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TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim boyunca bilgisi ve tecriibesi ile egitimim ve ¢alismamin her
asamasinda destegi bulunan danismanim Saym Hocam Dr. Tiilay TURGUT GENC’ ¢
bana bu konuda calisma firsat1 tanidig1, caligmalarim sirasinda bilgi, tecriibe ve destegini

esirgemedigi i¢in tesekkiir ederim.

Calismamin her agsamasinda yanimda olan, tiim arastirmalarimda beraber c¢alistigim,
her tiirlii destegini benden esirgemeyen c¢alisma ortagim ve ¢ok degerli arkadasim Tugba

CELIK e tesekkiir ederim.

Egitimim boyunca ¢alismalarimin yiiriitiilmesi esnasinda manevi desteginin yani sira
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SEZER’e tesekkiir ederim.
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OZET
BOZCAADA (CANAKKALE,TURKIYE) UZUMLERI YUZEYINDEN iZOLE
EDILENNON-SACCHAROMYCES MAYA TURLERININ TANIMLANMASI VE
MOLEKULER ANALIZi

[lknur Nezahat CILDIR

Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Yrd.Dog. Dr. Tillay TURGUT GENC
09.01.2012,116 sayfa

Uziimler mayalar igin olduk¢a uygun bir yasam alani olup iiziim yiizeyinde bulunan
maya florasi sarap kalitesini etkilemektedir. Fermentasyon floras1 yogun olarak ¢aligilarak
belirlenmesine ragmen iiziim yiizey florasi olduk¢a az calisilmigtir. Arastirmamizda
Bozcaada bolgesinden toplanan iiziimlerin ylizey maya florast belirlenmeye ¢alisilmistir.
Metschnikowiapulcherrima maya tiirii liziimlerden yogun olarak izole edilen hiicre digina
salgiladig1 pulcherrimin pigmenti ile karakteristik bir maya tiirtidiir. M. pulcherrima maya
suglar1 arasinda fenotipik, genetik ve biyokontrol ozellikleri bakimindan farkliliklar
bulunmaktadir.

Bozcaada bolgesinde yetistirilen Karasakiz, Efes Karasi, Cavus, Atasarisi,
Alphonse, Cinsaut, Kinali Yapincak, Cardinal, Karalahana, Pembe Gemre, Kokulu Kabak
ve Cabernet arastirmamizda kullanilan tiziim ¢esitleridir. Calismamizda 5 cinse ait 16
farklt maya tiiri belirlenmistir. Cryptococcuslaurentii, Cr. neoformans, Cr. albidus, Cr.
humicola, Candidafamata, C. holmii, C. zeylanoides, C. sake, C. magnoliae, C.
membranifaciens, Metschnikowiapulcherrima, Saccharomycescerevisiae, Kloeckeraapis, K.
apiculata, Rhodotorulamucilaginosave R. glutinisbelirlenen maya tiirleridir.M.
pulcherrima maya tiiri inulinaz enzim aktivitesi ile sukrozu hidrolize etmektedir. Farkli
bakteri ve kiif tiirlerine karst M. pulcherrima maya tiri farkli iireme ve pigment sentezi
gostermektedir. Ayrica farkli stres kosullar1 da iiremeyi ve pigment sentezini
etkilemektedir. Pulcherrimin pigment sentezinin amino asit biyosentezizyolu iginde

gerceklesme ihtimali ytliksektir.
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M. pulcherrima maya tiirlerinin 4 farkli haplotipe sahip olup, en fazla haplotip ve
nukleotid ¢esitliliginin Kinali Yapmcak M. pulcherrima maya populasyonlarinda
bulundugu belirlendi. Her iiziim cesidin yiizeyinde barindirdigt maya populasyonun
icindeki genetik varyansin yiiksek oldugu, aym1 bagda yetisen {izim ¢esitleri arasindaki

varyansin ise diisiik oldugu tespit edildi.

Anahtar sézciikler: Uziim, maya, ITS, Bozcaada, Canakkale, Tiirkiye, non-

saccharomyces.
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ABSTRACT
IDENTIFICATION AND MOLECULAR ANALYSIS OF NON-
SACCAHROMYCESYEAST SPECIES ISOLATAED FROM GRAPE SURFACE
FROM BOZCAADA (CANAKKALE, TURKEY)

[lknur Nezahat CILDIR
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of ScienceandEngineering
Chair forBiologyThesis of Master of Science
Advisor: Asist. Prof. Dr. Tiillay TURGUT GENC

January 9 2012, 116 pages

Grape is mostly preferred habitat for the yeasts and the natural yeast flora on the
grape berries affect the wine production. Even though, many study conducted on the
identification of yeast species isolated from fermentation process, yeast flora on grape-
berry surface is surprisingly poorly documented. In our research, we described yeast flora
and diversity on grape berries collected from Bozcaada,
Turkey.Metschnikowiapulcherrimayeast species are widely distributed on mature grapes
andhaveextracellular pulcherrimin pigment synthesis.There is a variation in phenotypic,
genetic and biocontrol characteristics among the strains of M. pulcherrima.

Grape varieties grown in Bozcaada, Karasakiz, Efes Karasi, Cavus, Atasarisi,
Alphonse, Cinsaut, KinaliYapincak, Cardinal, Karalahana, PembeGemre, KokuluKabak,
and Cabernet were used in our research. Sixteen different yeast species were identified as
Cryptococcus laurentii, Cr. neoformans, Cr. albidus, Cr. humicola, Candida. famata, C.
holmii, C. zeylanoides, C. sake, C. magnoliae, C. membranifaciens, M. pulcherrima,
Saccharomyces cerevisiae, Kloeckeraapis, K. apiculata, Rhodotorula mucilaginosa and R.
glutinis. Grape sucrose was hydrolysed by inulinase enzyme of M. pulcherrima yeast
species. Antagonistic activity of M. pulcherrima yeast species to microorgnisms became
variable. Different stres conditions effect the growth and pulcherrimin synthesis. Pigment

synthesis might be associatedwith the amino acid biyosynthesis pathway.



M. pulcherrima yeast strains showed four haplotype patterns. Kinali Yapincak yeast
population showed the highest nucleotide and haplotype diversity. Genetic variation within
the grape yeast population was greater than the genetic variation between the yeast

populations of grape varieties growing in the same vineyard.

Keywords: Grape, Yeast, ITS, Bozcaada, Canakkale, Turkey, non-saccharomyces.
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BOLUM 1
GIRIS

Mayalar degisik metabolik 6zellikleri nedeniyle dogada genis dagilim alanina sahip
fungi alemi igerisinde smiflandirilan mikroorganizmalardir. Degisken ¢evre kosullari
altinda farkli besin kaynaklarini kullanarak ¢ogalabilirler (Tornai-Lehoczki ve ark., 2003).
Bitkilerde, hayvanlarda ve bunlardan elde edilen iirlinlerde 6zellikle gidalarda, toprakta,
sularda ve ekstrem kosullarda bulunabilirler. Ozellikle pH degeri yiiksek olan yogun seker
veya tuz konsantrasyonuna sahip sartlarda iireyebilme yetenegine sahiptirler. (Evans ve
ark., 2004; Paraphailong ve Fleet, 1997).

Tek hiicreli en basit 6karyotik organizmalar olan mayalar, laboratuvar kosullarinda
kolaylikla ¢ogaltilabilmeleri, genetik diizeyde manipulasyonlarin yapilabilmesi ve
genellikle patojenik olmamalar1 gibi nedenlerden dolayr molekiiler biyoloji ¢aligmalarinda
kullanilmaktadir (Arda, 1990). Ayrica metillotrofik mayalar, heterolog gen ekspresyonu ve
protein tretiminde kullanilirlar (Cregg ve Cereghino, 2000; Gellissen, 2000).
Fermentasyon yeteneklerinin ¢ok yliksek olmasi nedeniyle alkol, sarap, bira ve pasta
endiistrisinde ¢ok genis bir kullanim alanina sahiptirler (Lee, 1996). Ancak gerek bu
trlinler gerekse meyve sulari, siit iriinleri, sebzeler ve meyveler maya mikrobiotasi
tarafindan kontamine oldugunda bozulmalara neden olabilirler. Bozulmaya yol agan maya
susu ve fizyolojik Ozellikleri gida ¢esidine gore degiskenlik gostermektedir (Deak ve
Beuchat, 1996; Baleiras-Couto ve ark., 1996). Sorbat ve benzoat gibi koruyucu madde
iceren yiyeceklerde ise kiiflenmelere neden olurlar (Evans ve ark., 2004; Paraphailong ve
Fleet, 1997).

Mayalar morfolojik ve fizyolojik ozelliklerine gore teleomorfik ve anamorfik
askomiset mayalar, telomorfik ve anomorfik basidiomiset mayalar olmak tizere iki farkli
filogenetik grupta siniflandirilirlar (Kurtzman ve Fell, 1998; Barnet ve ark., 1990; Krejer-
van Rij, 1984). Tiir diizeyinde bir mayanin tanimlanabilmesi i¢in yaklasik 1-3 hafta siiren
ve yaklasik 60-100 morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal test degerlendirmesi igeren
oldukc¢a uzun ve kompleks bir test sistem gereklidir (Deak 1995; Deak ve Beuchat, 1996;
Barnett ve ark., 1990; Krejer-van Rij 1984; Lin ve Fung, 1987). Ayrica toplam hiicre
proteininin analizi ve uzun zincirli yag asitlerinin kromotografik yontemlerle belirlenmesi
ile tiir tanimlamalar1 da yapilmaktadir (Guillamon ve ark., 1993; van Vuuren ve van Der
Meer, 1987; Vacanneyt ve ark., 1991; Augustyn ve ark., 1991; Cottrell ve ark., 1986;



BOLUM-1 GIiRIS Ilknur Nezahat CILDIR

Moreira da Silva ve ark., 1994; Tredoux ve ark., 1987). Ancak bu metodlar hiicrenin
fizyolojik durumuna bagli olarak degistiginden tekrar edilebilirlikleri oldukg¢a kisithidir
(Golden ve ark., 1994).

Klasik yontemlerle yapilan tanimlamalarda olusan hatalar ve bazi belirsizlikler ayni
taksona farkli isimlerin verilmesine veya farkli gruplarda smiflandirilmalarina neden
olmaktadir. Literatiirde geleneksel yonteme dayali siniflandirmalarda oldukga fazla yanlis
arastirma mevcuttur (Reynolds ve Taylor, 1992). Maya tiirlerinin hizli bir sekilde
tanimlanmasina yonelik asimilasyon test kit sistemleri gelistirilmistir, ancak bunlarin
giivenilirlik oran1 yine diistiktiir. Bu tiir kit sistemleri klinik caligmalar i¢in uygun olmakla
beraber %100 giivenilir degildir. (Spencer ve ark., 2011).

Son yillarda molekiiler biyolojide ger¢eklesen gelismeler mayalarin identifikasyonu
icin yeni yontemler ortaya ¢gikarmistir. DNA-DNA hibridizasyonu, mikrosatellit analizleri,
rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA (Random Amplified Polymorphic DNA; RAPD) ve
restriksiyon par¢a uzunlugu polimorfizmi (Restriction Fragment Length Polymorphism,
RFLP) gibi degisik molekiiler teknikler mayalarin tiir tanimlamalarinda kulanilmaya
baslanmustir (Torok ve ark., 1993; Vaughan Martini ve Martini, 1985, Vaughan Martini ve
Martini 1987; Baleiras Couto ve ark., 1996; Baleiras Couto ve ark., 1994; Lopandic ve
ark., 1996; Quesada ve Cenis, 1995; Versavaud ve Hallet, 1995; Belloch ve ark., 1997;
Guillamon ve ark., 1994, 1997; Ibeas ve ark., 1997; Nadal ve ark., 1996; Pirez ve ark.,
1995; Querol ve ark., 1992, Romano ve ark., 1996; Sabate ve ark., 2002). Ancak bu
teknikler hizli ve klasik yontemlere gore daha giivenilir olmasina ragmen bazi tiirlerin
tanimlanabilmesi i¢in yeterli degildir (Esteve-Zarzoso ve ark., 1999; Taylor ve ark., 2000).
Maya tiirlerinin hizli sekilde identifikasyonu i¢in ribosomal DNA bdlgelerinin dizi
analizleri son yillarda ¢ok siklikla kullanilmaktadir.

Ribozomlar olduk¢a korunmus biiyiik riboniikleoprotein (RNP) partikiilleri olup
protein sentezinden sorumludur. Diger Okaryotik hiicrelerde oldugu gibi mayalarda da
ribozomlar biiyiik 60S alt {inite (Large subunit, LSU) ve kiigiik 40S alt iinite (Small
subunit, SSU) olmak tizere iki alt iiniteden olusmustur. 25S, 5,8S, 5S ribozomal RNA
molekiilleri ile 42 protein biiyiik alt tiniteyi (60S) olustururken, 18S ribozomal RNA
molekiilii ve 32 protein kiigiik alt {initeyi (40S) olusturmaktadir (Venema ve Tollervey,
1999; Verschoor ve ark., 1998). Ribozom olusumu hiicrenin degisik boliimlerinde
gerceklesen oldukga kompleks bir islemdir. Ribozomal protein genleri nukleusta transkribe
edildikten sonra translasyon i¢in stoplazmaya gegerler. Translasyon sonunda sentezlenen r-

proteinleri tekrar niikleusa oradan da niikleolusa gegerek polisistronik olarak sentezlenen

2
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35S pre-rRNA molekiiliinii 18S, 5,8S ve 25S rRNA molekiillerine ayirir. Ayrilmis olan
ribosomal alt initeler (18S, 5,8S ve 25S rRNA) sitoplazmaya gegerek burada olgun

ribozom molekiiliinii olusturur (Sekil 1.1) (Venema ve Tollervey, 1999).

rDNA repeat (3.1 kb)

MTSi NTS2 FETS IT$1 TBE FETS HTS! HTS-?
|:|-r'trr'1‘».':llnr‘i'P : I;hlmmtﬁl'
513
Cg- G1

Sekil 1.1. Saccharomyces cerevisiae maya tiiriinde ribozomal DNA tekrarinin yapist (35S
pre-RNA operon yapisi) (Venema ve Tollervey, 1999).

Ribozomal RNA genlerinin kodlandigi DNA bdlgeleri funguslarda taksonomik
iliskilerin ve genetik varyasyonun belirlenerek mikroorganizmalar arasindaki evrimsel
iliskilere gore filogenetik agaglarin olusturulmasinda kullanilmaktadir (Madigan ve ark.,
2003). Mayalarin niiklear ve mitokondriyel DNA’sinda rRNA gen dizileri ardisik tekrar
eden diziler olarak bulunur (Salazar ve ark., 2000; White ve ark., 1990) Bu diziler oldukca
korunmus ve degisken bolgelerden meydana gelmektedir. Nuklear rRNA genleri her
genomda yaklagik birka¢ yiiz kopya bulunabilir. S. cerevisiae maya tiiriinde ribosomal
DNA RDNI geni tarafindan kodlanir. RDN1 geni 12. kromozomda, her biri 9,1 Kb
biiyiikliigiinde olan yaklagik 100-200 tekrardan olusan 1-2 Mb biiyiikliigiinde bir gendir.
(Venema ve Tollervey, 1999). Tekrar eden her birim i¢inde 5S i¢in RDNS5, 5,8S i¢in
RDNS58, 25S i¢in RDN25 ve 18S i¢cin RDNI18 geni bulunur. Ayrica her tekrar i¢inde
Internal Transcribed Spacer (ITS1, ITS2) ve External Transcribed Spacer (5’ETS , 3’ETS)
olarak adlandirilan ayirici1 bolgeler igermektedir. Bu tekrar eden iiniteler RNA polimeraz |
tarafindan transkribe edilir ve transkripsiyonu yapilmayan Intergenic Spacer (IGS) veya
Non-transcribed Spacer (NTS1, NTS2) adi1 verilen bolgeler ile birbirlerinden ayrilirlar.
5.8S rRNA geni mayalarda mitokondriyal DNA iginde bulunmaz. Tekrar eden diziler

sonunda yer alan 5S rDNA maya tiirline bagl olarak tekrar eden diziler i¢inde veya gen
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kiimesinin sonunda bulunur (Sekil 1.2) (Venema ve Tollervey, 1999; Johnston ve ark.,
1997).
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ITS, ETS ve NTS bolgelerinin transkripsiyonu yapilmadigindan (veya ITS gibi
transkripsiyon sonrasi kesilerek ¢ikarildigindan) korunmus olan 25S, 5,8S,18S ve 5S alt
birim dizilerinden degiskendir. Bu durum bu bdlgelerin cins igindeki tiirler arasinda
(interspesifik) veya tiir i¢indeki populasyonlar arasindaki (intraspesifik) calismalarda
kullanilmaktadir. Kompleks ITS bolgeleri ve korunmus 5,8S rRNA kodlu gen bdlgesi
tiirigi (intraspesifik) akrabaliklarin belirlenmesinde kullanilirken, 18S ve 25S rRNA gen
bolgeleri daha uzak tiirler arasi (interspesifik) akrabaliklarin belirlenmesinde kullanighdir
(Cai ve ark., 1996; James ve ark., 1996, Kurtzman, 1992, 1993). Ribozomal bolgelerin hep
birlikte evrimlesmesinden (concerted evolution) dolay: ITS bdlgeleri diisiik intraspesifik
polimorfizm ve yiiksek interspesifik varyasyon gosterirler (Li, 1997). Bu ydntem
Saccharomyces, Kluyveromyces ve saraptaki bazi maya tiirlerinin siniflandirilmasinda
oldukga kullanmishidir (Huffman ve ark., 1992; Molina ve ark., 1992; Valente ve ark., 1996;
Wyder ve Puhan, 1997; Belloch ve ark., 1998; Guillamon ve ark., 1998).

Kodlanmayan iki degisken bdlgeden olusan ITS boélgesi, korunmus 18S ile 5.8S
arasinda (ITS1) ve 5.8S ile 25S arasinda (ITS2) yer almaktadir. ITS bolgesi (ITS1 ve ITS2)
yaklagik 400 ile 800 bp biiyiikliikte olup {iniversal tek bir primer ¢ifti kullanilarak PCR ile
cogaltilabilir. Ribozomal DNA boélgelerinin ¢ok fazla tekrarli olmasi nedeniyle degrade
olan DNA orneklerinden dahi kolaylikla ¢ogaltilabilir. ITS bdlgeleri korunmamis degisken
bolgeler oldugu i¢in filogenetik analizler i¢in rahatlikla kullanilabilir. Tiirlere 6zgii ITS
problart kiitiiphane olusturmadan rahatlikla dretilebilir. Tiim bu nedenlerden dolay1 ITS
bolgeleri fungus tiirlerinin molekiiler karakterizasyonlarinda ve ozellikle filogenetik
calismalarda kullanilmaktadir (White ve ark., 1990, Bruns ve ark., 1991, Lee ve Taylor,
1992). Son yillarda sarap maya tiirlerinin 5,8S ve ITS iceren ribozomal DNA bdlgelerinin
PCR-RFLP ve dizi analizi yontemleri kullanilarak hizli bir sekilde identifikasyonu
yapilmaktadir (Clemente-Jimenez ve ark., 2004; Combina ve ark., 2005; Nisiotou ve
Nychas, 2007; Zott ve ark., 2008). Ornegin 25 farkl1 cinse ait 132 maya tiiriinii belirlemek
icin 5.8S rRNA, ITS1 ve ITS2 bolgeleri kullanilarak RFLP analizi yapilmistir (Esteve-

Zarzoso ve ark., 1999).

Bazi maya tiirleri fermentasyon hizina, sarap aromasina ve sarap kalitesine olan
etkileri nedeniyle sarap lretiminde kullanilmaktadir. (Fleet, 2003; Loureiro ve Malfeito-
Ferreira, 2003). Sarap, lizim suyunun non-Saccharomyces ve Saccharomyces maya

tirlerinin  birbirini izleyen aktiviteleri sonucu olusan alkollii bir igecektir. Sarap
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fermentasyonu icin yaygin olarak kullanilan S. cerevisiae maya tiiriidiir. Saccharomyces
disindaki maya tiirleri sarabin kalitesini belirleyen ve aromasina katkida bulunan bazi
ikincil fermentasyon iiriinleri yapabilmeleri nedeniyle olduk¢a énemlidir. Uziim yiizeyinde
bulunan Candida, Debaryomyces, Hanseniaspora/Kloeckera, Pichia, Metschnikowia,
Schizosaccharomyces, Torulospora, Kluyveromyces ve Zygosaccharomyces gibi bazi non-
Saccharomyces maya tiirleri sarabin baslangic mikroflorasini olusturur. Fermentasyon
sirasinda alkol oraninin artmaya (% 5 - % 7) baslamasiyla beraber gii¢lii fermentasyon
yetenegi olan ve etanol toleransina sahip Saccharomyces maya tiirleri floraya hakim olur
(Fleet ve Heard, 1993; Zambonelli, 1998). Fermentasyon sirast igerisindeki non-
Saccharomyces mayalarin baslangigtaki aktivitesi sarabin aromasi i¢in onemlidir. Bu maya
tiirleri glikosidaz, esteraz, proteaz gibi degisik hiicre dis1 enzim aktivitelerine sahip olup
farkli enzimatik reaksiyonlarla ucucu olan ve olmayan yan diirlinlerin olusumundan

sorumludur (Romano ve ark., 2003; Ciani ve ark., 2006; Domizio ve ark., 2007).

Uziim, sarap iiretiminde en ¢ok kullanilan meyve olmakla birlikte elma, seftali ve
erik gibi farkli meyvelerde sarap iiretiminde kullanilmaktadir. Uziim yiizey maya florasinin
sarap uretiminde yararl katkilart oldugu gibi bozulmalara yol agabilecek zararli etkileri de
olabilir. Bu nedenle ozellikle sarap iireticilerinin yiiksek kalitede sarap iiretebilmeleri igin
lizimlerin yiizeyinde bulunan maya topluluklar1 hakkinda daha fazla bilgiye sahip olmasi
gerekmektedir. Diinyada sarap iiretiminde ve bag alanlarina sahip iilkeler arasinda ilk
siralarda yer alan Fransa, Ispanya ve ltalya gibi iilkelerde iiziim yiizey maya florasi ve
fermentasyondan sorumlu mayalarin belirlenmesine yonelik arastirmalar yogunluktadir
(Gonzalez ve ark., 2007; Querol ve ark., 2000; Valles ve ark., 2007; Capece ve ark. 2003;
Ercolini ve ark.2007; Romancino ve ark., 2008; Diguta ve ark., 2011). Benzer sekilde
Macaristan, Slovekya, Polonya, Portekiz, Cin , Yeni Zelanda, Hindistan, Arjantin ve
Yunanistan gibi farkli sarap tiretim bolgelerinde de bu tiir ¢aligmalar bulunmaktadir (Peter
ve ark., 2005; Raspor ve ark. 2006; Satora ve Tuszynski, 2005; Valero ve ark. 2007; Li ve
ark., 2010; Zhang ve ark., 2010; Ghormade ve Ark. 2009; Chavan ve ark., 2009; Combina
ve ark. 2007; Nisiotou ve Nychas, 2007).

Diinyada saptanan 18500 {iziim ¢esidinin yaklagik olarak 1500 tanesi iilkemizde
bulunmaktadir. Tiirkiye diinyada bag alanlarma sahip iilkeler arasinda 4. sirada, {iziim
tiretiminde ise 6. sirada yer almasina ragmen sarap iiretiminde beklenen siralamada yer
almamaktadir. Ulkemizde iiretilen meyveler i¢inde ise iiziim birinci siradadir ve iiretilen

iziimlerin yarisindan fazlasi sofralik olarak tiiketilmekte geri kalani ise siralik, saraplik ve



BOLUM-1 GIiRIS Ilknur Nezahat CILDIR

kuru {iziim olarak degerlendirilmektedir. Uziim yiizey maya florasini belirlemeye yonelik
calismalar ise olduk¢a smirli sayida ve saraplik iiziim gesitlerine ydneliktir. Uziim
yilizeyinden izole edilen maya tiirlerine ait molekiiler filogenetik caligmalar ise mevcut
degildir.

Uziimiin olgunlugu, ¢esidi, bagin cografik konumu ve yas1, iklim sartlari, fungusit
uygulamasi ve degisik bagcilik uygulamalar: gibi faktorler iizim meyveleri iizerindeki
maya populasyonunun ¢esitliligini ve yogunlugunu etkilemektedir (Cordero-Buesco ve
ark., 2011; Fleet, 2008; Combina ve ark., 2007; Raspor ve ark., 2006; Chavan ve ark.,
2009). Bu nedenle arastirmamizda ayrica maya tiirlerinin {retilen baglara ve {iziim
cesitlerine gore dagilimlari belirlenmistir.

Uziim yiizeyinde genel olarak bulunan non-Saccharomyces maya tiirlerinden birisi
olan Metschnikowia pulcherrima maya tiirtiniin de dogal habitati 6zellikle olgunlasmis
tiziimler olup diger meyve tiirlerinde de bulunabilir (Mills ve ark., 2002). Ascomycetous
maya cinsi bir maya olan Metschnikowia spp. vejetatif hiicrelerin ¢ok tarafli
tomurcuklanmasiyla ve bir veya iki tane uzatilmis igne sekilli askospor iiretimi ile
tanimlanir (Miller ve Phaff, 1998). M. pulcherrima hiicre i¢inde ve lireme ortaminda maya
kolonileri etrafinda biriktirilen pulcherrimin pigmenti tretir (Kluyver ve ark., 1953;
Kurtzman ve Droby, 2011).

Pulcherrimin pigment iiretimi M. pulcherrima maya tiirii i¢in karakteristik olup
tireme ortaminin igerigine gore pigment tretimi degiskendir (Gimenez ve ark., 1995;
Kluyver ve ark., 1953). Pulcherrimin pigmenti ferrik iyonlarindan ve pulcherriminic asitten
olusan kompleks bir molekiildiir (Cook ve Slater, 1956; MacDonald, 1965). Sivi
kiiltirlerde demir (FeCls) konsantrasyonu arttirildiginda pulcherrimin pigment iiretimi de
artmaktadir (Sipiczki, 2006). Demir igermeyen ortamda iiretilen duragan sathadaki M.
pulcherrima maya hiicrelerine 0,Img/ml FeCl; ilave edildiginde hiicrelerin kirmiziya
dondigi  goriilmiistiir. Bu durum renkli suda c¢oziinemeyen ve difilize olamayan
pulcherrimin pigmentinin, renksiz suda c¢oziinebilir ve lireme ortami igerisinde difiiz
olabilen bir baslangic molekiilinden in situ olarak sentezlendigini gostermektedir
(Sipiczki, 2006). Losin amino asiti cyclo-L-leucine-L-leucine ara molekiiliine doniiserek
dibasic asit olan pulcherriminic asiti olusturmaktadir (MacDonald, 1965) (Sekil 1.3). Losin
amino asitinin salgilanan baslangic molekiilii olup olmadigini test etmek i¢in yapilan
calismada, 16sin bagimli Schizosaccharomyces pombe leul mutant maya hiicreleri ile M.

pulcherrima maya hiicreleri SMA petrilerine ekilmis ancak iki maya tiirii arasinda bir
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capraz beslenme (cross-feeding) gozlenmemistir. Bu durum 16sin amino asitinin hiicre
disina salgilanmadigini ve 16sinin bir baglangic molekiili olmadigin1 gostermektedir

(Sipiczki, 2006).

?
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COz:H HCr‘——Bui = Bul
| — & pu —> ]
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NH; H l'
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1 Pulcherriminic acid

Sekil 1.3. Pulcherriminic asit biyosentezi. (MacDonald, 1965).

M. pulcherrima maya tiiriiniin baz1 suslar1 elma, seftali ve tizimlerde hasat sonrasi
patojenlerin ve Ozellikle Botrytis cinerea gibi mikrorganizmalarin zararlarina karsi
koruyucu etkiye sahiptir (De Curtis ve ark., 1996; Deighton ve ark., 1997,
Prakitchaiwattana ve ark., 2002) M. pulcherrima maya tiiriiniin antagonistik etkisi bazi
bakteri, maya ve fungal tiirler ilizerinde c¢alisilmig pulcherrimin pigmentinin farkl

mikroorganizmalar i¢in farkli etkilere sahip oldugu tespit edilmistir (Tiirkel ve Ener,

2009).

Mayalar invertaz enzim aktivitesiyle sukrozu glikoz ve fruktoza, inulinaz enzim
aktivitesiyle iniilini glikoz, fruktoz ve inulo-oligosakkaritlere parcalayarak karbon ve enerji
kaynagi olarak kullanirlar (Walker, 2000; Gao, 2007). invertaz enzimi [-D-
fructofuranoside-fructohydrolase (E.C.3.2.1.26) enzimi olup S. cerevisiae maya tiiriinde
SUC2 geni tarafindan kodlanir ve hiicre disi sukrozun ve rafinozun hidrolizinden
sorumludur (Goldstein ve Lampen, 1975). SUC2 geni glikoz baskilamasina ugrayan ve
transkripsiyonu glikoz varligiyla diizenlenen bir gendir (Carlson, 1998). Maya hiicresinin
tireme ortaminda yeterli glikoz varsa, diger karbon kaynaklarinin (6rnegin sukroz)
kullanim1 i¢in gerekli olan genlerin ve glikoneogenez enzimleri i¢in kodlu genlerin
transkripsiyonunu baskilar (glucose repression) (Ronne, 1995; Gancedo, 1992). Ureme
ortaminda glikoz tiikendiginde veya maya hiicreleri fermente edilemeyen karbon
kaynagma gegirildiginde glikoz tarafindan baskilanan genler aktive edilerek
transkripsiyona baglar (glucose derepression). S. cerevisiae maya hiicresinde SUC2 gen

iseyisi ve invertaz enzim sentezi oldukca fazla arastirilmistir (Herrero ve ark., 1998; DeVit
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ve ark., 1997; Edmonson ve ark., 1996; Lutfiyya ve Johnston, 1996; Treitel ve ark., 1998;
Vyas ve ark., 2001; Taussing ve Carlson, 1983). Non-Saccharomyces maya tiirlerinde ise
benzer ¢alismalar bulunmakla beraber say1 olarak olduk¢a azdir (Perez ve ark., 1996; Klein
ve ark., 1989).

Inulin, B-2,1-D-fruktofuranoz zincirinden ve bu zincir sonunda bir glikoz
molekiiliinden olusur. inulinaz enzimi iniilini glikoz, fruktoz ve inulo-oligosakkaritlere
pargalar. Iniilinaz enzimi iniilinin indirgenmemis ucundaki terminal fruktozu kesen ekzo-
inlilinaz ve inilin igindeki baglar1 kesen endo-iniilinaz olmak iizere iki ¢esittir. Ekzo-
iniilinazin ayn1 zamanda invertaz aktivitesine sahip olup sukrozu da hidrolize edebilirken
endo-iniilinaz invertaz aktivitesine sahip degildir (Chi ve ark., 2009; Chi ve ark., 2011;
Ertan ve ark., 2003). Kluyveromyces, Pichia ve Candida cinslerine ait bazi maya tiirlerinin
iniilinaz aktivitesi oldukea ytiksektir (Gao ve ark., 2007; Kalil ve ark., 2010; Santisteban ve
ark., 2009). Pichia guilliermondii, Cryptococcus aureus, Kluyveromyces marxianus,
Yarrowia lipolitica ve Debaryomyces hansenii maya tiirleri 40 U/mL iizerinde hiicre dist
iniilinaz aktivitesine sahiptir (Yu ve ark., 2009; Gao ve ark., 2007, Chi ve ark., 2009, Gong
ve ark., 2008, Gong ve ark., 2007, Sheng ve ark., 2008; Liu ve ark., 2010; Golunski ve
ark., 2011; Kushi ve ark., 2000).
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BOLUM 2

ONCEKI CALISMALAR

Yiiksek sukroz icerigi nedeniyle iiziimler mayalar i¢in olduk¢a uygun bir yasam
alanma sahiptirler. Uziim yiizeyinden maya izole edilen ve tiir tanimi yapilan birgok
arastirma bulunmaktadir. Daha Onceleri bu tanimlamalar mayalarin biyokimyasal ve
fizyolojik Ozellikleri, iireme sekilleri, koloni morfolojileri gibi O6zellikleri kullanilarak
klasik yontemlerle yapilirken, son 15 yildir molekiiler teknikler bu tanimlamalarda
kullanilmaktadir. Polimeraz zincir reaksiyonu-restriksiyon uzunluk polimorfizmi (PCR-
RFLP) ve 5.8S ITS bolgesini igeren ribozomal DNA (rDNA) sekans analizi gibi teknikler
son yillarda saraplik maya tiirlerinin hizli bir sekilde tanimlanmasinda kullanilmaktadir
(Clemente-Jimenez ve ark.,2004; Combina ve ark.,2005; Nisiotou ve Nychas, 2007; Zott
ve ark.,2008). Kullanilan molekiiler yontemler daha sonra intra-spesifik ve inter-spesifik
tiirlerin  tanimlamasinda  kullanilmaya baslanmustir.  Ozellikle klinik izolatlarin

tanimlamasinda kullanimi yayginlasmistir (Meyer ve ark. 1997, Chang ve ark. 2006).

Gelistirilen yontemlerin ¢gogu ITS bolgesinin analizine dayanmaktadir ITS dizileri
diisiik tiir i¢i polimorfizmi ve yiiksek tiirler arast degiskenlik gosterdiginden farkli fungus
ve mayalarin tanimlanmasinda yaygin olarak tercih edilen bolgelerdir (Accensi ve ark.,

1999; Esteve-Zarzoso ve ark., 1999; La Guerche ve ark., 2004; Lee ve Taylor, 1992).

Yapilan c¢alismalarin  ¢ogunlugu sarap yapiminda kullanilan {ziimlere ve
fermentasyon siiresine katkida bulunan mayalara ydneliktir. Italyada yapilan bir calismada
saraplardan izole edilen 32 maya tiirli 18S rDNA ve NTS bolgeleri kullanilarak molekiiler
identifikasyonu yapilmistir (Capece ve ark., 2003). Diger bir ¢alismada ise 8 farkli iziim
¢esidinin liziim ylizeyinde bulunan maya tiirlerinin yogunlugu rakamsal olarak belirlenerek
iziim ¢esitlerine gore dagilimi tespit edilmistir (Martini ve ark., 1996). S. cerevisiae maya
tirii izim yilizeyinden direkt olarak izole edilemezken M. pulcherrima ve Kloeckera

apiculata maya tiirlerinin iiziim ¢esitleri iizerinde yogun olarak bulundugu gézlenmistir.

Catalanesca beyaz iizlim cesidinin spontan fermentasyonu sirasinda izole edilen
mayalarin 26S rDNA bolgesi kullanilarak tanimlamasi sonrasinda Hanseniaspora spp.,
Issatchenkia spp. ve Candida spp. maya tiirlerinin fermentasyon baslangicinda maya

florasinda yogun olarak bulunurken fermentasyon sonlarinda S. cerevisiae maya tiiriiniin

10
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dominant oldugu gosterilmistir (Di Maro ve ark., 2007). Sicilya boélgesinde {iziim
sirasindaki maya tiirleri 5,8S ve 26S rDNA bolgeleri kullanilarak tanimlanmistir

(Romancino, 2008)

Fransa’nin saraplik liziimleri ile meshur Burgundy bdlgesinde bulunan 7 farkh
bagdan toplanan tek bir iiziim ¢esidi (Pinot noir iiziim ¢esidi) lizerindeki filamentli fungal
tirlerin belirlenmesi i¢in yapilan c¢alismada PCR-RFLP teknigi kullanilarak 5,8S-1TS
bolgesi ¢ogaltilmistir. Farkli restriksiyon enzimleri ile kesilerek restriksiyon profillerine
gore tiir tanimlamalar1 yapilmistir. Tanimlanan tiirlerin bag alanlarina gore dagilimi ilk

defa bu ¢alisma ile gosterilmistir (Diguta ve ark., 2011).

Benzer ¢aligmalar Ispanya (Gonzalez ve ark., 2007; Querol ve ark. 2000, Querol ve
ark., 1998; Briones ve ark., 2000; Valles ve ark., 2007), Italya (Ercolini ve ark.2007,
Romancino ve ark. 2008, Capece ve ark. 2003), Portekiz (Valero ve ark. 2007), Slovekya
(Raspor ve ark. 2006), Polonya (Satora ve Tuszynski 2005), Macaristan (Peter ve ark.,
2005), Cin (Li ve ark., 2010), Yeni Zelanda ( Zhang ve ark., 2010), Hindistan (Ghormade
ve ark. 2009; Chavan ve ark., 2009) ve Giiney Afrika (Pretorius ve ark., 1999) gibi farkli
iilkelerde bulunan bag alanlart ve saraplik iiziim cesitleri lizerinde yapilmistir. Bu
calismalarda izole edilen non-Saccharomyces maya tiirlerinin, 5,8S rDNA-ITS boélgeleri ve
26S rDNA DI1/D2 domain bolgeleri PCR yontemiyle ¢ogaltilip restriksiyon profillerine

gore molekiiler karakterizasyonlar1 belirlenmistir.

Arjantin’de yapilan ¢aligmada ise birbirini takip eden iki sezon {iziimlerden maya
tiirleri izole edilerek sarap florasina bu maya tiirlerinin fermentatif katkilar1 arastirilmistir
(Combina ve ark., 2007). Maya populasyonlarinin kompozisyonlarinin iiziim ¢esidine gore
yildan yila farklilik gosterdigini tespit etmislerdir. Bu durum sarap yapiminda kullanilan
liziimlerin  baslangic  fermentasyon florasin1  etkilemekte ve sarap aromasin
degistirmektedir. Yunanistan’da yapilan bir ¢alismada birbirini izleyen iki y1l Santorini ve
Amyndeon‘dan elde edilen siralarda Hanseniaspora uvarum, M. pulcherrima, Candida
stellata ve Torulaspora delbrueckii baskin tiirler olarak belirlenmistir (Pramateftaki ve
ark.2000).

Saraplik tiiziimlerde ve sarap flretim alanlarinda Cryptococcus, Rhodotorula,
Debaryomyces, Issatchenkia, Zygosaccharomyces, Saccharomycodes, Torulaspora,
Dekkera, Schizosaccharomyces ve Saccharomyces cinslerine ait maya tiirleri yaygin olarak
bulunmaktadir (Ribereau-Gayon ve ark., 2000; Fleet ve ark., 2002; Fleet, 2003; Fleet,

11
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2008; Prakitchaiwattana ve ark., 2004; Jolly ve ark., 2006). Ancak iiziim maya florasi
bolgeden bolgeye ve sezondan sezona degisim gostermektedir (Frezier ve Dubourdieu,

1992; Vezinhet ve ark., 1992; Schiitz ve Gafner, 1994).

S. cerevisiae maya tiiriiniin tiziim yilizeyinden direk izole edilebilmesi oldukga
zordur. 1000 adet tiziim meyvesinde bir tane S. cerevisiae maya tiirii bulunur (Mortimer ve
Polsinelli, 1999). Ancak yapilan bir ¢alismada tiziimlerden izole edilen mayalar arasinda S.
cerevisiae maya tiiriiniin oran1 yiiksektir (%15,6) (Clavijo ve ark., 2010). Benzer sekilde
Ispanya’da vyiiriitiilen bir calismada ii¢ farkli {iziim sirasi icindeki maya populasyonu
belirlenmis ilk sezon en baskin tiirler H. uvarum ve C. stellata olarak belirlenirken sonraki
sezon S. cerevisiae maya tiiriiniin baskin tiir oldugu gézlemlenmistir (Beltran ve ark.,
2002). Fakat bu durumun {zim yiizeyinin diisik maya populasyonundan veya
Saccharomyces kontaminasyonundan kaynakli olabilecegi belirtilmistir (Martini
1993;Vaughan-Martini ve Martini 1995).

Uziimler kullanilarak yapilan ¢alismalarin benzerleri, erik ve elma sarabi yapiminda
kullanilan meyvelerin, siyah zeytinin, portakal meyvesinin ve suyunun, kambucha ¢ayinin
ve lizim suyunun fermentasyon siireglerinden izole edilen maya tiirlerinde de yapilmistir
(Satora ve Tuszynski 2005, Bedrinana ve ark. 2007, Coton ve ark. 2006, Cox ve ark. 2004,
Bisson ve Dizy 2000, Heras-Vazquez ve ark., 2003; Valles ve ark., 2007; Leng Teoh ve
ark., 2004).

Yunanistanda yapilan bir ¢alismada Botrytis ile enfekte olmus tiztimlerden izole
edilen maya tiirlerinin tanimlamalar RFLP yontemi ile yapilarak H. uvarum, H.
guilliermondii, Zygosaccharomyces bailii, Issatchenkia terricola, Issatchenkia
occidentalis, M. pulcherrima, Aureobasidium pullulans ve C. stellata maya tiirlerinin
bulundugu tespit edilmistir (Nisiotou ve Nychas, 2007). Benzer sekilde bazi hastalikli
tizlimlerden izole edilen mayalarin tiir tanimlari yapilarak antimikrobiyal aktiviteleri
incelenmistir (Nychas ve Nisiotou 2007, Barata ve ark. 2008, Spiczki 2006). Tiirkiye’de
yapilan bir ¢alismada ise iizlimlerden izole edilen, molekiiler olarak tiirleri tanimlanan bazi
M. pulcherrima tiirlerinin salgiladigi pigment ile antimikrobiyal aktiviteleri arasinda
farkliliklar bulunmustur (Tirkel ve Ener, 2009). Yapilan c¢alismada M. pulcherrima
tiirtiniin, insan patojenleri Proteus vulgaris, Escherichia coli, Candida albicans, Candida
parapsilosis, Candida krusei ve Trichosporon mucoides tirleri iizerinde gii¢lii antagonistik

etkisinin bulundugu gosterilmistir.

12
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Izole edilen maya tiirlerinde yapilan ¢alismalar yalnizca non-Saccharomyces maya
tiirlerinin tanimlamalar1 ile smirl degildir. Amerikali bilim adamlar1 Italya ve
Romanya’nin mahzenlerinden topladiklar1 baz1 saraplardan izole ettikleri 43 S. cerevisiae
maya tliriinde yaptiklari c¢alismalar sonucunda, dogal sarap suslarmin ¢oklu
heterozigotluktan tam homozigot diploid sporlar olusturduklarini, bunlardan bazilarinin ise
orijinal heterozigot diploid forma dondiiklerini gostermislerdir. Bu doniisiim prosesini ise

‘Genomic Renewal’ olarak adlandirmiglardir (Mortimer ve Ark. 1994).

Yapilan arastirmalar sonucunda yeni tiirler de kaydedilmistir. Ornegin, iiziimlerden
izole edilen Metchnikowia viticola maya tiirtiniin fenotipik 6zelliklerinin ve bazi molekiiler
ozelliklerinin Candida kofuensis ile benzerlik gostermesine ragmen, molekiiler
karakterizasyonunda ortaya ¢ikan farkliliklardan dolayr yeni tiir oldugu gosterilmistir

(Peter ve ark. 2005).

Ayrica liziimlerin fermentasyonu siiresince izole edilen mayalarda B-glukozidaz,
poligalakturanaz, amilaz, lipaz ve proteaz gibi bazi enzimatik Ozellikleri farkll
arastirmalarda incelenmistir (Briones ve ark. 2000, Fleet ve ark. 2008). Uziimlerden izole
edilen Candida, Debaryomyces, Hanseniaspora (Kloeckera), Hansenula, Metschnikowia,
Pichia, Saccharomyces and Torulaspora maya cinslerine ait 26 maya susu izole edilerek
pektinaz, amilaz, lipaz, proteaz ve pB-glikozidaz gibi hiicre disi enzim aktiviteleri
belirlenmistir. izole edilen Pichia anomala (Candida pelliculosa) ve H. uvarum (Kloeckera
apiculata) maya suslarinin yiiksek p-glikozidaz aktivitesine sahip oldugu tespit edilmistir
(Charoenchai ve ark., 1997). Ayrica iizim suyu fermentasyonundan izole edilen bazi
Candida tiirlerinin, Hanseniaspora ve Kloeckera cinslerine ait tiirlerin yiiksek hiicre dis1
proteolitik ve lipolitik aktiviteye sahip olduklar1 gosterilmistir (Charoenchai ve ark., 1997,
Bisson ve Dizy 2000). M. pulcherrima ve C. guillermondii maya tiirlerinde yiiksek [-
glukozidaz aktivitesi tespit edilmistir. Ancak C. guillermondii maya tiiriinde enzimatik
aktivite hiicre i¢i ve periatel iken M. pulchherima maya tiiriinde tamamen hiicre ici

enzimatik aktivite tespit edilmistir (Rodriguez ve ark., 2004).

13



BOLUM-3 MATERYAL VE YONTEM ilknur Nezahat CILDIR

BOLUM 3

MATERYAL VE YONTEM

3.1. Uziim Orneklerinin Toplanmas: ve Maya Izolasyonu

Marmara Bolgesi i¢inde yer alan Bozcaada, Ege Denizi’nin kuzeyinde, Canakkale
Bogazi’nin hemen girisinde yer alir (Sekil 3.1). Cografik konum olarak 39° 50' 6" kuzey
enlemi 26° 4' 11" dogu boylamindadir. Gékgeada’dan sonraki ikinci biiyiik ada olup tarihte
lizlim baglar1 ve saraplar1 ile meshurdur. Arastirmamizda oncelikle Bozcaada’da bulunan
baglar ve bu baglarda yetistirilen iiziim cesitleri tespit edildi (Cizelge 3.1). Uziim &rnekleri
tiztimlerin olgunlagsma donemlerine gére 2009 yilinin Eyliil ve Ekim aylarinda olmak tizere

iki farkli donemde toplandi.

Sekil 3.1. Canakkale ve Bozcaada haritasi.

Daha oOnce belirlenen farkli baglardan tiziim ornekleri aseptik kosullarda steril
tiplere toplanarak laboratuvara getirildi. Tartimlar1 yapilan {iziimler steril sodyum sitrat
cozeltisi (% 2) iginde homojenize edildikten sonra uygun seyreltmeler yapilarak sodyum

propiyonat iceren YGC (40 gr/l Yeast Extract Glucose Chloramphenicol Agar, % 0.1
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Sodyum Propiyonat) petrilerine yayma ekim yontemiyle ekildi. Uygun sartlarda 2-3 giin
inkiibe edilen petrilerin koloni sayilar1 belirlenip farkli koloni morfolojisi gosteren tiirler
olmak tizere rasgele maya kolonileri segilerek glikoz igeren YPD (10 gr/l (w/v) Yeast
Extract, 20 gr/l (w/v) Bacto-peptone, 20 gr/l (w/v) Agar, % 2 Dextrose) besi ortamlarina
aktarildi. Koloni sayilar1 belirlenen {iziim orneklerindeki toplam maya sayist CFU/ml
olarak belirlendi. Toplanan {iziim tiirlerinin ¢esitlerine gore elde edilen maya orneklerine

farkli kod numaralari verilerek gliserol stoklari olarak -70 °C’de muhafaza edilmektedir.

Cizelge 3.1. Uziim 6rneklerinin toplandig1 baglar ve iiziim cesitleri

UZUM BAGLARI UZUM CESITLERI
Panayir i¢i (Mustafa Yayim) Karalahana Uziimii, Cavus Uziimii
Panayir ici (Uskiiplii Hasan) Pembe Gemre Uziimii
Panayir i¢i Alphonse Uziimii, Cabernet Uziimii

Kmali Yapincak Uziimii, Karalahana Uziimii,

. Kokulu Kabak Uziimii, Karasakiz (Kuntura)
Kocamis Deresi (Sitki1 Bozkurt) | |
Uzumi

Cayir Mevkii (Alaettin Salman) | Cavus Uziimii

Cayir Mevkii (Abdullah Tekin) | Atasarist Uziimii

Cayir Mevkii Vasilaki (Cardinal) Uziimii, Cavus Uziimii

Pazar yeri Efes Karas1 Uziimii, Cinsaut Uziimii

3.2. Izole Edilen Maya Orneklerinin Tiir Tanimlamalari

Calismada izolasyolar1 yapilan maya tiirleri koloni morfolojilerine (renk, sekil,
biiyiikliik, v.s.) gore oncelikli olarak gruplandirildi. izole edilen maya 6rneklerinin tiir
tanimlamalarin1 yapmak i¢in hizli bir maya tanimlama sistemi olan; API ID 32C
(Analytical Profile Index) test sistemi (BioMérieux, Fransa) kullanildi. API ID 32C
sistemi, bir tane negatif kontrol olmak tizere farkli karbon ve azot kaynaklarini iceren

(Galactose, Actidion, Sucrose, N-Acetyl-glucosamine, DL-Lactate, LArabinose,
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Cellobiose, Raffinose, Maltose, Trehalose, 2-Keto-gluconate, a-Methyl-D-glucoside,
Mannitol, Lactose, Inositol, Sorbitol, DXylose, Glycerol, Rhamnose, Palatinose, Erythritol,
Melibiose, Glucuronate, Melezitose, Gluconate, Levulinate, Glucose, Sorbose,
Glucosamine, Esculin) 32 kuyucuktan olusan mikro 6lgekli bir asimilasyon test sistemidir.
Test sonucunda elde edilen pozitif ve negatif sonuclar APIWEB R1.2.1 programinda analiz
edilerek tiir tanimlamalart yapildi. Bag alanlarina ve iiziim cesitlerine gore tanimlanan
maya tiirlerinin dagilimi belirlendi. M. pulcherrima olarak tanimlanan maya ornekleri daha

sonraki islemler icin secildi.
3.3. Farkh Karbon Kaynaklarinda Pulcherrimin Pigment Sentezinin Belirlenmesi

API ID 32C kit sistemi ile tanimlanan 78 M. pulcherrima maya 6rnegi ve referans
M. pulcherrima olarak temin edilen UMY 12 (Uludag Universitesi, Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Boliimii, ST-Yeast Collection) maya susunda pulcherrimin pigment sentezi
kantitatif olarak belirlendi (Tiirkel ve Ener, 2008). Bunun igin 6ncelikle Glikoz (% 2)
iceren zengin besi ortaminda (10 gr/l (w/v) Yeast Extract, 20 gr/l (w/v) Bacto-peptone) bir
gece sabit sicaklik (28°C) ve calkalama (100 rpm) ile iretilen sivi kiiltiirlerden % 2
Dextrose ve % 2 Sukroz igeren zengin kat1 besi ortamlarina (YPD ve YPS) 5 mikrolitre
spot test yontemi ile ekilerek 28°C’de 3-4 giin inkiibe edildi. Maya kolonileri etrafinda

olusan pulcherrimin pigment zonu kaydedilerek petrilerin fotograflari ¢ekildi.

3.4. Farkh Azot Kaynaklarinda Pulcherrimin Pigment Sentezinin Belirlenmesi

Azotun pulcherrimin pigment sentezine ve iiremeye etkisini gozlemleyebilmek igin
pigment sentezi gostermeyen, hiicre disina pigment sentezi yapan ve hiicre i¢ine pigment
sentezi yapan 3 M. pulcherrima maya susu (MP-12, MP-23, MP-42) secildi. Ureme ortami
olarak minimal besi ortami1 olan YNB (1.6 g/l Yeast Nitrogen Base ve %2 agar) kullanildi.
Azot kaynagi olarak amonyum siilfat (5.0 g/ Ammonium sulfate (NH,;),SQO,)), prolin
(Pyrrolidine-2-carboxylic acid, CsHgNO,) ve losin (60mg/l 2-Amino-4-methylpentanoic
acid, Cg¢H13NO,) iireme ortamina ilave edildi. Karbon kaynagi olarak sukroz kullanildi.
Secilen maya suslar1 6ncelikle Glikoz (% 2) igeren zengin besi ortaminda (10 gr/l (w/v)
Yeast Extract, 20 gr/l (w/v) Bacto-peptone) bir gece sabit sicaklik (28°C) ve galkalama
(100 rpm) ile tiretildi. Stvi kiiltiirlerden daha 6nce hazirlanan azot igermeyen (YNB), prolin
iceren (YNB-Pro), amonyum siilfat igceren (YNB-AS), prolin ve 16sin i¢eren (YNB-Pro-
Leu), amonyum siilfat ve 16sin igeren (YNB-AS-Leu) ve sadece 16sin i¢eren (YNB-Leu)
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minimal lireme ortamlarina 5 mikrolitre spot test yontemi ile ekilerek 28°C’de 3-4 giin
inkiibe edildi. Maya kolonileri etrafinda olusan pulcherrimin pigment zonu belirlenerek

petrilerin fotograflar c¢ekildi.

3.5. Ozmotik Stres ve Is1 Stresinde Pulcherrimin Pigment Sentezinin Belirlenmesi

Ozmotik stresin ve 1s1 stresinin pulcherrimin pigment sentezine ve tiremeye etkisini
gozlemleyebilmek icin farkli pigment sentezine sahip 6 M. pulcherrima maya susu (MP-
20, MP-32, MP-34, MP-37, MP-45 ve MP-76) secildi. M.pulcherrima maya tiirlerinin
hiperozmotik strese direngli olup olmadiklarim1 ve pigment sentezine etkisini
belirleyebilmek i¢cin maya hiicreleri %2 glikoz igeren ve uygun tuz konsantrasyonlari
konsantrasyonlari (0.0M - 0.2M - 0.4M - 0.6M - 0.8M - 1.0M ve 1.2M NaCl) ilave edilmis
zengin (10 gr/l Yeast Extract, 20 gr/l Bacto-peptone ve 2% agar) ve minimal (1.6 g/l Yeast
Nitrogen Base, 5.0 g/l Ammonium sulfate ((NH;),SO4) ve 2% agar) lireme ortamlari
hazirlandi. Glikoz (% 2) igeren zengin besi ortaminda bir gece sabit sicaklik ve ¢alkalama
ile tretilen siv1 kiiltiirlerden hazirlanan kati tireme ortamlarina (YPD, YPD-0,2M NaCl,
YPD-0,4M NaCl, YPD-0,6M NaCl, YPD-0,8M NaCl, YPD-1,0M NaCl, YPD-1,2M NaCl,
YPD-1,0M KCI, YNBD, YNBD-0,2M NaCl, YNBD -0,4M NaCl, YNBD -0,6M NaCl,
YNBD -0,8M NaCl, YNBD -1,0M NaCl, YNBD -1,2M NaCl, YNBD -1,0M KCI) 5
mikrolitre damlalar seklinde tiglii olarak ekim yapilarak 28°C’de 3-4 giin inkiibe edildi.
Maya kolonilerinin {iremeleri ve koloni etrafinda olusan pulcherrimin pigmentinin

fotograflari gekilerek kaydedildi.

M.pulcherrima maya tiirlerinin 1s1 stresine direngli olup olmadiklarini ve pigment
sentezine etkisini belirleyebilmek i¢in maya hiicreleri %2 glikoz igeren zengin (10 gr/l
Yeast Extract, 20 gr/l Bacto-peptone ve 2% agar) ve minimal (1.6 g/l Yeast Nitrogen Base,
5.0 g/l Ammonium sulfate ((NH4).SO4) ve 2% agar) tireme ortamlar1 hazirlandi. Glikoz (%
2) igceren zengin besi ortaminda bir gece sabit sicaklik ve c¢alkalama ile iretilen sivi
kiiltiirlerden hazirlanan petrilere (YPD ve YNBD) 5 mikrolitre damlalar seklinde tiglii
olarak ekim yapilarak 15 °C, 26 °C, 37 °C, ve 40 °C’de 3-4 giin inkiibe edildi. Maya
kolonilerinin iiremeleri ve koloni etrafinda olusan pulcherrimin pigmentinin fotograflari

cekilerek kaydedildi.

Mayalarin hiicre i¢i glikojen igeriklerindeki farkliliklar iyot boyama yontemiyle
kalitatif olarak kahverengi renk olusumuyla belirlenmektedir (Chester 1968; Enjalbert ve
ark. 2000). Stres sartlarinda mayalarin biriktirdigi glikojeni belirleyebilmek icin taze
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hazirlanan lugol ¢ozeltisi (%1.67 lodin ve %0.67 Potasyum Iodid) kullanildi. Once
petrilerin icine yerlestirilen Whatman No:3 kagitlarina birkagc ml lugol eklenerek,
kagitlarin lugol ile doygun hale gelmeleri saglandi. Petrilerde iiretilip koloni olusturan
hiicreler iyot buharina maruz birakildi. Maya hiicreleri tarafindan biriktirilen glikojenin
iyot ile boyanabilmesi i¢cin 15 dakika beklendi. Glikojen depo eden maya hiicrelerinin
olusturdugu kolonilerin kahverengi, biriktirmeyenlerin sar1 renkte boyandiklar1 gézlendi.

Petrilerin fotograflar1 ¢ekildi.
3.6. Maya Suslarinin Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi

M. pulcherrima olarak tanimlanan mayalardan 6 maya susu (MP-20, MP-32, MP-
34, MP-37, MP-45 ve MP-76) antimikrobiyal aktivite testi i¢in secildi. Maya tiirlerinin 20
farkli patojen bakteri (Pseudomonas aeroginosa, Enterecoccus faecalis, Proteus vulgaris,
Proteus mirabilis, Escherichia coli (1), Escherichia coli (2), Bacillus cereus, Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Micrococcus luteus, Serratia
marcescens, Salmonella typhimurium (1), Salmonella typhimurium (2), Entorobacter
aerogenes, Streptococcus pneumonia, Streptococcus agalactia, Klebsiella pneumonia,
Haemophilus parainfluenza ve Acinobacter baumanni) ve 10 farkli maya (Candida
glabrata, Candida tropicalis, Candida albicans, Candida intermedia, Candida pelliculosa,
Candida famata, Candida lipolytica, Kluyveromyces lactis, Cryptococcus neoformans ve
Debaryomyces hansenii) tiirtine kars1 antagonistik etkileri incelendi. Maya suslari siit ve
siit tiriinlerinden izole edilerek tiir tanimlamalar1 laboratuarimizda yapilan maya tiirleridir.
Baktert tiirleri ise Tiirk Mikrobiyoloji Cemiyeti (TMC) tiyelerinden temin edilmis ve farkl
arastirmalarda kullanilmig klinik izolatlardir. Bakteri tiirleri Nutrient broth (3 g/l Beef
Extract, 5 g/l Peptone) sivi besi ortaminda 37 °C’de ve maya hiicreleri zengin sivi besi
ortaminda (YPD) 28 °C’de bir gece siire ile inkiibe edildikten sonra uygun kati besi
ortamlarina uygun seyreltmeler yapilarak ekimleri yapildi. Ekim iglemi sonrasinda yiizey
kuruduktan sonra, zengin besi ortaminda bir gece boyunca iiremis olan M. pulcherrima
maya tiirlerinden yine uygun seyreltmeler sonrasi damlatilarak sabit sicaklikta tiretildi.
Ureme sonras1 M. pulcherrima maya kolonileri etrafinda pulcherrimin pigmenti sentezi ve

inhibisyon zon olusumu kaydedilerek fotograflari gekildi.
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3.7. Hiicre Dis1 Enzim Profillerinin Belirlenmesi

M. pulcherrima maya tiirlerinin enzim profillerinin saptanabilmesi i¢in kantitatif bir
yontem olan; API-ZYM test sistemi (BioMérieux, Fransa) kullanildi. API-ZYM kit sistemi
bir tane negatif kontrol olmak iizere igerisinde enzim substrati bulunan 20 kuyucuktan
olusmaktadir. API-ZYM test sistemi ile 19 farkli enzimin (Alkaline phosphatase, Esterase
(C 4), Esterase Lipase (C 8), Lipase (C 14), Leucine arylamidase, Valine arylamidase,
Cystine arylamidase, Trypsin, o-chymotrypsin, Acid phosphatase, Naphthol-AS-BI-
phosphohydrolase, o-galactosidase, B-galactosidase, B-glucuronidase, a-glucosidase, B-
glucosidase, N-acetyl-B-glucosaminidase, a-mannosidase, a-fucosidase) varligi hizli bir
sekilde test edilmektedir.

Test sisteminde kullanilacak hiicrelerin hazirlanisi her mikroorganizma i¢in farkl
oldugu i¢in Oncelikle hangi ortamda iiretilen maya hiicrelerinin pozitif sonu¢ verecegi
belirlendi. Bunun i¢in maya hiicreleri iki farkli sekilde test i¢in hazirlandi. Birinci
yontemde maya hiicreleri % 2 glikoz igeren zengin kat1 besi ortaminda ii¢ giin sabit
sicaklikta iiretildi ve bu hiicreler test siteminde kullanildi. Ikinci yontemde maya hiicreleri
bir gecelik %2 glikoz igeren zengin siv1 kiiltiirlerden ¢oktiiriilerek alindi. Hiicre dis1 enzim
aktivitesini belirlemek i¢in siv1 kiiltiirlerin enzim ekstrakti i¢eren supernatant kismi ve
hiicreleri igeren pellet kisimlart ayr1 ayr test sisteminde kullanildi. Bu sekilde elde edilen
sabit hiicre derisimindeki kiiltiir slispansiyonlarindan kitteki her bir hiicreye 65 pL olacak
sekilde transfer edildi. Tansfer sonrasi test sistemleri, 37°C’ de 4 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda her bir kuyucuga ZYM A ve ZYM B ¢ozeltileri eklenerek, 5
dakika oda sicakliginda bekletildi. Kuyucuklarda olusan renk, test kitleri ile birlikte verilen
renk degerlendirme cizelgesine goére yorumlanarak, referans maya susunun ve farkl
pulcherrimin pigment sentez profiline sahip M. pulcherrima maya suslarinin enzim

profilleri belirlendi.

3.8. Maya Tiirlerinin Invertaz ve Iniilinaz Aktivitelerinin Belirlenmesi

M. pulcherrima maya tiiriiniin $-glukozidaz enzim aktivitesini belirleyebilmek igin
MP-23 maya susu se¢ildi. Maya hiicreleri YPS (%1 yeast extract, %2 peptone ve %?2
sukroz) siv1 kiiltiiriinde duragan faza kadar 28 °C ve 120 rpm’de 16-18 saat karistirmayla
tiretildi. Daha sonra duragan faz maya kiiltiirlerinden taze kiiltlir baslatilarak logaritmik
asamaya (ODgpp=1,0) kadar iiretildi. Maya hiicrelerinin hiicre dis1 invertaz/inulinaz
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aktiviteleri i¢in, s1v1 besi yerinde iiretilen hiicreler santrifiij edilerek toplandi. Coktiiriilen
hiicreler steril soguk distile su ile, daha sonra 50 mM NaOAc pH:5 tampon yikandi.
Coktiiriilen hiicreler 200 ul’lik 50mM NaAOc pH=5.2, 2mM PMSF tampon ¢ozeltisinde
¢Oziildii. Bu hiicre ¢ozeltisinden 50 pl alimip 200 p’lik 200 mM sukroz c¢ozeltisiyle
karigtirildi.

Maya hiicrelerinin perietal invertaz/inulinaz aktiviteleri igin, sivi besi iretilen
hiicreler santrifiij edilerek toplandi. Coktiiriilen hiicreler steril soguk distile su ile, daha
sonra 50 mM NaOAc pH:5 tampon yikandi. Hiicreler 200 pl’lik 50mM NaAOc pH=5.2,
2mM PMSF tampon c¢ozeltisi iginde 0,4 gr glass bead kullanilarak 2-3 dakika 4 C’de
vortex edildi. Bu hiicre ¢ozeltisinden 50 pl alinip 200 p’lik 200 mM sukroz ¢ozeltisiyle
karistirildi.

Maya hiicrelerinin hiicre i¢i invertaz/inulinaz aktiviteleri igin, sivi besi iretilen
hiicreler santrifiij edilerek toplandi. Coktiiriilen hiicreler steril soguk distile su ile yikandi.
200 ul’lik ektraksiyon ¢ozeltisi (0,5M NaCl, 0,2 M Tris-HCI pH:7,5, 0,01M EDTA ve 1%
SDS) i¢inde 0,4 gr glass bead kullanilarak 2-3 dakika 4 C’de vortex edildi. Bu hiicre
¢ozeltisinden 50 pl alinip 200 p’lik 200 mM sukroz ¢ozeltisiyle karistirildi.

Hiicre disi, perietal ve hiicre i¢i invertaz/inulinaz aktiviteleri ig¢in hazirlanan
karisimlar 37 °C‘de ve 55 °C 15 dakika bekletildi. Reaksiyon periyodu sonunda enzim
aktivitesi 50 pl, 1M Tris HCl pH:8.8 ¢ozeltisi eklenerek durduruldu. Reaksiyon sonucu
aciga c¢ikan glikoz miktart glikoz oksidaz-peroksidaz reaksiyonu (GOD-POD) ile
belirlendi. (Rothe ve Lehle 1998; Spiro, 1966). Tekrarlanan deneylerden elde edilen
sonuglarin ortalamalari enzim aktivitesi sonucu agiga ¢ikan uM glikoz/dakika/100mg kuru
agirlik olarak hesaplandi. Mayalarin kuru agirligi (ODg=1) 0.5 mg olarak alind1 (Coons
ve ark.,. 1995).

3.9. Genomik DNA izolasyonu

M. pulcherrima maya suslarindan ve referans maya susundan (UMY 12) genomik
DNA izolasyonlar1 Sherman ve arkadaslarinin genomik DNA izolasyon yontemi
kullanilarak yapildi (Sherman ve ark., 1986). Bu amagla se¢ilen maya 6rnekleri YPD besi
ortaminda 30°C ‘de 3 giin inkiibe edilerek iretildi. Steril tiiplere toplanan maya hiicreleri
steril distile su ile yikandiktan sonra, maya hiicreleri iizerine 500 pl 1M sorbitol ve 100 ul
0,5 M EDTA ilave edildi. Elde edilen hiicre siispansiyonu iizerine 30 pl Lyticase
(0,391pg/ul) eklenerek 37°C’de 2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi hiicreler
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¢oktiiriilerek sivi kisim atildi ve pellet tizerine 500 ul 50mM Tris, 20 mM EDTA (pH:7,5)
eklenerek siispanse edildi. Hiicre siispansiyonu iizerine 50 pl %10 SDS eklenerek 65°C’de
30 dakika inkiibe edildi. Bu asamadan sonra karistma 300 ul 5M (pH:5.5) potasyum asetat
eklenerek 60 dakika buz igerisinde bekletildi. Sentrifugasyon sonrasi supernatan kismi yeni
tiibe transfer edilerek tizerine 1:1 hacim izopropanol eklenerek oda sicakliginda 5 dakika
bekletidi ve 20 dakika santrifiij edildi. Sivi kisim atildiktan sonra 1ml %70°lik etanol ilave
edilerek coktiiriildii. S1v1 kisim atilarak oda sicakliginda kurutulan tiiplere 100 pul TE (pH:
7,5) ilave edildi. iki kez fenol-kloroform ekstraksiyonu (1:1 hacim) yapildi. Steril tiiplere
gegirilen sivi faza 30 pl 3M K, 5M asetat (pH:5.8) eklendikten sonra 200 ul absolute
etanol ilave edilerek buz icerisinde 5 dakika bekletildi ve sivi kismi atildi. Tiiplere 1 ml
%70 etanol eklenip ¢oktiiriildii ve sivi kisim atilarak oda sicakliginda kurutuldu. Tiipte
bulunan genomik DNA 100 pul TE (pH:8 ) iginde ¢oziilerek -80 °C’de depolandi. Genomik
DNA’nin saflig1 ve miktar1 spektrofotometre (260/280nm) kullanilarak belirlendi. Ayrica
5ul Genomik DNA % 0,8°lik (w/v) agaroz jelde goriintiilendi.

3.10. ITS1- 5,8S- ITS2 Bolgelerinin Amplifikasyonu

Izole edilen maya tiirlerine ait genomik DNA kullanilarak 1TS1-5,8 rDNA-ITS2
bolgeleri, ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3?) ve ITS4 (5°-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) primerleri kullanilarak daha once belirlenen PCR
sartlarinda gergeklestirildi (Cizelge 3.2) (White ve ark., 1990). PCR reaksiyonlar1 Cizelge
3.3’te belirtilen sicaklik ve siirelerde BIO-RAD marka Thermal cycler cihazinda yapild.

Cizelge 3.2. PCR bilesenleri ve konsantrasyonlari

Bilesen Miktar (ul)  Final konsantrasyon
Master mix 12,5 -
(Fermentas, K0171)
10 pmol/ul forward primer 1 10 pmol/ul
10 pmol/ul reverse primer 1 10 pmol/ul
Genomik DNA 0,5 100 ng
Nuclease free-water 10 -
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Toplam hacim 25

Cizelge 3.3. PCR reaksiyon sartlar

Reaksiyon asamalar1  Sicakhik (°C)  Siire (Dak.) Dongii sayisi

[k denatiirasyon 95 15 1
Denatilirasyon 94 2 -
Primerlerin baglanmasi 60 1 30
Uzama 72 2,5 -
Sonlanma 72 5 1

PCR firtinleri ve Marker 6X yiikleme tamponu ile karistirilarak % 0,8lik (w/v)
agaroz jelde 80 dakika (120 voltta) yirtitiildi (Sekil 3.2). PCR fiirlinlerinin resimleri ultra
violet transilluminatér (UV) tablasinda Olympus C-5060 marka fotograf makinesi ile

fotograflandi.

bpng/'0Spg %
— 700 200 60
— 500 R5 65
- 400 250 7.0

300 9.0 180
- 200 BO 70
— 150 BO 70
— 100 90.0 18.0
-7 35 75

- 50 400 80
-2 BO 150

I TopVision™ LE G0 Aparase ERM9)

0.5 pylane, 8 cm length g,
1XTBE,5Wem, 1 h

0.5 py'ine, 2 0cm kength o=,
1XTBE, &Vicm 3 h

10% polyacrylamide

Sekil 3. 2. Calismada kullanilan marker haritasi.
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3.11. Restriksiyon Profillerinin Belirlenmesi

PCR reaksiyon iiriinleri, PCR Purification kiti (Fermentas K0702) kullanilarak
saflagtirildiktan sonra farkli restriksiyon enzimleri (Fermentas Hinfl, Haelll, Mspl, Alul ve
Cfol) kullanilarak iretici firmanin Onerdigi kosullarda restriksiyon kesimleri
gerceklestirildi (Cizelge 3.4). Restriksiyon iiriinleri ve marker DNA % 2,5 (w/v) agaroz
jelde 1XTAE tamponu i¢inde 120 dakika (120 voltta) yiiriitiildii. Restriksiyon tiriinlerinin
goriintiileri ultra violet transilluminatér (UV) tablasinda Olympus C-5060 marka fotograf
makinesi ile fotograflandi. Restriksiyon enzimleri ile kesim sonucunda elde edilen

bantlarin biiyiikliigii Gel-Pro Analyzer Version 4.0 programi kullanilarak belirlendi.

Cizelge 3.4. Restriksiyon enzimlerinin kesim islemi i¢in reaksiyon bilesenleri

Bilesen Miktar (ul)
Restriksiyon enzimi 0,5
10X Green buffer 1
Kalip DNA 5
Nuclease free-water 8,5
Toplam hacim 15

3.12. Restriksiyon Veri Analizi

Her bir restriksiyon enzimi ile kesim sonucunda olusan bant profilleri bir harf ile
kodlandi. Bant profillerine gore Bilesik Haplotip (Composite haplotype) veri dosyasi
olusturuldu. Her bir populasyon (iizim ¢esidi) i¢in haplotip gesitliligi (Haplotype
Diversity) ve Haplotip frekansi (Haplotype Frequency) hesaplandi (Nei, 1987). Her bir
populasyon i¢in niikleotid ¢esitliligi (Nucleotide Diversity) haplotipler arasindaki kesim
bolgesine gore hesaplandi. Populasyonlar arasindaki farklilasma (Divergency) REAP
(Restriction Enzyme Analysis Programme) kullanilarak belirlendi (McElroy ve ark., 1991).
Haplotipler kullanilarak koksiiz DOLLO parsimoni agaglart PHYLIP ver. 3.5¢ programi
kullanilarak elde edildi (Felsenstein, 1993). Molekiiler varyansin dagilimi (AMOVA)
farkli diizeylerde ARLEQUIN 3.1 programi kullanilarak analiz edildi: populasyon ici,
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populasyonlar arasi ve olusturulan gruplar arasi (Schneider ve ark., 1996). Molekiiler
varyans dagilimi ve FST degerleri 1000’lik permiitasyon ile istatistiksel olarak

degerlendirildi.
3.13. DNA Dizi Analizi

Elde edilen sonuglara gore, secilen MP-57 ve MP-63 M. pulcherrima maya suslari
DNA dizi analizi i¢in se¢ildi. Maya suslarina ait 6rneklerin dizilemeleri Ankara’da bulunan
REFGEN firmasina yaptirildi. DNA dizi benzerlik analizleri (DNA Sequence Similarity
Analysis) NCBI servisinin sundugu BLAST analiz programi kullanilarak yapildu.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Maya Yogunlugunun Uziim Cesitlerine Gére Dagilinm

Calismamizda Bozcaada (Canakkale, Tirkiye) bolgesinden, iiziim c¢esitlerinin
olgunlasma donemleri goéz Oniine alinarak Eyliil ve Ekim aylarinda iiziim o6rnekleri
toplanarak laboratuara getirildi ve uygun besi ortamlarina gerekli seyreltmeler yapilarak
ekimleri yapildi. Ureme ortaminda sayilabilir yogunlukta bulunan maya tiirlerinin
sayimmlart yapilarak tiziimler lizerindeki mayalarin koloni olusturabilen birim (CFU/ml)

degerleri hesaplandi.

Orneklenen iiziim cesitleri ve bag alanlar1 Béliim 3’te Cizelge 3.1°de verildi.
Toplanan iizlim c¢esitlerine gore maya yogunlugu Cizelge 4.1°de verildi. Daha once
belirlenen 8 farkli bag bolgesinden 12 farkli iiziim ¢esidine ait toplam 15 tiziim Ornegi
topland1. Uziim 6rnekleri icerisinde en fazla maya yogunluguna Kinali yapincak (1.5X107)
ve Karalahana (5X10°) iiziim cesitlerinde rastlanirken en diisiik maya yogunlugu Cabernet
(3X10°) ve Vasilaki (14X10°%) iiziim ¢esitlerinde goriildii. Genel olarak iiziim cesitleri

lizerindeki maya yogunlugu 1 mililitre iiziim suyunda 10% -10" CFU olarak belirlendi.

4.2. Tammmlanan Maya Tiirleri ve Dagihimm

Ornekleme yapilan 15 iiziim ¢esidinden toplam 435 maya &rnegi izole edildi. izole
edilen maya Orneklerinden 37 maya tiirii kiif kontaminasyonu nedeniyle iptal edilerek
stoklardan cikartildi. Kalan 392 maya 6rneginin 266 tanesi API ID 32C kit sistemi ile
tamimlanirken 126 maya 6rnegi tanimlanamadi. izole edilen maya tiirlerinin bag alanlarmna

ve Orneklenen iiziim ¢esitlerine gore dagilimi Cizelge 4.2°de verildi.

Panayir i¢i bolgesinden Karalahana, Cavus, Pembe Gemre, Alphonse ve Cabernet
olmak tizere 5 farkli liziim ¢esidinden 6rnekleme yapildi. Bu {iziim c¢esitlerinden izole
edilen 98 maya Ornegi tanimlanirken 40 maya Ornegi tanimlanamadi. Kocamis Deresi
bolgesinden Kinali Yapincak, Karalahana, Kokulu Kabak ve Karasakiz olmak {izere 4

farkli iziim ¢esidinden 78 maya Ornegi izole edildi. Bu iizim ¢esitlerinden izole edilen 62
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maya Orneginin tanimlamasi yapilirken 16 maya Ornegi tanimlanamadi. Cayir Mevkii
bolgesinden Cavus, Atasarist ve Vasilaki (Cardinal) olmak tizere 3 farkli iiziim ¢esidinden
127 maya Ornegi izole edilerek 84 tanesinin tanimlamasi yapildi. Kalan 43 maya 6rnegi
tanimlanamadi. Pazaryeri bolgesinden Efeskarasi ve Cinsaut liziimlerinden izole edilerek
orneklenen maya sayist 69 olup bunlarin 39 tanesi tanimlanirken 30 tanesi tanimlanamadi.
Ormekleme yapilan bag alanlar1 ve bolgelerinden en fazla Panayir i¢i ve Cayr mevkii

bolgesinden maya izolasyonu yapildigi belirlendi.

Cizelge 4.1. Uziim ¢esitlerindeki maya yogunlugu

Uziim Cesidi (Kodu) CFU/ ml
Alphonse (Alfonos) 13X10"
Cabernet 3X10°
Kimali Yapincak 15X10°
Cavus 6X10°
Atasarisi 6X10*
Vasilaki (Cardinal) 14X10°
Karalahana 5X10°
Kokulu Kabak 7X10°*
Pembe Gemre 4X10°
Kara Sakiz (Kuntura) 3X10°
Efes Karasi 3X10°
Cinsaut (Sensu) 3X10°

Tanimlanan maya tiirlerinin izim ¢esitlerine gore dagilimi Cizelge 4.3’te verildi.
Alphonse (Candida spp., Cryptococcus spp., Metchnikowia spp., Rhodotorula spp. ve
Saccharomyces spp.), Kinali yapincak (Candida spp., Cryptococcus spp., Metchnikowia
spp., Rhodotorula spp. ve Koleckera spp.) ve Cinsaut (Candida spp., Cryptococcus spp.,
Metchnikowia spp., Rhodotorula spp. ve Koleckera spp.), liziim ¢esitlerinin her birinde 5
farkli maya cinsine ait 7 farkli maya tiiri tanimlandi. Alphonse yalnizca Panayir i¢i

bolgesinden, Kinali Yapincak sadece Kocamis Deresi bolgesinden ve Cinsaut {iziimii
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Cizelge 4.2. Izole edilen mayalarin baglara ve {iziim cesitlerine gore dagilimi

Uziim Baglar1 (Kodu) Uziim Cesitleri Tanmmmlanan | Tammmlanamayan
(Kodu) Maya Sayisi Maya Sayisi
) Karalahana 24 13
Panayir I¢i
Cavus 30 8
Panayir Ici Pembe Gemre 21 5
) Alphonse 15 12
Panayir I¢i
Cabernet 5 3
Kinal1 Yapincak 41 12
Karalahana 7 4
Kocamis Deresi
Kokulu Kabak 4 -
Karasakiz 5 -
Cayir Mevkii Cavus 37 10
Cayir Mevkii Atasarist 14 12
Vasilaki 6 6
Cayir Mevkii
Cavus 19 11
) Efes Karasi 17 19
Pazar yeri i
Cinsaut 21 11

yalnizca Pazaryeri bolgesinden toplandi. Panayir i¢i ve Kocamis Deresi bag bolgeleri liziim
cesitligi en yiiksek olan bag bolgeleri oldugu i¢in maya ¢esitliliginin de {iziim ¢esitliligine
bagli olarak artis gosterdigi diisiinlilmektedir. Benzer sekilde yalnizca Panayir igi
bolgesinden toplanan Pembe Gemre iiziim ¢esidinde 4 farkli maya (Candida spp.,
Cryptococcus spp., Metchnikowia spp., ve Koleckera spp.) cinsine ait 7 farkli maya tiirii
tanimlandi. Yalnizca Panayir i¢i bag bolgesinden toplanan Alphonse ve Pembe Gemre
liziim ¢esitlerinden izole edilen maya tiirlerinin C. famata, Cr. laurentii ve M. pulcherrima
maya tiirleri ortak olup geriye kalan 4 maya tiiri farklidir. Benzer sekilde gibi Pazaryeri
bolgesinden toplanan Cinsaut ve Efes Karas1 iiziim ¢esidinde Cr. laurentii, M.
pulcherrima, C. holmii ve Cr. neofarmans maya tiirleri her iki iiziim ¢esidindede dagilima
sahipken K. apis/apiculata ve C. zeylanoides yalnizca Cinsaut {iziim ¢esidinde dagilim

gostermektedir. Ayni bag bolgesi igerisinde yetistirilen farkli tiziim gesitleri tizerinde bazi
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Cizelge 4.3. Tanimlanan maya tiirlerinin iiziim ¢esitlerine gére dagilimi

Uziim Cesidi (Kodu)

Maya Tiiri

Izolat Sayis1

Alphonse

Candida famata

Cryptococcus laurentii

Metschnikowia pulcherrima

Candida holmii

Rhodotorula spp.

Saccharomyces cerevisiae

Cryptococcus humicola

Cabernet

Cryptococcus laurentii

Metschnikowia pulcherrima

Kiali Yapincak

Candida famata

Nl N W | | O N | W k-

Cryptococcus laurentii

Metschnikowia pulcherrima

Candida holmii

Rhodotorula spp.

Cryptococcus neoformans

Kloeckera apis/apiculata

Cavus

Candida famata

Cryptococcus laurentii

Metschnikowia pulcherrima

Candida holmii

Rhodotorula spp.

Cryptococcus neoformans

Candida sake

Cryptococcus humicola

Atasarisi

Cryptococcus laurentii

Rhodotorula spp.

Vasilaki

Metschnikowia pulcherrima

Cryptococcus neoformans

Kloeckera apis/apiculata

R R N N R R w
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Cizelge 4.3. Tanimlanan maya tiirlerinin {iziim ¢esitlerine gére dagilimi (Devam)

Uziim Cesidi (Kodu)

Maya Tiiri

izolat Sayisi

Karalahana

Candida famata

1

Cryptococcus laurentii

12

Metschnikowia pulcherrima

Rhodotorula spp.

Cryptococcus albidus

Kokulu Kabak

Metschnikowia pulcherrima

Kloeckera apis/apiculata

Pembe Gemre

Metschnikowia pulcherrima

Kloeckera apis/apiculata

Cryptococcus laurentii

Candida magnoliae

Candida famata

Cryptococcus neoformans

Candida membranifaciens

Karasakiz

Candida famata

Cryptococcus laurentii

Metschnikowia pulcherrima

Efes Karas1

Metschnikowia pulcherrima

Y I SN B S N I = = Y

Rhodotorula spp.

[EY
N

Candida holmii

Cryptococcus laurentii

Cryptococcus neoformans

Cinsaut

Metschnikowia pulcherrima

Rhodotorula spp.

Candida holmii

Cryptococcus laurentii

Cryptococcus neoformans

Kloeckera apis/apiculata

Candida zeylanoides

R | N W k] o g R k| e
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maya tiirlerinin ortak olarak bulundugu bazi maya tiirlerinin ise liziim ¢esidine gore

degiskenlik gosterdigi tespit edilmistir.

Iki farkli bag alanindan (Panayir i¢i ve Cayir mevkii) toplanan ¢avus iiziimiiniin 4
farkli cinse (Candida spp., Cryptococcus spp., Metchnikowia spp., ve Rhodotorula spp.) ait
8 farkli maya tiirii barindirdig1 belirlendi. Bu bag boélgelerinde yetistirilen diger iiziim
cesitlerinin yiizeyinden de bu maya tiirleri izole edildi. Bu durum ¢avus {liziimiiniin diger
liziim ¢esitlerine nazaran daha fazla tercih edilen iiziim ¢esidi oldugunu, maya tiirlerinin
dagiliminda hem bag alaninda bulunan iiziim ¢esitliliginin hem de mayalarin tercih ettigi
lizlim tiirlerinin 6nemli oldugunu gostermektedir. Bolgede yetistirilen iiziim ¢esidi ne kadar

fazla ise liziim ylizeyinden farkli maya tiirii izole etme olasilig1 da fazlalasmaktadir.

Tanimlanan maya tiirleri ve bunlarin toplam izole edilen maya tiirlerine gore
dagilim frekansi Cizelge 4.4’te verildi. S. cerevisiae, C. magnoliae, C. membranifaciens,
Cr. albidus, C. zeylanoides ve C. sake maya tiirleri en az sayida izole edilen maya tiirleri
olup toplam tiirler i¢indeki ferkansi % 0,37 olarak bulundu. Cr. humicola (% 0,75) ve K.
apis/apiculata (% 2,25) tiirleri ise dagilimda yine frekansi diigiik diger iki maya tiirii oldu.
Cr. neoformans ve C. holmii maya tiirleri % 3,38 dagilim frekansi ile C. famata % 4,13
dagilim freakansi ile orta diizeyde liziim yilizeyinde dagilim gosteren tiirler oldu.
Rhodotorula spp. (% 24,43), M. pulcherrima (%29,32) ve Cr. laurentii (% 30,07) maya

tiirleri ise liziim maya ylizeyinde en fazla dagilim gdsteren tiirler olarak tespit edildi.

Tanimlanan maya cinsleri ve bunlarin toplam izole edilen maya cinslerine gore
dagilim frekansi Cizelge 4.5’te verildi. Cryptococcus spp. (% 34,59), Metschnikowia spp.
(% 29,32) ve Rhodotorula spp. (% 24,44) maya cinsleri {iziim ylizeyinde en fazla dagilim
gosteren maya cinsleri olarak bulundu. Beklendigi gibi en diisiik yogunlukta bulunan maya
tirti Saccharomyces spp. (% 0,37) olarak tespit edildi. Candida spp. (% 9,02) ve Kloeckera
spp. (% 0,37) maya cinsleri ise lizim yiizeyinde yogun olmamakla birlikte dagilimda yer

aldig1 goriildii.

30



BOLUM-4 ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA  ilknur Nezahat CILDIR

Cizelge 4.4. Toplam izole edilen maya tiirleri ve ylizdelik dagilimi

Maya Tiirleri Toplam Izolat Sayisi % Frekansi
Cryptococcus laurentii 80 30,07
Metschnikowia pulcherrima 78 29,32
Rhodotorula spp. 65 24,43
Candida famata 11 4,13
Cryptococcus neoformans 9 3,38
Candida holmii 9 3,38
Kloeckera apis/apiculata 6 2,25
Cryptococcus humicola 2 0,75
Saccharomyces cerevisiae 1 0,37
Candida magnoliae 1 0,37
Candida membranifaciens 1 0,37
Cryptococcus albidus 1 0,37
Candida zeylanoides 1 0,37
Candida sake 1 0,37
TOPLAM 266 100

Cizelge 4.5. Toplam izole edilen maya cinsleri ve yiizdelik dagilimi

Maya Cinsi Toplam izolat Sayist % Frekansi
Cryptococcus spp. 92 34,59
Metschnikowia spp. 78 29,32
Rhodotorula spp. 65 24,44
Candida spp. 24 9,02
Kloeckera spp. 6 2,25
Saccharomyces spp. 1 0,37
TOPLAM 266 100

4.3. Tzole Edilen M. pulcherrima Maya Tiirlerinin Uziim Cesitlerine Gore Dagilim

Toplam izole edilen ve tiir tanimlamasi yapilan 266 maya tiiriinden 78 tanesi M.
pulcherrima olarak belirlendi. Bu maya tiirlerinin izole edildikleri iiziim ¢esidi ve daha

sonraki islemlerde kullanilacak olan kodlar1 Cizelge 4.6’da verildi. Aragtirmanin geri kalan
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kisminda yapilan ¢alismalarda bu kod numaralari kullanildi. En fazla M. pulcherrima maya
tiiri Cavus (24) ve Kinali Yapincak (23) {iziim ¢esitlerinden izole edilirken Atasarisi liziim
¢esidinden M. pulcherrima maya tiirii izole edilmedi. Karasakiz ve Alphonse {iziim
gesitlerinden yalnizca bir M. pulcherrima maya tiirii izole edildi. Cabernet ve Efes Karasi
tiziim ¢esitlerinden 2, Kokulu Kabak ve Vasilaki iiziim ¢esitlerinden 3, Karalahana iiziim

¢esidinden 8 ve Pembe Gemre iiziim gesidinden 6 M. pulcherrima maya tiirii izole edildi.
4.4. Karbon Kaynagmn Pulcherrimin Pigment Sentezine Etkisi

Pulcherrimin pigment {iretimi M. pulcherrima maya tiirii i¢in karakteristik olup
lireme ortaminin igerigine gore pigment Uretiminin degisken oldugu gosterilmistir
(Gimenez ve ark., 1995; Kluyver ve ark., 1953). Bu nedenle arastirmada kullanilan
referans M. pulcherrima maya susunun (UMY 12) ve tanimlanan 78 M. pulcherrima maya
tiiriiniin farkli karbon kaynaklarinda pulcherrimin pigment sentezleri belirlendi. Ureme
ortami olarak zengin besi ortami kullanildi. Karbon kaynagi olarak glikoz igeren ortamda
iireyen ve pigment sentezleyen maya tiirlerinin fotograflar1 Sekil 4.1°de, sukroz iceren
ortamda elde edilen goriintiiler ise Sekil 4.2°de sunuldu. Genel olarak sukroz igeren zengin
besi ortaminda maya hiicrelerinin daha fazla pulcherrimin pigmenti salgiladigi goriildii.
Glikoz igeren iireme ortaminda tiim maya suslarinda pigment sentezi gozlenirken sukroz
iceren ilireme ortaminda MP-12, MP-13, MP-16, MP-17, MP-18, MP-19, MP-33 ve

UMY12 maya suslarinda pigment sentezinin olmadig1 belirlendi.

Maya hiicrelerinin koloni etrafinda olusturdugu pigment capr hesaplandi. Koloni
¢apt (Rioloni) ve koloni ¢ap1 + koloni etrafinda olusan pigment c¢apt (Rpigment) Milimetrik
olarak olgiildii. Koloni etrafinda olusan pigment ¢ap1 (Rpigment -Rkoloni) 0larak hesaplandi.
Glikoz iceren ortamda pigmentin olusturdugu halo (zon) cap1 Cizelge 4.7’ de sukroz iceren
ortamda hesaplanan zon ¢ap1 ise Cizelge 4.8’de verildi. En fazla zon ¢ap1 11 mm ile sukroz

iceren ortamda kaydedildi.
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Cizelge 4.6. izole edilen M. pulcherrima maya tiirlerinin kod numaralari ve izole

edildikleri iiziim ¢esidi

izole Edilen Uziim Cesidi

M. pulcherrima Maya Susu Kodu

Alphonse (Alfonos) MP-55

Cabernet MP-13, MP-19

Kinali Yapincak MP-3, MP-7, MP-8, MP-9, MP-10, MP-14, MP-15,
MP-24, MP-37, MP-39, MP-45, MP-48, MP-49, MP-
50, MP-54, MP-64, MP-66, MP-69, MP-70, MP-72,
MP-73, MP-77, MP-80

Cavus MP-1, MP-11, MP-12, MP-18, MP-21, MP-22, MP-23,
MP-27, MP-30, MP-31, MP-32, MP-33, MP-34, MP-
42, MP-43, MP-47, MP-56, MP-60, MP-61, MP-62,
MP-65, MP-68, MP-71, MP-74

Atasarisi -

Vasilaki (Cardinal)

MP-16, MP-17, MP-59

Karalahana

MP-2, MP-4, MP-5, MP-6, MP-35, MP-40, MP-46,
MP-57,

Kokulu Kabak

MP-20, MP-25, MP-36,

Pembe Gemre

MP-26, MP-28, MP-75, MP-76, MP-78, MP-79

Kara Sakiz (Kuntura)

MP-29,

Efes Karasi

MP-38, MP-63

Cinsaut (Sensu)

MP-41, MP-44, MP-51, MP-52, MP-53,
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YP-Glikoz (YPD)
MP-1 | MP-2 MP-3 MP-5 MP-6 MP-7 | MP-8 | MP-9 | MP-10

mm
C

\
MP-34 | MP-35 | MP-36 | MP-37 | MP-38

N | [N/ | |
" "\ ) - : - — |

o 2s s
: ’ 4 . ~ =

Sekil 4.1. Glikoz igeren ortamda M. pulcherrima tiirlerinin tiremesi ve pigment sentezi.
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YP-Sukroz (YPS)

P11 | AP MP13 | M-14 | P15 AP A7 | 18|39 | 320

i’ | A

| | / |

| | / |

O

| : J
| MP-51 | MP-52 | MP-53 | MP-54 | MP-55 | MP-56 | MP-57 | MP-59 | MP-60 | MP-61_
. S — n . ~ NS

"\j - o = T~ ‘

Sekil 4.2. Sukroz i¢eren ortamda M. pulcherrima tiirlerinin tiremesi ve pigment sentezi.
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Cizelge 4.7. Glikoz igeren ortamda maya hiicrelerinin pigment zonu ¢aplar1

M. pulcherrima Kodu (MP)

Pigment Sentezi

Pigment Zonu

(Rpigment -Rioloni) (Mm)

MP-5, MP-6, MP-7, MP-8, MP-9, MP-
10, MP-11, MP-12, MP-14, MP-15,
MP-16, MP-17, MP-18, MP-24, MP-
25, MP-27, MP-33, MP-35, MP-36,
MP-39, MP-41, MP-42, MP-47, MP-
56, MP-60, MP-61, MP-62, MP-63,
MP-69, MP-70, MP-71, MP-74, MP-
76, Kontrol (UMY 12)

MP-1, MP-3, MP-4, MP-13, MP-19,
MP-21, MP-23, MP-26, MP-28, MP-
29, MP-31, MP-32, MP-37, MP-40,
MP-43, MP-44, MP-45, MP-46, MP-
48, MP-50, MP-53, MP-54, MP-55,
MP-77

0,5-1

MP-2, MP-20, MP-22, MP-30, MP-38,
MP-49, MP-51, MP-52, MP-57, MP-
59, MP-64, MP-65, MP-66, MP-68

1,5-2

MP-34, MP-75, MP-79, MP-80

MP-72, MP-73, MP-78

5-6

Glikoz iceren ortamda kontrol dahil 33 maya susunda ve sukroz igeren ortamda

kontrol dahil 12 maya susunda pigment sentezi hiicre i¢inde gerceklestigi icin zon ¢ap1

kaydedilmedi. Glikoz igeren ortamda 24 maya susunda oldukga az (0,5-1 mm pigment

cap1) hiicre dis1 pigment sentezi gerceklesirken sukroz igeren ortamda 19 maya susu 6-7

milimetrelik pigment difiizyonu gergeklestirdi. MP-20, MP-57 ve MP-59 maya suslarinin

sukroz i¢eren ortamda en genis alana difiliz edebilen pigment sentezi yaptig1 gdzlendi.
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Cizelge 4.8. Sukroz iceren ortamda maya hiicrelerinin pigment zonu ¢aplari

M. pulcherrima Kodu (MP) Pigment Sentezi Pigment Zonu
(Rpigment 'Rkoloni) (mm)

MP-12, MP-13, MP-16, MP-17, MP- ) 0
MP-18, MP-19, Kontrol (UMY12)
MP-6, MP-7, MP-9, MP-11, MP-15,
MP-25, MP-33, MP-35, MP-36, MP- + 0
42, MP-47, MP-71
MP-1, MP-5, MP-21, MP-24, MP-29 + 1
MP-22, MP-26, MP-27, MP-28, MP- + 2-2,5
30, MP-31
MP-2, MP-4, MP-14, MP-32, MP-61, + 3-3,5
MP-68
MP-37, MP-39, MP-40, MP-49, MP- + 4-4.5
62,
MP-3, MP-34, MP-38, MP-46, MP-50, 5-55
MP-51, MP-52, MP-74, MP-77, MP- +
78,
MP-10, MP-41, MP-43, MP-44, MP- 6-7
45, MP-48, MP-53, MP-54, MP-55,
MP-60, MP-63, MP-65, MP-56, MP- +
69, MP-70, MP-72, MP-73, MP-75,
MP-76
MP-8, MP-23, MP-64, MP-66, MP-80 + 8
MP-79 + 9
MP-20, MP-57, MP-59 + 11

4.5. Azotun Pulcherrimin Pigment Sentezine Etkisi

Hiicre dis1 16sin molekiiliiniin veya azotun bagslangic molekiilii olup olmadigini
aragtirmak icin pigment sentezi gostermeyen (MP-12), hiicre disina pigment salgilayan
(MP-23) ve hiicre icine pigment sentezi yapan (MP-42) M. pulcherrima maya suslar
secildi. Guglii azot kaynag1 olarak amonyum siilfat, zayif azot kaynagi olarak prolin ve
pulcheriminic asitin yapisinda bulunan 16sin amino asiti tireme ortamlarinda azot kaynagi

olarak, sukroz ise karbon kaynagi olarak kullanildi. Se¢ilen maya suslar1 azot icermeyen
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(YNB), zayif azot kaynagi iceren (YNB-Pro), giiclii azot igeren (YNB-AS), zayif azot ve
16sin amino asiti igeren (YNB-Pro-Leu), giiglii azot ve 16sin igeren (YNB-AS-Leu) ve
sadece 16sin amino asiti igeren (YNB-Leu) minimal iireme ortamlarina ekilerek uygun

sicaklikta inkiibe edildi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.3’te verildi.

PIGMENT SENTEZI
UREME
ORTAMI MP-12 MP-23 MP-42

YNB-As

YNB-Pro

YNB-Leu

YNB-As-Leu

YNB-Pro-Leu

Sekil 4.3. Farkli azot igeren ortamlarda M. pulcherrima maya tiirlinlin tiremesi ve

pulcherrimin pigment sentezi.

Kullanilan tiim azot kaynaklarinda ve azot kaynagi igermeyen ortamda maya
suslariin tiremeleri arasinda farklilik gézlenmedi. Yalnizca azot kaynagi olarak amonyum
stilfat kullanildiginda pigment sentezi gozlenirken diger azot kaynaklar1 kullanildiginda

pigment sentezi gozlenmedi.

M. pulcherrima maya suslar1 azot icermeyen veya zayif azot kaynagi (prolin) igeren
ortamda azot kaynagi iceren ortamdaki (Amonyum siilfat) oranda iireme gosterdi. Ayrica

azot aghigimin dolayisiyle amino asit ach@inin iiremeyi etkilemedigi, azot achigi ile
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olusturulan amino asit aglig1 stresine karsilik maya hiicrelerinin olduk¢a direngli oldugu

gozlendi.

4.6. Ozmotik Stresin ve Is1 Stresinin M. pulcherrima Maya Tiiriiniin Uremesine ve

Pulcherrimin Pigment Sentezine Etkisi

Izole edilen M.pulcherrima maya suslarindan MP-20, MP-32, MP-34, MP-37, MP-
45 ve MP-76 numarali maya suslar1 secilerek stres testinde kullanildi. Maya suslarinin
hiperozmotik strese direngli olup olmadiklarini belirleyebilmek i¢in mayalar glikoz ve
farkli tuz konsantrasyonlar1 igeren zengin ve minimal {ireme ortamlarinda uygun

kosullarda tiretildi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.4’te verildi.

Ureme ve pigment salgisinin, hem zengin hemde minimal {ireme ortaminda tuz
konsantrasyonu 1,0M olana kadar etkilenmedigi belirlendi. Tuz konsantrasyonu 1,0M
tizerine ¢iktiginda tiremenin %350 azalma gosterdigi hiicre dis1 pigment sentezinin ise bazi
suslarda hiicre i¢inde (MP-20, MP-32, MP-45 ve MP-76) olustugu gozlendi. Ozellikle MP-
32 maya susunda pigment sentezinin 1,2M NaCl tuz konsantrasyonunda bloke oldugu
tespit edildi. Ayrica 1,0M NaCl ve 1,0M KCIl tuzu iceren ortamlarda pigment sentezleri
birbirinden farkli olurken, 1,0M KCI igeren ortamda maya suslar1 stres igermeyen

ortamdakine benzer pigment sentezledi.

Is1 stresi sonucunda elde edilen sonuglar Sekil 4.5’te verildi. Sicaklik 15°C
oldugunda iireme %70 azalirken hiicre dis1 pigment salgis1 gozlenmedi. 40°C sicaklikta
tireme gozlenmedigi i¢in pigment sentezi ve salgist da goriilmedi. Maya suslarinin 37°C ve
26°C sicaklikta iiremelerinde farklilik gozlenmezken, MP-34 maya susunun {iremesi

37°C’de bloke oldu. Zengin iireme ortaminda MP-20 ve MP-32 maya suslarinda pigment
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ZENGIN BESI ORTAMI (YP-D) MINIMAL BESi ORTAMI (YNB-D)

TURU 15°c 26°C 37%C 40°C 15°C 26°C 37°%C 40°C

MP-20

MP-32

MP-34

MP-37

MP-45

MP-76

Sekil 4.5. M.pulcherrima maya tiiriinde 1s1 stresinin iireme ve pigment sentezine etkisi.

sentezinde 37°C’de farklilik tespit edilmezken, MP-37 ve MP-45 maya suslarinda pigment
sentezinin hiicre i¢ine dondiigii belirlendi. MP-76 maya susunda ise pigment iiretimi
gozlenmedi. Minimal iireme ortaminda ise MP-45 maya susu hari¢ diger maya suslarinda

pigment sentezinde azalma gozlendi.

Maya suslarinin ozmotik stres ve 1s1 stresi sonrasi biriktirdikleri glikojen miktarlari
kalitatif olarak iyot boyama yontemi ile belirlendi. Minimal besi ortaminda iireyen maya
suslarinda 1s1 stresi ve ozmotik stres sonrasi glikojen birikimi gozlenmedi. Zengin besi
ortaminda gozlenen glikojen birikimleri ise Sekil 4.6’da verildi. Iyotla boyama sonucunda
MP-20 ve MP-34 maya suslarinin 6zellikle 0,4M NacCl ve {izeri tuz konsantrasyonu igeren
ireme ortamlarda koyu kahverengi boyandigi bu nedenle en fazla glikojen biriktiren suslar
oldugu gozlendi. MP-37, MP-45 ve MP-76 maya suslarinda tuz konsantrasyonu 0,6M tizeri
oldugunda glikojen birikimi gozlenirken MP-32 maya susunda tiim konsantrasyonlarda

glikojen birikimi gézlenmedi.
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Potasyum kloriir (KCl) igeren ortamda gerceklesen glikojen birikimi MP-37 maya
susu hari¢ diger maya suslarinda sodyum kloriir i¢eren ortam ile benzer sonuglar gosterdi.
Bu durum maya suslarinda gozlenen glikojen birikimlerinin ozmotik stres kokenli
oldugunu gostermektedir. Is1 stresi sonrast MP-20 ve MP-34 maya suslarinda 37°C’de ¢ok

az glikojen birikimi gozlenirken diger maya suslarinda glikojen birikimi gzlenmedi.

M. pulcherrima maya tiirlerinde hem iireme hemde pigment sentezi ozmotik
stresten ve 1s1 stresinden etkilenmektedir. Ancak bu etki her maya susunda degisik
oranlarda gerceklestigi gibi, stresin kaynagina ve yogunluguna bagli olarak olusturulan

cevapta da farkliliklar meydana getirmektedir.

IYOT TESTI (YP-D
VAYA (YP-D)

TURU

37C 26C 0,2 MNaCl| 0,4 MNaCl| 0,6 MNaCl | 0,8 MNaCl | 1,0 MNaCl | 1,2MNaCl | 1.0 MKCl

MP-20

MP-32

MP-34

MP-37

MP-45

MP-76

Sekil 4.6. Minimal iireme ortaminda ozmotik ve 1s1 stresinin M. pulcherrima maya

suslarinin glikojen birikimine etkisi.
4.7. M. pulcherrima Maya Suslarimin Antifungal ve Antibakteriyel Aktivitesi

Antimikrobiyal aktivite testi icin MP-20, MP-32, MP-34, MP-37, MP-45 ve MP-76
olmak {izere 6 M. pulcherrima maya susu secildi. M. pulcherrima maya suslarinin,
Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida albicans, Candida intermedia, Candida

pelliculosa, Candida famata, Candida lipolytica, Kluyveromyces lactis, Cryptococcus
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neoformans ve Debaryomyces hansenii maya tiirlerine ve Pseudomonas aeroginosa,
Enterecoccus faecalis, Proteus vulgaris, Proteus mirabilis, Escherichia coli (1),
Escherichia coli (2), Bacillus cereus, Bascillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Micrococcus luteus, Serratia marcescens, Salmonella
typhimurium (1), Salmonella typhimurium (2), Entorobacter aerogenes, Streptococcus
pneumonia, Streptococcus agalactia, Klebsiella pneumonia, Haemophilus parainfluenza
ve Acinobacter baumanni patojen bakteri tiirlerine kars1 antagonistik etkileri belirlendi. M.
pulcherrima maya suslarinin 10 farkli maya tiirtine karsi olusturdugu antagonistik etki
sonuglar1 Cizelge 4.9’da ve bakteri tiirlerine karst olusturdugu antagonistik etki sonuglari
Cizelge 4.10°da verildi.

Ozellikle C. glabrata ve C. tropicalis maya tiirlerine karsi antimikrobiyal
aktivitenin fazla oldugu gozlendi (Sekil 4.7). MP-45 maya susunun calismamizda
kullandigimiz tiim mayalara kars1 antagonistik etkisi oldugu ve pigment sentezinin oldukca
fazla oldugu tespit edildi. M. pulcherrima maya suslarinin hiicre dis1 pulcherrimin pigment

sentezi ile inhibisyon zonu olusumu arasinda paralellik gosterdigi belirlendi.

M. pulcherrima maya suslarinin S. epidermidis, B. subtilis, S. agalactia, K.
pneumonia, H. parainfluenza ve A. baumanni bakteri tiirleri hari¢ diger tim bakteri
tiirlerine kars1 farkli oranlarda antibakteriyel etkiye sahip oldugu goézlendi (Cizelge 4.10).
Ozellikle E. faecalis ve P. aeroginosa bakterilerine karsi kuvvetli antagonistik etki
gosterdigi saptandi (Sekil 4.7). MP-76 maya susunun antibakteriyel etkisinin diger maya

suslarina gore daha fazla oranda oldugu goriildii.

Maya tiirlerinin aksine kullanilan bakteri tiirlerinde pulcherrimin pigment sentezi
ile inhibisyon zonu olusumu arasinda paralellik olmadigi tespit edildi. Ayrica M.
pulcherrima maya suglarinin, ayni bakteri tiirii olmalarina ragmen farkli suslar
olmalarindan dolay1 (E. coli (1) ile E. coli (2) ve S. typhimurium (1) ile S. typhimurium (2))
benzer antibakteriyel etkiye sahip olmadiklar1 belirlendi. S. pneumonia, P. mirabilis, E.
coli (2) ve E. faecalis bakteri tiirlerinin, M. pulcherrima maya suslarinda pigment sentezini

hiicre i¢inde gergeklestirerek kirmizi koloniler olugturmasina neden oldugu gozlendi.
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Cizelge 4.9. M. pulcherrima maya tiirlerinin farkli maya tiirlerine kars1 antifungal etkisi

Inhibisyon Zonu (mm)

Maya Tiirleri MP-20 | MP- MP- MP- | MP-45 | MP-76
Candida glabrata 4 4 4 4 4 6
Candida tropicalis 4 5 5 4 4 5
Candida albicans 1 1 1 1 2 3
Candida intermedia - - - - 0,5 0,5
Candida pelliculosa - - - - 0,5 0,5
Candida famata 2 3 4 4 4 5
Candida lipolytica 0,3 1 - 2 2 2
Kluyveromyces lactis - - 0,5 0,5 -
Cryptococcus 1 3 2 2 2 3
Debaryomyces hansenii - 1 2 3 4 4

Cizelge 4.10. M. pulcherrima maya tiirlerinin farkli bakteri tiirlerine kars1 antibakteriyel

etkisi

Inhibisyon Zonu (mm)

Bakteri Tiirleri MP- | MP-32 | MP-34 | MP-37 | MP-45 | MP-76
Pseudomonas 3 3 3 4 4 5
Enterecoccus faecalis 3 3 4 4 4 4
Proteus vulgaris 1 1 0,5 2 2 1
Proteus mirabilis 0,5 - - 1 2 1
Escherichia coli (1) - - - 1 1 1
Escherichia coli (2 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Bacillus cereus 0,5 1 1 0,5 1 1
Bacillus subtilis - - - - - -
Staphylococcus aureus 1 1 1 0,5 2 2
Staphylococcus - - - - - -
Micrococcus luteus 1 1 1 1 3 3
Serratia marcescens 1 1 2 2 3 4
Salmonella typhimurium 2 1 2 2 2 3
Salmonella typhimurium 2 - 0,5 - 2 3
Entorobacter aerogenes - - 0,5 1 - 0,5
Streptococcus 0,5 2 0,5 0,5 - -
Streptococcus agalactia - - - - - -
Klebsiella pneumonia - - - - - -
Haemophilus - - - - - -
Acinobacter baumanni - - - - - -
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MiKROORGANIZMA MP-20 MP-32 MP-34 MP-37 MP-45 MP-76

Candida glabrata

Cryptococcus neoformans

Pseudomonas aeroginosa

Enterococcus feacalis

KONTROL

Sekil 4.7. M. pulcherrima maya suslarinin antimikrobiyal aktiviteleri.
4.8. M. pulcherrima Maya Tiiriiniin Hidrolitik Enzim Profilinin Belirlenmesi

M. pulcherrima maya tiirliniin hidrolitik enzim profili API-ZYM test sistemi ile
belirlendi. Uygun hiicre iceren ortam sartlarini belirleyebilmek i¢in maya hiicreleri % 2
glikoz igeren zengin kat1 ve sivi lireme ortaminda tretildi. Sivi besi ortaminda iretilen
hiicreler ¢otriilerek hem hiicre igeren pellet kismi hemde supernatant kismi ayr1 ayri test

sisteminde degerlendirildi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.8’de verildi.

Kat1 besi ortamindan elde edilerek test sisteminde kullanilan maya hiicrelerinde
16sin arilamidaz aktivitesi pozitif reaksiyon verirken, asit fosfataz, B-glikozidaz, alkalin
fosfataz, esteraz (C4) ve esteraz lipaz (C8) enzimleri diisiik oranda pozitif reaksiyon
gosterdi. Diger enzimlerde ise aktivite gozlenmedi. Benzer sekilde sivi kiiltlir hiicreleri
coktiirtilerek elde edilen supernatant kismi test sisteminde kullanildi ve biitiin enzimlerde
aktivite gozlenmedi. Sivi besi ortaminda {iretilen hiicreler test sisteminde kullanildiginda
ise 16sin arilamidaz, valin arilamidaz, asit fosfataz, a-glikozidaz, - glikozidaz, alkalin

fosfataz, esteraz (C4), esteraz lipaz (C8), Naftol-AS-Bl-fosfohidrolaz ve lipaz(C14)
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enzimlerinde farkli oranlarda pozitif reaksiyon gozlendi. Bu sonuglar dogrultusunda maya
tirlerinin enzim profilleri bir gecelik siv1 kiiltiirlerden elde edilen hiicreler kullanilarak

belirlendi.

API-ZYM test sistemi oldukc¢a pahali bir kit sistemi oldugu i¢in izole edilen tiim M.
pulcherrima maya tiirleri bu test sisteminde analiz edilmedi. Bunun yerine pigment sentez
profiline gore secilen M. pulcherrima maya tiirleri test sisteminde kullanildi. Pigment
senztezi gozlenmeyen MP-12 ve MP-16 maya suslari, farkli oranlarda pigment sentezleyen
MP-30, MP-51, MP-57 ve MP-61 suslar1 API-ZYM testi i¢in secildi. Ayrica kontrol maya
olan UMY 12 yine test sisteminde kullanildi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.9’da verildi.

Losin arilamidaz ve valin arilamidaz enzimleri kullanilan tiim maya suslarinda oldukga
yiiksek aktivite gosterirken sistein arilamidaz aktivitesi degisken ve az oranda tespit edildi.
Benzer olarak asit fosfataz, o-glikozidaz ve B- glikozidaz enzim aktivitelerinin M.
pulcherrima maya tiirlerinde degisik oranlarda bulundugu goriildi. Alkalin fosfataz,
esteraz (C4), esteraz lipaz (C8) ve Naftol-AS-Bl-fosfohidrolaz enzimlerinin ise diisiik
seviyede ve maya tilirleri arasinda degisken seviyede bulundugu tespit edildi. M.
pulcherrima maya tiirlerinin trypsin, a-chymotrypsin, a-galactosidase, -galactosidase, B-
glucuronidase, N-acetyl-B-glucosaminidase, o-mannosidase ve a-fucosidase enzim

aktivitelerine sahip olmadig goriildii.
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Sekil 4.8. Maya hiicrelerinin kati ve s1v1 besi ortamlarda hiicre dis1 enzim aktiviteleri.

SIVI KULTUR PETRI
TESTEDILEN ENZIM Siipernatant Hiicre Hiicre
MP-12 c MP-12 MP-12
1 Kontrol
2 Alkalin fosfataz
3 Esteraz (C 4)
4 Esteraz lipaz (C 8)
5 Lipaz (C 14)
6 Losin arilamidaz
7 Valin arilamidaz
8 Sistin arilamidaz
9 Tripsin
10 | o-kimotripsin
11 | Asit fosfataz
12 | Naftol-AS-BI-fosfohidrolaz
13 | a-galaktosidaz
14 | B-galaktosidaz
15 | B-glukuronidaz
16 | o-glukosidaz
17 | B-glukosidaz
18 | N-asetil-B-glukosaminidaz
19 | o-mannosidaz
20 | a-fukosidaz
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TEST EDILEN ENZIM
1 Kontrol
2 Alkalin fosfataz
3 Esteraz (C 4)
4 Esteraz lipaz (C 8)
5 Lipaz (C 14)
6 Losin arilamidaz
74 Valin arilamidaz
8 Sistin arilamidaz
9 Tripsin
10 a-Kimotripsin
11 Asit fosfataz
12 Naftol-AS-BI-fosfohidrolaz
13 a-galaktosidaz
14 B-galaktosidaz
15 B-glukuronidaz
16 a-glukosidaz
17 B-glukosidaz
18 N-asetil-B-glukosaminidaz
19 a-mannosidaz
20 o-fukosidaz

MP-12

MP-16

MP-30 | MP-51 | MP-57 | MP-61 | C

Sekil 4.9. M.pulcherrima maya hiicrelerinin hiicre dis1 enzim aktiviteleri.
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4.9. M. pulcherrima Maya Tiiriinde invertaz ve Inulinaz Enzim Aktiviteleri

Maya hiicrelerinin hiicre disi, parietal ve hiicre i¢i invertaz ve inulinaz aktivitelerini
belirlemek igin bir tane M. pulcherrima maya susu segildi. Uygun kosullarda hazirlanan
enzim ¢ozeltileri % 0,2’lik sukroz igeren ortamda invertaz aktivitesini belirleyebilmek igin
37°C’de ve inulinaz aktivitesini belirleyebilmek i¢in 55°C’de inkiibe edildi. A¢iga ¢ikan
glikoz umol glikoz/dakika/100mg kuru maya agirligi olarak hesaplandi ve Cizelge 4.11°de
verildi. M. pulcherrima maya tiiriinde hiicre dis1 invertaz ve iniilinaz aktivitesinin oldukga
diisiik oldugu parietal bolgede ise ¢ok fazla enzim aktivitesi olmadig1 kaydedildi. Maya

tiiriinde intilinaz aktivitesinin ise yliksek oldugu belirlendi.

Cizelge 4.11. M. pulcherrima maya tiirinde invertaz ve inulinaz aktivitesi (1 inite (U) = 1

umol glikoz/dakika/100mg kuru agirlik)

Enzimatik Aktivite Invertaz (U) Inulinaz (V)
Hiicre Dis1 2,4+0,13 4,7+ 0,11
Parietal 7,1+ 0,16 9,4+ 0,14
Hiicre Ici 18,0+ 0,18 42,0+ 0,16

4.10. M. pulcherrima Maya Tiiriinden Genomik DNA izolasyonu ve Amplifikasyonu

M. pulcherrima maya hiicrelerinden genomik DNA izolasyonu yapildi (Sherman ve
ark., 1986). Elde edilen DNA’ nin safligt ve miktar1 spektrofotometrik (A260/A280)
yontemle tespit edildi. ITS1-5,8 rDNA-ITS2 bolgesinin amplifikasyonu igin ITS1 (5°-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) ve ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3)
primerleri kullanilarak 1TS1-5,8 rDNA-ITS2 bolgesi g¢ogaltildi (White ve ark.,1990).
Calismamizda elde edilen PCR firiinleri Fermentas Gene JET PCR Purification Kit
(Fermentas K0702) kullanilarak saflastirildi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.10, Sekil 4.11 ve
Sekil 4.12°’de verildi. Tiim maya suslarinda yaklagik 400 baz ¢ifti uzunlugunda DNA
bolgesinin amplifike oldugu belirlendi.
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Sekil 4.12. M. pulcherrima maya suslarinin PCR ile amplifikasyonu (MP-61 — MP-78).
4.11. Restriksiyon Kesim Profilleri

Piirifikasyon sonras1 PCR {irtinlerinin Hinfl, Haelll, Mspl, Alul ve Cfol restriksiyon
enzimleri kullanilarak iretici firmanin Onerdigi kosullarda restriksiyon kesimleri
gerceklestirildi. M. pulcherrima maya suslarinin Haelll enzimi ile kesim sonuglar1 Sekil
4.13 (MP-1’den MP-18’e kadar), Sekil 4.14 (MP-19’dan MP-36’ya kadar), Sekil 4.15
(MP-37°den MP-54’¢ kadar), Sekil 4.16 (MP-55’den MP-66’ya kadar) ve Sekil 4.17°de
(MP-68’den MP-80’¢ kadar) verildi. M. pulcherrima maya suslarinin Cfol (Hhal) enzimi
ile kesim sonuglar1 Sekil 4.18 (MP-1’den MP-18’e kadar), Sekil 4.19 (MP-19’dan MP-
36’ya kadar), Sekil 4.20 (MP-37°den MP-54’¢ kadar), Sekil 4.21 (MP-55’den MP-66"ya
kadar) ve Sekil 4.22°de (MP-68’den MP-80’¢ kadar) verildi. M. pulcherrima maya
suslarmin Hinfl enzimi ile kesim sonuglar1 Sekil 4.23 (MP-1’den MP-18’¢ kadar), Sekil
4.24 (MP-19°dan MP-36’ya kadar), Sekil 4.25 (MP-37’den MP-54’¢ kadar), Sekil 4.26
(MP-55’den MP-66’ya kadar) ve Sekil 4.27°de (MP-68’den MP-80’¢ kadar) verildi. M.
pulcherrima maya suslarinin Mspl (Hpall) enzimi ile kesim sonuglar1 Sekil 4.28 (MP-
1’den MP-18’¢e kadar), Sekil 4.29 (MP-19’dan MP-36’ya kadar), Sekil 4.30 (MP-37’den
MP-54’¢ kadar), Sekil 4.31 (MP-55’den MP-66’ya kadar) ve Sekil 4.32’de (MP-68’den
MP-80’e kadar) verildi. M. pulcherrima maya suslarinin Alul enzimi ile kesimi sonrasi
PCR iirlinliinde kesim gozlenmedi. Bu nedenle Alul enzim sonuglarinin fotograflari

verilmedi ve daha sonraki islemler i¢in Alul enzim sonuglar1 kullanilmadi.

Hhal ve Hinf I enzimleri tiim izole edilen M.pulcherrima maya suslarinda tek
kesim profili goOstermis oldugundan bu enzimlerin kesimlerinde polimorfizm
gbzlenmemistir. Benzer olarak Alul kesim bolgesi bulunmadigindan bu enzimde yine diger
iki enzim gibi polimorfizm gostermemektedir. Haelll ve Hpall kesimleri ise iyi bir

diskriminasyon gosterdiginden polimorfizm gostermektedir.
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Maya suslarinin Hinfl, Haelll, Mspl ve Cfol restriksiyon kesimi sonucu elde edilen

bantlarin biiylikligli hesaplanarak Cizelge 4.12°de verildi.

Sekil 4.13. M. pulcherrima maya suslarinin Haelll enzim kesim sonuglar1 (MP-1 — MP-18).
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Cizelge 4.12. M. pulcherrima maya suslarinin Hinfl, Haelll, Hpall (Mspl) ve Hhal (Cfol)

restriksiyon enzimleri ile kesimi sonucu elde edilen bant biiytikliigi

Maya Susu Haelll Hhal Hinfl Hpall

MP-1, MP-2, MP-7,MP-
11, MP-18, MP-24, MP-33,
MP-35, MP-40, MP-57,
MP-64, MP-68, MP-69, C

393/289/100 | 221/92/92 | 193/185 | 216/174/118/52

MP-3, MP-5, MP-21,MP-
23, MP-26, MP-27, MP-29,
MP-30, MP-31, MP-37,
MP-38, MP-41, MP-43,
MP-44, MP-45, MP-48,
MP-51, MP-52, MP-53,
MP-54, MP-55, MP-60,
MP-62, MP-66, MP-70,
MP-71, MP-72, MP-73,
MP-74, MP-75, MP-76,
MP-77, MP-78, MP-79,
MP-80

296/101 225/98/98 | 195/190 | 219/178/119/53

MP-4, MP-6,MP-8, MP-9,
MP-10, MP-12, MP-14,
MP-15, MP-16, MP-17,
MP-20, MP-22, MP-25,
MP-32, MP-34, MP-39, | 416/309/105 | 232/98/98 | 196/188 | 226/122/53
MP-42, MP-46, MP-47,
MP-49, MP-50, MP-56,
MP-59, MP-61, MP-63,
MP-65

MP-13, MP-19, MP-28,
MP-36, 302/104 233/99/99 | 195/189 223/121/53

4.12. Restriksiyon Bant Profilleri ve Veri Analizleri

Her bir restriksiyon enzimi ile kesim sonucunda olusan bant profilleri ve her bir
bant profili bir harf ile kodlanarak Cizelge 4.13’te verildi. Bilesik Haplotip (Composite
haplotype) tablosu ve calisilan her bir populasyonda (iiziim g¢esidinde bulunan maya
populasyonu) bulunan haplotiplerin frekansi Cizelge 4.14°te verildi. En yaygin (frekansi en
yiiksek) olan haplotip Tip 4 (BAAB) olup 6 populasyonda (Kinali yapincak maya

populasyonu, Cavus iiziimii maya populasyonu, Karalahana {iziimii maya populasyonu,
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Pembe Gemre iizlim ¢esidi maya populasyonu, Efes Karasi iiziim ¢esidi maya populasyonu
ve Cinsaut iizim ¢esidi maya populasyonu) ve 33 bireyde bulundu. Frekansi en diisiik (en
az yaygin) haplotip Tip 3 (BAAA) olup 2 populasyonda (Cabernet iiziim c¢esidi maya
populasyonu ve Kokulu Kabak {iziim ¢esidi maya populasyonu) ve 3 bireyde bulundu.

Ozel haplotip (Private haplotype; Singletones) bulunamadi.

Haplotip ¢esitliligi ve niikleotid ¢esitliligi Cizelge 4.15’te verildi. Haplotip
cesitliligi en fazla Efes Karasi {lizimii maya populasyonunda (1.0+/-0.5) bulundu.
Karalahana {iziimii maya populasyonu (0.7619+/-0.11476), Cavus {izimii maya
populasyonu (0.6848+/-0.03584) ve Kokulu Kabak iiziimii maya populasyonu (0.6667+/-
0.31427) diger yiiksek haplotip ¢esitliligine sahip populasyonlar olarak bulundu. En diisiik
haplotip ¢esitliligi ise Pembe Gemre iiziimii maya populasyonunda (0.3333+/-0.21517)

Cizelge 4.13. Restriksiyon kesimi sonrasi olugan bant profilleri

Haelll Hhal Hinfl Hpall

PCR iiriinii ~ 400 bp ~ 400 bp ~ 400 bp ~ 400 bp
400bp 221bp 200bp 225bp
Profil A 296bp 92bpX?2 189bp 126bp
100bp 54bp

296bp 225bp X2
Profil B 100bp - - 182bp
123bp
52bp
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Cizelge 4.15. Populasyon i¢i haplotip ve niikleotid ¢esitliliginin ortalamasi ve standart
hatast (Mean +/- S.E.)

Population Haplotype Diversity Nucleotide Diversity
1. Cabernet 0.0000 +/-0.00000 0.000000

2. Kimnah Yapmcak 06482 +/-0.05462 0.173710

3. Cavus Uziimi 06848 +-003584 0.182110

4. Kardinal 03000 +-026317 0.173000
5.Karalahana 0.7619+-0.11476 0210626

6. Kokulu Kahak 06667 +-031427 0233333

7. Pembe Gemre 03333 +-021517 0.116667

§.Efes Karan 10000 +-0.50000 0.330000

0. Sensu Uziimii 0.0000 +/-0.00000 0.000000

Ortalama 03103 +-0.01291 0.160383 +-0.0013622

olarak bulundu. Cabernet ve Cinsaut iiziimlerinin maya populasyonlarinda ise haplotip
cesitliligi bulunmadi. Ortalama haplotip ¢esitliligi (Average Haplotype Diversity; AHD)
0.5105+/-0.01291 olarak tespit edildi.

Niikleotid ¢esitliligi en fazla Efes Karasi {iziimii maya populasyonunda (0.350)
goriildii. Bu populasyonu takip eden en fazla niikleotid ¢esitliligi ise Kokulu Kabak tiziimii
maya populasyonu (0.233333) ve Karalahana iiziimii maya poulasyonu (0.210626) olarak
belirlendi. En diisiikk nukleotid gesitliligine sahip maya populasyonu Pembe Gemre {iziim
cesidinde (0.116667) goriildi. Cabernet ve Cinsaut {iziimlerinin maya populasyonlarinda
ise nukleotid ¢esitliligi bulunmadi. Ortalama nukleotid cesitliligi (Average Nucleotide
Diversity; AND) 0.160383 +/- 0.0013622 olarak tespit edildi.

REAP (Restriction Enzyme Analysis Programme) programi kullanilarak her bir
populasyon i¢in hesaplanan nukleotid ¢esitliligi ve populasyonlar arast genetik farklilasma
Cizelge 4.16°da verildi. Hesaplanan nukleotid farklilasma (Nuvleotide Divergency)
degerlerine goére birbirinden en farkli populasyon (0.35) Cabernet iiziimii maya

populasyonu ile Sensu iiziimii maya populasyonu arasinda hesaplandi. Bunu takiben
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Cabernet liziimii maya populasyonu ile Pembe Gemre iizimii maya populasyonunda en
fazla farklilasma (0.291667) kaydedildi. Kinali yapincak iiziimii maya populasyonu ile
¢avus lziimii maya populasyonu, Karalahana iiziimii maya populasyonu ve Efes Karasi
lizim maya populasyonu arasinda hem haplotip hemde nukleotid (kesim bolgesi olarak)
cesitliligine gore farklilasma olmadigi veya c¢ok diisiik farklilasma oldugu belirlendi.
Benzer durum Cavus {iziimii maya populasyonu ile Karalahana iiziimii maya populasyonu
ve Efes Karasi liziimii maya populasyonu arasinda; Vasilaki tizimii maya populasyonu ile
Karalahana tiziimii maya populasyonu, Kokulu Kabak {iziimii maya populasyonu ve Efes
Karasi liziimii maya populasyonu arasinda; Karalahana tiziimii maya populasyonu ile Efes
Karasi liziimii maya populasyonu arasinda; Pembe Gemre iiziimii maya populasyonu ile
Efes Karasi {izlimii maya populasyonu arasinda tespit edildi. Ortalama nukleotid gesitliligi
0.222614+/-0.0001490 ve ortalama nukleotid farklilagsmasi1 0.062232+/-0.0003731 olarak

bulundu.
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4.13. Filogenetik Analiz Sonuglar:

Restriksiyon kesimleri sonucu olusturulan M. pulcherrima maya tiiriine ait haplotip
veri dosyasit PHYLIP ver.3.5¢ programinda (Phylogenetic Inference Package, version 3.5¢)
bir DOLLO agaci1 olusturmak {izere kullanildi. Elde edilen koksiiz DOLLO agaci Sekil
4.33’te verildi. Tip 4 (BAAB) en ‘bazal’ (‘basal’) haplotipi icerdi. Tip 2 (AAAB) ise
monofiletik bir ‘cluster’ olusturan Tip 1 (AAAA) ve Tip 3’e (BAAA) gore daha ‘basal’

durumda bulundu.

Tip 4 haplotipi tasiyan bireyler Kinali Yapincak, Cavus, Kardinal, Karalahana,
Kokulu Kabak, Pembe gemre ve Efes Karasi iiziimlerinin yiizeyinden izole edildi. Tip 2
haplotipini tasiyan bireyler (maya suslar1) Kinal1 Yapincak, ¢cavus, karalahana ve kardinal
lizimlerinin ylizeyinden; Tip 1 haplotipini tasiyan bireyler Kinali Yapincak, Cavus,
Karalahana, Vasilaki, Kokulu Kabak, Pembe Gemre ve Efes Karas1 iiziimlerinin
yiizeyinden izole edildi. Tip 3 haplotipini tasiyan bireyler ise yalnizca Cabernet ve Kokulu
Kabak iiziimlerinin ylizeyinden izole edildi. Elde edilen sonuclara gore Kinali yapincak ve
Cavus tzimleri M. pulcherrima maya populasyonlarinin diger tiziim g¢esitlerine
dagiliminda en Onemli iiziim tiirleridir. Ayrica yalnizca Kocamis Deresi bag alanindan
toplanan Kinali Yapincak {iziim ¢esidinin bu bag alaninda yetistirilen diger iiziim ¢esitleri
(Kokulu kabak ve Karalahana) iizerindeki maya populasyonlar1 i¢in genetik kaynak

olusturdugu diisiiniilmektedir.

Panayir i¢i, Kocamis Deresi ve Pazaryeri bag alanlarindan toplanan tiziimlere ait M.
pulcherrima haplotipleri gbz oniine alinarak 3 grup olusturuldu ve AMOVA (Analysis of
Molecular Variance) analizleri yapildi (Weir ve Cockerham, 1984; Excoffier ve Ark., 1992
ve Weir, 1996). Elde edilen sonuglar Cizelge 4.17°de verildi. Yapilan analizlerde genetik
varyansin % 88’1 populasyon icinde ve istatiksel olarak 6nemli (significant, p<0.01)
bulundu. Olusturulan gruplararasi populasyonlar arasinda genetik varyansin (Fsc= %19;
p<0.01) yine istatistiksel olarak 6nemli oldugu bulundu. Bununla birlikte gruplar arasinda

istatistiksel olarak onemli herhangi bir farklilasma (Fct= negatif deger; p>0.5) gézlenmedi.
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4.14. DNA Dizi Analizleri

Elde edilen sonuglara gére MP-57 ve MP-63 M. pulcherrima maya suslarinin PCR
bolgelerinin DNA dizilemeleri REFGEN firmasina yaptirildi. MP-57 maya susu igin dizi
analizi sonuglar1 Sekil 4.34’te, MP-63 maya susu i¢in elde edilen dizi sonucu Sekil 4.35°te
verildi. MP-57 maya susu i¢in elde edilen DNA dizisi Sekil 4.36’da, MP-63 maya susu i¢in
elde edilen DNA dizisi Sekil 4.37°de verildi. DNA dizi benzerlik analizleri (DNA
Sequence Similarity Analysis) NCBI servisinin sundugu BLAST analiz programi
kullanilarak yapildi. Kontrol maya susu olarak kullanilan UMY 12 (Gene Bank Accession
number:FJ172528) ile MP-57 maya maya susu arasinda yapilan BLASt sonucu Sekil
4.38’te, UMY 12 ile MP-63 arasinda yapilan BLAST sonucu Sekil 4.39’da ve MP-57 ile
MP-63 arasinda yapilan BLAST analizi sonucu Sekil 4.40’da verildi. MP-57, MP-63 ve
UMY 12 maya suslar arasinda yapilan ¢oklu dizi analizi (Multiple allignment) sonucu ise
Sekil 4.41°de verildi. MP-57 ve MP-60 M. pulcherrima maya suslarinin ITS1-5,8S rDNA-
ITS2 bolgesinin BLAST analizleri sonucunda MP-57 maya susunun UMY12 ile % 81
homoloji, MP-63 maya susunun UMY12 ile % 85 homoloji gosterdigi, MP-57 ile MP-62

maya suslarinin birbiri ile % 86 benzerlik gosterdigi bulundu.

Ribozomal DNA bélgelerinin ¢ok fazla tekrarli olmasi nedeniyle dizileme sonucu
elde edilen DNA dizisi Gen Bankasinda bulunan diger dizilerle (MB513 ve MB510) ¢ok
diisiik benzerlik gosterdi.
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GACTCAATTCCTTATACCTTTTAGGCTGACTCTTACATTGAATTCTTCAATACAC

TTTAAACTCTTTCACCGCGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAAAACGCCGC

GATTTGAGATACGTAATATGACTTGCACACGTGAATCATTGACTCTTAGAACG

CACTGTGCGCCGCGGGATATTCCCCGGGGTGTGCGTGGGAGAGAGATATTTAC

TCTCAAACCTCGGGTGTGCCCGCGCTTCGGCCTAATATCCGGGGCGCTAAAAA

ATTTATACCCCCTCCTTTCTCCCCCCCCCAAAAAAAAACCCCGAGAATTTAAAT

ATATCATGCCGGGAGA

Sekil 4.36. MP-57 M. pulcherrima maya tiiriiniin DNA dizisi.

GGAAATTCAAATCCTTATAACTTTTAGGCATGACACTTACCCTTGAATTCTTCA

ATACACAATTAAAACTCTTTCACCGCGGATCTCGTGGCTCTCGCCTCGATGAAG

AACGGCGCGAAGTGCGATACGTAATATGACGTGCACACGTGAATCTGTGACTC

TTTGAACGCATTGTGCGCCCCGGGATACTCCCCAGGGTGTGCGTGGGAGAGAG

ATATTTACTCTCAAACCTCCGGTTTGGCCGTGCTTCGGCATAATATCAACGGCG

CTAGAATAATTTTTAGCCCCTCTCTTTTTCCTCACCCTCGAAAGAATACCCGCA

GAACTTAAACATATCAATAAAGCGGAAG

Sekil 4.37. MP-63 M. pulcherrima maya tiiriiniin DNA dizisi.
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CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment
57-ITS1F G02 =  ——————mm—mmmmmmm—mo o GA--—-—- CTCAAT----TCCTTATACC-TTTTAGGC 26
63-ITS1F HO02 ———————————————— e GGARA-————- TTCAAR----TCCTTATAAC-TTTTAGGC 29
uMY12 CITTTICIGTAGGGTGCACGIGGGGAGGGCTICTTTARAAACATTITTITACACCCTITITTIGGGC 60
* * k% * *EE k * kFkE kEkkx

57-ITS1F_G02
63-ITS1F_HO2
UMY12

57-ITS1F_GO2
63-ITS1F_HO2
UMY12

57-ITS1F_G02
63-ITS1F_HO02
oMY12

57-ITS51F_GO02
63-ITS1F_HO2
UMYl2

57-ITS1F_GO02
63-ITS1F_HO2
UMY12

57-ITS1F_G02
63-ITS1F_HO02
UMY12

-TGACTCT-TACA-TTGAATTCTTCAATA-CAC--TTTARACTCTTTCACCG-CGGAICT
ATGACACT-TACCCTTGAATTCTTCAATA-CACARTTARARCTCTTTCACCG-CGGATICT
AC-ACACTCTACA-TCTTATTCTTCAATAACTCAATTARRRARACTTTCARCARCGGATCT

*k kk kEkx * EEE R R R 2 L L I I EE R FhEkEkER K EE R R 2

CTTGGCICTCGCATCGATGARARRCGCCGCGATTTGAGATACGTAATATGACTTGCACAC
CGTGGCTCTCGCCTCGATGAAGAACGGCGCGRAAGTGCGATACGTAATATGACGTGCACAC
CTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGARTTGCGATACGTAATATGACTTIGCAGAC

* kkk kkkkkk Fkkdkkhkhkdk kkdkk *k* *k KkkkkkIkkkkhkhkkhkd kkkk k¥

GIGAATCATTGACTCTTAGAACGCACTGTIGCGCCGCGGGATATICCCCGGGGTIGIGCGIG
GIGAARTCTGIGACTICTITTGAACGCATTGTIGCGCCCCGGGATACTCCCCAGGGIGIGCGIG
GIGAATCATTGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCGGGGTATICCCCAGGGCATGCGIG

LR S S 2] FhE FEkIkk HkkEkIAK FRIEIEE FEkIkk kk FEkkkk kR LR

GGAGAGAGATATTTACTCTCRRACCTCGGGTGTGCCCGCGCTTICGGCCTAATATCCGGGE
GGAGAGAGATATTTACTCTCARACCTCCGGTTTGGCCGTIGCTTICGGCATARTATCARCGE
GGTGAGCGATATTTACTCTCAARCCTCCGGTTTIGGTCCTGCTTICGGCCTAATATCARCGE

*h O KEE KA AAIIAAE I AR AIAAE AR Kk kR * I I I IEE KhkEkEk I EkE * *

CGCTARARRA-RAATTTATACCCCCIC-CTTITICTICCCC-CCCCCARARRARARAACCCCGAGART
CGCTAGAATAATTTTTAGCCCCICTCTTITTITCCTCACCCTCGARAGAATACCCGCAGARC
CGCTAGAATAAGTTTAGCCCCATC---TTCTCCICACCTC--—-————————————— GAGC

FhEkEkFx kk ¥k * ¥ *hkk k* *k kk* * * % * %

TTAAATATATCAT---GCCGGGAGA 338
TTAAACATATCAATARAGCGGAAG- 350
TCCGATTT--———==mmmmmmmmmm 347

* * *

Sekil 4.41. ALIGNMENT MP-57, MP-63, UMY-12
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BOLUM 5

SONUCLAR VE ONERILER

Calismamizda Bozcaada bulunan (Canakkale, Tiirkiye) 8 farkli bag bolgesinden 12
farkl: iiziim cesidine ait 15 {iziim 6rneginden maya izolasyonu yapilmistir. Uziim 6rnekleri
igerisinde en fazla maya yogunlugu Kinali yapincak ve Karalahana {iziim ¢esitlerinde en
diisik maya yogunlugu ise Cabernet iiziim cesidinde tespit edildi. Uziim g¢esitleri
iizerindeki maya yogunlugunun 10° ile 10’ CFU ml™ arasinda degistigi belirlendi.
Ormekleme yapilan iiziim cesitlerinden 392 maya izole edilerek 266 tanesi tanimland.
Tanimlanan tiirler Cryptococcus spp., Metschnikowia spp., Candida spp., Kloeckera spp.
ve Rhodotorula spp. cinslerine ait 16 maya tiirii olarak bulundu. Bunlar Cr. humicola, Cr.
laurentii, Cr. albidus, Cr. neoformans, C. famata, C. holmii, K. apis, K. apiculata, C.
magnoliae, C. membranifaciens, C. zeylanoides, C. sake, M. pulcherrima, S. cerevisiae,, R.
glutinis ve R. muciloginosa maya tiirleridir. En fazla maya dagiliminin bulundugu tiziim
cesitleri Cavus, Kiali Yapincak, Alphonse ve Cinsaut olarak belirlendi. Uziim cesidi
dagiliminin en fazla oldugu bag bolgeleri Panayir I¢i ve Kocamis Deresi olup Alponse ve
Cavus iiziimleri Panayir I¢ci bolgesinden, Kinali Yapincak {iziim ¢esidi ise Kocamis Deresi
bag alanindan toplandi. Beklendigi gibi {iziim yiizeyinden S. cerevisiae maya tiiriiniin izole
edilme olasilig1 ¢ok diisiik olup yalnizca bir S. cerevisiae 6rnegi Alponse liziim ¢esidi

tizerinden izole edildi.

Elde edilen verilere gore liziim ¢esidi lizerinde bulunan maya cesitliligi bag
bolgesinin igerdigi tiziim gesitliligine baglh olarak degismektedir. Bolgede yetistirilen tiziim
cesidi ne kadar fazla ise liziim ylizeyinden farkli maya tiirii izole etme olasilig1 da o kadar
artmaktadir. Ayrica bazi maya tiirlerinin yalnizca tek ¢esit liziim yiizeyinden izole edilmesi
(6rnegin C. magnolia ve C. membranifaciens maya tiirlerinin yalnizca Pembe Gemre iiziim
cesidinden izole edilmesi gibi) mayalarin {iziim ¢esitlerini tercih ederken segici
davrandiklarini géstermektedir. Bununla birlikte Cavus iiziimii gibi bazi iiziim ¢esitlerinin
birgok maya tiiriiniin tercih ettigi bir yasam alani olusturabildigi goriilmektedir. Cr.
laurentii ve M. pulcherrima gibi maya tiirleri kozmopolit maya tiirleri olup hemen hemen

tiim {iziim c¢esitlerinin yiizeyinde barinabilmektedir.

Aragtirmamizda tanimlanan 78 M. pulcherrima maya susunun ¢ogunlugu Kinal

Yapincak ve Cavus tizimleri yiizeyinden izole edildi. Kinali Yapincak ve Cavus tiziim
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gesitleri yiiksek maya yogunluguna (10° CFU ml™) ve gesitliligine (tanimlanan 14 maya
tiiriiniin 7-8 tanesini i¢ermesi) sahip olmasi nedeniyle bu tiirlerde M. pulcherrima maya

tiiriniin yogun olarak bulunmas1 dogaldir.

Sukroz i¢eren ortamda M. pulcherrima maya suslarinin daha iyi tireme gosterdigi
ve daha genis alana difiiz edebilen pigment sentezledigi goriildii. Ancak pigment sentezinin
her maya susunda farkli oranlarda bazi suslarda ise olmadig1 gozlendi. Sukroz tiziimlerde
bulunan bir disakkarit seker olup mayalar tarafindan kullanilan ve tercih edilen bir karbon
kaynagidir. Bu nedenle M. pulcherrima maya tiiriiniin sukroz i¢eren ortamda daha iyi
tireyebilmesi beklenen bir sonugtur. Pulcherrimin pigment tretimi M. pulcherrima maya
tirli icin karakteristik olup ilireme ortaminin igerigine gore pigment iiretiminin degisken
oldugu gosterilmistir (Gimenez ve ark., 1995; Kluyver ve ark., 1953). Bu nedenle M.
pulcherrima maya suslarinin farkli karbon kaynaklarinda degisik oranlarda ve bolgelerde

pigment sentezlemeleri normaldir.

M. pulcherrima maya tiiriiniin azot igermeyen ve farkli azot kaynaklar1 (amonyum
stilfat, prolin ve 16sin) i¢eren lireme ortamlarmnin pigment sentezine etkisini belirlemek igin
yapilan ¢alismada ilging sonuglar ortaya ¢ikarmistir. Azot kaynagi olarak sadece amonyum
stilfat kullanildiginda pulcherrimin pigment sentezi gozlenirken diger azot kaynaklari

kullanildiginda ve azot igermeyen ortamda pigment sentezi olmadigi goriilmiistiir.

Pulchrrimin pigmenti iki 16sin molekiiliiniin birleserek olusturdugu pulcherriminic
asit ve ferrik iyonlarindan olusan kompleks bir molekiildiir (MacDonald, 1965; Cook ve
Slater, 1956). Pulcherrimin pigmenti suda ¢oéziinmeyen ve difiiz edemeyen renksiz bir
baslangic molekiiliinden sentezlenmektedir. Baslangi¢c molekiiliiniin 16sin amino asiti
olmadig1 ve hiicre disina salgilanmadigi belirlenmistir (Sipiczki, 2006). Arastirmamizda
16sin iceren ortamda pigment sentezinin gozlenmemesi hiicre disinda bulunan 16sin amino

asitinin de baslangi¢ molekiilii olmadigini gostermektedir.

Prolin zayif azot ve zayif karbon kaynagi olmasina ragmen S.cerevisiae tarafindan
sadece azot kaynagi olarak kullanilir. S. cerevisiae laboratuar suslari i¢in prolin olduk¢a az
tercih edilen bir azot kaynagi olmasina ragmen, dogal olarak iiziimde bol miktarda bulunan
azot (prolin), yabani maya tiirleri i¢in tercih edilen bir azot kaynagidir (Huang ve
Brandriss, 2000). Amonyum siilfat ise glutamin gibi tercih edilen bir azot kaynagi olup S.
cerevisiae maya tiirinde TOR (Target of Rapamycin) protein kompleksini aktive ederken
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zaylf azot kaynagi kullaniminda gerekli olan genleri (PUT1 ve PUT2 gibi) baskilar
(Crespo ve ark., 2002; Ter Schure ve ark., 2000).

S. cerevisiae maya tiirlinde azotun yoklugu veya diisiik miktarda varligi TOR
aktivitesini baskilar ve TOR kompleksi tarafindan baskilanan Snfl proteini aktif hale
gecerek Migl proteinini baskilar. Bu sayede derepres olan SUC genleri sukrozu kullanarak
tireyebilir. Benzer sekilde diisiik glikoz sinyali Snflp kinazi aktiflestirerek Migl proteinini
baskilar. Sukroz kullanimi igin gerekli olan genler aktive olur ve lireme gozlenir. Zengin
azot kaynaginda ise TOR kompleksi aktiflesir ve Snfl protein kinaz kompleksini
baskilayarak Migl proteini aktiflestirir. Aktif Migl proteini sukroz kullanimi i¢in gerekli
olan SUC genlerini baskilar ve iireme gozlenmez. Benzer durum yiiksek glikoz

konsantrasyonunda gozlenir.

M. pulcherrima maya suslar1 azot igermeyen veya zayif azot kaynagi (prolin) igeren
ortamda azot kaynagi igeren ortamdaki (Amonyum siilfat) oranda iireme gostermistir. Bu
durum M. pulcherrima maya tirlerinde TOR benzeri kompleksin glikoz
konsantrasyonundan etkilenmedigini, azot miktarinin alternatif karbon kaynaklar ile ilgili
olan genlerin transkripsiyonunda rolii olmadigin1 diigiindiirmektedir. Ancak bu sonucu
kesinlestirmek i¢in mutant TOR ve Snfl M. pulcherrima maya suslari ile galismalarin

yapilmasi gereklidir.

Ayrica azot aclhiginin dolayisiyle amino asit acligmin iiremeyi etkilemedigi, azot
achig ile olusturulan amino asit acligt stresine karsilik maya hiicrelerinin oldukga direncli
oldugu gozlendi. S. cerevisiae maya tiiriinde TOR iz yolunun amino asit, ATP, mitogens,
diisiik oksijen ve fosfatidik asit gibi streslere karsi TOR aktivitesini diislirerek strese
dayanikli olduklar1 gosterilmistir (Reiling ve Sabatini, 2006). M. pulcherrima maya
tiirinde de amino asit aglig1 olast TOR kompleks proteinini baskilayarak maya hiicrelerini

strese direncli hale getirip iiremeyi etkilemis olabilir.

Pigment sentezinin yalnizca yiiksek azot kaynagi igeren ortamda gozlenmesi azot
kaynag1 igcermeyen veya diislik oranda igeren ortamda gozlenmemesi ise yine olast TOR
kompleks proteininin aktiflestirilerek amino asit sentezi i¢in grekli olan genleri ve
faktorleri aktiflestirmesi sirasinda olustugunu diisiindiirmektedir. S. cerevisiae maya
tiiriinde amino asit agligt (YNB ortami) stres olusturur ve TOR kompleksini baskilar.
Benzer sekilde zayif azot kaynagi (YNB-Pro ortami) TOR kompleks proteininin

aktivitesini azaltir. M. pulcherrima maya suslarinda YNB ortaminda (amino asit aglig) ve
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YNB-Pro ortaminda (zayif azot kaynagi) pigment sentezi gozlenmemesi yalnizca
amonyum siilfat iceren ortamda gozlenmesi TOR benzeri bir kompleksin varligini ve
pulcherrimin pigmentinin baslangic (precursor) molekiiliiniin bu kompleks tarafindan

aktiflestirilen amino asit metabolizmasi igerisinde olusturuldugunu diisiindiirmektedir

(Sekil 5.1).

e [

TDR Kom pleks Prntmm 1

| Snf 1Protein Kompleksi | //
l GCN 2p kinaz Pullchm”r&nﬁﬁc
GLN3 astt
baglangi;
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L4 senten
GCN 4 (777)
| Suc Genleri |
l Azot Katabolit
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Ureme var Aminoastt
Pigment yok Biyosentezi icin v
Gerelhi Genler

Sekil 5.1. M.pulcherrima maya tiirtinde olast TOR kompleks proteini ve pulcherimin
sentezi (Ozgiin ).
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M. pulcherrima maya suslarinda hem iireme, hemde pigment sentezi ozmotik
stresten ve 1s1 stresinden etkilenmektedir. Ornegin 1s1 stresinde bazi M. pulcherrima maya
suslarmin {iremesinin durdugu ve pigment sentezinin olmadigi gdzlenmistir. Ozellikle
37°C ‘de gozlenen sonuglar pigment sentezinin maya susuna bagli olarak lokalizasyonunun
degistigini veya bloke oldugunu bazi maya suslarinda ise iiremenin olmadigin
gostermistir. Bu durum maya hiicrelerinin farkli stres kosullarina karsilik farkli sekilde
pigment sentezlediklerini dolayisiyla strese cevap olusturmalar1 arasinda farkliliklar
oldugunu gostermektedir. Ayrica stres kosullarinda belirlenen glikojen birikiminin stresin
yogunlugu ile baglantili oldugu, maya suslar1 arasinda farkli oranlarda biriktirildigi

belirlenmistir.

Maya hiicrelerinin degisik stres kosullarindan (azot agligi, sicaklik, ozmotik ortam,
agir metal veya oksidatif bilesiklerin varligi gibi) etkilendigi bilinmektedir. Maya
hiicrelerinin streslere kars1 gelistirdikleri cevaplarda benzerlikler oldugu gibi bir strese
maruz kalmanin diger bir strese karsi olan toleransi arttirdigi belirtilmektedir (Parrou ve
ark. 1997). Glikojen gevre kosullarina ve hayat dongiisii asamalarina bagli olarak maya
hiicrelerinde biriktirilen bir karbonhidrattir (Parrou ve Francois 1997, Lillie ve Pringle
1980). Mayalarda glikojen, ¢oziinebilir stoplazmik glikojen ve hiicre duvari bilesenlerine
kovalent olarak bagli bulunan ¢oziinemeyen glikojen olmak flizere iki degisik formda
bulunur (Arvindekar ve Patil 2002). Iyot boyama teknigi hiicre duvarindaki glikojenin
varhigini gosteren bir yontemdir. Ayni stres kosullari altinda M. pulcherrima maya suslari
arasinda gozlenen farkli glikojen birikimleri hiicre duvarindaki glikojen miktarlariin farkl
olmasindan dolay1 olup sitoplazmik glikojen birikimlerini yansitmamaktadir. Bu nedenle
kalitatif olarak elde edilen glikojen sonuglarinin enzimatik olarak belirlenmesi gereklidir.

M. pulcherrima maya tiirleri patojenlere karsi biyolojik kontrol potansiyeline sahip
maya tiirlerinden biridir. Baz1 M. pulcherrima maya suslarinin Escherichia coli ve Proteus
vulgaris gibi bakteri suslarmma karsi antibakteriyel etkisi oldugu bilinmektedir.
Arastirmamizda M. pulcherrima maya suslarinin, ayni bakteri tiirii olmalarina ragmen
farkli suslar olmalarindan dolay: [(E. coli (1) ile E. coli (2) ve S. typhimurium (1) ile S.
typhimurium (2)] benzer antibakteriyel etkiye sahip olmadiklari belirlendi. Ayrica bir M.
pulcherrima maya susunun (MP-76) antibakteriyel etkisinin diger maya suslarindan daha
fazla ve genis spektrumlu oladugu gézlendi. Farkli arastirmalarda M. pulcherrima maya
tirtiniin S. cerevisiae, Debaryomyces occidentalis, Kluyveromyces marxianus, Candida

parapsilosis, Candida krusei, Candida dupliniensis, Candida tropicalis, Trichosporon
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mucoides ve Candida albicans gibi maya tiirlerine karsi antifungal etkisi oldugu
belirtilmektedir. Arastirmamizda M. pulcherrima maya suslarinin C. glabrata ve Cr.
neoformans maya tiirlerine karsida antifungal aktivitesi oldugu gozlendi. Ancak
antibakteriyel etkide gozlendigi gibi MP-45 M. pulcherrima maya susunun antifungal
etkisinin diger M. pulcherrima maya suslarindan daha fazla oldugu goriildii. Bu durum M.
pulcherrima maya tiirlinliin antagonistik aktivitesinin tiirlere gore degil suslara gore
belirlenmesi gerektigini gostermektedir. Daha 6nce bazi M. pulcherrima maya suslariin
Aspergillus spp. ve Penicillium spp. tiirlerine karsi farkli antagonistik etkiye sahip
olduklar1 gosterilmistir (Janisiewicz ve ark., 2001; Bleve ve ark., 2006). Benzer durum

aragtirmamizda da tespit edilmistir.

Arastirmamizda pulcherrimin pigmentinin koloni etrafinda olusturdugu zon ile
antagonistik etkisi arasinda bazi suslarda paralellikler gézlenirken bazi suslarda pigment
zon ¢apt ile inhibisyon zon ¢ap1 arasinda farklilklar tespit edilmistir. Pigment zon ¢apinin
inhibisyon zon capindan daha genis olmasi antagonistik etkinin yalnizca pulcherrimin
pigmentinden  kaynaklanmadigim1  gostermektedir. ~ Kitin,  N-acetil  glikozamin
monomerlerinin B-1,4 glikozidik bagi ile baglanmasi sonucu olusan dallanmamis bir
homopolimer olup mayalarin hiicre duvarinda bulunur. Kitinaz enzimi bu baglar1 hidrolize
ederek hiicre duvarmi parcalar. Bazi1 Streptomyces sp. maya suslarinda antifungal
aktivitenin kitinolitik aktiviteden dolayr gerceklestigi bilinmektedir (Narayana ve
Vijyalakshmi, 2009). M. pulcherrima MACH1 susunun yiiksek kitinaz aktivitesine sahip
oldugu rapor edilmistir (Saravanakumar ve ark., 2009). M. pulcherrima maya suslarinin
farkli mayalara kars1 gosterdigi antagonistik etki kitinaz aktivitesinden kaynakli olabilir.
Ancak ireme ortaminda yliksek oranda demir (0,02 pg/ml FeCls) bulunmast M.
pulcherrima maya suslarinin antagonistik etkisinin kaybolmasina neden oldugu
bilinmektedir (Sipiczki, 2006; Tiirkel ve Ener, 2009). Bu durum M. pulcherrima maya
suslarinin antagonistik etkilerindeki degisiklik hem kitinaz hemde pulcherrimin pigment

sentezinin birlikte olugturdugu farkliliklardan kaynakl: olabilir.

Non-saccharomyces maya tiirlerinin fermentasyon sirasinda iiziim sirasindaki bazi
substratlarin  donilistimiinii saglayan bazi hiicre dist enzimleri irettii bu enzimlerin
aktivitelerinin saraplarin aromalarini olusturmaya katkilar1 oldugu kadar olumsuz etkileride
oldugu bilinmektedir (Delfini ve Formica, 2001; Fiore, 2003). Ornegin 16sin arilamidaz,
valin arilamidaz, sistin arilamidaz, alkali fosfataz, naftol-AS-Bl-fosfohidrolaz, -

glukozidaz ve B-glukozidaz gibi enzimlerinde sarap iiretimi siirecinde Onemli rolleri
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oldugu bilinmektedir (Delfini ve Formica, 2001; Nikolaou ve ark., 2006; Nikolaou ve ark.,
2007). Arastirmamizda M. pulcherrima maya suslarinin ¢ok yiiksek oranda 16sin ve valin
arilamidaz enzim aktivitesine sahip oldugu sistin arilamidaz aktivitesinin ise ¢ok diisiik
oldugu tespit edilmistir. Losin ve valin arilamidaz endopeptidaz enzimi olup peptidleri
16sin ve valin amino asitlerinden kesen enzimlerdir. Her iki enziminde M. pulcherrima
maya tiirlerinde yiiksek olmasinin nedenine agiklik getirilememekle birlikte, gerek 16sin ve
prolin igceren ortamda pigment sentezinin gozlenmemesi gerekse 16sin ve valin arilamidaz
aktivitelerinin yiiksek olmasi pulcherrimin pigmentinin baslangi¢ molekiiliiniin 16sin-valin
degradasynundan ziyade biyosentezi ile ilgili bir metabolik yolda olustugunu
gostermektedir. Ayrica bazi stres faktorleri (1s1 stresi gibi) pigment sentezi tizerinde etkili
olsada pigment baslangic molekiiliiniin stres metabolizmasindan ¢ok amino asit
biyosentezi ile ilgili oldugunu diisiindiirmektedir. S. cerevisiae maya tiiriinde giiglii azot
kaynagi olan amonyum siilfat amino asit biyosentezi ic¢in gerekli olan genleri

aktiflestiriken prolin gibi zayif azot kaynag: baskilamaktadir.

Losin ve valin amino asitlerinin biyosentezi piruvat baslangi¢h iz yolu {izerinden,
gerceklesmektedir. Sistin amino asit sentezi ise 3-fosfogliserat baslangiclh farkli bir iz yolu
tizerinden gergeklesir. Losin ve valindeki azot glutamattan gelirken sistindeki azot ve
stilffir hemosistin molekiilinden gelir (Sekil 5.2). Pulcherrimin pigmentinin baslangi¢
molekiiliiniin  muhtemel  sentezlendigi  reaksiyonun (reaksiyonlarin) 16sin-valin

biyosentezinde oldugu kuvvetli bir ihtimaldir.

Aragtirmamizda ayrica asit fosfataz, a-glikozidaz ve - glikozidaz enzim
aktivitelerinin M. pulcherrima maya tiirlerinde degisik oranlarda bulundugu goériilmistiir.
M. pulcherrima maya tiiriinde yiiksek hiicre i¢ci genel B-glukozidaz aktivitesi daha once
rapor edilmistir (Rodriguez ve ark., 2004). Ancak B-glukozidaz enziminin hangisi oldugu
bilinmemektedir. Mayalarda genel olarak bulunan ¢ogunlukla invertaz ve iniilinaz olup
bazi maya tirlerinde levonaz aktiviteside gosterilmistir. Calismamizda M. pulcherrima
maya tliriiniin sukroz igeren ortamda oldukca iyl iliremesi invertaz enzim aktivitesi
oldugunu diisiindiirmesine ragmen sukrozu hidrolize eden enzimin hiicre i¢i inulinaz
oldugu bulunmustur. Inulinaz aktivitesi ile ilgili optimizasyon calismalari devam
etmektedir. Ayrica inulinaz enzminin glikoz baskilamasi ile kontrol edilip edilmedigini

belirlemeye yonelik arastirmalarimiz halen devam etmektedir.
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Sekil 5.2. Lésin, Valin ve sistin biyosentezi (Ozgiin )

Klasik yontemle yaptigimiz 78 M. pulcherrima maya susunun molekiiler
tanimlamasi i¢in ITS1-5,85 IDNA-ITS2 bolgesi kullanilmistir. ITS bolgeleri intraspesifik
tiir tanimlamalrinda yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Dort farkli restriksiyon enzimi
ile kesim sonucunda 6 farkli restriksiyon profili ve 4 farkli haplotip bulundugu
belirlenmistir. En yaygin haplotip (BAAB) Kinali Yapincak, Cavus, Karalahana, Pembe
Gemre, Efes Karas1 ve Cinsaut iiziim g¢esitleri lizerindeki maya populasyonlarinda
bulunurken en az yaygin olan haplotip (BAAA) Cabernet ve Kokulu Kabak tiziim ¢esitleri
tizerindeki maya populasyonlarinda bulunmustur. Haplotip ve niikleotid cesitliligi en fazla
Efes Karasi {iziimii maya populasyonunda en diisiik haplotip ve niikleotid cesitliligi ise
Pembe Gemre {iziimii maya populasyonunda goriilmiistiir. Niikleotid farklilagma
(Nucleotide Divergency) degerlerine gore birbirinden en farkli maya populasyonuna sahip
lizim cesitleri Cabernet iiziimii ile Sensu iiziimii olarak bulunmustur. Kinal1 yapincak
lizimii maya populasyonu ile ¢avus iiziimii maya populasyonu arasinda hem haplotip

hemde nukleotid ¢esitliligine gore farklilasma olmadigi belirlenmistir.
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Olusturulan koksiiz DOLLO agacinda Tip 4 (BAAB) ‘bazal’ haplotip olurken, Tip
1 (AAAA) ve Tip 3 (BAAA) monofiletik durumda bulunmustur. Tip 4 haplotipi tagiyan
mayalarin izole edildigi lizim gesitleri ile Tip 1 haplotipini tasiyan mayalarin izole edildigi
lizim c¢esitleri hemen hemen ayni olmasina ragmen Tip 3 haplotipini tasiyan bireyler
yalnizca Cabernet ve Kokulu Kabak tiziimlerinin yiizeyinden izole edildi. Her iki {iziim
cesidide tagidigi M. pulcherrima maya populasyonlariin bazal haplotipten uzaklasmasina
neden oldugu gibi ayn1 zamanda diger maya tiirleri tarafindan da az tercih edilen {izlim
cesitleridirler. Aragtirmamizda en az maya c¢esitliligi bu iiziim ¢esitlerinde tespit edilmistir.
Genetik farklilasmaya neden olabilecegi i¢in mayalar tarafindan daha az tercih edilen
liziim cesitleri olabilirler. Bu nedenle non-Saccharomyces maya populasyonu diisiik
olacagindan bu iiziim ¢esitleri kullanilarak yapilan saraplarin veya diger fermentasyon

i¢eren Uriinlerin kalitesini diisiirebilir.

Elde edilen sonuglara gére Kinali yapincak ve Cavus iiztimleri M. pulcherrima
maya populasyonlarinin diger liziim ¢esitlerine dagiliminda en 6nemli iiziim tiirleridir.
Ayrica yalnizca Kocamig Deresi bag alanindan toplanan Kinali Yapincak {iziim ¢esidinin
bu bag alaninda yetistirilen diger liziim c¢esitleri (Kokulu kabak ve Karalahana) tizerindeki

maya populasyonlari i¢in genetik kaynak olusturdugu diistiniilmektedir.

AMOVA analizleri sonucunda tek bir iizlim ¢esidi lizerindeki maya populasyonu
icerisindeki genetik varyansin, ayni bag bolgesinde yetistirilen diger iliziim cesitleri
arasindaki genetik varyanstan ve baglar arasindaki genetik varyanstan ¢ok daha yiiksek
oldugu belirlenmistir. Aym1 bag icerisinde yetistirilen liziim cesitleri lizerindeki maya

populasyonlar: arasindaki genetik varyansta yine anlamli bulunmustur.

Calismamiz sonucunda farkli iiziim ¢esitlerinden ve cografik konumlardan izole
edilen ayn1 maya tiiriiniin farkli suslar1 arasinda 6nemli derecede ¢esitlilikler bulunmustur.
Ribosomal DNA analizinde elde edilen farkliliklar diger fizyoloji ve metabolik
ozelliklerinden elde edilen farkliliklardan daha azdir. Bu durum biyokontrol amacgh
kullanilacak maya susunun ayni bag bdlgesinden hatta ayni liziim c¢esidinden farklh
donemlerde (aylarda ve yillarda) yapilan izolatlarinda yapilacak metabolik ve biyokontrol
testlerine gore segilmesi gerektigini gostermektedir. Benzer sonuglar daha 6nce elmalardan
izole edilen M. pulcherrima maya suslar1 igin de rapor edilmistir (Janisiewicz ve ark.,
2001).
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Ribozomal DNA boélgelerinin ¢ok fazla tekrarli olmasi nedeniyle dizileme sonucu
elde edilen DNA dizisi UMY 12 ile ve Gen Bankasinda bulunan diger dizilerle (MB513 ve
MB510) ¢ok diisiik benzerlik (% 80 civarinda) gostermistir. Bu kadar farkliligin
goriilmesindeki temel neden ITS bolgelerinin korunmamis olmasi ve genom igerisinde ¢ok
tekrarli olmasindan kaynaklanmaktadir. Ayn1 maya susunda dahi tekrarlar igerisindeki

mutasyonlarin her tekrar icinde ayn1 oranda ve bolgede gergeklesmedigini gostermektedir.
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