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Ozet

Uziimlerin olgunlasmasinda, tatlanmasinda, seker iceriginin olusmasinda ve birgok fermente triiniin elde
edilmesinde maya tirlerinin dnemli gérevleri bulunmaktadir. Bag alaninin cografik konumuna ve iziim gesidine
gore Uzim ylzeyinin maya cesitliligi degiskendir. Canakkale ilinin Gokceada ilcesinde yetistirilen Kalabaki
GzGminin barindirdigl maya cesitliligi rDNA gen bolgelerinin (ITS1-5.85-ITS2) PCR-RFLP ve DNA dizi analizleri
yapilarak belirlendi. Tanimlanan maya tirlerinden H. uvarum maya tiriiniin maya mikrobiyotasinin yarisina
hakim oldugu, diger maya tirlerinin Gzim yizeyinde dagilimlarinin ise %17,7 A. pullulans, %11,76 C. carpophila,
%5,88 M. pulcherrima, %5,88 S. bacillaris, %5,88 S. salmonicolor, %2,94 C. apicola ve %2,94 Z. obscura oldugu
tespit edildi. Calismamiz ile Z. obscura maya turu ilk defa, C. carpophila maya tiru ise ikinci kez izim ylzeyinde
tanimlandi. Kalabaki Gziimlnin tane yilizeyinde maya gesitliligi fazla olmamakla beraber degisken tirleri
barindirdigi belirlendi.

Anahtar kelimeler: Kalabaki Gizim{, maya mikrobiatasi, RFLP, ITS.

Identification and Characterization of Yeast Diversity on Berry Surface of Kalabaki Grape
Grown in Gékg¢eada, Canakkale

Abstract

Yeast species have important roles in grape ripening and sweetening, formation of sugar content and the
production of many fermented products. According to the geographical position of the vineyard and grape
varieties the yeast diversity on grape berry surfaces is variable. PCR-RFLP analysis and DNA sequencing of rDNA
gene regions (ITS1-5.85-1TS2) were used for identification of yeast species isolated from Kalabaki grape variety
grown in Gokgeada district of Canakkale province. Among the identified yeast species, H. uvarum yeast strains
covered half of grape surface microbiata. The percent distribution of other yeast species on the grape berry
surface were determined as fallows: 17.7% A. pullulans, 11.76% C. carpophila, 5.88% M. pulcherrima, 5.88% S.
bacillaris, 5.88% S. salmonicolor, 2.94% C. apicola ve 2.94% Z. obscura. C. carpophila yeast species was identified
and reported for the second time by our work on the surface of grapes. In addition, Z. obscura yeast species was
first described on the grape berry surface in our research. The diversity of yeast species on Kalabaki grape berries
was not various, but the rare yeast species was recorded in yeast biota.

Key words: Kalabaki grape, yeast microbiata, RFLP, ITS.

Girig %9.7 oraninda artis gosterdigi TUIK-Bitkisel Uretim

Ulkemizde vetistirilen tahil, sebze ve meyve istatistikleri verilerinde rapor edilmistir (TUIK,
gibi bitkisel Urlnlerin Uretimi devamli artis 2017). Bu verilere gore izim uretiminde bir dnceki
gostermektedir. Bir dnceki yila gore tahil Grlnleri yila gbre %5 oraninda artis gézlenmistir. FAO (Food
Gretim  miktarinda %2.4 oraninda, sebze and Agriculture Organization of the United Nations)
Urinlerinde %1.8 oraninda ve meyve Urinlerinde ve OIV (International Organisation of Vine and
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Wine) gibi organizasyonlarin yayinlamis olduklari
verilere gore Tirkiye bag alanlarina sahip Ulkeler
siralamasinda ispanya, Cin, Fransa ve italya’dan
sonra diinyada 5. sirada, lizim Uretiminde ise 6.
sirada yer almaktadir (OIV, 2017; FAO-OIV Focus,
2016). OIV verilerine gore Tirkiye sofralik Gziim
veya yas Uzlim Uretiminde diinyada 6. sirada, kuru
izlim Uretiminde ise 1. sirada bulunmaktadir. Uziim
Uretiminde dunyada ilk siralarda yer alan Fransa
(%99), ispanya (%87) ve italya (%85) gibi ulkeler
uUrettikleri Gzimiin ¢ogunlugunu sarap olarak
degerlendirirken Turkiye icin bu oran %2 olarak
rapor edilmistir (OIV, 2017).

Uziimlerin olgunlasmasinda, tatlanmasinda,
seker iceriginin olusmasinda ve bir¢ok fermente
Grindn elde edilmesinde maya tirlerinin 6nemli
gorevleri bulunmaktadir. Mayalar tek hucreli
mikroorganizmalar olup dogada belirli habitatlarda
komiiniteler halinde yayilis gdstermektedir. Farkl
bircok habitatta bulunan mayalar ‘generalist’ (genis
nis), spesifik habitatlarda bulunanlar ise ‘spesiyalist’
(dar nis) mayalar olarak tanimlanirlar. (Lachance ve
Starmer, 1998). Uziim yiizeyinde bulunan mayalar
‘spesiyalist’ mayalar olup, genellikle Saccharomyces
ve non-Saccharomyces olarak gruplandirilir. Uziim
sirasinin alkolik fermantasyonu karmasgik
biyokimyasal bir sire¢ olup, fermantasyonun ilk
asamasinda non-Saccharomyces tirleri yogun
olarak bulunmaktadir. Fermantasyonun sonraki
asamalarinda ise mikrobiyotaya, alkol toleransi
yiksek olan  Saccharomyces tirleri  hakim
olmaktadir. (Fleet, 2007; Fugelsang ve Edwards,
2007; Fleet, 1993; Pretorius, 2000; Fleet ve Heard,
1993).

Uziim sirasinda ve fermantasyonun ilk
evrelerinde Hanseniaspora uvarum tiri baskin
olarak bulunurken, sonraki asamalarda Candida,
Rhodotorula, Pichia, Kluyveromyces ve Hanseluna
cinslerine ait maya tirleri bulunabilmektedir
(Querol ve ark., 1990; Longo ve ark., 1991; Fleet ve
Heard, 1993; Schitz ve Gafner, 1994). Non-
Saccharomyces olarak adlandirilan bu maya tirleri,
ozellikle sarap aromasina ve kalitesine katki
saglayan ester, alkol ve asit gibi sekonder
metabolitlerin Uretiminden sorumludur (Jolly ve
ark., 2003).

Genel olarak Gzim ylizeyindeki maya
cesitliligi ve yogunlugu tim diinyada benzerlik
gosterse de, bag alaninin cografi konumu, rakimi,
sicaklik, nem ve bolgenin aldigi yagis miktari gibi dis
faktorlere bagh olarak farklilik gosterebilmektedir.
(Amerine ve ark., 1967; Longo ve ark., 1991). M.O
2900 yillarindan beri bagcilik yapildigi bilinen
Canakkale ilinin Gokgeada ilgesi iklimi, rizgari,
arazinin tomografik yapisi ve toprak ozelligi
bakimindan bagcilik icin olduk¢a uygundur. Shiraz,
Chardonnay, Cabernet Sauvignon, Merlot ve
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Kalabaki Gokgeada’da Uretilen Gizim
cesitlerindendir. Bunlarin arasindan en meshuru
Kalabaki Gziimidir ve bu tzimden yapilan sarap
Gokgeada Sarabi olarak bilinmektedir.

Kalampaki, Limnio, Lemnia, Limnio,
Lemniotico, Limniona, Mavro, Nthourou Kara ve
Ntoyrou Kara isimleriyle de bilinen Kalabaki
UzUmUnUn vatani Gokgeada’nin glineybatisinda
bulunan Limni adasidir. Bu tziimden elde edilen
Limnio sarabinin 2000 yildan fazla bir zamandir var
oldugu bilinmektedir. Limnio sarabinin yapiminda
Kalabaki Gziiml kullanilmasina ragmen artik bu
GUzUim c¢esidi Limni adasinda kaybolmaya yiz
tutmustur (Mac Neil, 2015).

Kalabaki GzUm taneleri kiglk veya orta
Olgekli, silindirik veya konik seklindedir. Kabugu
koyu mavi renkte ve orta kalinlikta olup renksiz olan
etlii¢c kismi yumusak ve suludur. Kalabaki izimi geg
olgunlasan bir Uzim c¢esididir. Nisan ayinin
baslarinda bitki ortisli yesillenmeye baslar ve
Gzumlerin olgunlasmasi eyltl ayinda gergeklesir.
‘Gokgeada Kosullarinda Organik Uziim
Yetistiriciliginde Bag Zararlilarinin Yonetimi’ konulu
bir TUBITAK-TAGEM projesi kapsaminda elde edilen
sonuglara gore zararli ve avcl boceklerin sebep
oldugu problemlere karsi en direngli Gziim gesidinin
Kalabaki Gzim cesidi oldugu tespit edilmistir
(Altindisli ve Ozsemerci, 2012).

Turkiye’de gerek Gzum farkhliklarina gore
gerekse cografi konuma gore Uzlim yizeyindeki
maya cesitliliginin belirlenmesine yonelik ¢alisma
sayisi olduk¢a azdir. Yapilan cgalismalarda
Uziimlerden izole edilen maya izolatlarinin
fermantasyon sirasi Uzerine ve sarap (Uretimi
sirasinda izole edilen maya izolatlarinin teknolojik
ozellikleri ve oldlrict  etkileri daha ¢ok
incelenmistir (Ozcelik ve Dénmez, 1993; Ozcelik ve
ark., 1996; Nurgel ve ark., 2005). Uziim yiizeyindeki
maya mikrobiyotasinin sarabin kalitesini etkiledigi
bilinmektedir. Bu nedenle sarap yapiminda
kullanilan  Gziimlerin  maya  mikrobiyotasinin
belirlenmesi 6nem arz etmektedir. Calismamizda
Canakkale ilinin Gokgeada ilgesinde yetistirilen
Kalabaki Giziimlerinin ylizey maya mikrobiyotasinin
molekuler yontemler kullanilarak belirlenmesi ve
daha once yapilan galismalarda elde edilen tirlerle
karsilastirilarak analiz edilmesi amaglanmistir.

Materyal ve Yontem
Maya izolasyonu

Kalabaki Giziim ornekleri Canakkale’nin
Gokcgeada ilcesi Tepekdy Mevkiinde (40°11'27.2" N
ve 25°49'55.1" E) bulunan ‘Nusretbey Saraplari’nin
Uretildigi Nusret Avci'ya ait (zUm baglarindan
olgunlasma doénemi dikkate alinarak 2016 Eylil
ayinda toplandi. Aseptik kosullarda alinan Kalabaki
Uzlim ornekleri sodyum sitrat ¢Ozeltisi (%2)
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icerisinde homojenize edilerek YGC (40 gr/l Yeast
Extract Glucose Chloramphenicol Agar, %0.1
Sodyum Propiyonat) besi ortamina ekimleri yapildi
ve 302C'de 3 giin inkiibe edildi. Maya suslarinin
koloni olusturabilen birim degerleri (CFU/ml)
hesaplandi ve farkh koloni morfolojisi gosteren
maya suslari rastgele secilerek YPD (10 gr/l Yeast
Extract, 20 gr/l Bacto-peptone, 20 gr/l Agar, 2 %
Dextrose) besi ortamina aktarildi. Maya suslari daha
sonraki kullanimlar igin -80°C’de saklandi.

Genomik DNA izolasyonu ve PCR amplifikasyonu
Kalabaki tziimlerinden izole edilen maya
suslarinin genomik DNA izolasyonlari Kristjuhan ve
ark. (2011) tarafindan gelistirilen LiOAc +SDS
metodu kullanilarak yapildi. izole edilen genomik
DNA, maya suslarinin ITS1-5.85 -ITS2 rDNA gen
bolgelerinin amplifikasyonlari igin kullanildi. PCR
amlifikasyonunda mayalar igin evrensel olan ITS1
(5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') ve ITS4 (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') primerleri kullanildi
ve daha oOnce belirlenen PCR sartlarinda
gerceklestirildi (White ve ark., 1990). PCR {rinleri
agaroz jelde (%1.5) elektroforez yapildi ve
fotograflandi. Elde edilen PCR drinlerinin
uzunluklar Gel-Pro Analyzer Version 4.0 programi
kullanilarak belirlendi ve maya suslarinin PCR
uzunluklarina gore gruplandiriimasi yapildi.

Restriksiyon profillerinin belirlenmesi ve DNA dizi
analizi

Kalabaki Uziimlerinden izole edilen maya
suglarinin  TS1-5.8S-ITS2 rDNA gen bdlgelerinin
amplifikasyonu sonrasi elde edilen PCR (rinleri kit
(Thermo Scientific — K0702) kullanilarak saflastirildi.
Farkh restriksiyon enzimleri (Hinfl, Haelll, Mspl, Alul
ve Hhal) kullanilarak amplikonlarin kesimleri yapildi
ve agaroz jelde (%2.5) goruntilendi. Elde edilen
bantlarin blyUkligi Gel-Pro Analyzer Version 4.0
programi kullanilarak belirlenerek maya suslan
restriksiyon profiline gére yeniden gruplandirildi.

Restriksiyon profili farkli olan her bir maya
susunun [TS1-5.85 rDNA-ITS2 rDNA bolgelerinin
sekanslama islemi hizmet alimi yoluyla yaptirildi.
Elde edilen DNA dizilerin benzerlik analizi NCBI
(National Center for Biotechnology Information)
servisi tarafindan sunulan BLAST (Basic Local
Alingment Search Tool) programi kullanilarak
yapildi. Maya suslarinin DNA dizileri Gen Bankasi
veri tabanina yuklendi.

Filogenetik analizler

Filogenetik analizler i¢in, maya suslarina ait
diziler MEGA7.0 programinin iginde yer alan
ClustalX hizalama parametresine gore hizalandi.
Maya suslari arasindaki filogenetik iliskiler MEGA
7.0 icerisinde yer alan maksimum parsimoni
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metodu, Tree-Bisection-Reconnection (TBR)
secenegi kullanilarak belirlendi ve filogenetik agac
olusturuldu.

Bulgular ve Tartisma

Gokgeada’nin farkli bag alanlarinda Shiraz,
Chardonnay, Cabernet Sauvignon ve Merlot gibi
saraphk Uzim cesitleri yetistiriimektedir. Kokeni
Limni adasi olan ve Gok¢eada’da da tekrar
Uretilmeye baglanan diger bir cesit ise Kalabaki
UzUmudir. Kalabaki Gziminin barindirdigl dogal
maya mikrobiyotasinin belirlemek igin hasat
doéneminde toplanan Gzim 6rneklerinden 34 maya
susu izole edildi. Kalabaki Gziim yuzeyindeki maya
yogunlugu 1,04X10* CFU/ml olarak hesaplandi. izole
edilen maya suslari koloni morfolojilerine gore
gruplandirildiginda Grup 1 (GK-1), Grup 2 (GK-2 ve
GK-12), Grup 3 (GK-3, GK-6, GK-8, GK-13, GK-17, GK-
30), Grup 4 (GK-4, GK-5, GK-7, GK-9, GK-10, GK-11,
GK-14, GK-18, GK-24, GK-25, GK-29), Grup 5 (GK-15,
GK-16), Grup 6 (GK-19 ve GK-20), Grup 7 (GK-21),
Grup 8 (GK-22 ve GK-23), Grup 9 (GK-26, GK-27),
Grup 10 (GK-28) ve Grup 11 GK-31, GK-32, GK-33 ve
GK-34) olmak lizerel1 farkh grup elde edildi.

izole edilen maya suslarinin genomik DNA
izolasyonlari yapilarak ITS1-5.85-ITS2 rDNA gen
bolgelerinin  ¢ogaltilmasi ITS1 ve ITS4 evrensel
primerler kullanilarak yapildi. Elde edilen PCR
Urlnlerinin bant buyuklikleri hesaplanarak maya
suslari  PCR drtnlerinin  blytkliklerine gore
gruplandirildi. Maya suslarinin PCR buyukliklerine
gore gruplandinldiginda GK-1, GK-15, GK-16, GK-19
ve GK-20 maya suslarinin  yaklasik  450bg
uzunlugunda oldugu ve birinci grubu olusturdugu,
GK-2, GK-12, GK-21, GK-22, GK-23, GK-26, GK-27
GK- 28, GK-31, GK-32, GK-33 ve GK-34 maya
suslarinin yaklasik 600b¢ uzunlugunda oldugu ve
ikinci grubu olusturdugu ve GK-3, GK-4, GK-5, GK-6,
GK -7, GK-8, GK-9, GK-10, GK-11, GK-13, GK-14, GK-
17, GK-18, GK-24, GK-25, GK-29 ve GK-30 maya
suslarinin yaklasik 750b¢ uzunlugunda oldugu ve
Uglincu grubu olusturdugu belirlendi.

Kalabaki Gzimiinden izole edilen tim maya
suslarinin 1TS1-5.85-1TS2 rDNA gen bolgeleri Hinfl,
Haelll, Mspl, Alul ve Hhal restriksiyon enzimleri ile
kesimleri yapildi ve bant biyuklikleri hesaplanarak
maya suslari olusturduklari restriksiyon profillerine
gore tekrar gruplandirildi (Tablo 1). PCR trlnlerinin
bliytkliklerine gore yapilan gruplandirmada birinci
grupta yer alan 5 maya susu (GK-1, GK-15, GK-16,
GK-19 ve GK-20) 3 farkh restriksiyon profili gosterdi.
Bu grupta yer alan tim maya suslarinin Alul
restriksiyon enzimi icin kesim bolgesi icermedigi
gorildu. Benzer sekilde ikinci PCR grubunda yer alan
12 maya susunun (GK-2, GK-12, GK-21, GK-22, GK-
23, GK-26, GK-27, GK-28, GK-31, GK-32, GK-33 ve
GK-34) 4 farklh restriksiyon profili olusturdugu
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goruldi. PCR drunlerinin buyukliklerine gére son
grupta yer alan 17 maya susunun (GK-3, GK-4, GK-5,
GK-6, GK-7, GK-8, GK-9, GK-10, GK-11, GK-13, GK-
14, GK-17, GK-18, GK-24, GK-25, GK-29, GK-30)
Haelll ve Mspl igin kesim bolgesine sahip olmadigi,
diger restriksiyon enzimleri ile kesimi sonrasinda da
tek tip profil gosterdigi belirlendi.

Gokceada Kalabaki Uzimlerinden izole
edilen maya suslarina ait ITS1-5.85-ITS2 rDNA gen
bolgelerinin  PCR-RFLP analizi sonucu 8 farkli
restriksiyon profili elde edildi. ITS1-5.85-ITS2 rDNA
gen bolgelerinin  restriksiyon analizi  dogal
ortamlardan izole edilen birgcok maya susunun
ayrilmasi ve belirlenmesi amaciyla kullanilmaktadir
(Carvalho ve ark., 2010; Diba ve ark., 2012). Koloni
morfolojilerine ve restriksiyon profillerine gore
olusturulan her grubun farkhh maya tirind temsil
ettigi distintilerek, morfolojik grubu ve restriksiyon
profilini temsil eden toplam 14 maya susu (GK-1,
GK-6, GK-9, GK-12, GK-15, GK-19, GK-20, GK-21, GK-
22, GK-26, GK-28, GK-29, GK-30 ve GK-32) secildi ve
ITS1-5,8 rDNA-ITS2 DNA bolgelerinin nikleotid
dizileri belirlendi. DNA dizilerinin benzerlik analizleri
(DNA Sequence Similarity Analysis) NCBI servisinin
sundugu BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
analiz programi kullanilarak yapildi ve analizi yapilan
suslarla en yiiksek benzerlik gosteren tirler
belirlendi. Bu maya suslarinin 1TS1-5.85-ITS2 rDNA
gen bolgelerine ait diziler NCBI tarafindan sunulan
GenBank veri tabanina ylklenerek erisim

numaralari (GENBANK Accession Number) Tablo
2’'de verildi. Kalabaki tGzlim ylizeyinden izole edilen
GK-1, GK-15, GK-21, GK-22 ve GK-32 maya suslarinin
sirasiyla Candida apicola, Metschnikowia
pulcherrima, Zalaria  obscura, Sporidiobolus
salmonicolor ve Candida carpophila maya tirleriyle
oldukga yliksek oranda benzerlik gosterdigi tespit
edildi. Ayrica, GK-6, GK-9, GK-29 ve GK-30 maya
suglarinin Hanseniaspora uvarum maya turuyle, GK-
19 ve GK-20 maya suslarinin Starmerella bacillaris
maya tird ile, GK-12, GK-26 ve GK-28 maya
suslarinin Aerobasidium pullulans maya turi ile
homoloji gosterdigi belirlendi. Morfolojik olarak
Grup 1, Grup 5, Grup 6, Grup 7, Grup 8 ve Grup 11
icinde yer alan maya tirlerinin molekiler
tanimlanmasi sonrasinda farkli tlrler oldugu
belirlendi. Ancak Grup 2, Grup 9 ve Grup 10’da yer
alan maya tirlerinin morfolojik olarak farkl
olmasina ragmen molekiler tanimlama sonrasi ayni
tur (A. pullulans) oldugu belirlendi. Benzer sekilde
morfolojik gruplandirmada iki farkh grup olusturan
(Grup 3 ve Grup 4) maya suslari H. uvarum maya
tard olarak tanimlandi. Bu durum
mikroorganizmalarin tanimlanmasinda molekiler
yontemlerin kullanilmasinin dogru
identifikasyonlarin yapilabilmesiigin oldukg¢a 6nemli
oldugunu gostermektedir.

Cizelge 1. Maya suslarinin restriksiyon sonrasi fragman uzunluklari.

PCR Restriksiyon kesimi sonrasi fragman uzunlugu (~bg)
lug M
uz("::";)g” aya Susu Haelll  Hinfl Mspl Alul Hhal
235-116- 200-185-
GK-1 400-70 115 - - 20
300- 218- 200-100-
450 GK-15, GK-16 100 195-190 1o - 100
200-100-
GK-19, GK-20 - 227-220 - - 100
435-  291-170- 21> 180-175-
GK-2, GK-12, GK-26, GK-27, GK-28 120 130 180- 385192 Tl
135
473-  305-156-  480- 190-150-
600 GK-21 124 133 115 398215 45110
400-  291-170-  310-  338-127-
GK-22, GK-23 120.85 130 205 128 400-210
390- 372- 300-250-
GK-31, GK-32, GK-33, GK-34 ogs 312294 2 - 50
GK-3, GK-4, GK-5, GK-6, GK-7, GK-8, GK-
750 9, GK-10, GK-11, GK-13, GK-14, GK-17, - 342;598' - 535-185 302;)3000'

GK-18, GK-24, GK-25, GK-29, GK-30
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Gokceada Kalabaki Gzim ylizeyinde maya
tirlerinin dagilimi incelendiginde, H. uvarum maya
tlriiniin maya mikrobiyotasina %50 oraninda hakim
oldugu gorildi. Diger maya tirlerinin  zim
ylzeyinde dagilimlari ise sirasiyla A. pullulans
(%17,7), C. carpophila (%11,76), M. pulcherrima
(%5,88), S. bacillaris (%5,88), S. salmonicolor
(%5,88), C. apicola (%2,94) ve Z. obscura (%2,94)
olarak belirlendi (Sekil 1).

Taze saraphk Uzimlerin ylzeyinde ve
sirasinda K. apiculata, M. pulcherrima, P.
membranifaciens, C. stellata, C. raghi, I. orientalis ve
Rhodotorula sp. maya tirleri dagihm
gostermektedir (Fleet ve Heard, 1993; Boulton ve
ark., 1996; Ribereau-Gayon ve ark., 2000; Fleet,
2003, 2008; Prakitchaiwattana ve ark., 2004; Jolly ve
ark., 2006; Turgut Geng¢ ve Cildir, 2012).
Calismamizda Candida sp., Metschnikowia sp. ve
Hanseniaspora sp. cinslerine ait maya tdrlerinin
Kalabaki  Gziim  yilzeyinde de bulundugu
belirlenmistir. C. carpophila maya tirinin Gzim
ylizeyinde tanimlanmasi ilk kez Portekiz’e bagh Azor
adalarinda ‘Lajidos’ olarak adlandirilan bolgede
yetistirilen  Gziimlerle  yapilan  calisma ile
belirlenmistir (Drumonde-Neves ve ark., 2017). Bu
tiriin Gzim ylzeyinden ikinci kez izole edilerek
tanimlanmasi ise ¢alismamiz ile gercgeklestirilmistir.

Z. obscura maya tiirii ‘maya-benzeri fungus’
(Yeast-like fungi) olup A. pullulans ile ayni

C. apicaia

H. wvanaen

filogenetik kokene (Dothideales) sahiptir. Z. obscura
maya tiri ilk defa Kanada ve Amerika’da evlerde
kullanilan elektrik stupurgelerinin igindeki tozlardan
izole edilerek tanimlanmistir (Humphries ve ark.,
2017). Bugiine kadar tanimlandigi herhangi bir gida
GrGnd bulunmamaktadir. Z. obscura maya tirinin

calismamizda ilk defa (zim ylzeyinden izole
edilerek tanimlanmasi maya tlrtnin
kontaminasyon yoluyla tzim yuzeyinde

bulunabilecegini disltindirmektedir. Ancak Gzim
orneklerinin toplanmasindan izolasyon agamasina
kadar galisma kosullari gbéz 6niline alindiginda bu
olasilik oldukga diisuktiir. Bu nedenle Z. obscura

maya tard Kalabaki GzUminin dogal maya
biyotasinda bulunmakta olup ilk defa Gzim
ylzeyinde ¢alismamiz ile tanimlanmistir.
Sonug ve Oneriler

Calismamiz sonucunda ozellikle
fermentasyon basamaginda yiksek derecede

6neme sahip Saccharomyces sp. maya tirleri izole
edilememistir. Bu maya tarleri agirlkli olarak olgun
veya yara almis tanelerde bulundugundan ve
ozellikle fermentasyon basamaginda alkole direngli
oldugundan dolayi izole edilebilmesi igin 6zel farkli
tekniklerin kullaniimasi gerekmektedir (Martini ve
ark., 1996; Mortimer ve Polsinelli, 1999).

M. pridcherrime

S, bacillaris

A pulliidans

Z. abscura

Sp. salmonicalar

C. carpophila

Sekil 1. Kalabaki Gizim yiizeyinden izole edilen maya tirlerinin yiizdelik dagilimi.
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GE-26 (ME394225)

100 GE-28 (ME394226)

100 L GK-12 (MH594219)

GE-21 (MES94225)
100

GK-1 (MH594216)

100

100 GK-19 (MH504221)

100

GE-20 (MH324222)

- GE-22 (MEIM224)

GK-9 (ME594218)

100

GE-30 (MEE394228)

GK-6 (MH594217)

GE-20 (ME594227)

GE-32 (MES94229)

GE-15 (ME34220)

8. cerevisiae (MF373633.1) Joutgroup

Sekil 2. Uziim yiizeyinden izole edilen maya tirlerinin yakinlklarini gésteren filogenetik aga¢ (Maksimum
parsimoni).
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Cizelge 2. Maya suslarinin BLAST sonrasi eslestigi maya turleri.

Tanimlanan Maya Tiirii

Maya Susu Benzerlik (GenBank Erisim Numarasi) GenBank Erisim Numarasi*
GK-1 95% C?xl’gi ;;Q’ff)la MH594216
GK-6 99% Hanselfﬁgg‘;gaz"”lv aram MH594217
GK-9 99% Hanselg‘;ggg;azfllv aram MH594218

GK-12 99% Aer Obej;‘g;?S’Zf’l’I ulans MH594219
GK-15 94% Metsc”?;’j‘l’;vz’gng"'llc)h errma MH594220
GK-19 100% Star ”;%‘;léasgg'clﬂ faris MH594221
GK-20 100% Sta’?%‘;’gggiﬂlaﬁs MH594222
GK-21 99% Z‘l’\ll‘;rl";; fgg‘lm MH594223
GK-22 100% Sporidi iﬁoll‘ésg;‘;lsmlo nicolor MH594224
GK-26 100% Aer Oblfsifgé’;’;;’f“/ ans MH594225
GK-28 99% Aer Obﬁggg’(ﬁgf‘lﬂ ulans MH594226
GK-29 99% A anseé’;‘;g’;‘;;az‘_‘l" aram MH594227
GK-30 100% flans eg‘;gg‘;;“;_’l" arim MH594228
Gk-32 100% can z;dl%;grlps‘?’:h”“ MH594229

Koloni morfoloji grubunu ve restriksiyon
profilini temsil eden 14 maya susunun ITS1-5,8
rDNA-ITS2 DNA bolgelerinin nikleotid dizileri
kullanilarak maksimum parsimoni agaci olusturuldu
(Sekil 2). Morfolojik olarak birbirlerinden ayrilan
maya suslarinin belirlenmesine olanak
sagladigindan bootstrap degerlerinde yuzdelik
sinirlamasi yapilmadi. Filogenetik agag
incelendiginde M. pulcherrima maya tlrinin (GK-
15) diger maya tdrlerinin hepsi ile ortak dallanma
noktasina sahip oldugu ve filogenetik agacin ilk
baslarinda diger tlrlerden aynldigi gozlendi. A.
pullulans maya tiriinlin Z. obscura maya tiirtiyle, M.
pulcherrima maya tlrinin C. carpophila maya
turuyle, C. apicola maya turinin S. bacillaris maya
turuyle ortak filogenetik dallanma noktasina sahip
oldugu belirlendi. A. pullulans olarak tanimlanan
GK-12, GK-26 ve GK-28 maya suslarinin koloni
morfolojilerinde gozlenen farkhligin filogenetik
agactaki dallanma modeli ile benzer oldugu tespit
edildi. Benzer sonug¢ H. uvarum maya turiinde de
tespit edildi. Ayni tirin koloni morfolojilerinde
gozlenen farkhligin filogenetik agacta da farkl
dallanma noktalari olusturdugu gozlendi.
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Gokgeada’nin farkli bag alanlarinda Shiraz,
Chardonnay, Cabernet Sauvignon ve Merlot gibi
saraphk GzUm cesitleri yetistirilmektedir. ‘Limnio
Sarabl’ veya ‘Gokceada Sarabl’ olarak bilinen
sarabin yapiminda kullanilan Kalabaki Gzimi de
yeniden adada yetistirilmeye baslanmistir. Kalabaki
Uzlimilndn  barindirdigi  maya  mikrobiyotasi
bilinmedigi gibi sarabin olgunlasmasina ve
aromasina katkida bulunan non-Saccharomyces
maya tirleri de bilinmemektedir. Yirutulen ¢alisma
sonucunda Gokceada’ya 0Ozglu Kalabaki Gzim
ylzeyinde C. apicola, M. pulcherrima, S. bacillaris, A.
pullulans, Z. obscura, S. salmonicolor, C. carpophila
ve H. uvarum tirlerinin bulundugu tespit edildi. A.
pullulans ve H. uvarum maya tirlerine ait suglarin
koloni  morfolojilerinde gozlenen farkliliklarin
filogenetik agactaki dallanma noktalariile ortistigu
tespit edildi. Z. obscura maya turi ilk defa Gzim
ylzeyinden izole edilerek tanimlandi. Z. obscura
maya-benzeri fungus (Yeast-like fungi) olup A.
pullulans ile ayni filogenetik kékene (Dothideales)
sahiptir. C. carpophila maya tiri ise Azor adalarinda
Uretilen Gziimlerden sonra ikinci kez Kalabaki Gziim
ylzeyinde rapor edildi.



Tirk Tarim ve Doga Bilimleri Dergisi 5(4): 569-577, 2018

Kaynaklar

Altindisli, 0., Ozsemerci, F. 2012. Gokgeada’da
Organik Uziim Yetistiriciliginin Gelistiriimesi
Alt Proje: GoOkgeada Kosullarinda Organik
Uziim VYetistiriciliginde Bag Zararlilarinin
Yénetimi, TUBITAK-TAGEM.

Amerine, M.A., Berg, H.W.,, Cruess, W.V. 1967. The
Technology of Winemaking (2nd ed). The AVI
Publishing Company, Inc., Connecticut.

Boulton, R.B., Singleton, V.L., Bisson, L.F., Kunkee,
R.E. 1996. Principles and Practices of
Winemaking. Chapman & Hall, New York.

Carvalho, C.M., Meirinho, S., Estevinho, M.L.F.,
Choupina A. 2010. Yeast species associated
with  honey: Different identification
methods. Archivos de Zootecnia, 59(225):
103-113.

Diba, K., Namaki, A., Ayatolahi, H., Hanifian, H.
2012. Rapid identification of drug resistant
Candida species causing recurrent
vulvovaginal candidiasis. Medical Mycology
Journal, 53: 193-198.

Drumonde-Neves, J., Franco-Duarte, R., Lima, T.,
Schuller, D., Pais, C. 2017. Association
between grape yeast communities and the
vineyard ecosystems. PLoS One. 12(1):
e0169883.

FAO-OIV Focus, 2016. Table and Dried grapes.

http://www.fao.org/3/a-i7042e.pdf (Erisim

tarihi: 05.07.2018).

G.H. 1993. The Microorganisms of
Winemaking — Isolation, Enumeration and
Identification. “Alinmistir: Wine
Microbiology and Biotechnology (ed) Fleet,
G.H. Harwood Academic Publishers,
Switzerland, 1-25.

Fleet, G.H., Heard, G.M. 1993. Yeasts Growth During
Fermentation. “Alinmistir: Wine
Microbiology and Biotechnology (ed) Fleet,

Fleet,

G.H.,, Harwood Academic Publishers,
Switzerland, 27-54.
Fleet, G.H. 2007. Wine. “Alinmistir: Food

microbiology: Fundamentals and Frontiers
(3rd ed.) (ed) Doyle, M.P. ve Beuchat, L.R.,
Washington, DC: ASM Press, 863-890.

Fleet, G.H. 2008. Wine yeasts for the future. FEMS
Yeast Research, 8: 979-995.

Fugelsang, K.C., Edwards, C.G. 2007. Wine
Microbiology: Practical Applications and
Procedures. New York, NY: Springer, 394 s.

Humphries, Z., Seifert, K.A., Hirooka, Y., Visagie,
C.M. 2017. A new family and genus in
Dothideales for Aureobasidium-like species
isolated from house dust. Ima Fungus, 8(2):
299-315.

576

Jolly, N.P., Augustyn, O.P.H., Pretorius I.S. 2003. The
effect of non-Saccharomyces vyeasts on
fermentation and wine quality. South African
Journal of Enology and Viticulture, 24: 55-62.

Jolly, N.P., Augustyn O.P.H., Pretorius I.S. 2006. The
role and use of non-Saccharomyces yeasts in
wine production. South African Journal for
Enology and Viticulture 27: 15-39.

Kristjuhan, A., Looke, M., Kristjuhan K. 2011.
Extraction of genomic DNA from yeasts for
PCR-based applications.  Biotechniques,
50(5): 325-328.

Lachance, M.A., Starmer W.T. 1998. Ecology and
Yeasts. “Alinmistir: The Yeasts, a Taxonomic
Study, (4th ed.) (ed.) Kurtzman, C. P., JW,,
Elsevier, Amsterdam, Netherlands, 21-30.

Longo, E., Cansado, J., Agrelo, D., Villa, T.G. 1991.
Effect of climatic conditions on yeast
diversity in grape musts from Northwest
Spain. American Journal of Enology and
Viticulture, 42: 141-144.

Mac Neil, K. 2015. The Wine Bible. New York:
Workman Publishing, 1008 s.

Martini, A., Ciani, M., Scorzetti, G. 1996. Direct
enumeration and isolation of wine yeasts
from grape surfaces. American Journal of
Enology and Viticulture, 47: 435-440.

Mortimer, P., Polsinelli, M. 1999. On the origins of
wine yeast. Research in Microbiology, 68:
4884-4893.

Nurgel, C., Erten, H., Canbas, A., Cabaroglu, T., Selli,
S. 2005. Yeast flora during the fermentation
of wines made from Vitis vinifera L. cv. Emir
and Kalecik Karasi grown in Anatolia. World
Journal of Microbiology and Biotechnology,
21:1187-1194.

0OlV, 2017. 2017 World Vitiviniculture Situation; OIV
Statistical Report on World Vitiviniculture.
file:///C:/Users/TTG/Desktop/cagla%20pap
er/oiv-en-bilan-2017.pdf  (Erisim tarihi:
05.07.2018).

Ozgelik, F., D6nmez, S. 1993. Killer yeasts and the
determination of killer characters of some
yeasts. Doga- Turkish Journal of Biology,
17:1-4.

Ozgelik, F., Turkmen, U., Ates, S. 1996. Farkli
bolgelerden izole edilen sarap mayalarinin
killer ozelliklerinin belirlenmesi. Turkish
Journal of Biology, 20(3): 241-249.

Prakitchaiwattana, C.J., Fleet, G.H.,, Heard G.H.
2004. Application and evaluation of
denaturing gradient gel electrophoresis to
analyse the yeast ecology of wine grapes.
FEMS Yeast Research, 4: 865-877.

Pretorius, 1.S. 2000. Tailoring wine yeast for the new
millennium: novel approaches to the ancient
art of winemaking. Yeast, 16: 675-729.


https://www.researchgate.net/journal/0004-0592_Archivos_de_Zootecnia

Querol,

Schitz, M., Gafner, J.

Tirk Tarim ve Doga Bilimleri Dergisi 5(4): 569-577, 2018

A., lJiménez, M., Huerta, T. 1990.
Microbiological and enological parameters
during fermentation of musts from poor and
normal grape harvests in the region of
Alicante (Spain). Journal of Food Sciences, 55:
1603-1606.

Ribéreau-Gayon, P., Dubourdieu, D., Donéche, B.,

Lonvaud, A. (Eds.) 2000. Cytology, Taxonomy
and Ecology of Grape and Wine Yeast.
“Alinmistir:  Handbook of Enology, John
Wiley and Sons, West Sussex, England, 1-49.
1993. Analysis of yeast
diversity during spontaneous and induced
alcoholic fermentations. Journal of Applied
Bacteriology, 75:551-558.

577

Turgut Geng, T. ve Cildir, i. 2012. bozcaada lziim

TUIK,

cesitleri lizerinde non-Saccharomyces
mayalarin  dagihmi.  Biyoloji  Bilimleri
Arastirma Dergisi, 5 (1): 115-120.

2017. Haber Biilteni. Bitkisel Uretim
istatistikleri. Say! 24581,
http://www.tuik.gov.tr/PreHaberBultenleri.
do?id=24581 (Erisim tarihi: 05.07.2018).

White, T.J., Bruns, T., Lee, S., Taylor J. 1990.

Amplification and Direct Sequencing of
Fungal Ribosomal RNA Genes for
Phylogenetics. “Alinmigtir: PCR Protocols: A
Guide to Methods and Applications (ed)
Innis, M.A., Gelfand, D.H., Sninsky, J.J. ve
White, T.J., Academic Press, San Diego,
California, USA, 315-322.



