T.C.
AKSARAY UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

GIDA MUHENDISLIGI ANABILIM DALI

FARKLI iLLERDEN TOPLANAN EKSi HAMUR
ORNEKLERINDEN Saccharomyces cerevisiae SUSLARININ
IZOLASYONU, MOLEKULER KARAKTERIZASYONU VE
POPULASYON ANALIZLERI

YUKSEK LiSANS TEZi

Nilgiin KOCAK

DANISMAN
Prof. Dr. Mustafa ARDIC

AKSARAY, 2024



Aksaray Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii’niin 212324408 numarali Yiiksek
Lisans ogrencisi Nilgiin KOCAK tarafindan hazirlanan FARKLI ILLERDEN
TOPLANAN EKSI HAMUR ORNEKLERINDEN Saccharomyces cerevisiae
SUSLARININ iZOLASYONU, MOLEKULER KARAKTERIZASYONU VE
POPULASYON ANALIZLERI adli tez ¢alismas1 asagidaki jiiri tarafindan OY
BIRLIGI ile Gida Miihendisligi Anabilim Dalinda YUKSEK LISANS TEZI olarak
kabul edilmistir.

Damsman: Prof. Dr. Mustafa ARDIC

Aksaray Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Yiiksek Lisans Tezi oldugunu onayliyorum/onaylamiyorum........................

Uye: Prof. Dr. ibrahim CAKIR

Bolu Abant Izzet Baysal Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Yiiksek Lisans Tezi oldugunu onayliyorum/onaylamiyorum........................

Uye: Dr. Fatma Sahmurat

Aksaray Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Yiiksek Lisans Tezi oldugunu onayliyorum/onaylamiyorum........................

Tez Savunma Tarihi: 09/05/2024

Jiiri tarafindan kabul edilen bu tezin Yiiksek Lisans Tezi olmasi i¢in gerekli sartlari

yerine getirdigini onayliyorum.

Prof. Dr. Mehmet Ali HINIS

Fen Bilimleri Enstitist Muduria



DOGRULUK BEYANI

Yiiksek lisans tezi olarak sundugum bu c¢alismayi, akademik kurallara ve bilimsel
etik, ahlak ve geleneklere aykiri diisecek bir yol ve yardima basvurmaksizin
yazdigimi, yararlandigim eserlerin kaynakcada gosterilenlerden olustugunu,
calismamda kullandigim verilerin orijinalligini ve her tiirli intihalden uzak
oldugunu beyan ederim.

Enstitii tarafindan belli bir zamana bagli olmaksizin, tezimle ilgili yaptigim bu
beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve
hukuki sonuglara katlanacagimi bildiririm.

Nilgiin KOCAK



TESEKKUR

Yiiksek lisans caligmalarim siiresince bilgi ve deneyimleriyle destegini esirgemeyen
cok degerli danisman hocam Sayin Prof. Dr. Mustafa ARDIC’a tesekkiirlerimi bir
borg¢ bilirim. Tez ¢alismamin hazirlanmasi1 ve analizi siirecinde yardimlariyla bana
her zaman destek olan Ars. Gor. Dr. Furkan AYDIN’a ayrica ¢ok tesekkiir ederim.
Ayrica yiiksek lisansa baslamamda emegi gecen ve egitim siiresince degerli
bilgileriyle beni her zaman motive eden Sayin Dr. Ogr. Uyesi Deniz KOCAN’a
tesekkiir ederim.

Caligmanin molekiiler analiz kisimlarinda laboratuvar destegi aldigimiz Bolu Abant
[zzet Baysal Universitesine ve Prof. Dr. Goksel OZER ’e tesekkiir ederim.

Egitim hayatim boyunca her zaman yanimda olan ve beni destekleyen saygideger
esim Gokhan KOCAK’a ve sevgili kizlarim Zeynep KOCAK ve Defne KOCAK’a
sonsuz saygilarimi sunarim.

Egitim hayatim siiresince bana manevi destek olan aileme, eksi hamur mayalarini
bulma siirecinde yardim eden degerli arkadaglarima, yiiksek lisansa devam etmemde

katkis1 olan ve beni her zaman motive eden degerli arkadasim Yiiksek Miihendis
Emel KARAMAN a tesekkiirlerimi sunarim.

Nilgiin KOCAK

AKSARAY, 2024



ICINDEKILER

TESEKKUR ...ttt ettt eeeeeeeeas I
ICINDEKILER .......ooviiiiiiiiieieee sttt I
OZET ...ttt it
ABSTRACT .....ccoootiiiieietie ettt st v
SEKILLER DIZINT ..o \
CIZELGELER DIZINI ....cooooviiiiiiii s \%!
SIMGELER VE KISALTMALAR .........c.cocooooiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e, vii
Lo GERIS oo 1
2.GENEL BILGILER ........cocooiiiitiniinis et 4
2.1. Ekmek ve Eksi Hamur Tarihgesi........cccvvieeviiiiiiicieeeieeceeeee e 4
2.2. Eksi Hamur TeKNOIOJiSI....cccuuieeiiieiiieeeiieeciieeeieeeteeeiteeetee e eveeeeveeeseveeeas 5
2.3. Molekiiler Markor YONteMICTT .......ceevieriieeiieieeiieeie et 7
2.3.1. Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (RFLP)........oooiiiiiiiiiiecieee ettt 9
2.3.2. Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD) ....ccceevvvievciiiiiieeiee 9
2.3.3.Basit Dizi Tekrarlart (SSR) ......cooviiiiiiiiiie e 9
2.3.4.Basit Dizi Tekrarlart Arast (ISSR) ..cccovveiieeiiieeieeeeeeee e 9
2.3.5.Primerler Aras1 Baglanma Bolgesi (IPBS).........cocovvevevoieieeeeecee. 10
2.3.6.-Baslatici Kodon Hedefli Polimorfizm Teknigi (SCOT) ......cceevuveeennennn. 10
2.4. Eksi Hamurda Mayalar Ile Tlgili Yapilan Diger Calismalar........................... 10
3. MATERYAL VE YONTEM ..........cocoiviiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeteee e, 13
3.1, EKS1 hamur teMIN.......ccueiiiiiiiiiieeciie ettt eve e e e ereeeeareeens 13
3.2. LAB ve mayalarin SAY1ImMI.......ccccceeiieiiiiieriiieeeiieeeieeeveeeieeesneeesveeesveeeenneeens 13
3.3. Mayalarin iZOlaSyOnU .........ccccevuieiuieniieiierie ettt 14
3.4. DNA 1ZOIASYONU ....uviiiiiieeiiieciieeeite et esteeesiteeeseaeeeaveeessaeeessaeesseeessseeennseeens 14
3.5. Saccharomyces cerevisiae suglarinin tanimlanmasi/dogrulanmast ................ 15
3.6. Molekiiler markor analizIeri .........cceeecivieiciiieiiie e 15
3.7. IstatiStIKSel ANALZIET ...........cvovevveeieeeeeeeeeeeeee e, 17
4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA ..ot 19
4.1. Mikrobiyolojik Sayim SONuUGIart .........cceccveeviiiriiiiiecie et 19
4.2. Farkli popiilasyonlara iligkin genetik varyasyon verileri ..........c.cccccveeeuvennnee. 22
4.3. Popiilasyonlarin Nei’ye gore genetik benzerlik matriksi ...........ccoeveeeieennene 23
4.4. Popiilasyonlarin AMOV A SONUCU.........cccueeeruiieeiiiieeiieeeiieeeieeeereeesveeesevee e 23
4.5. UPGMA dendogrami ve STRUCTURE analizi ve PCoA dendrogramu ile
izolatlarin degerlendirilmesi..........c.ccccveeiieriiiiiiiniecii e 24
5.SONUC VE ONERILER...........cooooioiotoioeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee oo 27
KAYNAKLAR ..ottt sttt sttt st 29
OZGECMIS ...ttt ettt ettt et e et s oo eeee e e s esenerenesenerenns 37



YUKSEK LiSANS TEZI

FARKLI iLLERDEN TOPLANAN EKs_i HAMUR (")RNEKLERH.\.IDEN
Saccharomyces cerevisiae SUSLARININ IZOLASYONU, MOLEKULER
KARAKTERIZASYONU VE POPULASYON ANALIZLERI

Nilgiin KOCAK

Aksaray Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dal

Damisman: Prof. Dr. Mustafa ARDIC

OZET

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, 3 farkli ilden (Aksaray, Nigde ve Konya) toplanan 18
adet geleneksel eksi hamur Orneginden Saccharomyces cerevisiae suglarimin
izolasyonu, farkli DNA markoérleri ile genotipik karakterizasyonu ve popiilasyon
analizlerinin gerceklestirilmesi amag¢lanmistir.

Izole edilen 72 adet endojen mayanin 58 tanesi S. cerevisiae olarak tanimlanmustir.
Tir i¢i genetik varyasyonun belirlenmesinde SCoT 13 primeri, iPBS ve ISSR
primerlerine gore daha faydali sonuglar vermistir. Popiilasyonlar arasindaki mesafe
arttikca genetik uzaklik dereceleri de artig gostermistir (R=0.74). Popiilasyonlar arasi
(%16) ve popiilasyonlar i¢indeki (%84) genetik varyasyon dereceleri istatistiki olarak
onemli bulunmustur (P <0.001). UPGMA dendrogrami iizerinde suslar birgok alt
gruba ayrilmig olup STRUCTURE analizine gore anlamli alt grup sayisi iki ¢ikmustir
(AK=2). UPGMA ve PCoA’ya gore kiimelenme suslarin izole edildigi bolgelere gore
gerceklesmemis olup rastgele dagilim gozlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Eksi Hamur, Mayalar, Molekiiler Karakterizasyon, DNA
Markorleri, ISSR, iPBS, SCoT.

Mayis, 2024; 37 sayfa
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ISOLATION, MOLECULAR CHARACTERIZATION AND POPULATION
ANALYSIS OF Saccharomyces cerevisiae STRAINS FROM SOURDOUGH
SAMPLES COLLECTED FROM DIFFERENT PROVINCE
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ABSTRACT

In this thesis study, it was aimed to isolate Saccharomyces cerevisiae strains from 18
traditional sourdough samples collected from 3 different provinces (Aksaray, Nigde
and Konya), and to conduct the genotypic characterization and population analysis
using different DNA markers. In total, 58 of the 72 endogenous yeasts were
identified as S. cerevisiae. In determining intraspecific genetic variation, SCoT 13
primer gave more useful results than iPBS and ISSR primers. As the distance
between populations increased, the degree of genetic distance also increased (R =
0.74). The degree of genetic variation between populations (16%) and within
populations (84%) was found to be statistically significant (P <0.001). Strains were
divided into many subgroups on the UPGMA dendrogram, and according to
STRUCTURE analysis, the number of significant subgroups was two (AK = 2).
According to UPGMA and PCoA, clustering did not occur according to the regions
where the strains were isolated, and random distribution was observed.

Keywords: Sourdough, Yeasts, Molecular Characterization, DNA Markers, ISSR,
iPBS, SCoT.
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1. GIRIS

Eksi hamur, un ve su karisimmin spontan bir sekilde ortamda bulunan
mikroorganizmalar tarafindan fermantasyonu sonucunda olusur. Fermantasyonu
saglayan mikroorganizmalar laktik asit bakterileri (LAB) ile mayalardir. Bu
mikroorganizmalar havadan, sudan ve undan gelmektedir (De Vuyst ve Neysens,
2005). Eksi hamurda bulunan mikroorganizmalarin ii¢ temel gorevi vardir. Bunlar;
ortamin asitligini artirmak (LAB), aroma olusumu (mayalar ve LAB) ve hamurun
kabarmasi (mayalar ve LAB) olarak bildirilmistir (De Vuyst vd., 2016). Mayalar
temel olarak CO, tireterek hamurun kabarmasindan sorumludurlar. Ayrica aldehit ve
asetonlar gibi bircok aroma maddeleri de iireterek ekmegin tat ve aromasina katkida
bulunurlar (Birch vd., 2013). Ekmekte meydana gelen bir takim yapisal problemler
de sentezlenen glutatyon, gliserol ve piriivik asit gibi bilesenler ile gliiten agini

gelistirmek sureti ile iyilesmektedir (Lampignano vd., 2013).

Tip I eksi hamur olarak da nitelendirilen geleneksel eksi hamurdan en ¢ok izole
edilen maya tiiriiniin Saccharomyces cerevisiae oldugu bir¢ok aragtirmaci tarafindan
bildirilmistir (Giil vd., 2005; Aric1 vd., 2018; Perricone vd., 2014; Yang vd., 2020).
S. cerevisiae suslarindan beklenen en onemli teknolojik 6zellik ekmegi hizli bir
sekilde kabartmasidir. Bunun da mikroorganizmalarin genetik farklilagmalarindan
ileri geldigi bildirilmistir (Huys vd., 2012). S. cerevisiae suslar1 arasindaki genetik
farkliliklarin belirlenmesinin farkli teknolojik 6zelliklere sahip suslarin tespitinde
kilit bir rol oynayacagi rapor edilmistir (Aydin vd., 2023). Bu baglamda farklt DNA
markdr yontemleri DNA parmak izi iiretmek suretiyle mayalarin genetik yapisini
incelemede birgok arastirmaci tarafindan kullanilagelmistir. Bu yontemler arasinda
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP; Esteve-Zarzoso vd., 1999),
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD; Yang vd., 2020), Simple Sequence
Repeats (SSR; Borlin vd., 2020), Inter Simple Sequence Repeats (ISSR; Liu vd.,
2021), Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP; Gallego vd., 2005), Inter-
Primer Binding Site (iPBS; Aydin vd., 2020) ve Start Codon Targeted (SCoT; Aydin
vd., 2022a) yer almaktadir.

Her bir markdr tekniginin cesitli avantaj ve dezavanajlar1 bulunmakla birlikte uygun
yontemin se¢imi ¢ogunlukla calisilacak mikroorganizma tiirtine ve laboratuvar alt

yapisina bagli olarak degiskenlik gdstermektedir. Dogru yontemin se¢imi genetik
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olarak farkli uzakliga sahip suslarin belirlenmesinde 6nem arz etmektedir (Yeken
vd., 2022). Giiniimiizde birgok mikroorganizmada siklikla kullanilan RFLP
yonteminin tiir i¢i genetik varyasyonu belirlemede yetersiz diizeyde olmasi ve bazi
maya tiirlerini birbirinden ayirmadaki yetersizligi, RAPD yonteminin ise diisiik
baglanma sicakligi ve kisa primer boyundan dolay1 tekrar edilebilirliginin diisiik
olmast her iki yontemin de kullanimini kisitlayan en biiylik unsurlardir (Esteve-

Zarzoso vd., 1999; Pathania vd., 2010).

ISSR markérleri tekrarlayan oligoniikleotid motifleri arasinda kalan bolgeyi hedef
almaktadir. Bu teknik; RFLP, RAPD gibi tekniklerle kiyaslandiginda, uygulamasi
kolay ve ekonomik olmasi ile yiiksek polimorfizm gostermesinden dolayr farkli
maya tiirlerinin tiirler aras1 ve tiir i¢i genetik varyasyonunu belirlemek suretiyle
kullanilagelmistir (Gallardo vd., 2014; Liu vd., 2021). Genomun bir yerinden diger
yerine kopyala yapistir modeli ile ¢alisan ve genom boyunun uzamasina yol agan
retrotranspozonlar genetik varyasyonun olusmasinda kritik bir 6neme sahiptir
(Feschotte ve Pritham, 2007). Retrotranspozon temelli olan universal iPBS
markdrleri de genetik varyasyonun belirlenmesinde oldukca faydali bir arag olarak
nitelendirilmektedir (Kalendar vd., 2010). Son yillarda mayalarin tiirler aras1 ve tiir
ici genetik varyasyonun belirlenmesinde olduk¢a faydali bilgiler sagladigi da
bildirilmistir (Aydin vd., 2020; Aydin vd., 2022b). Son olarak, SCoT markdrleri
DNA baslangi¢c kodununun (ATG) etrafindaki bolgeyi hedef almaktadir. Bu yontem
ilk olarak Collard ve Mackill (2009) tarafindan bitki genomu baz alinarak
tasarlanmis olmasina karsin aralarinda maya ve kif tiirlerinin de bulundugu bir¢ok
mikroorganizma i¢in kullanilmistir (Aydin vd., 2022a; Nath vd., 2013). Mevcut
SCoT markorleri maya genomu baz alinarak tasarlanmadigindan dolayr spesifik
baglantilar ger¢eklesmemektedir. Ancak yiiksek baglanma sicakliklari ile uzun

primer boyu sayesinde tekrar edilebilirligi cok yiiksektir (Tikendra vd., 2021).

Mevcut literatiir bilgiler incelendiginde DNA markérlerinin farkli popiilasyonlardaki
genetik varyasyonu belirmede faydali sonuclar verebilecegi goriilmektedir (Borlin
vd., 2020; Drumonde-Neves vd., 2018). I¢c Anadolu bolgesindeki farkli illerden
toplanan eksi hamurlardan izole edilen S. cerevisiae suslarinin yiiksek genetik
varyasyon gosterdigi bildirilmekle birlikte (Aydin vd., 2022b) farkli markor

sistemlerini genetik varyasyonu belirlemede bir arada kullanimina iliskin i¢ Anadolu



popiilasyonu ile ilgili bir arastirmaya rastlanmamistir. Mevcut ¢alisma; Aksaray,
Nigde ve Konya illerinden toplanan Tip I eksi hamur orneklerinden S. cerevisiae
suslarinin izolasyonunu, ISSR, iPBS ve SCoT markérlerinin bir arada kullanilmasi
sureti ile popiilasyon analizlerini gerceklestirmeyi ve teknolojik oOzelliklerin
belirlenmesi oncesinde farkli genetik uzakliga sahip suglarimin belirlenmesinde bu

markor sistemlerinin bir arag olarak kullanilmasini amaglamaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ekmek ve Eksi Hamur Tarihgesi

Ekmek, insanlik tarihiyle baglantili olan temel gida maddesidir. insanoglu tarih
oncesi donemde un ve su karisimii pisirerek ekmegi elde etmis ve ekmegin
giinimiize uzanan yolculugu baslamistir. Ekmegin tarihsel siireci boyunca

medeniyetlerin sekillenmesinde 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir (Belge, 2016).

Ekmegin tarihi yolculugu incelendiginde M.O. 5900-5700 yillarina uzandig1 ve bu
donemlere ait tas ve toprak firinlarin varhigindan séz edilmektedir. M.O. 4300’1
yillara gelindiginde ise firincilik ve degirmencilik insanlarin ugras alani olarak ortaya
¢tkmaktadir (Kocaadam ve Tek, 2016). Ekmek mayasmin kesfinin; M.O. 1800
yillarinda bir par¢ga hamuru pisirmeyi unutan kadin tarafindan ortaya c¢iktigi
sOylenmektedir. Ekmek mayasi gliniimiizde de hala kirsal kesimlerde ekmek

yapiminda kullanilmaktadir (Kalkisim vd., 2012).

19. yilizyila gelindiginde ekmek iiretim prosesinin olduk¢a uzun siirdiigi
raporlanmistir. Gluten aginin olusabilmesi i¢in un ve suyun yavasca karistirilmasi ile
baslanmig ve fermantasyon siiresi ise olduk¢ca uzun tutulmustur. Yapilan bu
uygulamalar sayesinde ekmege istenilen bir aroma kazandirilmistir (Decock ve

Cappelle, 2005).

Ekmege sagladigi uzun raf 6mrii, aromatik bilesenler sayesinde ekmegi daha faydali
hale getiren eksi maya, Diinyada ve Tiirkiye’de geleneksel olarak ekmek iiretiminde,
bunun yani sira ¢esitli 6zel keklerin ve diger tahil bazli gidalarin iiretiminde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Italya’da tahil bazli gidalarin %30°dan fazlas1 eksi hamur
fermantasyonu ile {iretilmektedir (De Vuyst ve Neysens, 2005). Eksi hamur
fermantasyonu ile tahil bazli iiriinlerin liretiminde eksi mayadan faydalanan diger
iilkeler arasinda; Belgika, Norveg, Danimarka ve Isvec gibi iilkeler yer almaktadir.
Eksi hamurun ABD, Italya, Almanya gibi iilkelerde yerel pazarlarda ekmek iiretmek
amaciyla kullanildigr ve bunun yani sira kurutulmus eksi hamur starterlerinin

satildig1 bildirilmektedir (Siepmann vd., 2018).



Ulkemizde eksi mayanin kullammma bakildiginda; Trabzon Vakfikebir ekmegi,
Afyon ekmegi, Cesme-Germiyan ekmegi 6rnek olarak gorterilebilir (Anonim 2020a;
Anonim 2020b; Anonim 2020c).

Giliniimiizde ekmek tiiketimine olan artan talep, fermantasyonun uzun siirmesi ve
standart iiriin elde edilememesinden dolayi, eksi mayali ekmekler yerini ticari maya
ile iiretilen ekmeklere birakmistir. Fakat bilingli tiiketicilerin daha dogal, koruyucu
icermeyen ekmek tiiketme istegi eksi mayali ekmege olan ilgiyi tekrar artirmistir

(Plessas vd., 2011).

2.2. Eksi Hamur Teknolojisi

Eksi hamur, ¢ok eski caglardan beri hamurun mayalanmasi amaciyla kullanilmig
olup un ve su karisiminin heterojen LAB ve mayalar tarafindan fermantasyonu ile
olugmaktadir (Hansen ve Schieberle, 2005). Eksi hamur devamli olarak ana
hamurdan besleme yapilmak suretiyle veya starter kiiltiir ilavesiyle {iretilmektedir
(De Vuyst ve Neysens, 2005).

Eksi hamur, diisiik pH’ya (pH=4) sahiptir (Giire, 2009). Eksi hamur iiretim yontemi

Sekil 2.1°de sunulmustur.

[~ [~ [~ [~
' | |
I
[
L. GUN 260N 3.G0N 460N 560N
# bardak un ve % bardak un % bardak un ve ¥ Karisimin Kavanozdaki
% bardak  su ve % bardak bardzk su  mayaya lzerindeki pazler kangimin st agk
temiz bir kagik su mayaya ilave edili. Mayanin biiylmis Ve renkte siingerimsi bir
yardimiyla ilave edilir lzerinde gdzenekler maya kabarip gorinti almistir.
kangtinhir. olusmaya baslar. kiipiklenmeye Maya kabanp, 1-2
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Sekil 2.1. Eksi hamur {iretimi (Ataman, 2014).



Eksi maya buzdolabinda muhafaza edildigi siirece haftada en az bir kez beslenmesi
gerekmektedir. Bir haftanin sonunda buzdolabinda bulunan mayanin {izerinde su
birikimi gozlemlenir. Bu durumda mayay1 1-2 kez karistirip sonrasinda beslemeye
gecilir. Besleme i¢in mayaya 'z bardak un ile birlikte 2 bardak kapali su ilave
edilerek karistirilir. Mayanin ylizeyinde kopiiklenme baslayacaktir. Eksimis olan

maya tekrar +4°C’ye alinir ve orada muhafaza edilir (Ataman, 2014).

Eksi hamur, ekmek tliretiminde gosterilen yontemsel farkliliklara gore Tip I, Tip II ve
Tip II olarak 3 gruba ayrilmaktadir. Tip I eksi hamur, hamurun Onceden
fermantasyonu ile liretilen bir ¢esittir (Gaggiano vd., 2007). Tip II eksi hamurlar yar
akigskan ozellige sahiptir ve bu hamur ¢esidi kontrollii olarak un, malt ve fungal
amilazlar katilmak suretiyle laktik asit bakterileri fermente ettirilmektedir. Tip III
eksi hamur ise eksitilen hamurun kurutulmasi ile hazirlanmakta olup bu tip eksi
hamurlar ekmegin yapiminda asitligi ve aromay1 artirmaktadir (Decock ve Cappelle,

2005).

Eksi hamur iiretiminde kullanilan unun yapisinda, karisimda gelisecek olan cesitli
laktik asit bakterileri bulunmaktadir (Kelly vd., 2014). Eksi maya yapiminda
yararlanilan laktik asit bakterileri; Lactobacillus acidophilus, L. delbrueckii, L.
farciminis, L. mindensis, .L. amylovorus, L. johnsonii, L. Sanfranciscensis, L. brevis,
L. fermentum, L. pontis, L. reuteri, L. fructivorans, L. panis, L. buchneri, L.
plantarum ve Pediococcus pentosaceus seklindedir (Behera ve Ray, 2015). Laktik
asit bakterileri hamura lezzet verirken ayni zamanda hamurun bozulmasmi da
geciktirmektedir (D'Alessandro ve De Pergola, 2014; Kelly vd., 2014; Behera ve
Ray, 2015).

Eksi mayali ekmek iiretim siirecinde mayanin gorevi ise gaz (CO,) iiretmek suretiyle
hamurun kabarmasini1 saglamaktir. Ekmekgilik teknolojisinde S. cerevisiae ¢ok eski
zamanlardan beri gida ve alkollii icecek fermentasyonunda kullanilmaktadir
(Gelinas, 2009). Mayalarin 6nemli gorevlerinden bir digeri ise; gliiten aginin
gelismesini saglamak ve bu agin giiclenmesini desteklemeleridir (Meuser ve
Valentin, 2004). Eksi hamurdan izole edilen maya tiirleri arasinda genellikle S.
cerevisiae ilk sirada olmakla birlikte, Candida humilis, Torulaspora delbrueckii,
Wickerhamomyces anomalus, Kazachstania exigua ve Pichia kudriavzevii gibi

mayalarin da izole edildigi rapor edilmektedir (De Vuyst vd., 2016).
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Thiele vd. (2004) tarafindan belirtildigi iizere, eksi maya fermantasyonunun bozulma
yapan mikroorganizmalar1 inhibe ederek ekmegin raf Omriinii uzattigi, ekmegin
hacmini ve lezzetini arttirip bayatlamasini geciktirerek ekmek kalitesine yardimci
olmaktadir. Yine yapilan baska bir ¢alismada, eksi maya uygulamasinin, yiiksek
kaliteli ekmek iiretimi i¢in onemli oldugu, eksi maya kullaniminin ekmegi daha
dayanikli yaptigi, ekmegin lezzetini iyilestirirken, ekmegin duyusal o6zelliklerini,
besin degeri ve saglik yararlarin1 artirdigr seklinde ©nemli avantajlart oldugu

aciklanmstir. (Plessas, 2021).

2.3. Molekiiler Markor Yontemleri

Molekiiler markorler, mayalardaki genetik cesitliligi degerlendirmek icin bir¢ok
aragtirmaci tarafindan yaygin olarak kullanilmaktadir. Mayalarin tanimlanmasinda
kullanilan yontemler arasinda ITS1 ve ITS4 ile NL1 ve NL4 gibi universal primerler
bulunmaktadir. Fakat mayalarin tanimlanmasinda kullanilan universal primerler bazi
tiirleri birbirinden ayirmada istenilen sonucu vermemektedir (Kurtzman ve Robnett,
1998). Universal primerlerin yetersiz kaldigi bu durumda markérlere ihtiyag
duyulmaktadir. Uzama faktorleri bunlardan biridir. Uzama faktdrleri protein sentezi
sirasinda aminoasil-tRNA’nin ribozoma getirilmesinde ve translokasyonunda rol
oynadig1 bildirilmistir (Sasikumar vd., 2012). Mayalarin universal primerler ile
birbirinden tiir diizeyinde ayrilamadigi durumlarda uzama faktorleri olumlu sonuglar
vermistir (Kurtzman ve Robnett, 2003). Eksi hamurdan izole edilen mayalarin
tanimlanmasinda g¢ogunlukla ITS bolgeleri ile 26S rDNA’nin D1/D2 bolgesi
dizilenmekte oldugu belirtilmistir (Perricone vd., 2014; Aric1 vd., 2018; Karaman
vd., 2018).

Farkli maya suslariin teknolojik 6zellikleri belirlenmeden 6nce uygun bir DNA
markdr yontemi ile suslarin genotipik olarak karakterize edilmesinin avantaji suslar
arasindaki genetik farkliliklarin ortaya ¢ikmasini saglamak, ayn1 zamanda zamandan
ve ¢alismada kullanilacak biit¢eden tasarruf saglamaktir (Liu vd., 2021). Eksi hamur
orneginden elde edilen mayalarin tiimiiniin teknolojik ozelliklerinin belirlenmesi
miimkiin olmakla birlikte yiiksek is giicli gerektirmektedir ve oldukca maliyetli
olmaktadir. DNA markorleri kullanilarak elde edilen dendrogramlar1 kullanarak
farkl1 genetik uzakliklara sahip kollarindan secilecek suglarin  farkli fenotipik

Ozelliklere de sahip olabilecegi yapilan ¢aligmalarla bilinmektedir (Yang vd., 2020).
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Caligmalarda bu dendogramlardan faydalanilarak farkli genetik uzakliga sahip suslar
arasindaki teknolojik farkliliklar istatistiki olarak degerlendirilebilmektedir. Bunun
yam sira farkli cografyalara iliskin mayalarin genetik farkliliklarini tespit etmek
lizere popiilasyon analizlerinden faydalanilmaktadir. Bu sayede, ekolojik
farkliliklarin ayni tiire ait farkli suslar iizerindeki etkisi belirlenmis olacaktir

(Schuller ve Casal, 2007).

Yapilan c¢alismalarda mayalarin tanimlanmasi ve genotipik karakterizasyonu
amaciyla kullanilan molekiiler markor yontemleri arasinda Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP) (Botstein vd., 1980), Randomly Amplified
Polymorphic DNA (RAPD) (Williams vd., 1990), Simple Sequence Repeat (SSR)
(Zietkiewicz vd., 1994) ve Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) (Zietkiewicz vd.,
1994) gibi yontemler bulunmaktadir. Hangi markoriin  kullanilacagi ¢alisilan
mikroorganizmaya, ¢aligmanin amacina, mevcut biitceye laboratuvarin imkanlarina
gore degiskenlik gostermektedir. Kullanilacak olan her bir yontemin kendine 6zgi
avantaj ve dezavantajlar1 vardir. Molekiiler markoér yontemlerinin 6n plana ¢ikan

ozellikleri, farkliliklar1 ve benzerlikleri Cizelge 2.1°de belirtilmistir.

Cizelge 2.1. Molekiiler Markor Y éntemlerinin Ozellikleri.

Yontem Ozellikleri ~ RFLP RAPD SSR ISSR iPBS SCoT
Karakter Ko- Dominant  Ko- Dominant Dominant Dominant
dominant dominant

Tekrar edilebilirlik Yiiksek Diistik Yiiksek Yiiksek Yiiksek Yiiksek

Polimorfizm diizeyi  Diisiik Cok Yiiksek Yiiksek Yiiksek Cok
yiiksek yiiksek

Gerekli DNA  Yiiksek Yiiksek Diisiik Diisiik Yiiksek Yiiksek

kalitesi

Gerekli DNA Yiiksek Orta Diusiik Diusiik Orta Diusiik

miktari

Genom boyunca Cok Cok Orta Orta Orta Yiiksek

yayginligi yiiksek yiiksek

Analiz maliyeti Diisiik Diisiik Yiiksek Diisiik Diisiik Diisiik

Goriintiileme Agaroz jel  Agarozjel Agarozjel Agaroz Agaroz Agaroz jel

jel jel




2.3.1. Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (RFLP)

RFLP reaksiyonu genomdaki hedef bolgelerin universal primerler ile cogaltilmasi ile
baslayip restriksiyon enzimleri ile kesilip jel elektroforeziyle goriintiilenmesi ile
sonuglanmaktadir. RFLP yontemi rutin tanimlamada kolaylikla kullanilabilirken,
diisiik polimorfizm gostermesi nedeniyle dezavantajli bir yontemdir (Kiran vd.,

2011).

2.3.2. Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD)

Belirli bir tiire ait niikleotit dizisi bilinmeden PCR ile rastgele bir markor kullanilarak
belirli bir tiire veya susa 6zgli DNA dizilerini amplifiye etmede yararlanilmaktadir
(Welsh vd., 1999). Secilen markdrlerin kendine 6zgili olmayan bolgelere baglanmasi
devavantajidir (William vd., 1990). Diger yontemlere gore daha hizli, ucuz ve kisa
siirede sonu¢ vermektedir (Kiran vd., 2011). RAPD y6nteminin 6nemli avantaji ise
daha onceden on sekans bilgisine gerek duyulmamasidir. Calisma Oncesinde 6n
deneme yapilarak kullanilacak olan ve en iyi ¢alisan markdrler segilir. Arastirmacilar
tarafindan bildirdigi tizere MV1 ve RF2 gibi RAPD markoérlerinin, mayalarda
bulunan farkl tiirlerin ve genetik varyasyonlarin belirlenmesinde 6nemli bilgiler

saglamistir (Yang vd., 2020).
2.3.3. Basit Dizi Tekrarlar1 (SSR)

Basit dizi tekrarlari, bir diger adi ile mikrosatellitler, ko-dominant belirte¢lerden
biridir ve 2-6 niikleotit uzunlugunda, kisa, tekrarlanan DNA dizilerini ifade
etmektedir (Butler vd., 2005). Bu dizilerin tekrarlanma sikliklar1 yiiksek oranda
polimorfizm gosterir ve genom boyunca rastgele dagilma gostermelerinden dolay1

gen haritalama ¢aligmalarinda kullanilabilmektedir (Georges vd., 1990).

2.3.4. Basit Dizi Tekrarlar Arasi (ISSR)

ISSR yonteminde 2°1i, 3’14, 4°li ve 5°1i tekrarli primerler kullanilmakta ve tiire 6zgii
sekans bilgisine ihtiya¢ duyulmamaktadir (Chinnappareddy vd., 2012). Bu yontemde
cok az miktarda DNA kullanilmasi yeterli olmaktadir. Tekrarlanabilirliligi yiiksektir
ve oldukea polimorfiktir (Sabreena vd., 2021).



ISSR belirteci, esas olarak, tek basina veya kombinasyonlar halinde DNA parmak
izleri olusturarak maya tiirlerini ve sug tiplendirmesini ayurt etmek igin

kullanilabilmektedir (Liu vd., 2021).

2.3.5. Primerler Aras1 Baglanma Bolgesi (IPBS)

Kalendar vd. (2010) tarafindan gelistirilen bir yontem olan IPBS (Inter-Primer
Binding Site) molekiiler markorleri farkli LTR (long terminal repeat) sekanslarini
tanimlamak i¢in kullanilmaktadir. IPBS yontemi; klon analizlerinde, genetik
cesitlilik analizlerinde ve filogenetik ¢aligmalarda yararlanilan  evrensel bir
yontemdir (Smykal vd., 2011; Baranek vd., 2012; Gailite ve Rungis, 2012). IPBS,
yiiksek polimorfizm acgiga ¢ikarma yetenegine sahiptir ve tiir i¢i ve tiirler arasi
cesitliligi belirleme konusunda oldukca bilylik fayda saglamaktadir (Andeden vd.,
2013).

2.3.6. Baslatici1 Kodon Hedefli Polimorfizm Teknigi (SCoT)

Bu yontem, Collard ve Mackill (2009) tarafindan gelistirilen DNA baslangic
kodonunun (ATG) gevresindeki gen bolgesini hedef alan bir yontemdir. Incelenecek
olan tiir i¢in spesifik bolgelere komsu bolgeleri cogaltmak i¢in herhangi bir sekans
bilgisine ihtiya¢ duyulmamasi ve tekrar edilebilir olmasi bu markér yonteminin
avantajlar arasinda bulunmaktadir. Ayrica ileri ve geri primer olarak tek bir primerin
kullanilmast ile RAPD ve ISSR yontemleriyle benzerlik gdstermektedir (Yeken vd.,
2022).

2.4. Eksi Hamurda Mayalar ile Ilgili Yapilan Diger Calismalar

Tiirkiye’nin bes ilinden 8 farkli eksi maya 6rnegi toplanarak laktik asit bakterileri ve
mayalar izole edilmistir. Molekiiler yontemlerle tanimlanan baslica laktik asit bakteri
tiirleri ise Lactobacillus (L.) sanfranciscensis, Pediococcus pentosaceus, L.
plantarum, L. namurencis, L. rossiae, Leuconostoc mesenteroides ve L. zymae dir. L.
spicheri, L. paralimentarius, L. mindensis, L. farciminis, L. asetotolerans, L. casei,
Enterococcus faecium ve Enterococcus durans olmustur. Mayalar arasinda basta
Saccharomyces cerevisiae olmak 1tizere, Pichia guiliermondii ve Torulaspora

delbrueckii de eksi mayalarda tanimlanan baskin maya tiirleridir (Yagmur vd., 2016).
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Tiirkiye’nin Karadeniz ve Ege bdlgelerinden toplanan geleneksel 12 eksi maya
orneginden mayalar izole edilmis ve tanimlamasi yapilmistir. Toplamda 26 maya
tiiri izole edilmis ve 26S rDNA dizilimi hem de FTIR spektroskopisi ile
tanimlanmistir. Tanimlanan tiirk eksi maya tlrleri arasinda Saccharomyces
cerevisiae (%50), Torulaspora delbrueckii (%40) ve Kluyveromyces marxianus
(%10) tespit edilmistir. Ege Bolgesi'nde en baskin tiiriin S. cerevisiae oldugu
bildirilirken, Karadeniz Bolgesi’nde ise en sik izole edilen tiiriin 7. delbrueckii olarak

belirlenmistir (Arict vd., 2018).

Tiirkiye’deki ii¢ farkli firindan iki farkli zamanda toplanan 8 adet eksi maya
orneginin mikrobiyolojik ve kimyasal 6zellikleri aragtirilmistir. Eksi hamurlardaki
maya tiirleri, molekiiler yontemler kullanilmak suretiyle belirlenmis ve toplam 148
maya izolat1 tiir diizeyinde Saccharomyces cerevisiae (106), Kazachstania bulderi
(11), Pichia fermentans (9), Pichia membranifaciens (8), Kazachstania servazzii (7),
Kazachstania unispora (4) ve Hanseniaspora valbyensis (3) olarak tanimlanmuistir.
Toplanan eksi hamurlar ekmek mayast kullanilmadan iiretilse de Saccharomyces
cerevisiae en sik izole edilen maya tirii olmustur ve bunun nedeni diger unlu
mamullerin tiretimi sirasinda firin ortaminin ticari firincilik mayasiyla kirlenmesi ile

iliskili olabilecegi diistiniilmiistiir (Boyaci1-Giindiiz ve Erten., 2020).

Laboratuvar kosullarinda spontan olarak hazirlanan siyez ve kavuzsuz arpa eksi
hamurlarindan farkli kiiltiir ortamlarindan izole edilen LAB ve maya izolatlarinin
Fourier Doniisiimii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)’da 6n tanimlamasi yapilmus,
kiimeleme analizine tabi tutularak farkli kiimelerden segilen 10 adet susun ITS
bolgesini sekanslama sureti ile tanimlamistir. Siyez eksi hamurlarinda baskin tiir
olarak Lactobacillus crustorum olarak belirlenirken, yedi farkli Lactobasillus tiri
PCR ile tanimlanmistir. Kavuzsuz arpa eksi hamurunda ise Pediococcus spp. baskin
tiir olarak belirlenirken, bununla birlikte 9 farkli Lactobasillus tiirii de tespit
edilmistir. Her iki eksi hamurda mayalardan Saccharomyces cerevisiae ise baskin tiir

olarak bulunmustur (Cakir., 2020).

Cin’in farkli bolgelerinden toplanan 13 geleneksel eksi hamur 150 adet
Saccharomyces cerevisiae izolati elde edilmis ve RAPD-PCR analizi ile 5 gruba
ayrilmigtir. RAPD profillerine gore 22 adet S. cerevisiae susu secilerek hamurlarin

fermantasyon Ozellikleri ve buharda pisirilen ekmegin dokusu ve tadi {lizerindeki
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etkileri degerlendirilmistir. S. cerevisiae suslarinin fermantasyon kapasitesi ve
buharda pisirilen ekmegin organoleptik 6zellikleri iizerindeki etkisi agisindan biiyiik

farkliliklar gosterdigi goriilmiistiir (Yang vd., 2020).

Cin’in 9 farkli bolgelerinden toplanan 15 adet eksi hamur numunesinden RAPD-PCR
analizi ile 105 maya susu izole edilmistir. Cin eksi mayalarinda daha once
bildirilmeyen Pichia membranifaciens dahil olmak iizere alt1 tiir tespit edilmistir.
Baskin tiir olarak S. cerevisiae tespit edilirken, bunu K. humilis, P. kudriavzevii, S.
fibuligera, W. anomalus ve P. membranifaciens tiirlerinin izledigi bildirilmistir (Liu

vd., 2018).

Italya’nin Toskana bdlgesinde herhangi bir tuz ilavesi yapilmadan eksi maya iireten
firinlardan toplanan numunelerden 200 adet maya izole edilmistir. Izole edilen
mayalar arasindan sec¢ilen 78 adet 6rnegin sus bazinda tanimlamasi yapilmak iizere
ITS-RFLP yonteminden yararlanilmistir. Maya izolatlarin1 sus seviyesinde ayirt
etmek icin, en iyi performans gosteren molekiiler teknigin 6n tanimlamasi, RFLP
mtDNA, mitokondriyal COX1 gen intron amplifikasyonu, RAPD ve deltalar arasi
bolgeler amplifikasyonu parmak izi teknikleri kullanilarak bes izolat ilizerinden
gergeklestirilmistir. 78 maya izolatinin intraspesifik ¢esitliligi, en iyi performansi
gosteren teknikle sonuglandigi icin deltalar arast bolgeler analizi ile
gerceklestirilmistir. Bu 78 susun 77’si S. cerevisiae, 1’1 de K. humilis olarak
tanimlanmistir ve genotipik karakterizasyon sonucu 18 farkli S. cerevisiae biyotipi

tespit edilmistir (Palla vd., 2019).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Eksi hamur temini

Toplam 18 adet Tip I eksi hamur 6rnegi Aksaray (n=6), Konya (n=6) ve Nigde (n=06)
illerinden temin edilmistir. Eksi hamur ornekleri sirasiyla Aksaray ilinden;
Giizelyurt, Topakkaya, Saglik kasabasi, Kutlu koyii, Alanyurt koyii ve Karkin
koyili’nden birer 6rnek yore halki ile yapilan goriismeler neticesinde temin edilmistir.
Konya il merkezinden 3 6rnek, Eregli il¢esinin Bulgurluk, Tirkmen ve Kargaci
koylerinden birer 6rnek yapilan 6n goriismelerin ardindan yerinden teslim alinarak
soguk zincir altinda getirilmistir. Nigde il merkezinden 2 Ornek, Bor ilge
merkezinden 1 6rnek, Ulukisla ilgesinin Bagsmake¢1 ve Ciftehan kdylerinden 1’er
ornek, Altunhisar ilge merkezinden 1 6rnek soguk zincir kirtlmadan getirilmistir.
Numuneler soguk zincir altinda Aksaray Universitesi Gida Biyoteknolojisi

Laboratuvarina getirilerek ivedi bir sekilde analize alinmistir.

3.2. LAB ve mayalarin sayimi

Toplam 10 g eksi hamur 6rnegi 90 mL %0.85 oraninda NaCl iceren steril fizyolojik
tuzlu su igerisinde homojenize edilerek seri diliisyonlar hazirlanmistir. Hazirlanan
diliisyonlardan paralelli bir sekilde yayma yontemi ile ekim yapilmistir. Mayalar
icin Chloramphenicol Glucose Agar (CGA; Biokar, Fransa), LAB i¢in de 100 mg/It
oraninda siklohekzimid igeren (Sigma, USA), De Man Rogosa Sharpe Agar (MRS
Agar; Biokar, Fransa) kullanilmistir. Inkiibasyon kosullar1 mayalar i¢in aerobik
sartlar altinda 25°C’de 48-72 saat, LAB i¢in ise anaerobik olarak 28°C’de 48-72 saat
olarak gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonucunda her iki mikroorganizma grubu da

sayilarak sonuclar log KOB/g olarak hesaplanmistir.

Koloni sayist hesaplanirken N= C/ [V(n;+ 0,1 x np) x d] formiilii kullanilmistir.

Hesaplamada 15-300 arasindaki koloni sayimlar1 dikkate alinmistir.
N= Gida 6rneginin 1 g ya da 1 mL’sinde mikroorganizma sayist,
C= Sayimi yapilan tiim petri koloni sayis1 toplama,

V= Sayimmi yapilan petri kutularina aktarilan hacim (mL),
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n;- Ik seyreltiden yapilan sayimlarda sayimi yapilan petri kutusu adedi,

n,- Ikinci seyreltiden yapilan sayimlarda sayimi yapilan petri kutusu adedi,

d= Saymun yapildig1 ardisik 2 seyreltiden daha konsantre olanin seyreltme oranini
ifade etmektedir.

3.3. Mayalarn izolasyonu

CGA besiyerinde gelisen kolonilerden S. cerevisiae oldugu diisliniilenler rastgele
secilerek sayilmig, daha sonra miimkiin oldugunca farkli koloni tipleri secilerek
saflastirilmak {izere sivi besiyerine alinarak cift kademeli olarak saflagtirilmstir.
Saflagtirmada siv1 besiyeri olarak Sabouraud Dextrose Broth (SDB; Biokar, Fransa)
kullanilmistir. Saflastirilan koloniler Chloramphenicol Glucose Agar (CGA; Biokar,
Fransa) kullanilarak hazirlanan yatik agarlarda +4°C’de depolanmistir. Calismada

elde edilen maya kolonilerinin YGC agardaki goriintiisii Sekil 3.1°de goriilmektedir.

Sekil 3.1. Maya kolonilerinin YGC agardaki goriintiisii.

3.4. DNA izolasyonu

DNA izolasyonunda Aydin vd. (2022a) tarafindan Onerilen yontem mindr
modifikasyonlar ile kullanilmigtir. Yatik agarda stok olarak muhafaza edilen mayalar
SDB kullanilarak aktiflestirilmis olup, CGA besiyerine siirme yontemi ile ekilmistir.

CGA iizerinde gelisen koloniler steril bir biistri yardimi ile kazinarak icerisinde 200
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pL’lik ddH,O bulunan 2.0 mL’lik eppendorf tiiplere aktarilarak 90°C’de yarim saat
boyunca bekletilmistir. Uzerine 650 L ekstraksiyon ¢dzeltisi (200 mM Tris-HCl
pH: 8.5, 25 mM NaCl, 25 mM EDTA, % 0.5 SDS) eklenerek 65°C’de 1 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyondan sonra, 650 WL kloroform izoamil alkol (24:1, v/v,
AppliChem, Almanya) eklenerek 14000 rpm’de 20 dakika boyunca santrifiij
edilmistir. Olusan iist fazdan 500 yL alinarak iizerine 500 pL izopropanol (Merck,
Almanya) eklenerek karistm 14000 rpm’de 20 dakika boyunca +4°C’de santrifiij
edilmistir. Olusan pellet %70’lik ethanol ile yikanarak pellet kurumaya birakilmistir.
Kuruyan pelletin iizerine 50 yL ddH,O eklenerek -20°C’de depolamaya alinmuistir.
DNA konsantrasyon tayini bir nanospektrofotometre (DS-11 FX, DeNovix Inc.,
Wilmington, ABD) yardimi ile gerceklestirilmistir.

3.5. Saccharomyces cerevisiae suslarinin tammmlanmasi/dogrulanmasi

S. cerevisiae izolatlarinin molekiiler dogrulamasi, tiire 6zgii SC1 (5' — AAC GGT
GAG AGA TTT CTG TGC —3") ve SC2 (5' — AGC TGG CAG TAT TCC CAC AG
— 3") primer c¢iftlerinden yararlanilarak yapilmistir (Josepa vd., 2000). Pozitif kontrol
olarak GenBank’ta MK358173 erisim numarasiyla saklanan S. cerevisiae susu 105-
E2 kullanilmigtir. PCR reaksiyonlari, 1x PCR reaksiyon tamponu, 0,4 uM SCI1 ve
SC2 primerleri, her birinden 200 uM dNTP, 20 ng sablon DNA ve 1,5 birim
Ampligon TEMPase Hot Start DNA polimeraz (Berntsen, Rdovre, Danimarka). PCR
amplifikasyonu, 94°C’de 5 dakikalik baslangic denatiirasyonu, daha sonra ise
94°C’de 30 saniyelik denatiire edilerek 30 dongili, 50°C'de 30 saniyelik tavlama,
72°C’de 1 dakikalik uzatma ve 72°C’de 7 dakikalik son uzatmadan olusmustur.
Amplikonlar %1.4 agaroz jel lizerinde analiz edilmis ve etidyum bromiir ile
boyanmistir. Ardindan bir UV altinda jel goriintiileme sistemi (G:BOX F3, Syngene,

Cambridge, Ingiltere) kullanilarak gérsellestirilmistir.

3.6. Molekiiler markor analizleri

Caligmada farkli genetik uzalifa sahip S. cerevisiae izolatlarimin belirlenmesinde
etkili  oldugu bildirilen iki  dejenere ISSR  primeri  (ISSR-4; 5’-
HVHTGTGTGTGTGTG-3’, ISSR-7; 5>~ AGAGAGAGAGAGAGAGYG-3’) (Aydin
vd., 2023), bir iPBS primeri (iPBS2078; 5’-GCGGAGTCGCCA-3’) (Aydin vd.,
2022b) ve bir SCoT primeri (SCoT13; 5’-ACGACATGGCGACCATCG-3’)
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kullanilmistir. Primerlere iligkin detaylar Cizelge 3.1°de sunulmustur. Farkli S.
cerevisiae suslarinin iPBS-2078 primeri ile elde edilen bant desenleri ise Sekil 3.2°de
gosterilmistir.  PCR amplifikasyonlart 25 pL reaksiyon karisimi igerisinde
gerceklestirilmis olup karisim 25 ng DNA, 1 x MgCl,, 0.24 mM dNTPs, 0.8 uM
primer ve 1 iinite Dream Taq polymerase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, ABD)
icermistir. PCR amplifikasyonlarinda ISSR, iPBS ve SCoT markorleri i¢in sirasiyla
Aydin vd. (2023), Aydin vd. (2022b) ve Aydin vd. (2022a) tarafindan onerilen
kosullar kullanilmistir. PCR iiriinleri %1.2°1ik agaroz jelde yiiriitiilerek ethidium
bromit ile boyanmistir. Goriintiileme i¢in bir goriintiileme cihazi (G:BOX F3,

Syngene, Cambridge, Ingiltere) kullanilmistir.

Cizelge 3.1. Kullanilan primerlere iligkin bilgiler

Primer Baz dizisi TB PB PPY PIC RP

ISSR-4 HVHTGTGTGTGTGTG 17 15 8823 031 3.62

ISSR-7 AGAGAGAGAGAGAGAGYG 14 12 8571 034 3.97
iPBS-2078 GCGGAGTCGCCA 11 10 9091 023 2.68

SCoT-13 ACGACATGGCGACCATCG 18 17 9444 039 442

TB: Toplam Bant, PB: Polimorfik Bant, PPY: Polimorfik Bant Yiizdesi, PIC:
Polimorfik Bilgi indeksi, RP: Cézme Giicii.
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Sekil 3.2. Farkli S. cerevisiae suslarinin IPBS-2078 primeri ile elde edilen bant

desenleri.

M: Markor, NSc: Non-Saccharomyces cerevisiae, Sc: Saccharomyces cerevisiae

3.7. istatistiksel analizler

Elde edilen veriler PCR bantlarinin var olus pozisyonuna gore var (1) ve yok (0)
olarak kodlanarak ikili bir veri matrisi olusturulmustur. ilk olarak kullanilan
markdrlerin kullanilabilirligini test etmek icin ¢ézme giicli (RP) ve polimorfik bilgi
indeksi (PIC) degerleri hesaplanmistir. Markorlerin PIC degeri, PIC=2f (1-f) formiilii
kullanilarak hesaplanmis olup f degeri amplifiye edilen allelin frekansini ifade
etmektedir (Roldan-Ruiz vd., 2000). RP degerini hesaplamak i¢in ise bant bilgisi
(Ib)=1 — (2 x 10.5-pl) ile hesaplanmistir. Burada p degeri maya izolatlarinin oranini
temsil etmektedir. Son olarak her bir primer i¢in elde edilen Ib toplami (XZIb)

hesaplanmistir (Prevost ve Wilkinson, 1999).

Elde edilen ikili veri matrisi primerlerin paylasilan alel oranina dayanan Jaccard'in

benzerlik katsayis1 kullanilarak genetik benzerlik matrisine cevrilmistir. R paket
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programui ile agirlikli olmayan aritmetik ortalama es grup metodu (UPGMA) analizi

yapilarak dendrogram elde edilmistir (R studio Team, 2020).

Tir i¢i genetik varyasyonun belirlenmesi amaci ile farkli popiilasyonlara iligkin
gruplar belirlenmistir. Tiir i¢i genetik varyasyonun belirlenmesi amacityla POPGENE
v1.32 istatistik yazilimi kullanilmis olup gozlenen aleller sayisi, etili allel sayisi,
Nei'nin gen cesitliligi ve Shannon'un bilgi endeksi degerleri belirlenmistir (Yeh vd.,
1999). Molekiiler varyans analizi (AMOVA) ise GenAlEX 6.5 kullanilarak
yapilmistir (Peakall ve Smouse, 2012).

Olusan anlamli alt popiilasyon sayisinin (AK) belirlenmesi ic¢in ikili veri matrisi
Structure v2.3.4 ile analiz edilmistir. Varsayimsal kiime araligi 1-10 arasi secilmis
olup analiz 10 tekrarli olarak gerceklestirilmistir. Burn-in-time ve MCMC verileri de
100.000’e 100.000 olarak ayarlanmis olup sonuglar STRUCTURE HARVESTER v.
0.6.94 ara yiizi ile islenerek (AK) degeri hesaplanmistir (Earl, 2012; Evanno vd.,
2005; Pritchard vd., 2000).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Mikrobiyolojik Sayim Sonuclar

Yapilan tez caligmasinda 18 adet eksi hamur numunesine ait LAB ve maya sayim
sonuglar1 Cizelge 4.1°de gosterilmistir. Buna gére LAB sayis1 7.48 + 0.37 ile 9.23 +
0.20 log kobKOB/g arasinda degisirken ortalama degerin 8.37+£0.58 log KOB/g
oldugu saptanmistir. Maya sayim sonuglarinin ise 5.27 + 0.09 ile 7.60 + 0.15 log

KOB/g arasinda degistigi ve ortalama degerin 6.33+0.78 log KOB/g oldugu tespit

edilmistir.

Cizelge 4.1. Eksi hamur numunelerine iliskin mikrobiyolojik sayim sonuglart.

No  Numune Alinan Il LAB Maya LAB/Maya
(Log KOB/g) (Log KOB/g) Orani

N1 Aksaray(Gtizelyurt) 8,76 £ 0,18 6,78 £ 0,08 97
N2 Aksaray(Topakkaya) 7,69 +£0,23 5,44+ 0,17 178
N3 Aksaray(Saglik) 9,07 £0,17 7,27 £0,56 63
N4 Aksaray(Kutlu) 8,25+0,31 7,00+ 0,15 18
N5 Aksaray(Alanyurt) 9,04+ 0,15 7,60+ 0,15 27
N6 Aksaray(Karkin) 9,23 £0,20 7,17+0,28 113
N7 Konya(Merkez) 8,00+ 0,14 5,95+ 0,07 111
N8 Konya(Merkez) 7,95 + 0,05 5,44+ 0,14 321
N9 Konya(Merkez) 9,14 +0,19 6,77 £ 0,05 233
N10 Konya(Eregli-Bulgurluk) 8,30 + 0,46 5,71 £ 0,09 384
N11 Konya(Eregli-Tiirkmen) 7,48 +£ 0,37 5,39 +0,23 120
N12 Konya(Eregli-Kargaci) 8,88+ 0,10 6,95+ 0,15 84
N13  Nigde(Merkez) 9,57+ 0,48 5,27 £ 0,09 20.000
N14 Nigde(Merkez) 7,41 £0,35 5,40+0,16 101
N15 Nigde(Ulukisla) 7,58 £0,27 6,14 £ 0,41 27
N16 Nigde(Basmaker) 8,79 £ 0,09 5,89 +0,25 794
N17 Nigde(Ciftehan) 8,08 +0,30 6,67 +0,13 25
N18 Nigde(Altunhisar) 8,50 £ 0,07 7,14+ 0,34 22

Tip 1 eksi hamurlarda LAB/Maya oraninin 1.000:1-100:1 olmas1 beklenmektedir. Bu
oranlar Tip I eksi hamurlarin analizinde belirleyici rol oynamakla birlikte
fermantasyon kosullarina bagli olarak 10:1 civarina kadar diistiigii bilinmektedir
(Arora vd., 2021). Yapilan bu ¢alismada ise, eksi hamur numunelerinin LAB ve
maya sayilarinin oranlart incelendiginde, oranlarin 10 6rnekte 100/1°den yiiksek
oldugu 8 ornekte ise bu degerin altinda kaldig1 goriilmektedir. Bu oranin en diisiik

18/1, en yiiksek 20.000/1 olarak hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar Tiirkiye’de ve
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diger iilkelerde firetilen eksi hamurlara iligkin sayim sonuglar1 ile benzerlik
gostermektedir (Arict vd., 2018: Aydin vd., 2022a; Lhomme vd., 2015; Minervini
vd., 2012).

Analize alinan 18 adet geleneksel eksi hamur 6rneginden toplamda 72 adet maya
saflastirilmistir. Eksi hamurdan izole edilen mayalarin tanimlama sonuglar1 Cizelge
4.2°de gosterilmistir. Saccharomyces cerevisiae tiirtine spesifik primer ¢iftinin
kullanilmasi sonucunda bunlardan 58 tanesinin S. cerevisiae tiirii oldugu tespit
edilmigtir. PCR {iriinii S. cerevisiae izolatlar1 i¢in yaklasik 1170-1180 bp arasinda
olusmustur. Iki maya susunda ise birden fazla noktada spesifik olmayan baglantilar
gergeklesmistir. Josepa vd. (2000) tarafindan bildirildigi tizere bant vermeyen ve
spesifik  olmayan  baglanti  gerceklesen  suslar  non-cerevisiae  olarak
degerlendirilmistir. Ayrica dogrulama bu c¢alisma kapsaminda kullanilan farkli
markdrler ile de yapilmistir. Pozitif kontrol olarak sekans sonucu bulunan ve NCBI
Genbank veri sisteminde MK358173 erisim numarasi ile yer alan S. cerevisiae 105-
E2 susu kullanilmistir. Boylece toplam maya mikrobiyotasinin %80.55’inin S.
cerevisiae tarafindan olustugu tespit edilmistir. Calisgma sadece S. cerevisiae
suslarmin molekiiler karakterizasyonu ile popiilasyon analizlerini i¢erdiginden non-
cerevisiae tiirleri ¢galismanin diger kisminda degerlendirilmemistir. Tiim 6rneklerden
S. cerevisiae susu izole edilmistir. Diger yandan, 7 farkli 6rnekten (N2, N5, N7, N8,
NI11, N13, N16) izole edilen toplam 14 adet maya susu non-cerevisiae olarak

tanimlanmaistir.

Cizelge 4.2. Eksi hamurdan izole edilen mayalarin tanimlama sonuglari.

[zolatlar 11 Tanimlama sonucu [zolatlar 1l Tanimlama Sonucu
NIM1 A S. cerevisiae N10M1 K S. cerevisiae
N1M2 A S. cerevisiae N10M2 K S. cerevisiae
NI1M3 A S. cerevisiae N10M3 K S. cerevisiae
N1M4 A S. cerevisiae N10M4 K S. cerevisiae
N2M1 A non-cerevisiae N11M1 K non-cerevisiae
N2M2 A non-cerevisiae N11M2 K non-cerevisiae
N2M3 A non-cerevisiae N11M3 K S. cerevisiae
N2M4 A S. cerevisiae N11M4 K non-cerevisiae
N3M1 A S. cerevisiae N12M1 K S. cerevisiae
N3M2 A S. cerevisiae N12M2 K S. cerevisiae
N3M3 A S. cerevisiae N12M3 K S. cerevisiae
N3M4 A S. cerevisiae N12M4 K S. cerevisiae
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Cizelge 4.2 (devam). Eksi hamurdan izole edilen mayalarin tanimlama sonuglari.

N4M1 A S. cerevisiae N13M1 N non-cerevisiae
N4M?2 A S. cerevisiae N13M2 N S. cerevisiae
N4M3 A S. cerevisiae N13M3 N S. cerevisiae
N4M4 A S. cerevisiae N13M4 N non-cerevisiae
N5M1 A S. cerevisiae N14M1 N S. cerevisiae
N5M2 A S. cerevisiae N14M2 N S. cerevisiae
N5M3 A non-cerevisiae N14M3 N S. cerevisiae
N5M4 A S. cerevisiae N14M4 N S. cerevisiae
N6M1 A S. cerevisiae N15M1 N S. cerevisiae
N6M?2 A S. cerevisiae N15M2 N S. cerevisiae
N6M3 A S. cerevisiae N15M3 N S. cerevisiae
N6M4 A S. cerevisiae N15M4 N S. cerevisiae
N7M1 K non-cerevisiae N16M1 N non-cerevisiae
N7M2 K S. cerevisiae N16M2 N non-cerevisiae
N7M3 K S. cerevisiae N16M3 N non-cerevisiae
N7M4 K S. cerevisiae N16M4 N S. cerevisiae
NE&M1 K S. cerevisiae N17M1 N S. cerevisiae
N&M2 K S. cerevisiae N17M2 N S. cerevisiae
N8M3 K S. cerevisiae N17M3 N S. cerevisiae
N&M4 K non-cerevisiae N17M4 N S. cerevisiae
NIMI1 K S. cerevisiae N18M1 N S. cerevisiae
NIOM?2 K S. cerevisiae N18M2 N S. cerevisiae
NIM3 K S. cerevisiae N18M3 N S. cerevisiae
NIM4 K S. cerevisiae N18M4 N S. cerevisiae

A: Aksaray, K: Konya ,N: Nigde

Tip I eksi hamur geleneksel yollarla, starter kiiltiir kullanilmadan belirli araliklarla
pasajlanarak elde edilen un ve su karigimidir. Geleneksel olarak iiretilen eksi
hamurlar un, su veya diger katki maddelerinden gelen mikroorganizmalar ile
fermente olmaktadir. Ancak firincilik iirlinlerinin yapildig1 ortamlarda S. cerevisiae
suslarinin bulunabilecegi, bunlarin da eksi hamuru kontamine edebilecegi farkli
aragtirmacilar tarafindan bildirilmistir (Minervini vd., 2015). Ancak S. cerevisiae
susunun bir¢ok eksi hamurda dominant olarak bulunmasimin tek sebebi bu da
degildir. Vrancken vd. (2010) tarafindan bildirildigi iizere firincilik iirtinlerinin
tiretilmedigi laboratuvar ortamlarinda bile S. cerevisiae suslarinin izole
edilebilecegini, Ozellikle kullanilan un tiiriiniin bunda ana rol oynayabilecegini
bildirmistir. Bu yaklasim bir¢ok arastirmaci grubu tarafindan da desteklenmistir (De
Vuyst vd., 2016; Vernocchi vd., 2004). Hem Tiirkiye hem de yurt disinda yapilan
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calismalar sonucunda da S. cerevisiae eksi hamur mikrobiyotasinda baskin tiir
oldugu bildirilmistir (Aydin vd., 2022a; Boyaci-Giindiiz ve Erten, 2020; Giil vd.,
2005; Lhomme vd., 2015; Yagmur vd., 2016; Minervini vd., 2012).

4.2. Farkh popiilasyonlara iliskin genetik varyasyon verileri

Toplam 18 adet eksi hamur orneginden izole edilen 58 adet S. cerevisiae susu
orneklerin iligkili oldugu bolgelere gore gruplandirilmistir. Buna gore Aksaray’dan
20, Nigde’den 19 ve Konya’dan 19 olmak fizere toplam 3 popiilasyon
olusturulmustur. Veri matrisi GenAlex formatina uygun olarak diizenlenerek basta
bolgelere gore alleller sayisi, etkili alleller sayisi, Nei'nin (1973) gen cesitliligi ve
Shannon bilgi indeksi hesaplanmis olup tiim degerler Cizelge 4.3’te verilmistir.
Farkli DNA sistemleri kullanilarak elde edilen degerlerin Aksaray ve Nigde
popiilasyonlar1 i¢cin Aydin vd. (2022b) tarafindan bildirilen degerlerden yiiksek
oldugu saptanmistir. Benzer sonuglar farkli saraplik iiziim popiilasyonlarindan izole
edilen S. cerevisae izolatlar i¢in de bildirilmistir (Tello vd., 2012). Elde edilen
bulgular eksi hamurdan izole edilen S. cerevisiae suslarinin yakin popiilasyonlarda
bile farkli genetik yap1 sergileyebildigini gostermistir. Popiilasyonlar kendi i¢inde
degerlendirildiginde ise Aksaray ve Nigde illerinden toplanan eksi hamurlara iliskin
S. cerevisiae suslarinda genetik farklilasmanin daha yiiksek oldugu, Konya’dan
ise daha smirli bir genetik varyasyon tespit edildigi

toplanan izolatlarda

goriilmektedir.

Cizelge 4.3. Farkli popiilasyonlara iligskin genetik varyasyon verileri.

Popiilasyon Na* Ne I h PL (%)
Aksaray 1.625+0.067 1.445+0.044 0.375+0.032 0.254 +0.023 68.75
(Iflig’zd(? 1.563+0.073 1.414+0.045 0.350+0.032 0.236+0.023 65.00
?(1:11)2 1.325+0.085 1.251+0.036 0.240+0.029 0.156+0.20 50.00
"l("’(l):plle?n)l 1.504 £0.044 1.370+0.025 0.322+0.018 0.215+0.013 61.25+5.73
(n=58)

TB: Toplam Bant, PB: Polimorfik Bant, PBY: Polimorfik Bant Yiizdesi, PIC: Polimorfik Bilgi indeksi, RP: C6zme Giicii.
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4.3. Popiilasyonlarin Nei’ye gore genetik benzerlik matriksi

Popiilasyonlarin genetik yapisinin birbirlerine olan yakinligi GenAlEx ile incelenmis
olup sonuglar Cizelge 4.4’te verilmistir. Buna gore birbirlerine daha yakin olan iller
Nei’nin genetik benzerligine yakinlik indeksinde de daha yakin olarak
gdzlemlenmistir. Ornegin birbirine uzalik olarak en yakin ve ekolojik olarak daha
benzer olan Aksaray ve Nigde popiilasyonlar1 birbirlerine daha yakin (0.968),
birbirlerine en uzak ve ekolojik olarak daha farkli olan Nigde ve Konya
popiilasyonlar1 da genetik olarak en uzak (0.922) popiilasyonlar olmustur.
Popiilasyonlarin  birbirlerine olan mesafesi ve genetik yakinligi GenAlEx
programinda yer alan Mantel testi ile de test edilmis olup popiilasyonlar arasindaki

mesafe ile genetik yakinlik arasinda yiiksek korelasyon bulunmustur (R=0.74).

Cizelge 4.4. Popiilasyonlarin Nei’ye gore genetik benzerlik matriksi.

Popiilasyon Aksaray Nigde Konya
Aksaray 1.000

Nigde 0.968 1.000

Konya 0.922 0.915 1.000

4.4. Popiilasyonlarin AMOVA sonucu

Farkli popiilasyonlarin molekiiler varyans analizi (AMOVA) sonucuna gore
belirlenen genetik farkliligin %16’s1 popiilasyonlar arasinda bulunurken %84’
popiilasyonlar i¢inde bulunmustur. Popiilasyonlarin AMOVA sonucu Cizelge 4.5’te

verilmigtir.

Cizelge 4.5. Popiilasyonlarin AMOVA sonucu.

Kaynak b.d* KT OK TV % | Fsr P

Popiilasyonlar aras1 | 2 90,315 | 45,158 | 1,848 | 16

Popiilasyonlari¢ci | 55 | 518,805 | 9,433 | 9,433 | 84 | 0.164 | 0.001

Toplam 57 | 609,121 11,281 | 100

*b.d: Bagimsizlik Derecesi, KT: Karelerin Toplami, OK: Ortalama Kare, TV: Tahmini Varyans,FST:

F-statistics, P: Anlamlilik Diizeyi
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Popiilasyonlar aras1 ve popiilasyon i¢i tespit edilen genetik varyasyon Onemli
bulunmustur (P <0.001). Bu yiiksek varyasyon orani suslar arasindaki varyasyon
derecesini gosteren Fgr degeri (0.164) ile de tutarhidir. Cografi ve ekolojik
farkliliklarin farkli cografi kdkenlerden izole edilen S. cerevisiae suslarinin genetik
yapisinda dnemli roller oynamis olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu genetik farklilik
sadece genetik farklilasmanin belirlenmesinde etkili degildir. Farkli genetik uzakliga
sahip S. cerevisiae suglarinin se¢ciminde de 6n eleme araci olarak kullanilabilir. Diger
bir ifade ile, tiim izolatlarin teknolojik Ozelliklerinin belirlenmesi yerine farkl
genetik uzakliga sahip suslarin tiimiinii temsilen teknolojik o6zelliklerinin
belirlenmesi farkli aragtirmacilar tarafindan siklikla tercih edilir olmustur (Yang vd.,
2020; Aydin vd., 2023). Farkli genetik uzaliga sahip suslar ile teknolojik 6zellikler
arasindaki iliski de istatistiki olarak degerlendirilebilmektedir. Aydin vd. (2023),
ISSR markdrleri ile karakterize ettigi mayalarda spesifik bolgelerdeki polimorfik
yap1 ile fermantasyon kapasitelerilerinin yiiksek korelasyon icinde oldugunu rapor
etmistir. Bu gibi durumlarda SCAR (Sequence-Characterized Amplified Regions)
yaklasimi ile direkt ilgili teknolojik 6zellige sahip suslarin belirlenebilmesi miimkiin

olmaktadir (Luan vd., 2014).

4.5. UPGMA dendogram ve STRUCTURE analizi ve PCoA dendrogram ile

izolatlarin degerlendirilmesi

UPGMA dendrogrami toplamda 58 S. cerevisiae susunu iki ana gruba ayirmis olup
her bir grup da kendi i¢inde iki major gruba ayrilmaktadir (Sekil 4.1). En yiiksek
ayrim giicii 0.97 degerinde gerceklesmistir. Genetik karakterizasyonun toplamda 4
primer ile yapilmasi yiiksek ayrim derecesine sahip sonuglar elde edilmesini
saglamistir. Benzer bir ayrim giicii eksi hamurdan izole edilen S. cerevisiae
suslarinin RAPD ve ISSR primerleri ile karakterize edilmesi ile de elde edilmistir
(Yang vd., 2020; Aydin vd., 2023). Ayrica, izolatlarin izole edildigi cografi bolgelere

gore ayrilmadigi da belirlenmistir.
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Sekil 4.1. UPGMA dendrogrami.

Anlamli alt popiilasyonlarin sayist (AK) Bayesian kiimeleme modeli ile
STRUCTURE datalarinin STRUCTURE HARVESTER ara yiizii ile islenmesi ile
test edilmis olup AK=2 c¢ikmistir. Gruplart temsil eden alanlar Sekil 4.2°de
verilmistir. Elde edilen gruplar UPGMA ile uyumlu olup Grup I 35, Grup II ise 23 S.
cerevisiae susu igermektedir. Ancak Grup II’de yer alan 5 izolat (N11M3, N18M1;4)
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her iki gruba da benzer bir yakinlik gdstermistir. Bu izolatlarin renk haritasinda hem

yesil hem de kirmizi renk ile ifade edildigi goriilmektedir.

Grupl Grup I1
(n=35) (n=23)
A A

0.80

0.60

0.40

0.20

0.00

Sekil 4.2. STRUCTURE analizine gore olusan gruplar (AK=2).

Izolatlarin PCoA analiz sonuglar1 dikkate alindiginda UPGMA dendrogrami ile
uyum igerisinde oldugu goriilmektedir (Sekil 4.3). PCoA dendrogrami
incelendiginde grafigin sag kisminda toplam 35 adet susun yer aldigi Grup I, sol
tarafinda ise 23 izolatin yer aldig1 Grup II bulunmaktadir. STRUCTURE sonuglarina
gore grup dis1 olarak ifade edilen ve her iki grubada yakin mesafede sonug¢ veren 5

adet susun ise koordinatsal diizlemde her iki grubun ortasinda yer aldig

goriilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, primerlerin polimorfizm oranini ve genotipleri ayirt etme yetenegini
ortaya ¢ikarmak icin PIC ve RP degerleri belirlenmistir. Tiirleri ayirma noktasinda
her ii¢ primer sistemi de basarili sonuglar vermis olup sonuglar yiiksek PIC ve RP
degerleri ile desteklenmistir. Segilen primerlerin ayirt etme giiciinii gdsteren ortalama
RP degeri 2,68 ile 4,42 arasinda degismekle birlikte ortalama 3,67°dir. En yiiksek
PIC degerini 0,39 ile SCoT-13 verirken, en diisiik degerini ise 0,23 ile IPBS-2078
vermistir. Hesaplanan ortalama PIC degeri 4,00’dir. PIC ve RP degeri en yliksek
primer SCoT-13 olmustur. Calismaya ait genetik c¢esitliligin ortalama degerleri
incelendiginde ise, alel sayis1 (1.625 £ 0.067), etkili alel sayis1 (1.445 + 0.044),
Shanon’un bilgi indeksi (0.375 + 0.032 ) ve Nei’nin gen ¢esitligi (0.254 = 0.023) en
yiiksek olan degerlere ait olan il Aksaray olmustur. En diisiik degerler ise Konya
iline ait bulunmustur (Cizelge 4.3). Genetik parametreler eksi mayadan izole edilen
S. cerevisiae susunun en zengin oldugu ilin Aksaray, en az oldugu ilin ise Konya
oldugunu gostermektedir. Farkli popiilasyonlarin molekiiler varyans analizi
(AMOVA) sonucuna gore belirlenen genetik farkliigin %16’s1 popiilasyonlar
arasinda bulunurken %84’ii popiilasyonlar icinde bulunmustur (Cizelge 4.5).
Popiilasyonlar aras1 ve popiilasyon i¢i tespit edilen genetik varyasyon Onemli
bulunmustur (P <0.001). Bu yiiksek varyasyon orani suglar arasindaki varyasyon
derecesini gosteren FST degeri (0.164) ile de tutarlidir. UPGMA dendrogrami
toplamda 58 S. cerevisiae susunu iki ana gruba ayirmis olup her bir grup da kendi
icinde iki major gruba ayrilmaktadir (Sekil 4.1). En yiiksek ayrim giicii 0.97
degerinde gerceklesmistir. izolatlarin PCoA analiz sonuglar1 dikkate alindiginda
UPGMA dendrogrami ile uyum igerisinde oldugu goriilmektedir (Sekil 4.3). Her ii¢
markdr sistemi kullanilarak gergeklestirilen S. cerevisiae suslarinin popiilasyon
analizi neticesinde STRUCTURE sonuglarina gore iki ana genotip (AK=2) elde

edilmistir.

Yalniz PCoA dendrogrami STRUCTURE sonuglarina gore out-group olarak ifade
edilen ve her iki grubada yakin mesafede sonug veren 5 adet susun ise koordinatsal
diizlemde her iki grubun ortasinda yer aldig1 goriilmektedir. Calismada elde edilen

sonuglarin eksi hamur mayalarinin popiilasyon genetiklerini inceleyen arastirmacilar
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icin 6nemli bir veri kaynagi olusturacagi diisinilmektedir. Ayrica, tiir i¢i farkl
polimorfik suslar ile teknolojik Ozellikler arasindaki farkin istatistiki agidan
degerlendirilmesi ile rutin analizlerde ilgili teknolojik 6zellige sahip suslarin direkt
olarak DNA markorii ile belirlenmesi iistiin suslarin tespiti i¢in énemli bir kilometre
tas1 olacaktir. Ileriki calismalarda teknolojik &zellikler ile polimorfik suslar

arasindaki iliski incelenecektir.
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