0.993 - - - 6.89 12.7 3.50 - 2.3 0.20 2.81
61" - - - - 5.36 12.8 3.63 - 2.2 0.37 -
6.SC 0 1.092 13.16 227 13.24 5.82 - 3.73 328 - - -
1 1.084 11.96 20.7 11.87 6.58 - 3.44 260 - - -
2 1.037 - 13.0 6.79 7.96 - 3.38 213 - - -
3 1.023 - 10.8 5.39 7.96 - 3.40 279 - - -
4 1.004 - 7.7 - 7.81 - 3.42 291 - - -
5 0.996 - - - 7.19 12.2 3.48 - 7.8 0.20 2.68
13 0.993 - - - 7.04 12.5 3.48 - 2.7 0.22 2.68
61 - - - - 5.36 12.7 3.60 - 25 0.41
7. Laffort SC 0 1.092 13.16 227 13.24 5.82 - 3.73 328 - - -
1 1.077 10.92 19.9 11.34 6.58 - 3.51 235 - - -
2 1.026 - 11.7 5.96 7.19 - 3.59 273 - - -
3 1.016 - 10.1 4.95 7.19 - 3.61 336 - - -
4 0.999 - 7.4 - 6.89 - 3.67 342 - - -
5 0.994 - - - 6.89 12.5 3.52 - 4.1 0.18 2.86
13 0.992 - - - 5.66 14.1 3.82 - 2.0 0.29 2.97
61 - - - - 4.13 14.2 3.96 - 2.3 0.52 -

*Son sarap analizi (61. Giin, siseleme giinii); **S.C, Saccharomyces cerevisiae K71 (KA 32NM S2); L.T, Lachancea thermotolerans 09 (OB 4CM NS4); W.A, Wickerhamomyces anomalus K41 (KA 0CM S1); M.P, Metschnikowia pulcherrima D3 (DA 0CM NS3); H.O, Hanseniaspora opuntiae K2 (KA 0CM NS2);
Laffort S.C (RB2), ***0. glinde, non-Saccharomyces mayalarin (L.T, W.A, M.P, H.O) inokiilasyonu yapilmistir. 2. giin, Saccharomyces cerevisiae K71 inokiile edilmistir (sequential inoculation).
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4.8.2 Uretilen Saraplarda Enolojik Testler

Tablo 4.36. Kalecik Karasi Uzimunden yapilan saraplarin son enolojik analiz sonuglari

Kalecik Serbest Toplam CO2 O2 Etanol  Toplam pH Ucar indirgen
Karasi SOz SO2 (mg/L) (mg/L) (%viv) Asitlik Asit Seker
Saraplari (mgl/L) (mg/L) (g/L (g/L (g/L)
tartarik asetik
asit) asit )
1.LT+ SC 25 46 436 4.09 13.0 4.90 3.71 0.40 2.2
2.LT+Laffort SC 32 59 352 4.25 134 4.74 3.77 0.40 2.2
3. WA+ SC 37 67 432 3.71 12.8 5.05 3.70 0.38 2.3
4, MP+ SC 40 71 433 3.32 12.7 5.36 3.62 0.37 25
5. HO+ SC 41 71 423 3.83 12.8 5.36 3.63 0.37 2.2
6. SC 47 77 413 3.47 12.7 5.36 3.60 0.41 25
7.Laffort SC 39 73 225 3.20 14.2 4.13 3.96 0.52 2.3

*S.C, Saccharomyces cerevisiae K71 (KA 32NM S2); L.T, Lachancea thermotolerans O9 (OB 4CM NS4); W.A,
Wickerhamomyces_anomalus K41 (KA OCM S1); M.P, Metschnikowia pulcherrima D3 (DA OCM NS3); H.O, Hanseniaspora
opuntiae K2 (KA OCM NS2); Laffort S.C (RB2)

Sarap standartlari Tablo 4.37’de verilmistir. Buna gore, Avrupa Standarti ve Turk Gida
Kodeksi'nde, kirmizi saraplar i¢in kiikurt dioksit miktarinin en fazla 150 mg/L olmasi gerektigi
gorulmektedir. (Tablo 4.37). Saraplarimizin son asamada, siselemeden énce yapilan analizine
gore toplam SO iceridi 46 ile 77 mg/L arasindadir (Tablo 4.36). Bu nedenle, saraplarin SO,
miktarlari yonetmeliklere gore kabul edilebilir sinir i¢cindedir. Ayrica, Avrupa standartlarinda
CO:; igerigi icin maksimum sinir 3 g/L iken, Turk Gida Kodeksi'nde 2 g/L ve US standartinda
3,92 g/L olarak belirlenmigtir. Saraplarimizin CO; igerigi 0.225 g/L ile 0.436 g/L arasindadir ve
bu degerler standartlarla tutarlidir. Buna ek olarak, Avrupa standarti ve Turk Gida Kodeksi'nde
alkol iceriginin %15'ten (v/v) az olmasi gerektigi, US standartinda ise %14'ten (v/v) az olmasi
gerektigi belirtilmistir. Saraplarimiz arasinda en yuksek alkol oranina sahip olan %14.2 (v/v)
ile ticari S. cerevisiae (LAFFORT) mayasi ile yapilan saraptir. Bu deder Avrupa standarti ve
Turk Gida Kodeksi'ne goére kabul edilebilir sinir icindedir fakat US standartinda belirtilen
degerden biraz daha fazladir. En az alkol igerigine sahip saraplar, S. cerevisiae ile yapilan S.C
ve M. pulcherrima ve S. cerevisiae ile yapilan M.P-S.C saraplaridir. Avrupa standarti ve US
standartinda sarabin toplam asitliginin tartarik asit cinsinden 3 g/L’den az olmamasi gerektigi
belirtilirken Tdrk Gida Kodeksi’ne gore ise 3.5 g/L'den az olmamalidir. Saraplarin toplam asitligi
(tartarik asit cinsinden) 4.13 ile 5.36 g/L arasinda degismektedir. Bu nedenle, saraplarin asitligi
standartlara gore kabul edilebilir sinir igerisindedir.Ribéreau-Gayon vd. (2006) ucar asit miktari
0.72 g/L'nin altinda ise bunu duyusal analizde tespit etmenin kolay olmadigini, ancak bu esigin

uzerinde ise garabin aromasini kétu yonde etkiledigi ve aromanin bozulmaya basladigini
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belirtmistir. Ucar asiti olusturan en dnemli etkenlerden birisi asetik asit miktaridir ve asetik asit
seviyesi 0.90 g/L'nin tzerinde oldugunda, sert ve aci son tatlar tespit edilebilir. Bununla birlikte,
US standartinda kirmizi saraplar icin maksimum ucar asitlik 1.4 g/L asetik asit ve Avrupa
standarti ve Turk Gida Kodeksi'nde 1.2 g/L asetik asit olarak belirlenmigtir. Saraplarimiz igin
en yuksek ucar asit degeri 0.52 g/L olup, ticari S. cerevisiae (LAFFORT) ile yapilan saraba
aittir ve diger saraplar icin 0.37 ile 0.41 g/L arasindadir. Bu degerler, standartlarda belirtilen
maksimum ucar asitlik sinirindan daha dusuk oldugu igin kabul edilebilir sinir igindedirler.
Ayrica, 0.90 g/L esiginin altinda olduklarindan, saraplar aci ve eksi son tatlara sahip degildir.
Saraplarin pH degeri, Uzimdn tdrd, hasattaki olgunluk derecesi, mevsim, olgunlasma
sirasinda topradin nem igerigi ve mineral bilesimi gibi birgok faktére baglidir.istenilen pH degeri
kirmizi saraplar igin 3.0-3.3 aralijinda bulunmaktadir. Bununla birlikte, asiri olgunlasmis
tzumler, serin havadan dolayi uzun siren buyime donemleri ve erken yagis gérulmemesi gibi
cesitli etkenler saraplarin pH degerininin 3.5-4.0 araliginda olmasina neden olmaktadirlar
(Boulton vd., 1999). Laffort mayasi kullanilan LT-Laffort SC ve Laffort SC saraplari en yuksek
pH degerlerine sahip iken diger saraplarin pH degerinin 3.60-3.71 araliginda oldugu

gorilmektedir.

Tablo 4.37. Sarap standartlari

Avrupa Standarti® Tirk Gida Kodeksi®® US Standarti®
Alkol %15 (v/v) ‘den az %9<ve <%15 (v/v) %14 (v/vs) ‘den az
Kukurt Kirmizi Sarap: 150 mg/L Kirmizi Sarap: 150 mg/L Maksimum miktar 350 ppm (parts
dioksit Beyaz Sarap: 200 mg/L Beyaz Sarap: 200 mg/L per million)
Ucar Asit Kirmizi Sarap: Kirmizi Sarap: Kirmizi Sarap:
20 mEqg/L ‘den az 20 mEqg/L ‘den az 23.31 mEqg/L ‘den az
(=1.20 g/L asetik asit) (=1.20 g/L asetik asit) (=1.40 g/L asetik asit)
Beyaz Sarap: Beyaz Sarap: Beyaz Sarap:
18 mEq/L ‘den az 18 mEq/L ‘den az 19.98 mEg/L ‘den az
(=1.08 g/L asetik asit) (=1.08 g/L asetik asit) (=1.20 g/L asetik asit)
Karbon Maksimum miktar 3 g/L Maksimum miktar 2 g/L Maksimum miktar 3.92 g/L
dioksit
Asitlik En az 3 g/L, tartarik asit En az 3,5 g/L, tartarik asit En az 3 g/L, tartarik asit cinsinden
cinsinden cinsinden

1, EU Commission; 2, Turk Gida Kodeksi Sarap Tebligi (2009, 2013); 3, CFR, Electronic Code of Federal Regulations

4.8.3. Uretilen Saraplarda Duyusal Analizler

Saraplarin duyusal analizi tecriibeli deglstatorlerden olusan alti kisilik (1. grup) ve bes
kisilik (2. grup) iki grup tarafindan gerceklestiriimistir. Duyusal analiz, renk, aroma, dolgunluk,
tatlilhk, asitlik, acilik, burukluk, son burukluk ve genel izlenim olmak Utzere 9 farkh kritere
dayanmaktadir. Degustatorler sarap orneklerini bu kriterlere gére 0 (zayif) ila 5 (guglu)
arasinda degerlendirmistir. Test edilen saraplarin duyusal analiz profilleri, Excel Office 365

tarafindan radar grafiklerinde olusturulmustur. Blyuk 6lgekli saraplardan alinan érnekler de
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kontrol amagl analizlerde duyusal analizlere tabi tutulmustur. Ancak, kosullar ayni olmadigi
icin radar grafiklere dahil edilmemistir.

Sekil 4.43'te 1. grup ile gergeklestirilen duyusal analizin sonuglari radar grafikte
gOsterilmistir. Bu grafikte ticari maya (LAFFORT) kullanilarak yapilan Laffort S.C sarabinin
renk, aroma, burukluk ve son burukluk kriterlerinde diger saraplara gére daha iyi olarak
degerlendirildigi gorulmektedir. L. thermotolerans (09) ve S. cerevisiae (K71) suslari
kullanilarak yapilan L.T-S.C sarabi ve ticari (LAFFORT) maya kullanilarak yapilan Laffort S.C
sarabinin dolgunlugu digerlerine gére daha ylksek bulunmustur. Ayrica, Laffort S.C sarabinin
tatlihgi digerlerinden daha yuksek olarak degerlendirilmigtir. W. anomalus (K41) ve S.
cerevisiae (K71) suslariyla yapilan W.A-S.C sarabinin ve Laffort S.C sarabinin aciligi daha
yiksek bulunmustur. H. opuntiae (K2) ve S. cerevisiae (K71) suslar kullanilarak yapilan H.O-
S.C sarabi ve L.T-S.C sarabinin asiditesi digerlerine kiyasla daha yuksek olarak
degerlendirilmistir. Bu farkliliklara ragmen, S. cerevisiae (K71) susuyla yapilan S.C sarabinin

genel izlenim skoru digerlerinden daha yuksektir.

Kalecik Karasi Duyusal Analiz Profili (1.grup)

| T-S.C L.T-Laffort S.C W.A-S.C M.P-S.C
H.O-S.C S.C e | affort S.C
Renk
Genel izlenim 4 Aroma
Son Burukluk Dolgunluk
Burukluk N Tatlihk
Acilik Asitlik

Sekil 4.43. Kalecik Karasi saraplari duyusal analiz profili (1. grup)

Sekil 4.44’te 6ne gikan saraplar daha belirgin olarak detaylandinimistir. Laffort S.C sarabinin
tathligr daha fazla bulunurken, L.T-S.C sarabinin asitligi daha ylksek olarak degerlendirilmistir.
Bununla birlikte, burukluk agisindan Laffort S.C sarabi daha buruk bulunmus ve son buruklugu
da daha yuksek olarak degerlendirilmistir. L. thermotolerans ve S. cerevisiae suslariyla yapilan
L.T-S.C sarabi ve Laffort SC sarabi, aroma ve dolgunluk kriterlerine gére daha ¢ok begeni
almistir (Sekil 4.44). Ote yandan, Laffort SC sarabi renk kriterinde, S. cerevisiae susuyla

yapilan S.C sarabi ise genel izlenim kriterinde daha yuksek puanlar almistir (Sekil 4.44).
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L.T-S.C, L.T-Laffort S.C, S.C ve Laffort S.C Duyusal
Analiz Profili (1.grup)

e || T-S.C === | T-Laffort S.C S.C  e=| affort S.C

Renk
5

Genel izlenim Aroma

Son Burukluk Dolgunluk

Burukluk Tathlik

Acilik Asitlik

Sekil 4.44. L.T-S.C, L.T-Laffort S.C ve S.C saraplarinin duyusal analizi (1. grup)

Ticari (LAFFORT) maya ile yapilan Laffort S.C sarabi, renk, aroma, dolgunluk, burukluk
ve son burukluk kriterlerinde daha iyi bulunmustur. S.C sarabinin acihgi, Laffort S.C
sarabindan daha dusuk bulunmustur. Birgok kritere gore, ticari maya (LAFFORT) ile yapilan
Laffort S.C sarabinin skoru, S. cerevisiae susuyla yapilan S.C sarabindan yuksek olmasina
ragmen S.C sarabinin genel izlenim skoru digerlerinden daha yuksektir (Sekil 4.44).
Sekil 4.45'te 2. grup ile gergeklestirilen duyusal analizin sonuglari radar grafikte gdsterilmistir.
Analiz Kavaklidere Sarap fabrikalarinin bes uzman degustatéri tarafindan gergeklestirilmistir.
Radar grafigi her bir kategori igin bes kisinin ortalamasi baz alinarak ve blyuk &lgcekli sarap
hari¢ tutularak olusturulmustur. Ayrica ticari maya (LAFFORT) kullanilarak yapilan Laffort S.C
sarabi tortulu oldugu belirtilerek dederlendiriimeye alinmamistir. Grafikte S. cerevisiae susuyla
yaptigimiz S.C sarabinin, renk ve son burukluk agisindan daha arzu edilir 6zellikler gdsterdigi
gorulmektedir. Ayrica, L. thermotolerans ve S. cerevisiae suslariyla yapilan L.T-S.C sarabinin,

aroma ve genel izlenime gore digerlerine gore daha iyi bulundugu gorilmektedir.

Kalecik Karasi Duyusal Analiz Profili (2.grup)

| T+S.C L.T+Laffort S.C W.A+S.C
M.P+S.C H.O+S.C S.C
Renk
) 4
Genel Izlenim 3 Aroma
\ p.
Son Burukluk x % Dolgunluk
7 4
A E
Burukluk Tatlilik
Acilik Asitlik

Sekil 4.45. Kalecik Karasi saraplari duyusal analiz profili (2.grup)
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L. thermotolerans susu ve ticari maya (LAFFORT) kullanilarak yapilan L.T-Laffort SC sarabi
dolgunluk kriterinde digerlerinden daha iyi olarak degerlendirilmistir. W. anomalus ve S.
cerevisiae suslariyla yapilan W.A-S.C sarabinin tatlihgi digerlerinden daha yiksek bulunurken,
H. opuntiae ve S. cerevisiae suslari kullanilarak yapilan H.O-S.C sarabinin aciligi ve asitligi
digerlerinden daha yiiksek olarak degerlendirilmistir. Ek olarak, M. pulcherrima (D3) ve S.
cerevisiae (K71) suslari kullanilarak yapilan M.P-S.C sarabinin buruklugu diger saraplardan
daha yuksek bulunmustur.

BlyuUk Olgek sarap (Uretim kosullarinin ayni olmamasi sebebiyle blyuk dl¢cek duyusal
analiz sonuglari grafiklere dahil edilmemistir), 2. grup degerlendirmelerde diger saraplara
kiyasla daha 6n plana ¢ikmigtir. Bununla beraber, buyik 6lcekli kontrol sarap ve L.T-S.C
suslari ile yapilan sarap, genel izlenimde, yakin seyretmislerdir. Ayrica aroma kriterinde blyUk
Olcegin hemen arkasindan gelmistir. Geligtirilen L. T-S.C suslarin, biyik 6lcekli Gretimde daha
basarili sonuglar verecegi dusunulmektedir. Buyuk olcekli Gretimlerde kiicik hacimli Gretimlere
gore daha kontrollt Uretim saglanabilmektedir (Jolly vd., 2014).

iki grubun duyusal analiz sonuglari kiyaslandiginda cesitli farkhliklar oldugu
gorulmektedir. 1. grubun duyusal analiz sonuglariyla olusturulan radar grafiginde (Sekil 4.43),
ticari maya (LAFFORT) kullanilarak yapilan Laffort S.C sarabinin renk, aroma, burukluk ve son
burukluk acgisindan daha arzu edilir 6zellikler tasidigi goértlmektedir. 2. grubun sonuglarini
goOsteren Sekil 4.45°'deki radar grafigi, S. cerevisiae susuyla yapilan S.C sarabinin renk ve son
burukluk kategorilerinde, L. thermotolerans ve S. cerevisiae suslariyla yapilan L.T-S.C
sarabinin aroma kategorisinde ve M. pulcherrima ve S. cerevisiae suslariyla yapilan M.P-S.C
sarabinin burukluk kategorisinde digerlerine gore daha 6ne ¢iktigini gostermektedir. Buna ek
olarak, 1.grup genel izlenime gore S. cerevisiae susumuzla yapilan S.C sarabi diger tim
saraplara gore en iyi olarak degerlendirilirken, 2. grup izole edilen suglarimiz ile yapilan
saraplar arasinda L. thermotolerans ve S. cerevisiae suslariyla yapilan L.T-S.C sarabini en iyi
olarak degerlendirmektedir. L.T-S.C ile yapilan sarap aromada da en yiksek puani almigtir.
M. pulcherrima ve S. cerevisiae suslariyla yapilan M.P-S.C sarabinin buruklugu digerlerine
gbre daha yuksek bulunmustur. Saraplarin tathlik skoru arasinda 6nemli bir fark yoktur. Asitligi
en ylksek bulunan sarap ise H. opuntiae ve S. cerevisiae suslari kullanilarak yapilan H.O-S.C
sarabi olmustur. Genel izlenime gore ise L. thermotolerans ve S. cerevisiae suglariyla yapilan
L.T-S.C sarabi (buylk o6lgcek saraba da en yakin olarak) en iyi olarak degerlendirilmistir. Bu
durum, potansiyel starter olarak SC (K71) susunun L.T ile birlikte, ticari olarak
kullanilabilecegini ve teknolojik kalitesi yliksek sarap Uretilebilmek icin denemeye deger oldugu

gercegini ortaya koymaktadir.
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4.8.4. Uretilen Saraplarda Aroma Bilesenleri

Tablo 4.38'de aroma bilesenlerinin koku esigi degerleri ve koku tanimlari verilmistir.

Sonuglar bu degerler g6z 6nitinde bulundurularak yorumlanmistir.

Tablo 4.38. Aroma bilesenleri koku egigi degerleri ve koku tanimlari

Aroma Bilegeni Koku Esigi (ug/L) Koku Tanimi

Alkoller

1-Propanol 306000 4 Alkol, olgun meyvemsi
izobtil Alkol 40000 @ Alkol, sarap, tirnak cilasi @
1-Butanol 150000 @ llag/kimyasal, alkol @
izoamil alkol 60000 @ Viski, tirnak cilasi
3-Etoksi-1-propanol 200 ® Meyvemsi ©®

Metionol 500 @ Pismis sebze ¥

Benzil Alkol 200000 ® Tatl, meyvemsi ®

Feniletil Alkol 10000 @ Gul, polen, parfim @
1-Pentanol 64000 © Badem, sentetik, balzamik ®
2,3 Butandiol 150000 ® Meyvemsi ©®

1-Heptanol 1000 @ Otsu, tath @
(E)-3-Hexen-1-ol 400 ™ Cim ©

3-Penten-2-ol Bulunamadi Bulunamadi

Esterler

Etil laktat 150000 ® Asit, ilag/kimyasal, cilek
Etil oktanoat 50 Meyvemsi, ananas, armut, gicek @
Etil-3-hidroksibutirat 20000 ¥ Yesil ziim, marshmallow ®
Dietil suksinat 6000 @ Hafif meyvemsi, sarap @
Etil-4-hidroksibutanoat ~ Bulunamadi Bulunamadi

Monoetil suksinat Bulunamadi Bulunamadi

Etil hekzanoat 50 Cigeksi, meyvemsi @
Asetatlar

isoamil asetat 300 Muz, meyvemsi, tath @
Feniletil asetat 250 @ Hos, ciceksi @

Aldehydes

Nonanal 280 Narenciye, ¢iceksi @

Keton

2,3-Bitandion 100 @ Krema, tath @

Asitler

Butanoik asit 10000 ® Eksimis, tath ®

Hekzanoik asit 3000 @ Peynir, yagh @

Oktanoik asit 1000 @ Peynir, yag asidi, eksimis, agir @
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Tablo 4.38.’nin devami

Aroma Bileseni Koku Esigi (ug/L) Koku Tanimi

Propanoik asit 8100 ¥ Peynir 4

Nonanoik asit 3000 ® Yagl

izovalerik asit 33.4M Baharat, peynir @

Asetik asit 200000 © Keskin, sirke ©

izoblitirik asit 2300@ Peynir, yagh, eksimis @
Heptanoik asit Bulunamadi Tatl, peynir ®

Laktonlar

y-Butirolakton 35000 ® Tatl, yagh ©

Pantolakton 1600 ©® Karamel ®

Fenoller

2-Metoksi-4-vinilfenol 380 G Karabiber, baharat, karanfil ®

C6 Bilesikler

2-Hexanol Bulunamadi Bulunamadi

1-Hexanol 8000 ™M Otsu, yagli, recineli, ciceksi, yesil, kesilmis ¢cimen *
Diger Bilesenler

Gayakol 75 G Dumansi, yanik, tath ®

Asetoin 150000 ® Yagl, krema ©®

Siringol Bulunamadi Bulunamadi

Dietil dl-malat 760000 ©® Asiri olgunlagmis, seftali, cimen ©®

1, Gémez-Miguez vd., 2007; 2, Wang vd., 2017; 3, Rocha vd., 2004; 4, Arcari vd., 2017; 5, Welke vd., 2014; 6, Tang vd., 2019; 7, Tao vd., 2010; 8, Escudero vd., 2007.

GC-MS sonuglarina gére L.T-S.C, W.A-S.C, H.O-S.C ve biylk dlgekli saraplarda
toplam 40 aroma bileseni belirlenirken L.T-Laffort S.C, M.P-S.C ve Laffort S.C saraplarinda 41
ve S.C sarabinda toplam 42 aroma bileseni tespit edilmistir (Tablo 4.39). Bu bilesenleri alkoller,
esterler, asetatlar, aldehitler, ketonlar,asitler, fenoller, C6 bilegikler ve gayakol, asetoin ve
siringol gibi diger bilesen olusturmaktadir. Aroma bilesenlerinin toplam konsantrasyonu L.T-
S.C igin 220.80 mg/L, L.T-Laffort S.C i¢in 130.60 mg/L, W.A-S.C i¢in 139.38 mg/L, M.P-S.C
icin 194.09 mg/L, H.O-S.C igin 148.61 mg/L, S.Ci¢in 164.52 mg/L, Laffort S.C igin 139.96 mg/L
ve buylk o6lgek igin 222.99 mg/L olarak bulunmustur.

Batln saraplar igin alkol ve ester bilesenlerinin konsantrasyonu diger bilesenlere oranla
daha fazladir. YUksek alkoller, seker metabolizmasinin ara Grina olarak, anabolik reaksiyonlar
sonucunda veya amino asitlerden Ehrlich reaksiyonu ile Uretilmektedir (Molina vd., 2007).
Yuksek alkol konsantrasyonu 300 mg/L'den disuk ise ylksek alkol bilesenleri sarabin arzu
edilen aromaya sahip olmasina katkida bulunurlar. Fakat konsantrasyon 400 mg /L'yi astiginda
yuksek alkoller aromaya negatif yonde etki ederler (Celik vd., 2017). Toplam alkol miktari L.T-
S.Cigin 178.17 mg/L, L.T-Laffort S.C icin 109.08 mg/L, W.A-S.C i¢in 117.78 mg/L, M.P-S.C
icin 163.63 mg/L, H.O-S.Cicin 122.17 mg/L, S.C i¢in 126.85 mg/L, Laffort S.C i¢cin 106.03 mg/L
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ve buyuk olcek igin 183.52 mg/L olarak bulunmustur. Toplam alkol miktari en ylksek olan
sarap ticari maya (LAFFORT) kullanilarak yapilan buyulk élgekli saraba aittir. Alkol bilesenleri
icinden izobdtil alkol, izoamil alkol, feniletil alkol ve 2,3-butanediol en yiksek miktara sahiptir.
Batln saraplar icin izoamil alkolin OAV (odour activity value) degeri 1’den blyuktir ve bu
bilesen viski aromasi vermektedir (Wang vd., 2017). Meyve aromasi veren 3-Etoksi-1-propanol
bileseni L.T-S.C ve M.P-S.C saraplarinda daha yuksektir ve diger saraplarin sonuglariyla
karsilastirildiginda énemli dlgide farkh oldugu goérilmustir. Pismis sebze aromasi veren
metionol bileseni (Arcari vd., 2017) miktarinin Laffort S.C ve blyuk &lgcekli sarapta esik
degerinden fazla oldugu goérulmustar (OAV>1). Gll aromasi veren feniletil alkol bileseni (Wang
vd., 2017) biyUk Olcekli sarapta en yuksek miktarda bulunmustur ve bu sonug digerlerine gore
onemli dlgude farkhdir. Bununla birlikte, L.T-Laffort ve Laffort S.C sarabinda feniletil alkol

bileseni istatiksel agcidan dnemli sayilabilecek dlglide az miktardadir.
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Tablo 4.39: Kalecik Karasi saraplarinda aroma bilesenleri (ug/L) analizi (GC-MS) sonuglari

LRI L.T-S.C L.T-LAFFORT SC W.A-S.C M.P-S.C H.O-S.C S.C LAFFORT S.C Buyuk 6lgek
Alkoller
1-Propanol 1031  5009.67+78.28"8 4432.28+6.588¢ 3698.92+323.06°° 5699.71+490.824 3228.35+93.77°F 2130.58+20.10F 3936.96+333.74P 2877.70+279.96F
izobitil Alkol 1098  12294.49+1090.15* 7641.89+58.26° 7572.80£301.90°P 11982.30+£585.014 7763.52+35.70° 7814.82+188.11¢ 6209.69+572.47° 9566.70+50.428
1-Butanol 1151  370.92+24.42* 213.54+13.36° 222.05+5.748¢ 373.77+21.08* 185.10+11.89°P 156.92+3.01° 335.83+23.25% 263.62+13.588
izoamil Alkol 1236  137484.29+1300.00* 81466.08+573.998 89834.49+4273.67° 123212.00+10072.80* 92641.06+943.128 97752.90+2906.98° 81802.48+2731.328 138465.85+2559.954
3-Etoksi-1-propanol 1389  353.90+34.31* 229.54+10.67°P 244.69+12.72°¢ 298.83+16.75° 228.99+1.82¢P 186.00+9.05°F 244.45+16.8° 175.15+7.57¢
Metionol 1721  345.77+33.66° 141.86+8.557 277.78+5.51PF 314.24+26.20°° 222.74+3.56F 269.63+7.79PE 597.54+47.08A 461.36+7.398
Benzil Alkol 1853  259.06+13.85"8 158.54+2.46P 204.72+7.53¢ 208.77+8.67¢ 254.61+1.88"8 238.18+0.56° 278.30+18.114 203.27+9.33¢
Feniletil Alkol 1916  14640.96+959.438 9005.38+127.12F 11333.99+551.85° 14553.40+£1057.078 12567.99+82.79°°  13749.40+278.825¢  6910.12+548.40" 25215.71+42.83*
1-Pentanol 1262  73.77+4.20"® 74.48+7.36" 58.79+2.88¢ 74.56+5.68" 61.99+4.278¢ 60.00+3.56°P 53.25+2.66°P 44.92+0.45P
2,3 Bitandiol 1517  7118.75+641.78* 5573.90+50.01°P 4150.14+219.89% 6670.09+168.49%8 4879.57+99.57°E 4365.95+123.88F 5467.19+379.90°P 6095.24+25.378¢
1-Heptanol 1421  45.06x+1.23° 25.88+1.93° 33.95+1.578 47.41+3.83* 27.23+1.19°¢ 27.53+0.59¢ 38.05+3.438 23.16+1.85°
(E)-3-Hexen-1-ol 1384  40.63+1.208 36.12+2.628 27.00+0.84¢ 40.67+3.598 16.88+1.50F 18.58+0.30PF 78.13+1.12% 22.76+0.58°P
3-Penten-2-ol 1160  129.06+12.40% 78.55+4.44P 116.19+0.618 152.93+13.794 91.13+4.26°P 82.70+1.29° 79.3745.70° 107.00+£10.558¢
Toplam 178166.3 109078 1177755 163628.7 122169.2 126853.2 106031.4 183522.4
Esterler
Etil laktat 1363  13333.15+999.26* 5574.21+0.86% 823.22+464.63° 6858.18+368.74° 7653.74+94.56° 10540.00+273.038 7577.71+349.23¢P 10286.18+274.248
Etil oktanoat 1412 250.97+1.358 167.93+7.70¢ 194.90+9.45¢ 280.51+24.40"8 177.68+0.91¢ 299.90+3.83 196.44+0.80¢ 247.28+20.85°
Etil-3-hidroksibtirat 1472 617.26+40.994 388.93+29.94F 425.27+29.32PF 471.25+1.83¢P 422.35+1.36°F 516.02+26.428¢ 564.90+50.74"8 360.90+2.00F
Dietil suksinat 1701  4387.67+287.06* 141.85+8.55P 2197.26+108.80° 2424.54+161.04° 2168.59+16.74° 3286.93+83.988 1768.45+73.72° 1795.21+38.14°
E_til-4- ) 1819  1665.43+57.728 1377.99+21.12°P 1346.73+121.88°PF 1291.80+82.44PE 1283.69+14.42PF 1194.38+71.80F 1510.39+5.058¢ 2662.05+8.394
mgaookestliklnsjtfll(r;?:;t 2350  4021.55+363.53" 1521.25+82.29° 2434.73+159.76¢ 2669.62+203.52¢ 2394.36+77.93¢ 4978.08+135.86" 2864.48+126.90¢ 1700.70+103.88°
Etil hekzanoat 1241  360.39+14.78% 251.91+20.61F 241.14+7.99% 425.46+12.04* 238.10+4.57F 323.22+0.68° 251.07+7.25% 290.30+10.22°
Toplam 24636.42 9424.07 7663.25 14421.36 14338.51 21138.53 14733.44 17342.62
Asetatlar
Isoamil asetat 1132  1365.88+117.87¢ 808.12+16.70° 847.38+43.04° 2077.11+134.568 817.10+20.01¢ 1349.30+15.09¢ 2266.36+151.44% 2344.87+48.238
Feniletil asetat 1827  113.95+10.558 70.28+1.448 101.62+3.17°8 156.78+7.588 84.43+3.35°8 133.27+2.63°8 4665.57+193.72* 249.60+4.628
Toplam 1479.83 878.4 949 2233.89 901.53 1482.57 6931.93 2594.47
Aldehitler
Nonanal 1658  70.71+3.554 22.52+0.41° 38.65+2.78¢ 49.15+2.86° 41.12+1.79¢ 66.76+4.03* 23.37+1.02° 26.50 +0.39°
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Tablo 4.39.’nin devami

Keton

2,3-Bitandion 984 1447.80+119.22" 751.98+42.17° 937.30+51.338¢ 1465+74.994 873.978+19.738¢P 1014.31+23.758 818.70+35.16P 985.44+46.358C
Asitler

Biitanoik asit 1604 Nd 171.97+13.85 Nd Nd Nd 75.01+6.34° Nd Nd

Hekzanoik asit 1832  1888.27+108.11B¢ 1159.05+56.33F 1567.87+43.76° 2096.83+173.82"8 1452.54+5.22° 2245.28+14.21~ 1446.56+27.88P 1633.19+ 37.94°P
Oktanoik asit 2106  1733.05+27.44° 1619.92+3.748 1742.88+151.118 2204.52+182.844 1510.44+29.838 2579.14+236.35% 1490.84+113.108 1728.56+£119.96°
Dekanoik asit 2231  166.85+1.98° 164.43+13.00¢ 355.49+14.754 331.31+21.874 229.19+2.198 360.26+18.874 130.06+2.13¢ 1728.55+12.188
Propanoik asit 1508  140.13+11.11* 90.32+4.08° 121.75+1.25%8C 138.85+8.18%8 99.22+2.61°P 106.84+8.51°P 143.27+14.324 116.32+4.238¢
Nonanoik asit 2157  366.26+28.90° 1008.80+39.278 1308.40£59.414 704.55+27.79¢ 249.78+11.91F 677.12+36.16° 298.86+5.86°F 300.46+5.65PF
Izovalerik asit 2717  228.06+15.06¢ 136.67+11.89F 176.305.12° 229.06+0.31¢ 176.18+8.89P 206.90+1.17¢ 270.62+8.708 388.10+10.56*
Asetik asit 1403  4286.47+427.67* 2508.60+16.695¢ 2170.41+83.39° 2873.72+184.58° 2227.14+37.36° 2935.98+34.258 2479.89+207.948¢ 4136.34+239.20*
Izobdtirik asit 1579  377.05+34.99"8 271.24+7.43° 266.95+2.05¢ 359.55+29.828 266.10+£10.72¢ 301.03+29.70¢ 319.67+14.678¢ 385.39+12.28%
Heptanoik asit 1934 Nd Nd Nd 77.06+2.074 Nd 60.76+5.968 26.72+1.71¢ Nd

Toplam 9186.14 7131 7710.05 9015.45 6210.59 9548.32 6606.49 10416.91
Laktonlar

y-Biitirolakton 1592  2736.66+198.91* 1266.49+24.67° 1835.79+108.08¢ 339.38+21.98¢ 1866.20+18.75 2332.62+54.648 1232.35+112.89° 1943.12+64.36°
Pantolakton 2034  115.91+3.41% 86.11+2.28°P 87.432.08¢P 50.40+0.91PF 79.37+1.78%E 101.14+9.158¢ 59.44+0.20F 178.07+17.57A
Toplam 2852.57 1352.6 1923.22 389.78 1945.57 2433.76 1291.79 2121.19
Fenoller

2-Metoksi-4-vinilfenol 2168  168.60+3.51¢ 108.14+8.76° 132.58+10.95° 433.77+39.324 158.98+0.14¢ 22.20+1.028 155.29+2.09¢P 136.29+7.20°P
C6 bilegikler

2-Hexanol 1313  69.65 +3.214 56.64+3.065 51.75+4.638 74.78+1.85* 77.42+£1.57 72.23+1.29* 37.54+0.64° 72.77+6.547
1-Hexanol 1372  508.96+35.50" 363.66+13.175CP 294.82+25.95° 406.32+27.328¢ 347.69+20.03°° 402.26+7.478¢ 513.57+41.45% 435.77+15.618
Toplam 578.61 420.3 346.57 481.1 42511 474.49 551.11 508.54

Diger Bilesenler

Gayakol 1840  147.02+9.36° 95.59:+0.64P 100.97+5.81¢P 147.66+7.52°8 85.78+2.08° 109.48+2.25¢ 170.86+15.35" 95.06+3.15P
Asetoin 1291  1880.80+146.31° 1328.24+85.74P 1669.55+117.00¢ 1795.42+115.91¢ 1244.38+73.57° 1140.81+19.63° 2672.80+155.64° 5170.01+167.02*
Siringol 2854  453.20+36.61* 217.37+7.32¢ 298.89 +21.338 364.97+32.908 364.76+23.848 478.80+26.62* 185.29+2.94¢ 300.96+20.748
Dietil dl-malat 2041  95.38+7.31° 46.30+1.49° 76.63+0.965C 91.25+8.03"8 87.98+3.75"8 84.84+8.26"8 35.67+1.90° 64.08+4.62¢
Toplam 2576.4 1687.5 2146.04 2399.3 1782.9 1813.93 3064.62 5630.11
TOPLAM 220803 130602.6 139381 194092 148609.3 164524.8 139957 222994.2

*S.C, Saccharomyces cerevisiae K71 (KA 32NM S2); L.T, Lachancea thermotolerans 09 (OB 4CM NS4); W.A, Wickerhamomyces anomalus K41 (KA 0CM S1); M.P, Metschnikowia pulcherrima D3 (DA 0CM NS3); H.O, Hanseniaspora opuntiae K2 (KA 0CM
NS2); Laffort S.C (RB2). LRI: Lineer Alikonma indeksi. #BCPEF: p<0.05 nem diizeyinde énemli. Nd:bulunamadi
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Esterler fermantasyon sirasinda olusan bilesenlerdir ve gen¢ saraplarin bir 6zelligi
olarak kabul edilir (Rocha, 2004). Toplam ester miktar L.T-S.C icin 24.64 mg/L, L.T-Laffort
S.Cicin 9.42 mg/L, W.A-S.Cicin 7.66 mg/L, M.P-S.C i¢in 14.42 mg/L, H.O-S.C i¢in 14.34 mgI/L,
S.C icin 21.14 mg/L, Laffort S.C icin 14.73 mg/L ve blyuk 6l¢ek icin 17.34 mg/L olarak
bulunmustur. En ylksek ester bilesenine sahip olan sarabin L. thermotolerans susuyla yapilan
L.T-S.C sarabi oldugu goériulmektedir. Saraplara meyvemsi, ananas, armut ve gigceksi aromalar
veren etil oktanoat bileseninin ve meyvemsi, ciceksi aroma veren etil hekzanoat bileseninin
(Wang vd., 2017) butin saraplar icin OAV degeri 1’in Uzerindedir. Etil-4-hidroksibutanoat ve
monoetil suksinat saraplarda ylksek miktarda olmasina ragmen koku esidi literatirde
bulunamadigindan OAV dederi hesaplanamamistir.

Toplam asetat miktarn L.T-S.C i¢in 1.48 mg/L, L.T-Laffort S.C igin 0.88 mg/L, W.A-S.C
icin 0.95 mg/L, M.P-S.C i¢gin 2.23 mg/L, H.O-S.C i¢in 0.90 mg/L, S.C i¢in 1.48 mg/L, Laffort
S.C igin 6.93 mg/L ve bilyiik élgek igin 2.59 mg/L olarak bulunmustur. isoamil asetat bileseni
saraplarda muz, meyvemsi ve tatll aromalari vermektedir (Wang vd., 2017) ve bu bilegsenin
OAV degeri butin saraplar icin 1°den buyUktur. Feniletil asetat bileseni ise sarabin hos ve
giceksi aromasini olusturmaktadir (Wang vd., 2017) ve Laffort S.C sarabinda yiksek miktarda
bulunmustur. Laffort S.C sarabinin sonucu diger saraplara gore istatiksel agidan 6nemli dlgtide
farklidir.

Aldehitler grubundan nonanal bileseni saraba narenciye ve ciceksi aromalar
vermektedir (Rocha vd., 2004) ve OAV degeri butln saraplar igin 1’den buyUktir. Bununla
birlikte bu bilesenin konsantrasyonu L. thermotolerans susuyla yapilan L.T-S.C sarabinda ve
S. cerevisiae susu kullanilan S.C sarabinda en ylksektir ve istatiksel agidan digerlerine gére
onemli dlgtide farkhdir.

Keton grubuna ait 2,3-Butandion (diasetil) bileseninin konsantrasyonun yuksek olmasi
(5-7 mg/L'yi asan) istenmeyen bir durum iken, 1-4 mg/L aralhidinda sarapta arzu edilen bir
tereyag veya krema aromasi vermektedir (Bartowsky, 2004). 2,3-Bitandion miktari L.T-S.C
icin 1.45 mg/L, L.T-Laffort S.Ci¢in 0.75 mg/L, W.A-S.C i¢in 0.94 mg/L, M.P-S.C igin 1.47 mg/L,
H.O-S.Cicin 0.87 mg/L, S.C icin 1.01 mg/L, Laffort S.C i¢in 0.82 mg/L ve blyik dl¢ek icin 0.99
mg/L olarak belirlenmigtir. Bitiin saraplarda bu aroma bileseninin miktari esik degerinin
uzerindedir (OAV>1) ve saraplardaki tereyag, krema aromasini olusturur (Gomez-Miguez vd.,
2007).

Fermantasyon sirasinda enzimatik olarak olusan yag asitleri, aroma bilesiklerinin dnemli bir
grubunu olusturmaktadir ve saraba meyvemsi, yagli, eksimis ve agir aromalar ve peynir
aromasi vermektedir. Yag asitlerinin miktari koku esiginin altindaysa, sarabin aroma profiline
katki saglayabilirken bu esigin Uzerinde sarabin aromasinda olumsuz etkilere neden olur (Liu

vd., 2019). Butun saraplar igin peynir aromasi veren oktanoik asit (Wang vd., 2017) ve baharat
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aromasl veren izovalerik asit (Gomez-Miguez vd., 2007) miktari koku esiginden fazla
bulunmustur (OAV >1).

Fenollerden 2-Metoksi-4-vinilfenol bileseni M. pulcherrima ve S. cerevisiae suslariyla
yapilan M.P-S.C sarabinda tespit edilmistir ve bu saraba baharat ve karabiber aromasi
vermistir (Rocha vd., 2004).

Saraplarda gayakol, asetoin, siringol ve dietil dl-malat gibi diger bilesenler de tespit edilmistir.
Bu bilesenlerden dumansi aromaya sahip gayakol bileseninin (Rocha vd., 2004) miktari batin
saraplarda esik degerinin Ustiindedir (OAV>1). Gayakol, meyve ve saraplarin dumandan ne
Olclide etkilendigini degerlendirmede gdsterge olarak kullaniimaktadir. Gayakol disuk
seviyelerde sarabin odunumsu ve dumansi aromasina katki saglarken ylksek seviyelerde
bulunmasi istenmeyen bir durumdur (Singh vd., 2011).

Tablo 4.40’ta potansiyel starter mayalar ve ticari mayalar ile Uretilen saraplarda esik degerin
Uizerinde bulunan aroma bilesenleri gdsteriimektedir. Bu aroma bilesenleri tUm saraplarda

tespit edilmistir.

Tablo 4.40. Kalecik Karasi saraplarinda esik degerinin Ustlinde olan aroma bilesenleri

Aroma Bilegeni Lineer Alkonma Koku Esigi Koku Aktivite Koku Tanimi
Indeksi (LRI (ngl/L) Degeri (OAV)
Alkoller
izoamil Alkol 1236 60000 @ >1 Viski, tirnak cilasi @
Esterler
Etil oktanoat 1412 5@ >1 Meyvemsi,ananas, armut, giceksi @
Etil hekzanoat 1241 5@ >1 Ciceksi, meyvemsi @
Asetatlar
Isoamil asetat 1132 30@ >1 Muz, meyvemsi, tatli @
Aldehitler
Nonanal 1658 280 >1 Narenciye, ciceksi @
Keton
2,3-Biitandion 984 100 @ >1 Krema, tatl, tereyag @
Asitler
Oktanoik asit 2106 1000 @ >1 Peynir, yag asidi, eksimis, agir @
izovalerik asit 2717 33.4 M >1 Baharat, peynir @

Diger Bilesenler
Gayakol 1840 750 >1 Dumansi, yanik, tatl @
1, Gémez-Miguez vd., 2007; 2, Wang vd., 2017; 3, Rocha vd., 2004; LRI, Lineer Alikonma indeksi; OAV, Koku Aktivite Degeri.

4.8.5. izole Edilen non-Saccharomyces Mayalarin Starter Kiiltiir Olarak Kullanimi

H. guilliermondii mikroorganizmasinin sarap yapiminda kullanimi 1-propanol, 2-feniletil
asetat ve 3-(metiltiyo) propiyonik asitin daha yuksek miktarda konsantrasyonunun saglarken
etil hekzanol, pentanoik asit, serbest bagsiz yag asitleri, 2-methyltetrahydrothiophen-3-one ve

asetik asit-3-(metiltiyo) propil esterin daha distk konsantrasyonda olmasini saglar. Bu durum,
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S. cerevisiase ile starter kultir olarak birlikte kullaniminda sarabin aroma bakimindan pozitif
gelismesine katki saglar (Moreira vd., 2011).

H. opuntiae mikroorganizmasinin starter kultir olarak hem tek basina hem de S.
cerevisiae ile birlikte kullanimi sarabin duyusal kalitesini artirarak siranin aroma potansiyelini
pozitif yonde daha da artirmistir. Tlketici tarafindan da bu mikroorganizma kullanilarak yapilan
saraplar tercih edilmistir. (Assis vd., 2014)

H. uvarum mayalarin bazi suslarinin, yiksek seviyede ethanol ve ucucu asit
uretiminden dolayi, sarabi aroma acisindan kotu etkiledigi rapor edilmistir (Jolly vd., 2006).
Ancak, bazi suslarinin ise S. cerevisiae ile birlikte starter kiltlr olarak kullanilip sarabi aroma
acisindan pozitif etkiledigi gozlenmistir (Tristezza vd., 2016). Diger bir galismada ise etil asetat
konsantrasyonunu artirarak meyvemsi aromayi katip sarabin istenen yapisini olusturmakta
oldugu ileri surtimuagtar (Ciani vd., 2006).

R. mucilaginosa yuksek B-glikosidaz aktivitesi ile meyveli ve giceksi aroma saglar (Hu
vd., 2016). Ozellikle S. cerevisiae ile birlikte kullanildi§i beyaz sarap yapiminda bazi 6nemli
aroma bilesenlerinin seviyesi artis géstermistir. Bu 6nemli aroma bilesenlerinden bazilari nerol
oksit (portakal cicegi aromasi), izoamil alkol, ethil asetat, etil butirat, orta zincirli yag asitleri
(hekzanoik asit, oktanoik asit, dekanoik asit), benzil alkol, feniletil alkol ve bifeniletil asetatdir
(Wang vd., 2017).

W. anomalus mikroorganizmasi, sadece S. cerevisiae kullanimina gore
karsilastirildiginda, tek basina starter kultir olarak kullanildiginda 6 kat, S. cerevisiae ile
birlikte kullanildigi zaman 3 kat daha fazla etil asetat Uretir. Ama tek bagina starter kiltur olarak
kullaniminda etil kaprilat, 3-etoksi-propanol kimyasallari Gretemez. S. cerevisiae ile birlikte
kullaniminda ise daha fazla propanol, izobltanol ve izoamil alkol Uretir. Bunun yani sira,
urettigi asetik asit miktari sadece S. cerevisiae kullanimina gére daha digUktir. Ayrica asetoin
uretimi, birlikte starter kdltir olarak kullanildiinda duasmektedir.  W. anomalus
mikroorganizmasi saraba 2-feniletil asetat gibi istenen aroma bilesenleri vermektedir. 2-feniletil

asetat saraba gul aromasi veren kimyasal olarak gegmektedir. (Lombard, 2016).

L. thermotolerans mikroorganizmasi sarabin son yapisi pH’1 digurerek toplam asiditeyi
gelistirir (Mora vd., 1990; Kapsopoulou vd., 2007). Bu ytuzden bu mikroorganizma L-laktik asit
Ureticisi oldugundan sarap i¢in dogal asitlendirici bir etkendir. Bunun yani sira, S. cerevisiae
ile birlikte kullaniminda ugucu asit miktarini disurtrken gliserol, 2-fenil ethanol ve polisakkariit
miktarini artirmaktadir (Comitini vd., 2011). Chr. Hansen markasi Concerto isimli tGrina ile L.
thermotolerans mikroorganizmasini starter kiltir olarak satisini yapmaktadir. Bu Urdnun
Ozelligi sarapta laktik asit Gretimini saglamak ve spesifik olarak taze cilek aromasi vermektedir
(Chr. Hansen, 2018).
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4.9. Liyofilizasyon
Yagsiz sut tozu ve donmaya karsl koruyucu olan (kriyoprotektan) sodyum glutamat
ortaminda, liyofilizasyon dncesi ve sonrasi L. thermotolerans ve M. pulcherrima igin yapilan

sayimlarda hiicre kaybinin sirasiyla %22 ve 29 oldugu bulunmustur.

Bu sonu¢ bu ortamda liyofilizasyonun maya hiicrelerinin saklanmasinda ve endustriyel dretim

icin dondurup-kurutulmasinda kullanilabilecegini géstermistir.
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5. SONUC

Bu galismada, Turkiye’nin 3 farkli sehrinden toplanan (Ankara, Elazig, Kapadokya) 5
farkl Uzim gesidinden (Kalecik Karasi, Oklizgdzl, Bogazkere, Dimrit ve Emir) geleneksel
saraplar yapilmistir. Bu Gzimlerden geleneksel (spontane) yontemler ile Gretilen saraplarin
yapimi sirasindaki safhalardan (soguk maserayon, maserasyon, fermantasyon) toplamda 397
maya (293 Saccharomyces ve 104 non-Saccharomyces maya) izole edilmis ve kaltar
koleksiyonumuza eklenmistir. Es zamanlh olarak izolasyon yapilan sira ve saraplar soguk
maserasyon, maserasyon ve fermantasyon sureclerinde yenilik¢i teknolojilerden biri olan
gercek zamanl RT-PZR ile analiz edilmistir. RT-PZR kullanimi ile farkh Gzim saraplarinda
hedef mayalarin var/yok test sonuglari etkili olarak belirlenmistir. izole edilen suslar ise tanisi
yapildiktan sonra RT-PZR sonuglari ile kiyaslanmistir.

RT-PZR analizinde: baskin ve sarap yapiminda dnemli olan 14 non-Saccharomyces
maya (Candida glabrata, Candida zemplinina, Candida zeylanoides, Hanseniaspora spp,
Hanseniaspora uvarum, Issatchenkia orientalis, Lachancea thermotolerans, Metschnikowia
spp., Metschnikowia pulcherrima, Pichia fermentans, Pichia kluyveri, Rhodotorula
mucilaginosa, Torulaspora delbrueckii, Wickerhamomyces anomalus) belirlenmis ve
Saccharomyces mayalar (Saccharomyces spp, S. cerevisiae) da gruba eklenerek bu
mayalarin tanisinda kullanilacak primerler sentezlenmis ve RT-PZR ile soguk maserasyon,
maserasyon, fermantasyon sureclerinde sarap érneklerinde tespit edilmesi hedeflenmistir.

izolasyon/sekans ile tanimlama icin; izole edilen 293 Saccharomyces mayadan 77
tanesi izolasyon besiyeri, sarap yapiminda kullanilan Gzim c¢esidi, Uretimin evresi (soguk
maserasyon, maserasyon, fermantasyon) alkol toleransi ve/veya H,S uretimi gibi kriterler
dikkate alinarak secilmis ve sekanslamasi yapilmistir. ITS bdlgesi sekans sonuglarina gére S.
cerevisiae ve S. cf. cerevisiae/paradoxus turleri tanimlanmistir. S. cf. cerevisiae/paradoxus
izolatlari D1/D2 bdlgesi sekansina gore S. cerevisiae olarak saptanmistir. Ayrica, 77
Saccharomyces sus arasindan 29 adet yiksek teknolojik 6zelliklere sahip sus belirlenmis ve
Saccharomyces cerevisiae potansiyel sarap mayasi starter kultir koleksiyonuna segilmigtir.

104 adet non-Saccharomyces susu, ITS (Internal Transcribed Spacer) bolgesi (ITS1-
5.8S rRNA- ITS2) velveya 26S rRNA geni, D1/D2 domain bolgesi sekansina gore
tanimlanmistir. Sekans sonuclarina goére 7 farkl cins ve tur bazinda ise Hanseniaspora
guilliermondii, Hanseniaspora opuntiae, Hanseniaspora uvarum, Rhodotorula mucilaginosa,
Wickerhamomyces anomalus (Pichia anomala), Lachancea thermotolerans, Solicoccozyma
aeria, Starmerella bacillaris (Candida zemplinina) ve Metschnikowia spp. turleri elde edilmigtir.
Metschnikowia spp.; ITS bdlgesine gore, M. pulcherrima, M. chrysoperlae, M. sinensis, M. aff.
chrysoperlae tanimlanirken D1/D2 domaine gore, Metschnikowia aff. fructicola, M. aff.

pulcherrima, M. pulcherrima, M. fructicola olarak tanimlanmistir.
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Elde edilen izolasyon/sekanslama ve RT-PZR sonuglari kiyaslanmistir.
izolasyon/Sekans sonuglari C. zemplinina (Starmerella bacillaris), Hanseniaspora spp., H.
uvarum, L. thermotolerans, Metschnikowia spp., R. mucilaginosa, W. anomalus (Pichia
anomala) ve S. cerevisiae tespitinde RT-PZR sonuglari ile uyumlu bulunmustur. Diger yandan
M. pulcherrima yalnizca izolasyon/sekans metodu ile tespit edilirken, C. glabrata, |. orientalis,
P. fermentans, P. kluyveri, T. delbrueckii maya tirleri yalnizca RT-PZR ile belirlenmistir.

Candida zeylanoides ne gergek zamanli PZR ne de izolasyon/sekans metodu ile bulunmustur.

H. guilliermondii, H. opuntiae, M. aff. chrysoperlae, M. chrysoperlae, M. aff. fructicola,
M. fructicola, M. aff. pulcherrima, M. sinensis, S. aeria ve S. cf. cerevisiae/paradoxus maya
turleri ise yalnizca izolasyon/sekans ile belirlenmistir. Bu maya tirleri igin literatiirde,
geligtirilmis 6zel primerler olmamasindan dolayl proje kapsaminda RT-PZR analizi
planlanmamistir.

Non-Saccharomyces suslarinda fenotipik ve teknolojik 6zelliklere baktigimizda,
genellikle, distk alkol (%10’dan az) ve ylksek SO, (200 mg/L) toleransi, orta ya da yiksek
seviyede H,S Uretimi bulunmustur. Diger yandan, bazi non-Saccharomyces suglarda (OA 4CM
S3 W. anomalus, OA 4CM NS4 H.opuntiae, KB 0CM NS5 W. anomalus, DA 0CM NS2 M. aff.
pulcherrima) yuksek alkol toleransi (%15 v/v) ve KA 2NM NS1 (H. opuntiae), KA 4NM NS5 (H.
opuntiae) ve DA 4CM NS3 (M. pulcherrima) izolatlarinda diustk H.S Uretimi de bulunmustur.

Sonu¢ olarak, Turkiye'deki yerel non-Saccharomyces ve Saccharomyces maya
populasyonlari hizli yéntemle belirlenmis, klasik yontem ile izole edilip tanimlanmistir. Ayrica
RFLP yontemi ile de mayalarin birgogunda, tir bazinda tanimlamalarin etkin bicimde

yapilabildigi teyit edilmistir.

Bunlara ek olarak, proje kapsaminda segtigimiz bazi turlere ait suslarin PFGE ve RAPD
genotipleme yontemleri ile birbirlerine benzerlikleri veya farkhliklar arastiriimistir. PFGE
yontemi S. cerevisiae suslarinin farkliliklarini ortaya koymustur. Elektroforetik karyotipleme ile
30 S. cerevisiae susunda, 10 farkli kromosomal profil ortaya konmustur. Bu profiller séyledir:
profile 1 (S15, S18, K46, K48, B35, D17), profile 2 (E1, E2, E4, E5, B2, B5, B6, B36, 039),
profile 3 (K44), profile 4 (S13, S16, 012, 024, CH), profile 5 (010), profile 6 (K71, K49, D16),
profile 7 (K45), profile 8 (B3), profile 9 (E21) ve profile 10 (E16). RAPD-PCR teknigi de
sectigimiz non-Saccharomyces tlrlerde suslarin farklilastiriimasinda basarih  sonuclar
vermistir. Kullanilan primerlere gére degisen sus farkliliklarinin patentlemede kullanilabilecegi

belirlenmisgtir.

Potansiyel starter mayalar ile sarap uretimi icin Kalecik Karasi UzimuU segilmis ve

yapllan saraplarda arzu edilen aroma maddeleri Uretildigi saptanmistir. Ozellikle, L.
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thermotolerans susu icin aroma bilesenleri istenen 6zellikler tagimaktadir. Aroma maddeleri
sonuglarina gore S. cerevisiae susunun ve non-Saccharomyces suslarinin sarabin aroma
profiline ticari maya kadar katki saglayabildigi ve istenilen aroma bilesenlerini olusturabildigi
saptanmistir. Aroma bilesenleri analizine gére butin saraplarda alkol ve ester bilesenlerinin
konsantrasyonu diger bilesenlere oranla daha fazla bulunmustur. Yiksek alkollerden meyve
aromasl! veren 3-Etoksi-1-propanol bileseni LT-SC ve MP-SC saraplarinda daha yuksek
miktardadir. Saraba meyvemsi ve giceksi aromalar veren ester bilesenleri LT-SC sarabinda,
narenciye ve giceksi aromalara sahip nonanal bileseni ise LT-SC ve SC saraplarinda ylksek
miktarda bulunmustur. Diger saraplardan farkli olarak baharat aromasi veren 2-Metoksi-4-
vinilfenol bileseni MP-SC sarabinda ylksek miktarda tespit edilmistir. Genel olarak
degerlendirildiginde LT-SC sarabinin aromatik agidan diger saraplara kiyasla daha iyi oldugu
goralmistar.

Duyusal analiz bes ve alti kisiden olusan iki grup halinde gergeklestirilmistir. iki grubun
sonuglarinda cesitli farkliliklar bulunmaktadir. Birinci grubun sonugclarina goére ticari maya
(LAFFORT) kullanilarak yapilan Laffort S.C sarabi renk, aroma ve burukluk acisindan daha
¢ok begenilirken, genel izlenime gbre S. cerevisiae K71 izolat susuyla yapilan S.C sarabi en
iyi olarak secilmistir. Bununla birlikte, ikinci grup S.C sarabini renk ve son burukluk agisindan
daha ¢ok begenirken, genel izlenime gore L. thermotolerans’in non-Saccharomyces olarak
eklenmis oldugu LT-SC sarabinin Kavaklidere uzman grubu tarafindan aromasi giclu olarak
belirlenmis ve genel izlenimde ticari sus ile yapilan saraba yakin puan almasi dikkat cekmigtir.
Kavaklidere sarap tadim uzmanlar tarafindan bu sarabin buytk Olgekli ticari saraba yakin
olarak degerlendiriimesi, potansiyel starter olan S. cerevisiae K71 susunun L. thermotolerans
ile birlikte ticari olarak kullanilabilecegini ve teknolojik kalitesi yiksek sarap Uretilebilecegi
ihtimalini ortaya koymaktadir. Ayrica 1. grup ile yapilan panel sonuglari da S. cerevisiae K71
susunun yalniz basina da starter kaltir olarak kullanimi sonucunda ortaya ¢ikan saraplarin
bedeni kazanabilecedini disindirmektedir. Dolayisiyla gelecekte bu suslar (SC K71 ve LT-
SC) ile buylk olcekli denemeler uygun olacaktir. Bu suslara ek olarak kaltir
koleksiyonumuzdaki diger izolatlarin ve kombinasyonlarin denenmesi gelecekte yeni
potansiyel starterlerin gelistiriimesine olanak verebilecektir. Ayni Gzim ¢esidinden izole edilen
suslar projemiz kapsaminda calisilan ve Onerilen RAPD veya Mikrosatelit sistemleri ile

farklilastirilabilir ve/veya gruplanabilir.

Bu projenin sonucunda Ulkemizde endemik olarak yetisen saraplik Gzim c¢esitlerine
yluksek uyumluluk gdsterecek suslarin izolasyonu basariimistir. Bu suslardan butik ya da seri

uretim sarapciligi tesvik edecek starter kiltrlerin gelistiriimesi mimkiin olabilecektir.
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