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Maya, tarih boyunca insanoglunun temel gidalarinin dretiminde rol almigtir.
Bilimin ve teknolojinin gelismesi ile mayalar hakkinda edinilen bilgi her gegen gin
artmigtir. Gunumuzde maya fermantasyonunda karsilasilan sorunlar genom
bazinda calismalar, dogru maya sec¢imi ve kullanimi ile ¢6zulebilmektedir.
Fermantasyon sanayisinde karsilagilan guncel sorunlardan biri kiresel iIsinma ve
cevresel kosullarin degismesinden dolayl nihai Urunlerdeki yuksek alkol
seviyesidir. Ayrica fermantasyon sanayisi, baslangi¢ kultir kombinasyonu, sus
degisimi gibi minimum degisiklikle nihai Urinde ulusal ve uluslararasi pazarda
fark yaratma arayisindadir. Bu nedenle, Saccharomyces olmayan mayalarin,

kaliteli sarap uretimi icin fermantasyonda kullanimi son yillarda daha da yaygin
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hale gelmistir. Saccharomyces cerevisiae ve Saccharomyces olmayan mayalar
karisik kultur olarak kullanildiginda maya-maya karmasik etkilesimlerin
gerceklestigi ve bunun sonucunda  Saccharomyces  cerevisiae'nin

metabolizmasinda énemli farkhliklar oldugu birgok galismada gosterilmistir.

Bu calismada, Saccharomyces cerevisiae ve Metschnikowia pulcherrima
suglarinin sirali fermantasyonunda meydana gelen maya-maya etkilesimlerin
transkriptomik seviyede incelenmesi amacglanmistir. Bu amagla calisma iki
kisimdan olusacak sekilde planlanmistir. Birinci kisim, 1s1 stresinin Ehrlich
yolaginda yer alan aromatik bilesik sentezi ile ilgili genlerin ekspresyon profili
uzerindeki etkilerini anlamayi hedeflemigtir. Bu hedef dogrultusunda, acik
kaynakli mikrodizi verisi kullanilarak isI stresine kargi yerel maya susundaki
aromatik bilesik sentezi ile ilgili genlerin (Ehrlich yolak genleri) ekspresyon profili
ilk kez bu tez galigmasi kapsaminda incelenmigtir. Calismanin ikinci kisminda ise
sirali karigik baglangi¢ kulturu (Metschnikowia pulcherrima + Saccharomyces
cerevisiae) kullanilan alkol fermantasyonu sirasinda aromatik bilesik sentezinde
yer alan secilen ARO8, ARO9, ADHZ2, ADHS5 genlerinin transkripsiyonel yanitinin

izlenmesi hedeflenmisgtir.

Calismada Hacettepe Universitesi FoodOmics Arastirma Laboratuvari Kultir
Bankasi’'nda yer alan ve Anadolu’'nun farkli bolgelerinden izole edilmig, dnceki
calismalarda tanimlanmig 16 adet Saccharomyces cerevisiae ve 6 adet
Metschnikowia pulcherrima susu kullaniimigtir. Sarap fermantasyon ortamina
benzer olmasi nedeni ile batun canlandirma ve fermantasyon denemeleri Gzum
suyunda gergeklestirilmistir. RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve RT-qgPCR
uygulamalari gerceklestirilerek Saccharomyces cerevisiae ve Metschnikowia
pulcherrima suglarinin agik kaynaklh mikrodizi verilerine gore secilen alkol
dehidrogenaz Il ve V (ADH2, ADHS5) gen ifade duzeyi ve Saccharomyces
cerevisiae suglarinin aromatik aminotransferaz | ve Il (ARO8, ARO9) gen ifade
duzeyi belirlenmistir. Daha sonra, farkh kosullardaki ve fermantasyon ortamindaki
gelisimlerini incelemek icin Saccharomyces cerevisiae ve Metschnikowia

pulcherrima suglarinin teknolojik ozellikleri incelenmigtir. Gen ifade dizeyine ve
il



teknolojik Ozelliklerine gore segilen suslardan, S. cerevisiae saf kultur ve
Metschnikowia pulcherrima + Saccharomyces cerevisiae suglarini igeren sirali
karigik  kaltur kombinasyonlari olugsturulmustur. Transkriptom duzeyinde
fermantasyon surecini izlemek amaci ile fermantasyonun 1. 3. 5. ve 7. gununde
alinan orneklerden RNA izolasyonu ve RT-qPCR ile gen ifade analizleri
gerceklestiriimisgtir. Fermantasyon sirasinda gunluk olarak briks, alkol ve pH
Olcimu yapilarak fermantasyon sureci biyokimyasal olarak da izlenmigtir.

Calismanin  sonucunda, Metschnikowia pulcherrima + Saccharomyces
cerevisiae sirall karigik kultur fermantasyonlarindaki maya-maya etkilesimlerinin
aromatik bilesik sentezinde rol alan genlerin ekspresyon seviyesinde
degisikliklere neden oldugu tespit edilmistir. Calisma, duguk alkolli nihai Grin
eldesinin Metschnikowia pulcherrima + Saccharomyces cerevisiae sirall karigik
kaltur kullanimi ile yakindan iligkili oldugunu gostermektedir. Sirali karigik kultar
kullanimi ile fermantasyon boyunca olgulen ortalama alkol miktarinin yaklasik
yuzde 30 dustugu tespit edilmistir. Burada geceklestirilen ¢alisma sonucunda
orijinal/yerel kaynaklardan izole edilen ve tanimlanan bir adet Saccharomyces
cerevisiae ve bir adet Metschnikowia pulcherrima susunun kombinasyonu,
fermantasyon sanayisinde kullanilmak Gzere, baslangi¢ (starter) kaltar

kombinasyonu olarak 6nerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Saccharomyces cerevisiae, Metschnikowia pulcherrima,
Ehrlich Yolagi, RT-gPCR
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ABSTRACT

TRANSCRIPTIONAL RESPONSE TO USING MIXED STARTER
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INVOLVING Saccharomyces cerevisiae and Metschnikowia
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Master of Science, Department of Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Remziye YILMAZ
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Yeast has played a role in the production of basic foods for mankind throughout
history. With the development of science and technology, the knowledge about
yeasts has increased day by day. Today, problems encountered in yeast
fermentation can be solved by genome-based studies, correct yeast selection
and use. One of the current problems faced in the fermentation industry is the
high alcohol level in the final product due to global warming and changing
environmental conditions. In addition, the fermentation industry seeks to make a
difference in the final product in the national and international market with
minimum changes such as combinations and strain changes in the starter culture.

Therefore, the use of non-Saccharomyces yeasts in fermentation for high quality

v



wine production has become more common in recent years. Many studies have
shown that complex yeast-yeast interactions occur when Saccharomyces
cerevisiae and non-Saccharomyces yeasts are used as mixed cultures, resulting

in significant differences in the metabolism of Saccharomyces cerevisiae.

This study aims to investigate the interactions occurring in the sequential
fermentation of Saccharomyces cerevisiae and Metschnikowia pulcherrima
strains at the transcriptomic level. For this purpose, the study is to consist of two
parts. The first part intends to understand the effects of heat stress on the
expression profile of genes involved in aromatic compound synthesis in the
Ehrlich pathway. With this purpose, the expression profile of the aromatic
compound synthesis-related genes (Ehrlich pathway genes) in the local yeast
strain against heat stress, is investigated for the first time within the scope of this
thesis, using the open source microarray data. The second part of the study,
focuses on monitoring the transcriptional response of selected ARO8, AROY,
ADH2, ADH5 genes involved in aromatic compound synthesis during alcohol
fermentation using sequential mixed starter culture (Metschnikowia pulcherrima

+ Saccharomyces cerevisiae).

In the study, 16 Saccharomyces cerevisiae and 6 Metschnikowia pulcherrima
strains isolated from different regions of Anatolia and identified in previous studies
have been used in Hacettepe University FoodOmics Research Laboratory
Culture Bank. Since it is similar to the wine fermentation medium, all resuscitation
and fermentation experiments have been carried out in grape juice. AROS,
ARQO9, ADH2, ADH5 genes to be used in the study have been selected according
to open source microarray data. RNA isolation, Reverse Transcription and RT-
gPCR applications of the Saccharomyces cerevisiae and Metschnikowia
pulcherrima strains have been carried out. Alcohol dehydrogenase |l and V
(ADHZ2, ADHS) and aromatic aminotransferase | and Il (ARO8, ARO9) gene
expression levels of Saccharomyces cerevisiae and Metschnikowia pulcherrima
strains have been determined. Then, the technological properties of all

Saccharomyces cerevisiae and Metschnikowia pulcherrima strains selected
\"



according to these gene expression levels have been investigated. S. cerevisiae
pure culture and sequential mixed culture containing Metschnikowia pulcherrima
+ Saccharomyces cerevisiae strains have been created from the strains selected
according to their gene expression level and technological characteristics. In
order to monitor the fermentation process at the transcriptome level, RNA
isolation and Reverse Transcription-qPCR have been carried out for gene
expression analyzes from the samples taken on the 1st, 3rd, 5th and 7th days of
fermentation. During the fermentation, daily brix, alcohol and pH measurements
have been made and the fermentation process has also been monitored

biochemically.

As a result, the study, has found out that the use of Metschnikowia pulcherrima
+ Saccharomyces cerevisiae sequential mixed culture caused changes in the
expression level of genes involved in aromatic compound synthesis. The study
also shows that low alcohol end product yield is closely related to the use of
sequential mixed culture Metschnikowia pulcherrima + Saccharomyces
cerevisiae. It has been determined that the average amount of alcohol measured
during fermentation was reduced by about 30 percent with the use of sequential
mixed cultures. The combination of one Saccharomyces cerevisiae and one
Metschnikowia pulcherrima strain isolated and identified from original/local
sources as a result of the study performed here is recommended as a starter

culture combination for use in the fermentation industry.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, Metschnikowia pulcherrima, Ehrlich
Pathway, RT-qgPCR
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1. GIRIS

M.O. 8000’li yillardan bugiine kadar Anadolu, insanoglunun hayatinda bulunan
en eski mikroorganizmalardan biri olan Saccharomyces cerevisiae igin elverigli
olmustur. Eski c¢aglarda yasayan insanlar temel gidalarini Uretirken
Saccharomyces  cerevisiae ve onun fermantasyon  yeteneginden
faydalanmiglardir. GUinumuzde ise bilim ve teknolojiden faydalanarak bu
fermantasyon mekanizmasini iyilestirmek, urin cesitliligini, kalitesini, verimini
arttirmak, fermantasyon sanayisinde yasanilan sorunlara ¢6zum bulmak
mumkundur. Fermantasyon sanayinin kuresel isinma ve gun gegctikge kotulesen
cevre kosullarinin negatif etkilerini azaltmaya yonelik sirali karisik kultlr
kullanimidir. Fermantasyon ortaminda dogal olarak bulunan Metschnikowia
pulcherrima mayalarinin, Saccharomyces cerevisiae ile sirali karigik
fermantasyonunda aromatik bilesiklerin salinimini arttirdigi bilinmektedir. Ayrica
bu mikroorganizmanin etanol igeriginin dugurulmesine yardimci olabilecek bir
solunum metabolizmasina sahip oldugu igin Saccharomyces cerevisiae ile sirali

karigik fermantasyonunda faydali etkilesimler meydana getirebilir.

Bu calismada, Saccharomyces cerevisiae ve Metschnikowia pulcherrima
suslarinin sirali fermantasyonunda meydana gelen etkilesimlerin transkriptomik
seviyede incelenmesi amacglanmistir. Bu amagla ¢alisma iki kisimdan olusacak
sekilde planlanmigtir. Birinci kisim, 1s1 stresinin Ehrlich yolaginda yer alan
aromatik bilegik sentezi ile ilgili genlerin ekspresyon profili Uzerindeki etkilerini
anlamay! hedeflemektedir. Buradan elde edilen sonuglar degerlendirilerek
segilen aromatik bilesik sentezinde yer alan bazi genlerin transkripsiyonel yanitini
alkol fermantasyonunda sirali karigik baslangig kulturd olarak kullanildigi
durumda olgmek ve karsilastirmak ise ikinci kisimda hedeflenmigtir. Calismada
Hacettepe Universitesi FoodOmics Arastirma Laboratuvari Kiiltir Bankasi’'nda
yer alan ve Anadolu’nun farkh bolgelerinden izole edilmis, dnceki ¢calismalarda
tanimlanmig 16 adet Saccharomyces cerevisiae ve 6 adet Metschnikowia
pulcherrima susu kullaniimistir. Sarap fermantasyon ortamina benzer olmasi

nedeni ile butun canlandirma ve fermantasyon denemeleri Uzim suyunda



gerceklestiriimistir. RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve RT-gPCR uygulamalari
gerceklestirilerek Saccharomyces cerevisiae ve Metschnikowia pulcherrima
suslarinin agik kaynakli mikrodizi verilerine gore segcilen alkol dehidrogenaz Il ve
V (ADH2, ADHS) gen ifade duzeyi ve Saccharomyces cerevisiae suglarinin
aromatik aminotransferaz | ve Il (ARO8, ARO9) gen ifade duzeyi belirlenmistir.
Daha sonra, Metschnikowia pulcherrima suglari ile, gen ifade duzeylerine gore
secilen Saccharomyces cerevisiae suslarinin teknolojik ozellikleri incelenmigtir.
Gen ifade duzeyine ve teknolojik ozelliklerine gore segilen suslardan, S.
cerevisiae saf kultur ve Metschnikowia pulcherrima + Saccharomyces cerevisiae
suslarini iceren sirall  karigik kdltir kombinasyonlari  olusturulmustur.
Transkriptom duzeyinde fermantasyon sdrecini izlemek amaci ile
fermantasyonun 1. 3. 5. ve 7. gununde alinan orneklerden RNA izolasyonu,
cDNA sentezi ve RT-qPCR ile gen ifade analizleri gergeklestiriimigtir.

Bu galismanin amaci, kontrollt sirali karigik kultir fermantasyonu sirasinda S.
cerevisiae metabolizmasindaki Ehrlich yolaginda yer alan enzimleri kodlayan
genlerin (ADH2, ADH5, AROS8, ARQO9) gen ifade duzeyini incelemektir. Tez

calismasinda incelenecek genlerin segimi icin E-MTAB-3459 aksesyon numarali

acik kaynakh mikrodizi verisi kullanilarak isi stresine karsi yerel maya susundaki
aromatik bilesik sentezi ile ilgili genlerin (Ehrlich yolak genleri) ekspresyon profili
ilk kez bu tez calismasi kapsaminda incelenmistir.

Bu calisma, M. pulcherrima ve S. cerevisiae maya-maya etkilesimini
transkripsiyonel duzeyde arastirmaya yonelik dnemli bir girisimdir. Calismanin
sonucunda, M. pulcherrima + S. cerevisiae sirali karigik kultur fermantasyonunda
M. pulcherrima varliginin, aromatik bilesik sentezinde rol alan genlerin ifade
duzeyini ve alkol Uretimini nasil etkiledigine iligkin ipuglari saglanabilir. Bilimsel
olarak, S. cerevisiae ve M. pulcherrima transkriptomik etkilesimi hakkinda
literatlre katki saglanmasinin yani sira, bu tez galigsmasi ile elde edilen sonuglar
dogrultusunda sanayiye, kuresel 1sinma ve cgevresel kosullarin fermantasyon

uzerindeki negatif etkilerini azaltilmasina, ulusal ve uluslararasi pazarda rekabet



gucunuan arttinlmasina katki saglayacak, orijinal/yerel suglardan olusan bir

baslangi¢ kultur kombinasyonu 6nerisi sunulabilir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Saccharomyces cerevisiae

Anadolu, cografik konumundan dolayi elverigli, dort mevsimin de yasandigi, sulak
ve genis tarim arazilerine sahiptir. Bu ozellikler, birgok bitki tirinun Anadolu
topraklarinda yetismesini saglamaktadir. Bu bitkilerden biri de tzamdur. Cevresel
kosullarin degismesinden dolayr Anadolu’da binlerce yildan bu yana yetistirilip
tuketilen UzUmun muhtemelen eski zamanlarda meyve cesitliligi daha fazlaydi ve

Anadolu topraklarinda yetisen tzumler daha lezzetli, daha aromatik idi [1].

Anadolu’da sarap kiltird M.O. 8000'li yillara dayanmaktadir. O dénem
Anadolu’da hiikiim siren Hititlerinin (M.O. 1600- M.0.1200) kdltiriinde sarabin
¢ok onemli bir yer aldigi bilinmektedir. O doneme ait tabletlere gore Hitit toplumu
icin UzUm ve Uzumden elde edilen sarap ana besin kaynagindan biriydi. Hititler
genellikle su, et, sarap ve ekmek tuketirlerdi. Anadolu’da yasayan diger kavimler
gibi Hititler de fermantasyon ile Uzimden sarap elde etmeyi biliyorlardi. Bazi
arastirmacilara gore Hititlerin sarap yapmayi, fermantasyonu iyi bilmeleri, ekmek

yapiminda donemin ilerisinde olmalarina neden olmustur [2, 3].

Saccharomyces cerevisiae, 1837'de maltta kegfedildikten sonra her dilde mayayi
temsil eden bu ismi almistir. Maya muhtemelen insanin tanidigi ve evcillestirdigi
en eski organizmadir. M.O. 6000 yillarinda Stumerliler ve Babilliler mayay bira
yapimi igin kullaniyordu. Ayni zamanlarda maya Gurcistan’da sarap yapimi, eski
Misirda ise hamur yapimi igin kullanihyordu. Bu insanlar nedenini anlamasalar
da meyveleri ve tahillari kapali kaplarda uzun sure birakarak sarap ve bira
uretebileceklerini biliyorlardi. Kaplarda tutulan ezilmis GzUm pargalarindan
kabarciklar c¢iktigini gozlemledikleri icin yaptiklari bu islem, Latincede
"kaynamak" anlaminda olan fervere kelimesinden gelen fermantasyon olarak
adlandinimigtir. O zamanlarda yasayan insanlar fermantasyonun, ¢iplak gozle
gorulemeyen kucuk, tek hucreli bir 6karyot mantar olan mayalarin yaptigini
bilmiyorlardi. Bu mikroorganizmalarin kesfi birkag ylzyil gegtikten sonra, bilimde

devrim yaratan kaliteli lens ve mikroskoplarin sayesinde olmustur [4, 5].



Mayalarin fermantasyona neden olan bir mikroorganizma oldugunu 6ne suren ilk
arastirmalar 1836 ve 1838 yillari arasinda yayinlanmistir. Julius Meyen, 1838'de
S. cerevisiae, S. pomorum ve S. vini adli Ug¢ turu iceren Saccharomyces cinsini
tanimlamigtir; isimleri bira, fermente elma suyu ve sarapta bulunduklarina isaret
etmektedir. Louis Pasteur, 1857 yilinin agustos ayinda Société des Sciences de
Lille'e 'Laktat fermantasyonu' baglikli bir konferans vermigtir. Pasteur’un
savundugu alkolik fermantasyonun canli organizmalar tarafindan gercgeklestirilen
bir islem oldugu gercegi Saccharomyces cinsini tanimlamasindan 20 yil sonra
kabul gérmustur. Maya konusundaki baska bir donum noktasi ise 1880'lerin
basinda, saf maya kulturleri elde etmek igin teknikler geligtiren Emil Christian
Hansen sayesinde gergeklesmistir. Bir dizi maya turl segen Hansen, maya
taksonomisini pratik bir ifade haline getirmigtir. O zamandan beri, izole maya
suslarinin farkh endustriyel iglemlerde baslangi¢ olarak kullaniimasi mamkin
olmustur. Fermantasyonda, en yaygin olarak kullanilan baglangi¢ kultart
Saccharomyces cerevisiaedir [6, 7].

1930-1940 yillarinda, Gjvind Winge ve Carl Lindegren'in ¢alismalari ile maya
genetigi ile ilgili arastirmalar baglamistir. 1996 vyilinda, Saccharomyces
cerevisiae'nin genomu, birkag¢ farkli dizileme yontemi ve teknolojisi kullanilarak
94 laboratuvarda c¢alisan 19 ulkeden uluslararasi bir arastirmacilar tarafindan
tamamen dizilenmigtir. Bu 0Ozelligiyle, tamamen bilinen ilk Okaryotik genom
olmustur. Saccharomyces cerevisiae genomu, 16 kromozom uzerinde kompakt
bir sekilde duzenlenen 6.275 gen ile yaklagik 12.2 Mb'dir. Bu genlerin sadece
yaklasik 5800'Unun islevsel olduguna inaniimaktadir. Saccharomyces
cerevisiae’a ait genom dizisinin bilgileri, yeni guncellemeler, bu konudaki
arastirmalar, orijinal model organizma veri tabanlarindan biri olan

Saccharomyces Genome Database (SGD) (https://www.yeastgenome.org/)

tarafindan uzun suredir arastirmacilara saglanmaktadir [8-12].

2.1.1.Saccharomyces cerevisiae’nin Morfolojisi ve Hiicre Yapisi

Mayalar tomurcuklanma veya fisyonla aseksuel olarak bolunen, hicre boyutu; 1-
10 um genigliginde, 2-3 ym’den 20-50 ym’e degisen yukseklikte tek hucreli



(¢ogunlukla Ascomycete, Basidiomycete veya Deuteromysete) fungilerdir. En iyi
bilinen maya olan S. cerevisiae, genellikle buylk ¢api 5-10 ym kuguk ¢api 1-7
um olan elipsoit gseklindedir. Kati besiyerinde gelisen mayalarin morfolojileri renk,
doku ve geometri agisindan farkhlik gostermektedir. Saccharomyces cerevisiae
agarda krem renkli koloniler olusturur [13].

Mantarlarin hucresinde, g¢ekirdek, endoplazmik retikulum, mitokondri, golgi
aparati, salgi vezikulleri ve vakuoller tipik olarak bulunur. Mantarlarin 6karyotik
yapisini tamamlayan organel c¢ekirdektir. Cekirdek c¢ift membranhdir ve
kromozomlari nukleoplazmada bulundurur. Cogu maya ve mantar temel olarak
haploid yasam dongusune sahip olsa da Saccharomyces cerevisae gibi bazi
turlerinin yagsam dongusu haploid ve diploid arasinda degisebilir. Haploid ve
diploid hucrelerin boyutlari, gelisme fazina ve ture gore farklilik gosterir. Tipik
olarak, diploid hucreler 5-6 pm elipsoid iken, haploid hicreler 4 ym capli
sferoidlerdir [13-15].

2.1.2.Saccharomyces cerevisiae’nin Ureme Ozellikleri

Saccharomyces cerevisiae haploid ve diploid hucreler olarak aseksuel sekilde
tomurcuklanarak ¢ogalabilir. Maya hucreleri giflesme turane gore iki farkl sekilde
tomurcuklanirlar. Haploid hucreler iki ¢iflesme (a ve a) tipinde bulunur ve bunlar
diploid hucre olusturabilirler [16, 17].

2.1.3.Saccharomyces cerevisiae’nin Geligimi igin Fiziksel Gereksinimler

Mayalarin optimum gelisimi igin genellikle 1lik, nemli, asidik, seker iceren aerobik
ortamlar gereklidir. Ekstrem fiziksel ve kimyasal kosullarda gelisimi tercih eden
¢ok az maya susu vardir [13].

2.1.3.1. Sicaklik

Sicaklik, mikroorganizmalarin gelisme hizini etkileyen en onemli fiziksel

Ozelliklerden biridir. Genellikle, laboratuvar ve endustri mayalarinin optimum



gelisme sicakligi 20-30 °C arasinda degismektedir. S. cerevisiae igin optimum
gelisme sicakligi 28 °C, maksimum gelisme sicakligi ise 35-43 °C’dir [16, 18].

Maya hucrelerinin bolinmesi, kromozom yapisi / fonksiyonu, protein sentezi,
fermantasyon nihai bilesimi, hlicre yuzey topolojisi, hicre iskeleti butunlaga,
hdcre boyutu gibi c¢esitli morfolojik o6zellikleri optimum olmayan gelisme
sicakhgindan etkilenmektedir [4, 19].

2.1.3.2. Su

Mayalar metabolizmalarinin iglevi igin yuksek konsantrasyonlarda suya ihtiyag
duyarlar. Substrat ve enzimlerin tamami sulu ¢oOzelti veya Kkoloidal
suspansiyondadir. Bu nedenle yeterli su olmadiginda maya metabolizmasinda
enzimatik aktivite gerceklesemez. Ancak substratin su icerigi, suyun hucredeki
enerjik kullanilabilirligini gostermez. Hucre i¢i vel/lveya g¢evresel su
mevcudiyetindeki degisiklikler, maya hucresinin butinlagunit ve metabolizmasini
etkiler. Bu nedenle, su mevcudiyetinin dl¢gliimesi hem teorik hem de pratik olarak
onemlidir. Cozunmus ¢ozunenlerin varliginda suyun mevcudiyetini dlgmek icin
kullanilan su potansiyeli terimi (yw, megapaskal cinsinden ifade edilir, MPa)
suyun potansiyel enerijisini ifade eder. Saccharomyces cerevisiae mayasi non-
osmotolerant turdur ve wopt degeri -1.5 MPa civarindadir. Su aktivitesi (aw), ise bir
su kutlesinin (%100) veya substratin (%100'den az) denge bagil nemi dlgllerek,
bu degerin 100'e boluinmesi ile hesaplanir. Maya turlerinin ¢ogu ve
Saccharomyces cerevisiae dar bir su aktivitesi araliginda (0.9-1.0) geligirler.
Saccharomyces cerevisiae'nin optimum gelisme ay’si 0.975 ile 0.999 arasindadir
[16, 20-22].

2.1.3.3. pH

Maya gelisimi i¢cin en uygun pH arahgi, ortamin sicakhgina, oksijen varligina ve
maya susuna bagl olarak degisebilir. Cogu mayanin gelisimi i¢in gerekli optimum
pH degeri 4.5-6.5 araligindadir. Saccharomyces cerevisiae asidik ortamlarda

daha iyi gelisim gosteren, asidofilik bir organizmadir [16, 23].



2.2.Metschnikowia pulcherrima

Latince'de 'pulcherrima’, guzel anlamina gelen bir sifatin Ustun bir halidir. Bu
yuzden, Metschnikowia pulcherrima, 'en glzel' maya anlamina gelmektedir.
Metschnikowia pulcherrima, (Candida pulcherrima, anamorf; Torula pulcherrima,
Torulopsis pulcherrima, Rhodotorula pulcherrima, Saccharomyces pulcherrimus,
Cryptococcus castellanii) gibi birgok farkli isimde ifade edilmektedir.
Metschnikowia pulcherrima meyvelerde, ciceklerde ve nektarlarda bulunan,
spontan fermantasyonlarda siklikla gorilen, genellikle 0zUm suyu
fermantasyonunun erken asamalarinda bulunan Saccharomyces olmayan bir
mayadir. Metschnikowia pulcherrima, Hanseniaspora uvarum,
Wickerhamomyces anomalus, Candida stellata gibi Saccharomyces olmayan
mayalar, Saccharomyces maya hucreleri ortama hakim olmadan 0once
fermantasyona baslayarak Saccharomyces mayalari igin ortami hazirlarlar ve
fermantasyona katki saglarlar. Saccharomyces olmayan mayalar alkol igerigi
%5'e ulagsana kadar sarabi fermente ederek, ortamdaki Saccharomyces
digindaki tum maya turlerini inhibe eder. Saccharomyces olmayan mayalarin
inokulasyonundan 1-2 gun sonra Saccharomyces turleri, ozellikle S. cerevisiae
fermantasyon ortaminda geligir ve yuksek miktarlarda etanol uUreterek
fermantasyona hakim olur. %5 etanolden sonraki tum sarap

fermantasyonlarindan Saccharomyces sorumludur [24-27].

Fermantasyon ortaminda Metschnikowia pulcherrima, Kloeckera apiculata ve
Torulaspora magnolia tarafindan salgilanan asit proteazlarinin, hem sarap hem
de model ¢Ozeltilerde sarap proteinlerinin pargalanmasinda etkili oldugu tespit
edilmistir. M. pulcherrima 6zel olarak incelendiginde yuksek bir B-glukozidaz
ureticisidir ve karigik kulturlerdeki varligr ugucu asitligi azaltabilir ve orta zincirli
yag asitleri, yuksek alkol, esterler, terpenoller ve gliserolun tretimini artirabilir. M.
pulcherrima’nin saraplarin titre edilebilir asitligini azaltabildigi bildirilmistir. Toplam
asitlik Uzerindeki bu etki, Uzim suyunun baslangigtaki asitlik seviyesine bagli
olarak pozitif veya negatif olarak kabul edilebilir. Ayrica M. pulcherrima’nin,
alkolik fermantasyon sirasinda S. cerevisiae’'ya kiyasla polisakkarit salma
kapasitesine sahip oldugu bildiriimigtir. Metschnikowia pulcherrima’ya olan su



anki ilgi, bazilar varital aromatik bilegiklerin salinimini artiran birgok hicre digi

aktivitenin ekspresyonu ile desteklenmektedir [25, 28-30].

2.2.1. Metschnikowia pulcherrima’nin Morfolojisi

Metschnikowia pulcherrima hucreleri elipsoidal seklinde, kuresel, kalin duvarli ve
oldukga kiriimazdir. Tomurcuklanarak c¢ogalirlar. Anaerobik kosullar altinda
psodohif olusturabilirler. Krem renkli koloni olusturan Metschnikowia pulcherrima
suslari pulccherimin adi verilen kirmizi-kahverengi renkli ¢ozunur pigment

urettikleri icin koloniler renklenebilir (Cizelge 2.1) [25].

2.2.2. Metschnikowia pulcherrima’nin Fizyolojik Ozellikleri

Fermantasyon sirasinda Metschnikowia pulcherrima genellikle Glukozu kullanir,
bazi durumlarda Galaktozu kullandigi da belirtiimigti. Metschnikowia
pulcherrima’nin asimile edebildigi bilesikler Galaktoz, Stkroz, Maltoz, Sellobiyoz,
Melezitoz, Mannitol, Trehaloz, D-Ksiloz, Suksinat, Ribitol, Glukitol, Mannitoldur.
Sorboz, Suksinati, Arbutin, Salisin, Etanol asimilasyonu ise degigkendir.
Metschnikowia pulcherrima mayasi nitrat veya nitriti asimile edemez (Cizelge
2.1). Bu sus temel azot kaynagi olarak kadaverini kullanir. Bazi durumlarda
Etilamin, Lizin, Triptofan kullanabilir. Metschnikowia pulcherrima vitamin
icermeyen ortamda gelisemez, gelismesi i¢in biotin gereklidir. Optimum gelisme
sicakhgi 37°C olup degiskenlik gosterebilir. Maksimum gelisme sicakhgi ise 39°C
civarindadir (Cizelge 2.1). Metschnikowia pulcherrima 25°C'nin altindaki
sicakliklarda sporulasyonunu gergeklestirebilir. Fermantasyonu sonrasi alkoldeki
son urunler lipaz ve mikroorganizmalar Uzerinde antimikrobiyal etkiye sahip

pulcherrimin pigmentidir [25].

2.2.2.1. Metschnikowia pulcherrima’nin Duyarliligi

Metschnikowia pulcherrima %10 NaCl konsantrasyonunu tolere edebilir, ylksek
glikoz konsantrasyonlarinda gelisebilirler ancak sikloheksimite duyarhliklari
vardir. M. pulcherrima dusuk pH degerlerinde canlilik gosterir ve organik asitlere

karsi Ozellikle hassas degildir. Fermantasyon ortaminin pH’1 3.6’nin Uzerinde



oldugunda ortam bakteri ve diger mikroorganizmalar i¢in elverigli olur. pH'in 7’nin
uzerinde oldugu ortamlarda ise M. pulcherrima mayasi inhibe olur. SOz varhg1 M.
pulcherrima’nin  gelisimini  engeller.  Sarap fermantasyonunda  SO->
kullanilmasinin nedeni Brettanomyces bruxellensis gibi sarap fermantasyon
ortaminda istenmeyen mikroorganizmalarin geligsimini engellemektir. Ancak
sarap yapiminda kullanilan SO: alerjik banyelerde reaksiyona neden olur. M.
pulcherrima gibi yabani mayalari inhibe eden ve S. cerevisiae mayasinin
gelismesini engellemeyen mayalar sarap endustrisinde antimikrobiyal
aktivesinden dolay! kullanilabilir. Ayrica SO2 muamelesi, Saccharomyces
olmayan mayalarin gelisimi durduktan c¢ok daha sonra yapilan sarap
fermantasyonlarinda, bu mayalarin molekuler izleri kalmaktadir. Metschnikowia
pulcherrima sorbata duyarli degildir. Dimetil dikarbonat (DMDC) ise 6zellikle 30
°C'nin altindaki sicakliklarda, 12 saat boyunca inhibe etki gosterir ve daha sonra
inhibitor etkisini kaybeder (Cizelge 2.1) [25, 30-32].

Fermantasyon ortamindaki etanol konsantrasyonu %5'in Uzerine ulasana kadar
maya etanoll tolere edebilir, daha sonra Metschnikowia canliligini vyitirir ve
Saccharomyces fermantasyona baglar. Metschnikowia pulcherrima minimum su
aktivitesinde gelisebilir ve metabolizmasi icin oksijen gereklidir. Bu nedenle
fermantasyon ortamindaki oksijen vyetersizligi Metschnikowia pulcherrima
gelisimini inhibe eder. M. pulcherrima ve M. reukaufifde, farkli ascus ana
hdcrelerinin -~ varhigiyla, yaygin olarak adlandirilan klamidosporlar ve
pulcherriminin Uretimi, Metschnikowia'ya 6zgu ayirt edici 6zelliklerdir (Cizelge
2.1) [25].
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Cizelge 2.1. Saccharomyces cerevisiae ve Metschnikowia pulcherrima
mayalarinin 6zellikleri [25, 33]

Maya Adi Saccharomyces cerevisiae Metschnikowia pulcherrima
Saccharomyces cerevisiae (Candida Metschnikowia pulcherrima (Candida
Cins/tiir (takma robusta, anamorf, Cryptococcus fermentans, pulcherrima, anamorf; Torula pulcherrima,
adlar) Saccharomyces (birkag tiir), Torula Torulopsis pulcherrima, Rhodotorula
cerevisiae, Torulopsis fermentans, pulcherrima, Saccharomyces pulcherrimus,
Torulopsis sexta) Cryptococcus castellanii)
Siniflandirma Ascomycete, teleomorf Ascomycete, teleomorf
Hucre: Tomurcuklanarak ¢ogalir, kiresel ila Hucrg: tomurcuklanarak goga'l'llr',' OV?I |Iav
. A elipsoidal, kalin duvarli, tek, buyik bir yag
oval, hi¢ veya basit psédohifa yoktur Lo
damlasi icerir
. . Koloni: Krem renkli koloniler, kolonileri
Koloni: Orta boyé:i?g:;-krem digbikey renklendiren kirmizimsi-kahverengi pigment
Morfoloi (pulccherimin) Uretir.
ortolojt Spor: Genellikle dértlii gruplar halinde Spor: bir ila iki ignemsi ila filiform (mizrak
kiresel seklinde) sporlar olusabilir
Zigot: Dambil seklinde Zigot: Klamidosporlar
Ascus: Dértli bir konformasyonda Ascus: Fek bir lipid globulu iceren _kure.sel
- e klamidosporlardan kaynaklanir; asci
diizenlenmig doért spor grubu .
spheropedunculate'dir.
Fermantasyon: Glikoz, degisken Fermantasyon: Glikoz; degisken: Galaktoz

fermantasyonu: Galaktoz, Siikroz, Maltoz,

Asimilasyon: Galaktoz, Siikroz, Maltoz,
Trehaloz, Melibioz, Raffinoz, Melezitoz,

Melezitoz, Sellobiyoz, Trehaloz, D-Xylose,

Nisasta. Ribitol, Mannitol, Stiksinat, Glusitol,
Asimilasyonu: Galaktoz, Stukroz, Maltoz, Mannitol, degisken: Sorboz, Salisin, Arbutin,
Trehaloz, Melibioz, Raffinoz, Melezitoz, Sitrat, Stksinat, Etanol; Nitrat veya nitrit
Nisasta, Gliserol, Laktat, Etanol; Nitrat veya asimilasyonu yok, Tek N kaynagi olarak

Fizyolojik Ozellikler | nitrit asimilasyonu yok, tek N kaynagi olarak

kullanilan kadaverin; tek N kaynag olarak
etilamin, lizin veya kadaverin kullaniimaz;

Etilamin, Lizin, triptofanin degisken

vitaminsiz ortamda degisken gelisme, cogu kullanimi; Vitaminsiz ortamda gelisme
sus biotin ve/veya tiamin gerektirir. olmaz, biotin gerektirir
Gelisme: 37, 40, 42 °C Gelisme: 37 °C
Gelisme Duyarliliklari: ylksek glikoz ve Gelisme Duyarliliklari: %10 NaCl: +; yiksek
NaCl'ye karsi degisken direng; glikoz konsantrasyonlarinda gelisir,
sikloheksimide duyarl sikloheksimide dayanikl degil
Maya, karasal habitatlarda, 6zellikle
S. cerevisiae dogada insanla iligkili olarak meyvelerde, ciceklerde ve nektarlarda

Ekolojik Ozellikler | bulunur ve daha nadiren iiziim kabuklarinda bulunur. Ekipman uygun sekilde sterilize

bulunur. edilmezse, maya saraphane ekipmaninda

kalabilir ve sonraki asilamalara yol agabilir.

SO2: Mayanin gelismesini engeller, ancak

Saccharomyces olmayan mayalarin
molekiler imzalari, SO2 ile muamele edilen
sarap fermantasyonlarinda, bu
popllasyonlar kultirlenemez hale geldikten

cok sonra kalabilir

DMDC: 12 saat boyunca inhibe eder ve

ardindan artik inhibitor etkisi olmaz. 30C'nin

altindaki sicakliklarda en etkilidir.

pH: Maya, dislk pH'lari tolere edebilir,

ancak 7'nin tzerindeki pH engelleyicidir ve

3,6'nin tzerindeki bir pH, bakteri ve diger
mikroorganizmalarla rekabete izin verir.
Etanol: Maya, ortam %5'i agsan bir
konsantrasyona ulasana kadar etanoli tolere
edebilir, ardindan Metschnikowia 6lmeye
baslar ve Saccharomyces fermantasyonu
devralir.

Anaerobiosis: Gelismeye izin veren minimum
su aktivitesi. Maya metabolizmasi igin
oksijen gereklidir, bu nedenle oksijen

eksikligi engelleyicidir.

Sicaklik: Gelisme icin maksimum sicaklik

yaklasik 39 °C'dir. Metschnikowia
pulcherrima'nin sporlanmasi igin st sicaklk

limiti, en uygun ortamlar disinda hepsinde 25

°C'nin altindadir.

Hassasiyetler Sorbat,DMDC, Isi
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Maya ad! Makroskobik morfoloji Mikroskobik morfoloji
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pulcherrima Q ;
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) 0D
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Sekil 2.1. Saccharomyces cerevisiae ve Metschnikowia pulcherrima mayalarinin
makroskobik ve mikroskobik morfoloji goruntuleri (Makroskobik morfoloji
goruntaleri bu tez galismasindan elde edilmigtir) [25, 33]

2.2.2.2. Metschnikowia pulcherrima’nin Antimikrobiyal Aktivesi

M. pulcherrima’nin ilgi gekici bir baska yonu de antimikrobiyal aktiviteye sahip
olmasidir. Karigik kultur fermantasyonunda M. pulcherrima mayasinin varhg: S.
cerevisiae’'nin gelismesini etkilemez, ancak fermantasyon ortaminda istenmeyen
yabani bozulma mayalar da dahil olmak Uzere Candida tropicalis, Candida
albicans, Brettanomyces | Dekkera Hanseniaspora ve Pichia cinsleri ve Botrytis
cinerea, Penicillium, Alternaria ve Monilia spp. gibi mantarlarin Uzerinde de
kapsamli ve etkili bir antimikrobiyal etki gosterir. Ayrica M. pulcherrima, hasat
sonrasi meyvelerde temel besin maddeleri icin rekabete girerek Botrytis
gelisimini etkili bir sekilde azaltabilen bir biyofungisittir. Metschnikowia
pulcherrima mayasinin dogal antimikrobiyal 6zelligi, Urettigi antifungal aktiviteye
sahip kirmizi-kahverengi pigment olan pulcherriminden kaynaklanmaktadir.
Maya icin anormal ¢evre kosullari altinda, pulcherrima hucreleri klamidosporlar
olarak iglev gorebilir ve daha sonra vejetatif hicre formuna geri donebilir.
Pulcherrimin pigmentinin etkisi sayesinde Metschnikowia pulcherrima mayasi
biyolojik bir kontrol ajani olarak kullanilabilir. Bu antimikrobiyal aktivite,

pulcherrimin pigmentin bir 6ncusu olan pulcherriminik asit ile etkilesimin neden
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oldugu demir (Ill) iyonlarinin gokelmesi yoluyla demirin ortam iginde tUkenmesiyle
ortaya c¢ikar. Bu sekilde ortam, gelisimleri igin demir gerektiren diger
mikroorganizmalara kargi elverigsiz hale gelir. Metschnikowia pulcherrima’nin
fermantasyon  ortamindaki  antimikrobiyal etkilerinden  dolayr  diger
Saccharomyces olmayan mayalar Uzerinde bazi rekabet avantajlarina sahiptir.
Bununla birlikte, S. cerevisiae bu antimikrobiyal aktiviteden etkilenmemig gibi
gorunmektedir. Metschnikowia pulcherrima'nin butin bu avantajlari dikkate
alindiginda, sirali ve/veya karisik kultar fermantasyonunda S. cerevisiae mayasi
ile secilmis bir baglangi¢ kultura olarak kullaniminin modern enolojide buyuk ilgi
cekecegi soylenebilir [27, 30, 31, 34-36].

2.3. Mayada Aromatik Bilesenlerin Olugsmasinda Etkili Genler

Ekmek, bira ve sarap, alkol fermantasyonu ile ortamdaki mayalanabilir sekeri
kullanarak etanol ve karbondioksit ureten mikroorganizmalarin yardimiyla
meydana gelirler. Etanol ve karbondioksit alkol fermantasyonunun ana arunleridir
ancak fermantasyon sonunda bu bilegiklerden farkli olarak fermente gidanin
lezzetini ve kalitesini belirleyen ¢ok sayida yan urtn olusur. Firincilik Granleri, bira
ve sarap yapiminda kullanilan mayalarin buyuk bir gogunlugu Saccharomyces
cerevisiae’'dir. Ancak ayni maya olmasina ragmen karakteristik fermantasyon

Ozellikleri ve yan Uran olusumu bakimindan birbirlerinden farkhdir [6, 37].

Saccharomyces cerevisiae fermantasyon yetenegine bagli olarak sekerleri etanol
ve karbondioksite verimli bir gsekilde donusturir. Bu temel iglevi yerine getirirken,
S. cerevisiae ayrica esterler, ugucu yag asitleri, yuksek alkoller ve ugucu kukurt
bilesikleri gibi fermente Urinun aromasina onemli dl¢lide katkida bulunan bir dizi
ikincil metabolit Uretir. Bu bilesikler alkoller, aldehitler, organik asitler, esterler,
organik sulfitler, karbonil bilesiklerdir ve nihai fermantasyon uUrunun Kkalitesi
uzerindeki etkileri bayuktir. Fermente edilmis gidalardaki bu bilegiklerin ince
aroma dengesi, genellikle belirli Grinler ve markalar igin organoleptik bir parmak
izi olarak kullanilir. Uretilen aroma bilesiklerinden ortamda en gok bulunan yliksek
alkoller ve esterler, amino asitlerin katabolizmasi yoluyla turetilirler. Bu amino

asitler, buyumeyi desteklemek ve biyokutle olusturmak igin maya tarafindan
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metabolize edilir. Fusel yagi (kotu likor) adini Almanca fusel (fuzel) kelimesinden
alir ve alkollu igkilerin damitilmasi sirasinda elde edilirler. Fusel yagi, maya ve
laktik asit bakterilerinin fermantasyonu ile Uretilen alifatik ve aromatik alkollerle
zenginlestirilir. Fusel alkol ve esterlerinin dustik konsantrasyonlarinin fermente
gidalarin tat ve aromalarina guglu katkisi varken yuksek konsantrasyonlari gida

urtnlerine tat vermez [38-40].

Fusel alkolleri amino asit katabolizmasinda Alman biyokimyaci Felix Ehrlich
(1877-1942) tarafindan onerilen Ehrich yolagi ile Uretilir. Maya igin Uzum ve
siradan elde edilen kullanilabilir azot kaynagi olan amino asitler (valin, 10sin,
izolosin, metiyonin ve fenilalanin) Ehrich yolagina fermantasyon boyunca
yavasca ve sira ile alinir. Ehlich yolagi ile aromatik bilesenlerin olusumu 3
asamada gerceklesir. Bunlar; transaminasyon, dekarboksilasyon ve
indirgenmedir [38, 41].

Transaminasyon

Ehrlich yolundaki ilk adim, a -keto asit olusturmak igin aminoasidin
transaminasyonunu igerir. Sirasi ile aromatik aminotransferaz | ve II'yi kodlayan
ARO8 ve ARO9 genleri, L-triptofan, L-fenilalanin ve  L-tirozin
transaminasyonunda rol alir. Maya hucreleri Uretilen « -keto asit ortama
birakmadan o©nce, onlari Ehrlich yolagi ile fusel alkollere veya asitlere
dénusturdrler [38, 42].

Dekarboksilasyon

Ehrlich yolaginin ikinci reaksiyonu olan dekarboksilasyon agsamasinda
transaminasyon asamasinda Uretilen «a-keto asitler, karsilik gelen aldehitleri
verecek sekilde geri donugumsuz olarak dekarboksilatlanir. Ehrlich yolaginin
dekarboksilasyon asamasinda, 2-fenilpiruvatin 2-fenilasetaldehit olusturmak
uzere dekarboksilasyonunu katalizleyen ARO10 geni ve piruvat dekarboksilazlari
kodlayan PDC1, PDCS5, PDC6 genleri gorev almaktadir [43, 44].
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indirgenme / Oksidasyon

Ehrlich yolunun son agsamasi, dekarboksilasyon adiminda olusan fusel
aldehitlerinin alkol dehidrogenaz ve aril-alkol dehidrogenaz tarafindan alkollere
indirgenmesidir. Bu asamada aldehitlerin neredeyse tamami fusel alkollerine
donusurken aldehitlerin oksidasyonu ile az miktarda fusel asiti olugur. Losin,
metionin ve fenialaninin tek nitrojen kaynagi oldugu durumlarda fusel asiti Uretilir,
olusan fusel alkolinlin konsantrasyonu ¢ok duguktur. Ancak tek nitrojen kaynagi
fenilalanin oldugu durumda Ehrlich yolaginin indirgenme agamasi sonucunda
%90 fusel alkol (feniletanol) ve %10'dan daha az fusel asit (fenilasetat)
olusturulur. Ehrlich yolaginin indirgenme asamasinda etanol dehidrojenaz
enzimini kodlayan genlerden ADH1, ADH2, ADH3, ADH4, ADHS5 veya
formaldehit dehidrojenaz enzimini kodlayan SFA7T geni rol alabilir. Bu genler
genellikle fusel alkol Uretiminden ziyade etanol Uretimi hakkinda fikir verir [44-48].

Mayalarin alkol fermantasyonu sirasinda Ehrlich yolagi ile urettigi yuksek alkoller
(3-metil butanol (izoamil alkol), 2-metil butanol (aktif amil alkol), izo-butanol (2-
metil propanol) ve n-propanol (1-propanol)) M. pulcherrima ve Torulaspora
delbrueckii ile fermente edilen saraplarda, S. cerevisiae'nin saf ve karisik

kultarleri ile fermente edilmis saraplardan daha az uretildigi tespit edilmigtir [49].

indirgenme
Aldehit -> Fusel Alkol
ADH1-7 AADX SFA1

Dekarboksilasyon
a-keto asit -> Aldehit
PDC1 PDC5 PDC6
ARO10

Transaminasyon
Amino asit <-> a-keto asit
BAT1 BAT2 ARO8 ARO9

Oksidasyon
Aldehit -> Fusel Asit
ALD 1-6

Sekil 2.2. Maya metabolizmasindaki Ehrlich yolagi
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Dallanmig zincirli amino asitlerin (16sin, valin ve izolosin), aromatik amino asitlerin
(fenilalanin, tirosin ve triptofan) ve kukurt igeren amino asitin (metiyonin)

katabolizmasi fusel asitlerinin ve fusel alkollerinin olusumuna yol agar [38, 39,

50].

Aromatik amino asit
aminofransferaz: ARO8
EC:26.1.27

. 2-oksoglutarat L-glutamat )
-L-lntofan : ; indol-3-
indolpiruvat sxstakdatut

AN S
O\

Alkol dehidrojenaz:

Dekarboksilaz: ARO10
PDC1 PDCS5 PDC6
EC:4.1.1.74

L-fenilal
Henlpinuvat eniisiana ADH1 ADH2 ADH3
ADH4 ADH5 SFA1
Aromatik amino asit EC:1.1.1.190 NAD
aminotransferaz: ARO9
EC: 2.6.1.28
indol-3-etanol

Sekil 2.3. Triptofanin degradasyonunda yer alan aromatik amino asit

aminotransferaz |, aromatik amino asit aminotransferaz I, alkol dehidrojenaz Il

ve alkol dehidrojenaz V [51]

Aromatik amino asit
aminotransferaz: ARO8
EC:2.6.1.5./2.6.1.27/26.1.57 Piruvat dekarboksilaz:

PDC1 PDCS5 PDC6

/ /\ \ EC:4.1.1.80

—_ 2-oksoglutarat L-glutamat
sogulars [ 3-(4-hidroksifenil)piruvat (4-hidroksifenil)
asteldehit
H* CO.

AN 7

plruvat L-alanin Alkol dehidrojenaz:
ADH1 ADH2 ADH3
ADH4 ADH5
Aromatik amino asit EC: 1.1.1.1. NAD

aminotransferaz: ARO9
EC: 2.6.1.28
4-tirosol

Sekil 2.4. Tirozin degradasyonunda yer alan aromatik amino asit aminotransferaz
|, aromatik amino asit aminotransferaz |l, alkol dehidrojenaz Il ve alkol
dehidrojenaz V [52]
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Histidinol-fosfat aminotransferaz: HIS5
Aromatik amino asit aminotransferaz: ARO8

EC:26.1.1./26.1.9./2.6.1.27/26.1.57
PDCT1PDCS5 PDCE

EC:41.1.43/400-

L-fenilalanin 2-oksoglutarat Lglutamat )
SdaniiZckaopmpencat fenilasteldehit

\ / H* CO;
/\ NADH
Alkol dehidrojenaz:

piruvat Eraisuin ADH1 ADH2 ADH3
NAD-

ADH4 ADH5 SFAT
l 2-feniletanol I

EC:1.1.1.1.
Sekil 2.5. Fenilalanin degradasyonunda yer alan aromatik amino asit

Piruvat dekarboksilaz: ARCTO ‘

Aromatik amino asit aminotransferaz: ARO9
EC: 2.6.1.58

aminotransferaz |, aromatik amino asit aminotransferaz I, alkol dehidrojenaz Il

ve alkol dehidrojenaz V [53]

Prefenat dehidrojenaz
(NADP+): TYR1
EC:1.3.1.13.

Korismat mutaz: ARO7
EC: 5.4.99.5.

Korizat Biyosentezi > Korismat |¢——»
N

[ 3-(4-hidroksifenil)piruvat ]

ADP* CO;
NADPH
L-alanin

L-glutamat . . .
Aromatik amino asit Aromatik amino asit
aminotransferaz: ARO8 amlﬂggnzfzrizggl?o“?

EC:2.6.15./26.1.27/2.6.1.57 " : 2.6.1.
2-oksoglutarat P

Sekil 2.6. Tirozin biyosentezinde yer alan aromatik amino asit aminotransferaz |

ve aromatik amino asit aminotransferaz Il [54]
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‘ Korismat mutaz: ARO7 ‘ Prefenat dehidrataz: PHA2 ‘

EC:5.4.99.5.

EC:4.2.1.51.

Korizat Biyosentezi Korismat < > 7T,[3-fenil-2-oksopropana»&at ]
H* CO;
H0

Aromatik amino asit
aminotransferaz: ARO8
EC:26.1.1./26.19./26.1.27/
26.1.57

L-glutamat >

2-oksoglutarat

<

Sekil 2.7. Fenilalanin  biyose

L-fenilalanin

ntezinde yer alan aromatik amino asit

L-alanin

aminotransferaz: ARO9

‘ Aromatik amino asit
EC: 26.1.58

piruvat

aminotransferaz | ve aromatik amino asit aminotransferaz Il [55]
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5'-metiltioadenosin fosforilaz: MEUT
EC:24.228

Spermin Biyosentezi )
L S-metil-5-tioadenosin
Spermidin Bivosentezi > /\
‘ fosfat

adenin

7[ S -metil-5-tio-a-D-riboz 1-fosfat ]

MRI1

Metiltioriboz-1 P izomeraz:
EC:5.3.1.23

’ Metiltioribuloz-1-fosfat dehidrataz: MDE1 ‘

EC:4.2.1.109
S-{metiis(itfanil)-2,3-dioksopentl L [ 5-(metitsifanii)-ribuloz 1-fosfat ]
1-fosfat J — L
HO
HO
2 3-dioksometiopentan-1-
fosfat enolaz/fosfataz : UTR4
fosfat EC:31.3.77
H
v Asiredikton dioksijenaz: ADIT
EC:1.13.1154
1,2-dihidroksi-5- 1 > [ 4-(metilsGifanil}-2-oksobutanoat ]
(metilsilfaniljpent-1-en-3-on J /\
oksijen format
tnadell amak . . proteinojenik amino asit
Dalli zincirli amino asit aminotransferaz: BAT1
Dall zincirli amino asit transaminaz: BAT2
Aromatik amino asit aminotransferaz: ARO8
Aromatik amino asit aminotransferaz: ARO9
EC:2.6.1.88. 2-okso karboksilat

v
<S~adsnosiLL—malioninBiyosenh:zi |<—[ L-metionin ]

Sekil 2.8. Metiyonin eldesinde yer alan aromatik amino asit aminotransferaz | ve

aromatik amino asit aminotransferaz Il [56]

’ o Aldehit dehidrojenaz:
Alkol dehidrojenaz: ADH2 ALD2
EC:11.1.1. EC: 1.2.1.3.
Glukoz fermantasyonu _ N o 1 N
siiper yolag: <« /\ L asetaldehit /\ 'l asetat
He NADH* IADH
NAD* NADH H:0 Ea ATP
Kosrzim A
Asetil CoA sentetaz: <

ACS1ACS2 Difastst
EC:6.2.1.1. AP

Krebs dongusa,
aerobik solunum

Glioksilat dongusu

Sekil 2.9. Etanol degradasyonunda yer alan alkol dehidrojenaz Il [57]
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Alkol dehidrojenaz: ADH1

ADH2 ADH3 ADH4 ADH5
EC:1.1.1.1.
C}awmdem * / \ g
He
NADH NAD*

Sekil 2.10. Glikoz fermantasyonunun super yolaginda yer alan alkol dehidrojenaz
Il ve alkol dehidrojenaz V [58]
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Cizelge 2.2. ARO8, ARO9, ADHZ2 ve ADHS5 gen ozellikleri [59-62]

AR08

ARO9

ADH2

ADHS5

Protein

Aromatik/aminoadipat
aminotransferaz 1

Aromatik amino asit
aminotransferaz 2

Alkol dehidrojenaz 2

Al

kol dehidrojenaz 5

UniProtKB ID

P53090

P38840

P00331

P38113

Biyolojik Sire¢

Alfa-amino asit
metabolik slre¢

Alfa-amino asit
metabolik stre¢

Aromatik amino asit
ailesi katabolik slreg

Aromatik amino asit
ailesi katabolik streg

Ehrlich yolu yoluyla
alkole amino asit
katabolik silireci

Ehrlich yolu yoluyla

alkole amino asit
katabolik silireci

Aromatik amino asit
ailesi metabolik stireg

Aromatik amino asit
ailesi metabolik

slrec
Metiltioadenozinden | L-kinurenin katabolik
L-metiyonin kurtarma slrec

L-fenilalanin
biyosentetik prosesi

Metiltioadenozinden
L-metiyonin kurtarma

Etanole glikoz
fermantasyonunda f
yer alan etanol
biyosentetik slirec

biyosentetik slirec

Etanole glikoz
ermantasyonunda
yer alan etanol

Aminoadipik asit

yoluyla lizin yoluyla lizin
biyosentetik sireci biyosentetik sureci
L-fenilalanin

Aminoadipik asit

Tirozin biyosentetik

biyosentetik prosesi

sireci

Tirozin biyosentetik
sureci

NADH oksidasyonu

NADH oksidasyonu

Reaksiyon
(Katalitik Aktivite)

2-oksoglutarat +
aromatik bir L -a-
amino asit = aromatik
bir okso-asit + L —
glutamat

2-oksoglutarat +
aromatik bir L -a-
amino asit = aromatik
bir okso-asit + L —
glutamat

Bir birincil alkol +
NAD + = bir aldehit +
H + + NADH

NAD + = bir aldehit

Bir birincil alkol +

H + + NADH

4-metilslfanil-2-
oksobutanoat +
aromatik bir L -a-
amino asit = aromatik
bir okso-asit + L —
metionin

4-metilsilfanil-2-
oksobutanoat +
aromatik bir L -a-
amino asit = aromatik
bir okso-asit + L —
metionin

2-oksoglutarat + L -
2-aminoadipat = 2-
oksoadipat + L -
glutamat

2-oksoglutarat + L -
kinurenin = H20 +
kinurenat + L -
glutamat

ikincil alkol + NAD + | |
= bir keton + H + +
NADH

kincil alkol + NAD +
= bir keton + H + +
NADH

Molekiiler
Fonksiyon

2-aminoadipat
transaminaz aktivitesi

2-aminoadipat
transaminaz
aktivitesi
Aromatik-amino-
asit:2-oksoglutarat
aminotransferaz

L-fenilalanin:2-
oksoglutarat
aminotransferaz

aktivitesi
Aromatik-amino- . .
L Kinurenin
asit:2-oksoglutarat .
] aminotransferaz
aminotransferaz S
S aktivitesi
aktivitesi
Kinurenin-

oksoglutarat
transaminaz
aktivitesi

Alkol dehidrojenaz
(NAD+) aktivitesi

Alkol dehidrojenaz
(NAD+) aktivitesi

L-fenilalanin:2-

aktivitesi oksoglutarat
aminotransferaz
aktivitesi . . . . . .
Piridoksal fosfat Piridoksal fosfat | ¢"ke iyonu baglama | Ginko iyonu baglama
baglanmasi baglanmasi
Transaminaz Transaminaz
aktivitesi aktivitesi
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2.4. Karisik Kiiltur Fermantasyonu

Sarap pazarinda uluslararasi rekabet, yeni sarap stilleri i¢in tuketici talepleri ve
sarap Uretiminin ¢evresel surdurilebilirligi konusundaki artan endiseler, sarap
fermantasyonunda yenilik i¢in yeni zorluklar yaratmaktadir. Toplam tretim zinciri
icinde, UzUm suyunun mayalar tarafindan alkolli fermantasyonu, sarap
ureticilerinin daha iyi maya yonetimi yoluyla sarap karakterini ve degerini yaratici
bir sekilde tasarlayabilmeleri ve bdylece saraplan stratejik olarak degisen bir
pazara uyarlamalar igin 6nemli bir suregtir. Bu ylzden bu konuda birgok
arastirma yapilmaktadir [63].

Sarap yapiminda en acil endiselerden biri, saraptaki etanol konsantrasyonunun
giderek artmasidir. Kuresel iIsinma ve sikigtiriimis bagbozumu olgusu ile daha da
kotulesen daha olgun meyve arayisindaki son egilimler, Gzumlerde asiri seker
birikimine yol acarak saraplarda istenmeyen yuksek etanol seviyelerine
donusmektedir. Kaliforniya’da sarap yapiminda kullanilan Gzidmlerin, 1980
yihinda 21.4 briks olan seker igeriginin 2008'de 23.3 brikse yukseldigi
gOzlemlenmistir. Artan seker oranina bagh olarak son yirmi yilda, sarapgilik
bdlgelerinde etanol konsantrasyonu yaklagik %2 v/v artmistir. Bu artisin nedeni
temel olarak iklim degisikligi ve tuketicinin optimum fenolik olgunluga sahip iyi
yapilandiriimis saraplara kargi tercihlerindendir. Yuksek seker / alkol, alkolli ve
malolaktik fermantasyonlarin her birinde sorun olusturarak, bu fermantasyonlarin
zamaninda tamamlanmasini ve basariya ulagsmasini engeller. Ayrica saraptaki
yuksek alkol seviyeleri, kismen sarap aromasi bilegiklerinin uguculugunun
azalmasi nedeniyle saraplarin duyusal profillerini degistirdigi de gosterilmigtir.
Bunun nedeni, yuksek etanol igeriginin sarabin duyusal profilini degistirerek
saraptaki aciligi, buzulmeyi ve sicaklik algisini artirabilmesi ve bazi ugucu
bilesikleri maskeleyebilmesidir. Sonugta elde edilen saraplarin kimyasal ve
duyusal profilleri, artan sicaklik ve azalan aroma kompleksi sarabin
pazarlanabilirligini olumsuz etkilemektedir. Dahasi orta alkol seviyelerine sahip
saraplara yonelik artan talep, belirli alkol ylzdesinin (v/v), tuketici kabulinu
azalmaktadir [24, 63-69].
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Yilmaz ve Gokmen’in 2021’de yaptiklari bir calismada sarap fermantasyonunda
ticari Saccharomyces olmayan mayalarin ve Oenococcus oeni susunun
kullanilmasinin amino asit turevlerinin olusumu / tuketimi igin etkili oldugu ve
benzeri arastirmalarin, gelecekte sagliga yararli amino asit tlrevleri agisindan
zengin sgarap Uretimini destekleyici oldugu bildirilmistir. YUksek alkol
konsantrasyonuna sahip saraplarin ise, insan saghg! uzerinde olumsuz etkilere
neden olabilecegine dair ¢galismalar bulunmaktadir. Yuksek alkol igeren saraplar
birgok llkede daha yiiksek vergilere tabidir. Ornegin llkemizde Gelir idaresi
Bagkanligi'nin 04.01.2021 tarihinde yUrirlige koydugu 4760 sayili Ozel Tiketim
Vergisi Kanununun (12/3) maddesi uyarinca guncellenen listesinde alkol
derecesi hacim itibariyle %18 veya daha az saraplarin asgari maktu vergi tutari
95.2890 TL iken, alkol derecesi hacim itibariyle %22 ve daha fazla olan saraplarin
326.9929 TL'dir [70-73].

Yuksek alkol icerigine sahip saraplarin olumsuz etkilerinden kaginmak icin bag
konsantrasyonu, Uzum girasi on fermantasyon uygulamalari, fermantasyon
sirasinda mikrobiyolojik yaklagimlar ve fermantasyon sonrasi igleme teknolojileri
gibi bircok farkli alanda duguk alkol konsantrasyonuna sahip sarap dretimi
stratejisi Onerilmistir. Saraptaki yuksek alkol oranini azaltmak igin uygulanacak
en cazip strateji, Saccharomyces olmayan maya suslarinin kullanimidir. Onceki
calismalarda saraptaki aroma ve tat profilini geligtirmek, ayni zamanda saraptaki
istenmeyen mikroflora gelismesini onlemek igin Saccharomyces olmayan
mayalar kullanilmigtir. Ornegin Sun ve digerlerinin 2022 yilinda yaptiklari bir
calismada Saccharomyces cerevisiae ile Saccharomyces olmayan mayalarin
karnigtk  kultr ~ fermantasyonlarinda  saf  Saccharomyces  cerevisiae
fermantasyonuna kiyasla daha fazla gesit ve konsantrasyonda ugucu madde
uretildigi, sirali fermantasyonunun ester ve terpen konsantrasyonlarinin artarak,
saraplarin gicek ve tatli meyve notalarini iyilestirdigi belirtilmistir. Yapilan
calismalarda ayrica, Saccharomyces cerevisiae ile bazi Saccharomyces
olmayan maya turinun karisik kaltir veya S. cerevisiae ile sirall inokulasyon
halinde kullaniminin, sarap fermantasyonunda dusuk etanol konsantrasyonuna
neden oldugu bildiriimistir. Canonico ve digerlerinin 2019 yilinda yaptigi

calismada ise Saccharomyces olmayan mayalarin kullanimi ile, az miktarda
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oksijen bulunan ortamda, dusuk etanol icerigine sahip saraplarin Uretilebilecegi
ve fermantasyonun erken agsamalarinda, ortamda bulunan oksijen miktarinin bu

saraplarin ugucu bilesimini etkileyebilecegi belirtiimektedir [24, 31, 65, 74-83].

Bircok galisma ile, Saccharomyces olmayan turlerin S. cerevisiae ile karigik kaltur
fermantasyonlarinda, maya geligsmesinin genel kinetigine onemli bir katki
yaptiklari dogrulanmistir. Saccharomyces olmayan turlerin ¢cogunun (6zellikle
Hanseniaspora, Candida, Pichia ve Metschnikowia turleri), meyve suyu
ortaminda alkol fermantasyonunu kendiliginden baslattigi, ancak kisa bir sire
sonra fermantasyonun final asamasinin orta seviyelerinde S. cerevisiae'nin
fermantasyon ortamina hakim oldugu bilinmektedir. Saccharomyces olmayan
mayalar, spontan sarap fermantasyonlarinda benzer bir sekilde geligirler, ancak
sicaklik, kukurt dioksit ilavesi, inokulasyon seviyeleri ve inokulasyon suresi gibi
kosullar, Saccharomyces olmayan mayalarin canli kalma oranlarini ve
fermantasyona katkilarini arttirmak icin manipule edilebilir. Metschnikowia
pulcherrima duguk fermantasyon gucune sahiptir ve Gzum girasini tamamen
fermente etmek icin Saccharomyces cerevisiae ile sirali veya es zamanl
inokulasyonlu karisik kultur olarak kullaniimasi gerekir. Ayrica Metschnikowia
pulcherrima mayasi dusuk ile orta siddette ugucu asitlik ve dusuk H>S seviyesi
uretiminde Saccharomyces cerevisiae mayasi ile iyi uyumluluk gosterir. Bu
Ozelliklerinden dolayi, Metschnikowia pulcherrima’nin Saccharomyces cerevisiae
ile sirali ve/veya karisik fermantasyonlarinda secilmis bir baglangig¢ kultlrt olarak
kullaniminin modern enolojide buyuk ilgi uyandirabilecegi bildirilmigtir [27, 37, 41,
84-86].

Siral inokulasyon fermantasyonunda S. cerevisiae'nin inokulasyonundan once
UzUm suyuna etanole duyarli veya daha yavas gelisen Saccharomyces olmayan
mayalarin asilanmasi S. cerevisiae'nin fermantasyona olan katkilarini arttirmak
igin tercih edilen bir stratejidir. Saccharomyces olmayan mayalar sirali ve/veya
karigik kultar fermantasyonun ilk asamalarinda ortamin alkol seviyesi %3-4
civarina ulagsana kadar yani S. cerevisiae ortama hakim olmaya baglamadan
once fermantasyonda mevcut ve aktiftr. En sdlfit ve alkole duyarl
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Saccharomyces olmayan maya turleri alkol seviyesi %3-4 olunca canliliklarini
yitireceklerdir, ancak daha esnek turlerin bazilari fermantasyonun sonraki
asamalarinda metabolik olarak aktif kalabilir. Metschnikowia pulcherrima mayasi
ise fermantasyon ortaminin alkol igerigi %5'e ulasip etanole karsi duyarlihigin
dolayi inhibe olana kadar gsarabi fermente eder ve Saccharomyces olmayan tum
maya turlerinin inhibe olmasini saglayarak ortami S. cerevisiae igin hazirlar [25,
86-88].

Fermantasyon ortaminda bulunan Saccharomyces olmayan mayalarin
fermantasyonun bagslangi¢ evresindeki aktivitesi, saraplarin nihai aromatik profili
icin onemli kabul edilmesinin nedeni Saccharomyces olmayan mayalarin, yuksek
alkoller, esterler, asitler ve saraplarin duyusal dzellikleri igcin dnemli olan karbonil
bilesikleri gibi ¢ok c¢esitli ugucu ve ugucu olmayan son urunler gelistiren farkl
enzimatik reaksiyonlarin sorumlusu olmalaridir. Fermantasyon sirasinda
mayalarin biyosentezi ile sekerden ve amino asit varliginda Ehrlich yoluyla
uretilen yuksek alkollerin ana bilegenleri 3-metil batanol (izoamil alkol), 2-metil
batanol (aktif amil alkol), izo-butanol (2-metil propanol) ve n-propanol (1-
propanol)’dur. Ehrlich yoluyla aromatik bilesenlerin olusumunda transaminasyon
asamasinda, dallanmis zincirli amino asit transaminazlar olan aromatik
aminotransferaz | ve aromatik aminotransferaz Il (sirasiyla ARO8 ve ARO9
genleri tarafindan kodlanmig) aminlerin, amino asitler ve keto asit arasinda
transferini katalizlemektedir. Sadineni ve Kondapalli 2012 yilinda yaptiklari
calismada sadece tekli M. pulcherrima ve Torulaspora delbrueckii (NCIM ve IIHR)
kultarleri kullanilarak fermente edilenlerin aksine, S. cerevisiae'nin saf ve karisik
kultarleri ile fermente edilmis saraplarda, sarabin nihai aromatik profili Gzerinde
etkili olan bu alkollerin daha fazla Uretiminin s6z konusu oldugunu bildirilmistir
[49, 89-92].

Garcia ve arkadaslarinin 2017°'de yaptigi bir galismaya gore S. cerevisiae ve S.
cerevisiae olmayan suslarin karigik kultar fermantasyonunda nihai Grinde dusuk
ucucu asiditeye neden olan Metschnikowia pulcherrima ve Lachancea
thermotolerans suslar karisik kaltur fermantasyonu igin segilmiglerdir. S.
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cerevisiae olmayan sus olarak Metschnikowia pulcherrima’nin segildigi sarap
fermantasyonunda gliserol ve olgunlasmis meyve aromasinda bir artis
gOzlenmistir. Sarap fermantasyonunda meyve ve gicek aromalarin kaynagi olan
asetat esterlerin Uretimi asetat ve alkollerle iligkilidir. Koenzim Asil-CoA / etanol
O-asiltransferaz ile uUretilen etil esterler, asetat esterler ile benzer bir sekilde
meyve benzeri aroma verirler ancak sarap fermantasyonundaki

konsantrasyonlari asetat esterlerden gok daha dusuktar [46, 93].

Sarap fermantasyonunda aromatik bilesen eldesini arastiran Morata ve
arkadaslarinin galismasina gore Metschnikowia pulcherrima saf kultar
fermantasyonu negatif duyusal yansimalara neden olan asiri etil asetat Gretimine
neden olmustur. Ancak Metschnikowia pulcherrima’nin Saccharomyces uvarum
ile kanigik kultir fermantasyonu hem etil asetat dretimini azaltmis hem de 2-fenil
etanol ve 2-feniletii asetat olusumunu desteklemistir. Baslatici olarak
Metschnikowia pulcherrima’nin  kullanildigi  Metschnikowia  pulcherrima-
Saccharomyces cerevisiae karigik kultur fermantasyonu, yogun huicre digi
enzimatik aktivitesi ile turetilen ester Uretimini arttirdigi igin saraplarin aromatik
karmasikligi bu sekilde giderilebilir. Ayrica Metschnikowia pulcherrima-
Saccharomyces cerevisiae sirall inokulasyonunda yuksek konsantrasyonlarda
izobutanol ve feniletanol ile daha fazla yuksek alkol Uretimi gergeklestirilir.
Metschnikowia pulcherrima'nin, sekonder metabolitlerin Uretimini module etme,
alkolll iceceklerin tadi ve aromasi Uzerinde olumlu bir etkiye sahip olan [3-
glukosidaz uretimi, orta fermantasyon gucu, yuksek enzimatik kapasite,
biyokontrol ajanhgi gibi Ozelliklerinden dolayr gunumuz sarapgilik endustrisi
sorunlarinin ¢dzimu olabilir. Onemli olan Metschnikowia pulcherrima ve karigik
kultar ~ fermantasyonunu tamamlayan dider maya turunun  dogru
kombinasyonunu, dogru asilama oranini ve zamanini belirleyebilmektir [27, 49,
94].

Mayalarin substrat Uzerindeki dogrudan etkisi ile ortaya ¢ikan duyusal 6zellikler,
fermente gida ve igeceklerin kalitesini olusturmakta onemli bir role sahiptir.
Endustriye yonelik baglangig kultar Gretiminde ilk adim, istenilen sarap karakterini
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belirlemek ve buna ydnelik mikroorganizma se¢mektir. Daha sonra sirasi ile
belirlenen maya sugunun izolasyonu ve segimi, biyokutlenin Uretimi ve konsantre
edilmesi, kurutma ve paketleme islemleri gerceklestirilir. Sarap uretiminde
kullanilacak ve baslangic kultur olarak piyasaya sunulacak maya suglarini
segerken bir dizi kriter incelenmektedir. Bu kriterler; fermantasyon gucu, etanol
ve oksidatif strese direng, ozmotik strese tepki, nitrojen talebi, sulfit direnci, 1sil
strese direng, kriyotolerans, oldurucu faktor iken sarabin duyusal nitelikleri
Uzerine yogunlasan ek kriterler ise; ikincil aroma, aroma cesitliligi, gliserol
seviyesi, ugucu asitlik, hidrojen sulfit seviyesi, etil karbamat seviyesi ve tadimdir.
Transkriptomik analizler bu kriterleri incelemek ic¢in kullanilan bir yontemdir.
Ornegin Marks ve arkadaslarinin 2008 yilinda yaptiklari galismada S. cerevisiae
mayasinin "fermantasyon stres yaniti" transkriptomik analizlerle incelenmigtir.
Calismanin sonucunda fermantasyon sirasinda gesitli noktalarda dramatik olarak
indUklenen fermantasyon stres yaniti genleri olarak adlandirilan 223 genlik bir
grup tanimlanmistir. Bu genler fermantasyonun son anina kadar yuksek
indUksiyon seviyesi ve gen ifade seviyelerinde ise 4-80 kat arasinda degisiklik
goOstermiglerdir. Varol ve arkadaglarinin yaptigi bir c¢alismada mikrodizi
teknolojisini ve karsilastirmali istatistiksel veri analizlerini kullanarak, 1si
streslerinin Saccharomyces cerevisiae mayasi gen ekspresyon profilleri
uzerindeki etkileri arastirimis ve elde edilen mikrodizi verisi agik kaynak olarak
arastirmacilara sunulmustur [95-109].

2.5. Transkriptomik Analizler ve Mikrodizi

Maya transkriptomu, tek bir maya hucresinde veya hicre populasyonunda
uretilen tim RNA molekiilleri kiimesi demektir. Okaryotik mikroorganizma olan
Saccharomyces cerevisiae mayasinin tam genom dizisinin mevcudiyeti, gen
transkripsiyonunu genom ¢apinda incelenmesini mumkun kilmaktadir. Ayrica
2006 yilinda, Hierro ve arkadaslarinin yaptigi bir calismaya gore, 6lU hicrelerden
izolasyonu iceren saraptan mikrobiyal DNA'nin dogrudan kullanimi olasi bir
sorundur. RNA'nin ters transkripsiyonu ile cDNA eldesi sonrasi RT-PCR
uygulamasi, DNA'nin saptanmasi uygulamasina gore hucre canliligi agisindan
daha iyi bir gostergedir. Ornegin Velculescu ve arkadaslarinin 1997 yilinda

yaptiklari ¢calismada gen ekspresyonunun seri analizi ile, transkriptom olarak
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adlandirilan maya genomundan eksprese edilen gen seti analiz edilmigtir. Bu
¢alismanin sonucunda 60.633 transkriptin analizi, hacre basina 0.3 ila 200
transkript arasinda degisen ekspresyon seviyeleri ile 4.665 gen ortaya
cikariimistir. Belirli bir fizyolojik veya gelisimsel kogullar kimesi altinda maya
hdcresinde bulunan ve etiketlenmis olan mRNA veya cDNA molekulleri maya
genomu tarafindan tanimlanan yaklasik 6000 protein kodlayan genlerin timunu
temsil eden "hedef' molekll dizileridir ve hibridizasyon igeren transkriptom
analizinde kullanilir. Bahsedilen hedefler PCR sonucu uretilmis mikro, makro
urinler veya oligonukleotidler olabilir. mRNA veya cDNA etiketlenirken
hibridizasyon problari, radyoaktif veya floresan olarak etiketlenebilir.
Transkriptom analizlerinde farkli deneysel yontemler izlenebilir ancak
hibridizasyon dizilerini kullanan tum transkriptom analizlerinin ortak noktasi buyuk
miktar veri Uretip bu veriler sayesinde anlaml bilgiye ulasiimasidir. Elde edilen
biyolojik veriler biyoinformatik biliminden faydalanarak bilgi depolama, dagitim ve
analiz teknikleriyle iligkilendirilir [110-116].

Acik kaynakli veri setleri ve sagladiklari bilgi sayesinde GzUm seg¢imi, Uzim ekim
materyali segimi ve bagcilik uygulamalari, fermantasyon i¢in mikrobiyal sug
secimi, fermantasyon kosullari ve diger oenolojik suregler hakkinda karar vermek
ve uygulamak kolaylagir. Ornegin, Varela ve arkadaglarinin 2018 yilinda
yaptiklari ¢alismada S. cerevisiae mayasi igin karsilastirmali genom dizileme
verileri, son Urunun lezzetine ve kalitesine zarar vermeden daha dusuk alkol
konsantrasyonlarina sahip sgarap Uretimini saglayacak gen hedeflerinin
belirlenmesini amagclayan bir sistem tabanl yaklasim saglamiglardir. Yilmaz ve
arkadaslarinin 2008 yilinda yaptigi calismaya gore ise, mikrodizi teknolojisini
kullanarak gen ekspresyon verisi uretmek, birgok potansiyel degiskenlik
kaynagina sahip ayrintili bir suregtir. Standart numune hazirlama protokolleri,
hibridizasyon deneylerinde kaliteli RNA'nin kullaniimasini saglamak amaciyla bir
dizi kalitatif degerlendirmeyi icerir. Hibridizasyon ve goruntu iglemeyi takiben, her
mikrodizi ¢ipi, verilerin kalitesini degerlendirmek icin kullanilabilecek zengin bir
bilgi saglar. Tavsiye edilen hibridizasyon sonrasi kalite degerlendirmesi, genel
gorunta kalitesi degerlendirmesi ve 6zel problarin yogunluk dl¢gimlerinin analizini

icerir. Bu tur galigmalar, sentetik biyoloji yaklasimlarindan elde edilen veriler,

28



cagdas maya susu gelistirme programlari (maya klonal segimi, uUreme,
mutajenez, genetik ve metabolik muhendisligi dahil) igin temeldir. Agik kaynakl
veri setlerinden yararlanilarak, evcillestiriimis ve yabani maya populasyonlarinin
daha verimli kalturleri ile arzu edilen lezzet profilli, dusuk alkolli saraplar Gretimi
gerceklestirilebilir [88, 117-119].

Bu calismanin amaci ise, Saccharomyces cerevisiae ve Metschnikowia
pulcherrima suglarinin sirali fermantasyonunda meydana gelen etkilesimlerin
transkriptomik seviyede incelenmesidir. Bu amag dogrultusunda Saccharomyces
cerevisiae saf kultur ve Metschnikowia pulcherrima + Saccharomyces cerevisiae
sirall karisik kultar fermantasyonu sirasinda S. cerevisiae metabolizmasindaki
Ehrlich yolaginda yer alan enzimleri kodlayan genlerin (ADH2, ADH5, ARQOS,
AROQ9) gen ifade duzeyleri incelenmisgtir.

Calisma bilimsel olarak, M. pulcherrima + S. cerevisiae sirali karigik kultar
fermantasyonunda M. pulcherrima varligininda meydana gelen maya-maya
etkilesimlerinin aromatik bilesik sentezinde rol alan genlerin ifade dizeyi ve nihai

urun Ozellikleri Uzerindeki etkisi hakkinda yeni bilgiler saglayabilir.

Ekonomi ve sanayi agisindan ise ¢alismadan elde edilen sonuglar dogrultusunda
fermantasyon sanayisinde yerel maya kulturlerinin kullanimini arttirarak, dogru
ve etkili baslangi¢ kultur kombinasyonu hakkinda fikir vererek sanayi sorunlarina
¢6zUm bulup, ulusal ve uluslararasi pazarda rekabet gucunun arttirilmasi

hedeflenmigtir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Materyal ve Metot
3.1.1. Materyal

3.1.1.1. Kimyasal ve Besiyeri

Suglarin gelismesi icin SIGMA-ALDRICH ®’dan alinan YPD broth besiyeri (maya
ekstrakti 10 g/ L, pepton 20 g/ L, glukoz 20 g/ L, pH 5.3) ve YPD Agar (agar 15
g / L, bakteriyolojik pepton 20 g / L, glikoz 20 g / L, maya 6zu 10 g / L)
kullanilmistir. Uzim suyu olarak Kavaklidere Saraplari A.S. tarafindan temin
edilen beyaz pastorize Uzum suyu (200 mL x 110) kullanilmigtir. Calismada
toplam RNA izolasyonu i¢cin EURx RNA Extracol (katalog numarasi: E3700) kiti
ve etanol (%96), 2-propanol (%=99.5), kloroform (%=99.5) kimyasallari
kullaniimigtir. cDNA sentezi igcin EURXx smART First Strand cDNA sentez (katalog
numarasi: E0804-02) kiti kullaniimigtir. RT-qPCR c¢alismasi igin 5x HOT
FIREPol® EvaGreen® gPCR Mix Plus (no ROX) (katalog numarasi: 08-25-
00001) kiti kullaniimigtir.

3.1.1.2. Saccharomyces cerevisiae ve Metschnikowia pulcherrima Suslar

‘Saccharomyces cerevisiae DNA Barkodunun Belirlenmesi ve Veri Tabaninin
Olusturulmasr’ adli doktora tezi kapsaminda elde edilmis Hacettepe Universitesi
FoodOmics Arastirma Laboratuvari kultur koleksiyonunda bulunan ITS, RPB2,
Malditof tur analizleri yapilmis Saccharomyces cerevisiae ve Metschnikowia
pulcherrima suglari kullaniimistir (Cizelge 3.1, Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3) [120].

Cizelge 3.1. FoodOmics arastirma laboratuvarinda bulunan S. cerevisiae

referans susu

No izolasyon Kodu Kaynag Tur ITS Tir RPB2 Malditof

Sarapgilik (Chr.

22 HUF16M1C0004
Hansen)

S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae
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Cizelge 3.2. FoodOmics arastirma laboratuvarinda bulunan M. pulcherrima

suslari
No | izolasyon Kodu Kaynagi Tur ITS Tir RPB2 Malditof
- Metschnikowia | Metschnikowia . .
33 | HUF16M3A11002 | Kayseri Uzum rubicola rubicola Candida pulcherrima
40 | HUF16M3B11020 | Kirikkale Uzim | Metschnikowia | Metschnikowia | o jiga buicherrima
pulcherrima rubicola
46 | HUF16M3C11034 | Kirsehir Uziim | Metschnikowia | Metschnikowia | o i buicherrima
pulcherrima rubicola
s Metschnikowia | Metschnikowia . .
58 | HUF16M3G11089 | Eskisehir Uzim pulcherrima rubicola Candida pulcherrima
NP Metschnikowia | Metschnikowia . .
65 | HUF17M3C21050 | Kirgehir1 Uzim pulcherrima rubicola Candida pulcherrima
106 | HUF17M3H21175 | Cankiri1 Uzim | Metschnikowia | Metschnikowia | o, e buicherrima
pulcherrima rubicola
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Cizelge 3.3. FoodOmics arastirma laboratuvarinda bulunan S. cerevisiae suglari

No izolasyon Kodu Kaynagi Tur ITS Tur RPB2 Malditof

3 HUF16MOT10003 | Pak yas maya S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae
22 HUF16M1C0004 SaraHgﬂglérs)Chr. S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae
25 | HUF16M2K10004 (B-Inai‘\fg:ts'ietz(:éi S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae

41 HUF16M3B11021 | Kirikkale Uziim | Saccharomycete sp. | S. cerevisiae S. cerevisiae

44 | HUF16M3C11032 | Kirsehir Uziim | Saccharomycete sp.| S. cerevisiae S. cerevisiae

45 | HUF16M3C11033 | Kirsehir Uziim | Saccharomycete sp.| S. cerevisiae S. cerevisiae

57 | HUF16M3G11088 | Eskisehir Uziim | Saccharomycete sp.| S. cerevisiae S. cerevisiae

59 | HUF16M3H11101 | Cankiri Uziim | Saccharomycete sp.| S. cerevisiae S. cerevisiae

66 | HUF17M3C31063 | Kirsehir2 Uziim S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae

72 | HUF17M3D31088 | Nevsehir2 Uziim | Saccharomycete sp. | S. cerevisiae S. cerevisiae

81 HUF17M3E21113 | Aksaray2 Uziim | Saccharomycete sp. | S. cerevisiae S. cerevisiae

82 | HUF17M3E21114 | Aksaray2 Uziim | Saccharomycete sp.| S. cerevisiae S. cerevisiae

85 | HUF17M3F21122 | Ankara1 Uziim | Saccharomycete sp.| S. cerevisiae S. cerevisiae

116 | HUF17M3H21208 | Karaman2 Uziim | Saccharomycete sp. | S. cerevisiae S. cerevisiae

117 | HUF17M3H21209 | Karaman2 Uziim | Saccharomycete sp. | S. cerevisiae S. cerevisiae

Ankara

133 | HUF18M2Y10013 o
Universitesi

S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae

3.1.1.3. Mikrodizi Veri Eldesi

Calismada kullanilan veri 2018 yilinda Varol vd. tarafindan ArrayExprees
Database’e yuklenen E-MTAB-3459 aksesyon numarali agik veridir [109].
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3.1.1.4. Primerler

Calismada kullanilan ARO8 ve ARQ9 primerleri, Primer3 web version 4.1.0
programi (http://primer3.ut.ee/) kullanilarak tasarlanmigtir. ADH2 ve ADH5
primerlerinin sekanslari ise Wang vd. tarafindan 2021 yilinda yayinlanan
makaleden elde edilmigtir. Primerler, ARO8, ARO9, ADH2 ve ADHS5 gen
bolgelerine spesifik olarak yaklasik 18-22 bp uzunluga, %50'nin Gzerinde bir G /
C igerigine ve yaklasik 55-60 ° C'lik bir Tm'ye sahiptir [121].

Cizelge 3.4. Primerlerin ID numaralari, sekanslari

NCBI Primer
Gen SGD ID Sekans Kaynak
ID Adi
AROS | AROSF 5-ATTCACCCAAGCCTCCTTTT-3'
= | SGD:S000003170 | 852672 *
YGL202W
ARO8BR 5_GACCAGCACTGAACCCGTAT-3’
AROS | AROYF 5.TTACCAGTTGGCCCAAAGAC-3'
= | 5GD:S000001179 | 856539 *
YHR137W
AROOR 5 ACGGGCATCTGTATCCAAAG-3
ADH2 | ADH2F 5 TAAGACTCTGTAACCCATCGC-3
—= | 5GD:S000004918 | 855349 [121]
YMRS303C ADH2R 5_AGCCGCTCACATTCCTCA-3’
ADH5 | ADH5F 5 TACTGTCGTCCTGGTTGG-3
~— | SGD:S000000349 | 852442 [121]
YBR145W ADH5R 5_CGAAGAAATCTAAAGCCTCC-3'

*Primer3 web version 4.1.0 programi (http://primer3.ut.ee/) kullanilarak diizenlenmisgtir.

3.1.2. Metot

Bu calismada Saccharomyces cerevisiae ve Metschnikowia pulcherrima igeren
sirali fermantasyonda karigik baslangi¢c kdlturinidn kullaniimasina yonelik
transkripsiyonel yanitin arastiriimasi amaclanmigtir. Bu amacla Sekil 3.1°deki is
akis diyagraminda gosterilen yol izlenmistir.
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Mikrodizi Verilerinin Analizi ve Primer Segimi

Suslarin Canlandiriimasi ve Tanimlamanin Dogrulamasi !

Saccharomyces cerevisiae Sug Segimi (RNA izolasyonu,
cDNA Sentezi, RT-gPCR)

Metschnikowia pulcherrima Sug Segimi ve Teknolojik
Ozelliklerin Belirlenmesi 0

Fermantasyon Kosullarinin Belirlenmesi ve Fermantasyon

Sekil 3.1. Metot akis semasi

3.1.2.1. Mikrodizi Verilerinin Analizi

Varol vd. (2018) galigmasinda mikrodizi veri eldesi i¢cin, Pakmaya'dan (Turkiye)
pres mayasi olarak elde edilen ticari ekmek mayasi (S. cerevisiae) kullaniimistir.
Tek bir koloniden alinan maya hucreleri, 30 °C YPD sivi besiyerinde (%1 maya
6zitl, %2 pepton, %2 glikoz, pH: 5.3) OD600 = 0.5 (~1,5x107 hiicre/mL) 130
rom'de galkalanarak gelistirilmigtir. Baslangi¢ kultarlerini elde etmek igin, 40 mL
YPD sivi besiyerine 1 mL kultir inokiule edilmis ve hucreler 130 rpm'de
calkalanarak 30°C'de 20 saat gelistirilmistir. Gelismis hucreler, oda sicakliginda
10 dakika boyunca 3000xg'de santrifujlenerek (SIGMA 3K30 Santriflj) pelet elde
edilmistir. Her hucre pelleti, RNA hazirligina kadar -80 °C'de saklanmistir. Pellet,
10 mL YPD besiyerinde yeniden suspanse edilmigtir ve daha sonra bu stok
kulturden her 1 mL, sirasiyla dnceden isitiimig (30 °C (kontrol), 25 °C ve 37 °C
YPD sivi besiyerine (40 mL)) asilanmigtir. Butun gruplar 6 saat inkibe edilmigtir
[109].

Isi soku stresi i¢cin 25°C'de 6 saat boyunca gelistirilen hacreler 3000xg'de 10
dakika boyunca santrifujleme yoluyla toplandiktan sonra esit hacimde 37°C’lik
ortamda yeniden suspanse edilmigtir. 37°C’de 60 dakika inkibasyon sonunda
pelletler, oda sicakliginda 3000xg'de 10 dakika santriflj edilerek toplanmistir.
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Sicaklik degisim stresi icin ise 37°C'de 6 saat boyunca geligtirilen hucreler
3000xg'de 10 dakika boyunca santrifujleme yoluyla toplandiktan sonra esit
hacimde 25°C'lik bir ortamda yeniden suspanse edilmigtir ve 25°C’de 60 dakika
inkiibe edilmistir. inkiilbasyon sonunda oda sicakliinda 3000xg'de 10 dakika
santrifij edilerek pellet elde edilmigtir. Gen ekspresyonu altinda 1s1 soku ve
sicaklik degisim uygulamalari, bir kontrol olarak 30°C'de gelisen hucrelerdeki
ekspresyonla dogrudan karsilastirimigtir. Kontrol deneyinde hucreler, ayni 1si
soku ve sicaklik degisim uygulama stratejisi ile 30°C'de 40 mL YPD besiyerinde
inkiibe edilmistir.

Toplam RNA, Chomczynski ve Sacchi'nin (1987) yontemine gore bazi kiguk
degisikliklerle Invitrogen TRIzol reaktifi kullanilarak hicre peletlerinden izole
edilmistir. Bu modifikasyonlar, litikaz (100 pl maya pelleti (6x107 hiicre) igin 5 mg/
mL) ve Invitrogen TRIzol reagent volume (1.5 mL) ile farkli 6n-muamele
uygulamasini icermektedir. RNA butunligu ve verimi, agaroz jel elektroforezi ve
Alpha Spect 3000 Spektrofotometre ile degerlendirilmigstir.

Tum hibridizasyonlardan elde edilen veriler, GeneSpringGX 12.1 (Agilent) ve R
2.15.2 program dili kullanilarak ayrica analiz edilmigtir. GeneSpring,
normallestirmede, farkli sekilde ifade edilen genlerin saptanmasinda, yol analizi
adimlarinda uygulanmigtir. Varyans analizinde ve kiumeleme adimlarinda R
kullaniimigtir. GeneChip Yeast Genome 2.0 igin prob agiklamalari, GenBank,

UniGene ve EntrezGene veritabanlarindan guncellenmistir.

Bu calismada, bahsedilen agik kaynakli bu verilerin analizi sonucunda ¢alismada
kullanilacak Ehrlich yolaginda rol alan genler belirlenmistir. Varol vd. (2018)
calismasinda stres uygulamasinin ADHZ2 ve ADHS gen ekspresyonu uzerindeki
etkisini incelemek ve mikrodizi veri eldesi igin, Pakmaya'dan (Turkiye) pres
mayasl olarak elde edilen ticari ekmek mayasi (S. cerevisiae) kullanildigindan
dolay! tez calismasinda 3 nolu HUF16MOT10003 izolasyon kodlu Pak yas
mayanin ADHZ2, ADH5 gen ekspresyon profili de incelenmistir [109].

35



3.1.2.2. Suslarin Canlandirilimasi ve Tanimlamanin Dogrulamasi

Hacettepe Universitesi FoodOmics Arastirma Laboratuvari Kiiltir Bankasi’'nda
yer alan ve Anadolu’nun farkh bolgelerinden izole edilmis, onceki ¢calismalarda
tanimlanmis 228 maya susu YPD Broth besiyerinde canlandirilarak (24 saat,
28°C) tek koloni dusurme yontemi ile YPD agar besiyerine ekilmigtir. Saflik

kontrolinden sonra suslarin kriyojenik stok kulturleri elde edilmistir.

Hacettepe Universitesi FoodOmics Arastirma Laboratuvari Kiiltir Bankasi’'nda
bulunan 81 Saccharomyces cerevisiae ve 23 Metschnikowia pulcherrima
susunun izole edildikleri bolgeler, gelisim 6zellikleri, ITS, RPB2, Malditof analiz
sonuglari dikkate alinarak 16 Saccharomyces cerevisiae ve 6 Metschnikowia

pulcherrima sugu 6n eleme ile segilmigtir.

Kriyojenik olarak saklanan on eleme yapilmis kilturler (%30 gliserol iginde -20
°C), hazirlanan ve otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilen YPD Broth
besiyerine inokule edilmistir. Saccharomyces cerevisiae suglari 24 saat boyunca
28°C’de gelistirilmistir. Metschnikowia pulcherrima suslari 48 saat boyunca

28°C’de geligtirilmigtir.

Canlandirilan Saccharomyces cerevisiae ve Metschnikowia pulcherrima suslarin
makroskobik, mikroskobik goruntuleri ve 28°C’de sivi ve kati kultardeki gelisim

Ozellikleri incelenmigtir.
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Sekil 3.3. Suslarin canlandiriimasi

3.1.2.3. Fermantasyon Asamasi i¢in Sus Seg¢imi

Fermantasyon asamasinda kullanilacak suslarin se¢imi i¢in 6n eleme yapiimis
Saccharomyces cerevisiae ve Metschnikowia pulcherrima suslarinin RNA
izolasyonu, cDNA sentezi ve RT-gPCR ile gen ifade analizleri gergeklestiriimigstir.

Ayrica segim igin, suslarin fermantasyon ve farkl kosullardaki gelisim 6zelliklerini
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de anlayabilmek adina Saccharomyces cerevisiae ve Metschnikowia pulcherrima

suslarinin teknolojik 6zellikleri de incelenmigtir.

3.1.2.3.1.Saccharomyces cerevisiae Sug Segimi

Tez calismasinda kullanilacak olan Saccharomyces cerevisiae suslarin segimi
icin RNA izolasyonu, Ters transkripsiyon (cDNA sentezi) ve RT-gPCR ile gene
ifade analizi yapilmistir. Toplam RNA izolasyonu, EURx RNA Extracol (katalog
numarasi: E3700) kiti ile Uretici firmanin sagladigi yontem optimize edilerek
gerceklestirilmigtir.

Saccharomyces cerevisiae suslarinin RNA izolasyonu

Kriyojenik olarak saklanan Saccharomyces cerevisiae kulturleri 10 mL UGzim
suyunda 28°C’de 2 gun gelistirilmigtir. 250 pl kdltur taze 10 mL Uzim suyuna
inokule edilmistir. 28°C’de 18-20 saat gelistirilen kulturlerin 600 nm’de absorbans
degerleri Thermo Scientific GENESYS 10S Serisi UV-Gorunur Spektrofotometre
aleti kullanilarak 6lgtlmistir. On calisma olarak hazirlanan, Saccharomyces
cerevisiae referans susunun Absorbans-Log(hlcre konsantrasyonu (kob/mL))
dogru denklemi kullanilarak geligsen kulturlerin hdcre sayisi hesaplanmistir.
Kultirlerin 3 mL’si (OD600= 0.6-0.9) (~3 x 107" kob/mL) (islak hiicre agirhgi
~40mg) 12000xg’de 2dk santriflj edilerek pellet elde edilmistir. Pelet 200 pl Tris-
HCI RNA lizis tamponunda (10 mM Tris-HCI, 5 mM EDTA, %0.5 SDS, %1 2-
merkaptoetanol, pH 7.36) yeniden siispanse edilmistir. Ornekler arada
vortekslenerek 83°C’de 20dk inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda &rnekler
12000xg de 5dk santriftj edildikten sonra supernatantlari yeni tipe alinmigtir.
Supernatantin tzerine 1 mL, EURx RNA Extracol eklenmistir ve 2dk vorteks
uygulanmigtir. Her ornege 200 pl kloroform eklendikten sonra 2dk vorteks
kullanmadan c¢alkalama yapilmigtir. 21000xg’de 15dk (4°C) santrifuj edilen
orneklerde faz ayrimi gerceklesmistir. Faz ayrimi sonrasinda RNA’nin bulundugu
berrak ust faz yeni tipe alinip, RNA kalitesini arttirmak i¢in kloroform agsamasi
tekrarlanmigtir. 200 pl kloform eklenen ornekler 21000xg’de 5dk (4°C) santrifuj
edilerek Ust berrak faz yeni tipe alinmistir. Orneklerin lzerine -20°C’de
sogutulmus 500 pl izopropanol pipetleme yapilarak eklenmistir ve 6rnekler 10dk
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-20°C’de inkube edilmistir. 21000xg’de 10dk (4°C) santrifuj sonrasinda elde
edilen pellet 1 mL %80 etanol ile yikanmigtir. 21000xg’de 5dk (4°C) santriflj
sonrasinda pelletler hava ile kurulmustur. Kuruyan pelletler 60 pl Rnase-free
suda ¢ozdurilmus ve -80°C’de depolanmistir. RNA izolasyonu deneyi buz
uzerinde gergeklestiriimigtir. RNA izolasyon protokollu iki teknik tekrar ile

gerceklestiriimigtir.

Yl (ol (e £ = |
> i i i

- =

Sekil 3.4. RNA izolasyonu
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Suglarin
canlandirilmasi

Yeni tiipe alinan
slipernanta RNA
extracol ilavesi ve
vorteks

200 ul kloroform
ilavesi

4°C21000g10
dakika santrifiij

Pelletin %80 etanol
ile yikanmasi

Taze liziim suyuna
inokiilasyon

12000 g 5 dakika
santrifiij

2 dakika ¢alkalama

-20°C'de 10 dakika
inkiibasyon

4°C21000g5
dakika santrifiij

30°C'de 18-20 saat
inkiibasyon

83 °C'de 20 dakika
inkiibasyon ve
vorteks

4°C21000g15
dakika santrifiij

500 ul sogutulmus
izopropanol ilavesi

Pelletin hava ile
kurutulmasi

600nm'de
absorbans 6l¢limii

200 pl tampon
ilavesi

Berrak fazin yeni
tlipe alinmasi

Berrak fazin yeni
tiipe alinmasi

Pelletin 60 ul
RNase-free suda
¢ozdiiriilmesi

Pellet eldesi (12000
g 2 dakika santrifiij)

Pellet tartimi

200 ul kloroform
ilavesi ve pipetleme

4°C21000g5
dakika santrifiij

RNA 6rneklerinin
-80°C'de
depolanmasi

Sekil 3.5. RNA izolasyonu protokolu

Ekstrakte edilen RNA konsantrasyonlarinin nukleik asit miktari (ng/pl) ve 260 ila
280 nm'deki OD orani (Azso280) Thermo Scientific™ NanoDrop™ 2000/2000c
Spektrofotometresi ile dlgulmustur.

Saccharomyces cerevisiae suslarinin ters transkripsiyonu (cDNA Sentezi)

Aoceos0 oranina gore secilen RNA orneklerinden, RT-gPCR deneylerinde
kullaniimak Uzere cDNA sentezi gerceklestiriimigtir. cDNA sentezi EURx smART
First Strand cDNA sentez (katalog numarasi: E0804-02) kiti ile, ilgili protokol
izlenerek gergeklestirilmistir.

Ters transkripsiyon (cDNA Sentezi) protokolu

a. 5 x cDNA Tamponunu oda sicakhginda, c¢ozulerek ve yavasca
vortekslenmistir.

b. RNase-free tupte montaj reaksiyonu Cizelge 3.5’te gosterildigi gibidir.
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Cizelge 3.5. cDNA sentez bilesenleri ve miktarlar |

Bilegen Miktar
RNA (10 ng-5 pg) x ul
primer* 1ul
10 mM dNTP Mix 1l
RNase-free Water 12.5 yl'ye kadar

* 50 uM Oligo(dT)20

c. TUp hafifge karistinlmistir ve kisa sure santrifiijlenmistir. Ornekler 65 ° C'de 5

dakika inkube edilmistir. Daha sonra tupler buz Uzerinde sogutulmustur.
d. Bilesenler belirtilen sirayla reaksiyon tupune eklenmigtir (Cizelge 3.6).

Cizelge 3.6. cDNA sentez bilesenleri ve miktarlari Il

Bilesen Miktar
5 x cDNA Buffer 4 ul
DTT0.1 M 2l
RNase Inhibitor 50 U/pl 0.5 pl
smART (200 U/pl) 1ul
Toplam 20 pl

f. Ornek 6nceden 65 ° C'ye isitiimis dry bath inkiibatérde (Major Science, MD-
01N) 45 dakika inktube edilmigtir.

g. 85 ° C’de 5 dakika inkube edilerek reaksiyon sonlandiriimistir.
h. cDNA, RT-PCR calismasi icin kullaniimak Gzere -80 ° C’de saklanmisgtir.

cDNA sentezi iki teknik tekrar ile gerceklestiriimigtir.

41



Sekil 3.6. cDNA sentezi

Saccharomyces cerevisiae suslarinin RT-qPCR ile gen ifade analizi

Saccharomyces cerevisiae suslarinin ARO8, ARO9, ADH2 ve ADH5 gen
aktivitelerini analiz edebilmek igin RT-gPCR uygulamasinda 5x HOT FIREPoI®
EvaGreen® gPCR Mix Plus (no ROX) (katalog numarasi: 08-25-00001) Kkiti

kullaniimigtir.

Cizelge 3.7. RT-qPCR protokoli

Bilegen Hacim Son Konsantrasyon
5x HOT FIREPol®EvaGreen®
4 ul 1x
gPCR Mix Plus
Primer Forward
A B’
(10 um)
Primer Reverse
A B’
(10 um)
DNA Sablonu? 2 ul Degisken?
H20 PCR grade 13.4
Toplam 20 pl

' ADH2 igin A=0.50 pl B=0.25 uM, ADHS5 igin A=0.40 ul B=0.20 uM, ARO8 ve ARO9 igin A=0.30

pl B=0.15 uM

2 cDNA konsantrasyonu 5-120 ng/ul
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Dongii Adimi Sicaklik Zaman Dongii
ilk aktivasyon?® 95°C 12 dk 1
Denatiirasyon 95°C 15s
Tavlama c* 20's
40
Uzama 72°C 20s

3 Polimerazi aktive etmek igin inkiibasyon adimi.

4 ADH2 igin C=60 °C, AR08, ARO9 ve ADHS5 igin C=54°C

Sekil 3.7. RT-gPCR ile gen ifade analizi

3.1.2.3.2. Metschnikowia pulcherrima Sus Seg¢imi

Tez calismasinda kullanilacak olan Metschnikowia pulcherrima suglarin segimi
icin RNA izolasyonu, Ters transkripsiyon (cDNA sentezi) ve RT-qPCR ile gene
ifade analizi yapiimistir. Toplam RNA izolasyonu, EURx RNA Extracol (katalog
numarasi: E3700) kiti ile Uretici firmanin sagladidi yontem optimize edilerek

gerceklestirilmistir.

Metschnikowia pulcherrima suslarinin RNA izolasyonu

Metschnikowia pulcherrima suglarinin RNA izolasyonu EURx RNA Extracol
(katalog numarasi: E3700) kiti kullanilarak 3.1.2.3.1’de anlatildigi gibi $ekil
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3.5'teki protokol izlenerek gergeklestirilmistir. RNA izolasyonu iki teknik tekrar

olarak gercgeklestirilmigtir.

Metschnikowia pulcherrima susglarinin ters transkripsiyonu (cDNA Sentezi)

Aoeo280 oranina gore secgilen RNA oOrneklerinden, ger¢cek zamanh RT-gPCR
deneylerinde kullanilmak Uzere Metschnikowia pulcherrima susglarinin cDNA
sentezi EURx smART First Strand cDNA sentez (katalog numarasi: E0804-02)
kiti ile, ilgili protokol izlenerek (Cizelge 3.5 ve Cizelge 3.6) iki teknik tekrar olarak
gerceklestirilmigtir.

Metschnikowia pulcherrima suslarinin RT-qPCR ile gen ifade analizi

Metschnikowia pulcherrima suglarinin RT-gPCR uygulamasi ile ADH2 ve ADHS
gen aktivitelerinin analizi 5x HOT FIREPol® EvaGreen® gPCR Mix Plus (no
ROX) (katalog numarasi: 08-25-00001) kiti kullanilarak 3.1.2.3.1’de anlatildigi
gibi Cizelge 3.7°deki protokol izlenerek gergeklestirilmigtir.

3.1.2.3.3. Teknolojik Ozelliklerin Belirlenmesi

Sarap endustrisinde baslangig kualtir olarak kullanilan, alkol fermantasyonu
gerceklestiren maya suslari igin kriterler bulunmaktadir. Bu kriterlere yonelik,
Metschnikowia pulcherrima ve Saccharomyces cerevisiae suglarinda asagidaki
analizler yapiimigtir [108, 122].
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Sekil 3.8. Teknolojik 6zelliklerin belirlenmesi

Yuksek sicaklikta gelisme

Saccharomyces cerevisiae ve Metschnikowia pulcherrima suslari (~107 kob/mL)
10 mL GzUm suyuna asilanmistir. Mayalar 37 ° C ve 42 ° C'de 7 gln inkliibe

edilerek gelisimleri izlenmigtir [123].

Dusuk pH degerinde gelisme

Saccharomyces cerevisiae ve Metschnikowia pulcherrima suslarinin distuk pH
degerlerindeki gelisimini incelemek i¢cin normal Gzim suyu (pH 3.3) ve pH
degerleri 4.0 ve 7.0’e ayarlanan Gzim suyu kullaniimistir. 28°C’de 24 saat
boyunca canlandirilan maya suslari, farkh pH degerindeki (pH 3.3, pH 4.0 ve 7.0)
UzUm suyuna inokile (~107 kob/ mL) edilmistir. Suglarin 28°C’de geligimi 7 gln

boyunca izlenmigtir [124].

Fermantasyon hizi

Mayalarin fermantasyon hizi, fermantasyon suresince seker ve alkol miktarindaki
degisimin izlenmesi ile belirlenebilir. Bu tez ¢alismasinda 100 mL Gzdm suyuna

inokile (~107 kob/mL) edilen Saccharomyces cerevisiae ve Metschnikowia
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pulcherrima suglarinin saf kultdrleri elde edilmistir. Kaltlrlerin fermantasyon
hizlarini incelemek igin 7 gunlik fermantasyon slresince her gun alkol, briks, pH
ve sicaklik olgimu yapilmistir [125].

Alkol lciimi

Alkol 6lgimi, %0-40 Olgekli AEK-Tech alkolmetresi kullanilarak 24 ° C'de
gerceklestirilmistir.

Sekil 3.9. Alkol 8lctimi
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Briks 6lgumu

Briks derecesi, ATC (%0-90 Brix) refraktometresi kullanilarak saptanmistir.
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Sekil 3.10. Briks 6lgumu

pH olgimu
Fermantasyon suresince pH Olgimu her gun ayni saatte Adwa Ad12 pH metresi

kullanilarak gerceklestirilmigtir.

Sekil 3.11. pH &lcimi
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Kopuk olusturma

Fermantasyon suresince her gun erlenlerde olusan kopuk miktari mm olarak

Slgllmustir [124].

Sekil 3.12. Képuk olusumu

Hacettepe Universitesi FoodOmics Arastirma Laboratuvari’na ait stok kiltiirlerde
bulunan ve Cizelge 3.3’te verilen 16 Saccharomyces cerevisiae sugu arasindan
fermantasyon galismasinda kullanilmak Gzere Saccharomyces cerevisiae sus
secim icin, RT-gPCR uygulamasi sonuglarina bakilarak aromatik
aminotransferaz |, Il (ARO8, ARO9) ve alkol dehidrojenaz Il, V (ADHZ2, ADHY)

enzim genlerinin aktiviteleri incelenmigtir.

Metschnikowia pulcherrima sus secgim igin, Cizelge 3.2’de verilen 6
Metschnikowia pulcherrima susunun RT-gPCR uygulamasi sonuglarina
bakilarak alkol dehidrojenaz Il, V (ADH2, ADHS5) enzim genlerinin aktiviteleri

incelenmisgtir.
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Ayrica fermantasyon agsamasinda kullanilmak Uzere secilecek Saccharomyces
cerevisiae ve Metschnikowia pulcherrima suslarinin teknolojik o6zellikleri de

incelenmisgtir.

Fermantasyon asamasinda kullanilacak 3 Saccharomyces cerevisiae ve 2

Metschnikowia pulcherrima susu bu analizler sonucunda belirlenmistir.

3.1.2.4. Fermantasyon

Tez calismasinda Saccharomyces cerevisiae saf kultir fermantasyonu ve
Metschnikowia pulcherrima + Saccharomyces cerevisiae sirali karigik kultar

fermantasyonu olmak tzere iki farkh fermantasyon gercgeklestirilmistir.

Yukarida bahsedildigi gibi Metschnikowia pulcherrima’'nin alkol igerigi %5'e
ulasana kadar sarabi fermente edebilme ve Saccharomyces disinda tim maya
turlerinin inhibe ederek Saccharomyces cerevisiae igin uygun fermantasyon
ortami saglama 0Ozelligi vardir. Buradan yola ¢ikarak, bu galismada karigik kultar
fermantasyonu sirali  fermantasyon olarak uygulanmigtir. ilk olarak
Saccharomyces olmayan Metschnikowia pulcherrima kulturt inokule edilmistir ve

2 gun sonra S. cerevisiae ilave edilmigtir.

Uziim suyu

Sarap fermantasyon ortamina benzerlik saglayabilmek adina c¢alismada iki
fermantasyonda da fermantasyon ortami olarak pastdrize ticari beyaz Uzim suyu

kullaniimigtir.

Kosullar

Kriyoprotektif ajan olarak gliserol ile desteklenmis kriyosiyallerde -20 ° C'de
tutulan suslar, 28 ° C'de 10 mL UzUm suyu iginde 48 saat canlandiriimistir.
Canlanan kulturlerden tek koloni dusirme yontemi ile YPD agara ekim

yapilmistir. Fermantasyon asamasinda kullanilacak suslarin canlandirilmasi igin,
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bahsedilen YPD agarda gelisen mayalardan 6ze ile koloni alinip 10 mL taze izum

suyuna inokule edildikten sonra 28 ° C'de 24 saat inkube edilmistir.

Siralhh  karisik  kdltur ~ fermantasyonunda, canlandirilan  kultirlerden
fermantasyonun -2. GUnu Metschnikowia pulcherrima kiltiri (~ 6 x 10° kob/mL)
daha sonra fermantasyonun 0. GUnu Saccharomyces cerevisiae kultura (~ 2 x
107 kob/mL) 250 mL Erlenmeyerlerdeki 200 mL pastérize izim suyuna 3:1
oraninda inokiile edilerek sirali fermantasyonlar gergeklestiriimistir. Uziim suyu
gunde 3 kez calkalanarak ve bir kez havalandirilarak toplamda 17 gun (-2,-1,
0,..,14) ~24 ° C'de fermente edilmistir.

Saccharomyces cerevisiae saf kultur fermantasyonu ise canlandirilan
Saccharomyces cerevisiae kiltiri (~ 2 x 107 kob/mL) fermantasyonun 0. Gind,
250 mL Erlenmeyerlerdeki 200 mL steril GzUm suyuna inokule edilerek
gergeklestirilmistir. Uzim suyu ginde 3 kez calkalanarak ve bir kez
havalandirilarak 14 gun ~24 ° C'de fermente edilmigtir.

Saccharomyces cerevisiae saf kultur ve Metschnikowia pulcherrima +
Saccharomyces cerevisiae sirali karigik kulturlerinin fermantasyonu sirasinda
fermantasyonun 1. 3. 5. ve 7. glnlerinde alinan 6rneklerin RNA izolasyonu, cDNA
sentezi ve RT-gPCR ile gen ifade analizi sayesinde fermantasyon sureci
transkriptomik olarak izlenmistir. Ayrica, toplamda 17 gun suren fermantasyon
sirasinda yapilan gunlik briks, alkol, pH dlgumleri sayesinde fermantasyon takibi
gerceklestiriimigtir. Fermantasyon sureci biyokimyasal olarak da incelenmigtir.

Fermantasyon sirecinin transkriptomik analizi
Ornekleme

Saccharomyces cerevisiae saf kultur ve Metschnikowia pulcherrima +
Saccharomyces cerevisiae sirall karigik kultur fermantasyonunun 1., 3., 5., ve 7.
gunu birer teknik tekrarla ornekler alinmistir. Toplamda 96 adet (24x4) ornek elde
edilmistir (Sekil 3.13).
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Fermantasyon asamasinda kullanilacak Saccharomyces cerevisiae saf kultur ve
Metschnikowia pulcherrima + Saccharomyces cerevisiae sirali karigik kultar

kombinasyonlarinin deneysel tasarimi Sekil 3.14’te verilmistir.

FERMANTASYON
24°c 7 GUN

letschnikowia pulchernma + Saccharomyces
cerevisiae karigik kiiltiir fermantasyonu
CANLANDIRMA SECILEN MP
28°C 24 saat SUSLARI
SECILEN SC CANLANDIRMA
SUSLARI 28°C 24 saat

CANLANDIRMA SECILEN SC
28°C 24 saat SUSLARI
4 ORNEKALIMI | 1.GUN

ORNEKALIMI
] 2.GUN

CW‘ 3.GUN ORNEK ALIMI
ORNEKALIMI } 5.GUN ORNEK ALIMI

%— ORNEK ALIMI

[ Saccharomyces cerevisiae saf kiltlr fermantasyonu ]

ORNEK ALIMI

B
=

ALINAN ORNEKLERDEN RNA IZOLASYONU, cDNA SENTEZI
ve RT-gPCR ILE GEN IFADE ANALIZI

-

Sekil 3.13. Fermantasyon deney tasarimi

\
|
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[ Saccharomyces cerevisiae saf kiltir fermantasyonu ] ———ry

) [ (o) (=) | ()
(B B BE B )
er) lae) (e (8]

Metschnikowia pulcherrima + Saccharomyces
cerevisiae karigik kiltir fermantasyonu

Sekil 3.14. Fermantasyon orneklerinin deneysel tasarimi

RNA izolasyonu

RT-gPCR ile gen ifade ve teknolojik 6zelliklerin belirlenmesi analizi sonuglarina

gore secilen suslar ile hazirlanan Saccharomyces cerevisiae saf kultur ve
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Metschnikowia pulcherrima + Saccharomyces cerevisiae sirali karigik kultar
fermantasyonu sirasinda (1., 3., 5. ve 7. gunler) alinan Orneklerden RNA
izolasyonu EURx RNA Extracol (katalog numarasi: E3700) kiti kullanilarak
3.1.2.3.1’de anlatildigi gibi Sekil 3.5’teki protokol izlenerek gergeklestiriimigstir.
RNA izolasyonu 6rnegin alindigi gun iki teknik tekrar olarak gerceklestiriimigtir.

Ters transkripsiyon (cDNA sentezi)

Fermantasyon sirasinda alinan drneklerden elde edilen RNA orneklerinin nukleik
asit miktari ve kalitesi (Aze0/280 Orani) élgtlmusgtir. Bu sonuglara gore segilen RNA
orneklerinden, RT-qPCR deneylerinde kullaniimak tUzere cDNA sentezi, EURX
smART First Strand cDNA sentez (katalog numarasi: E0804-02) kiti ile, ilgili
protokol izlenerek (Cizelge 3.5 ve Cizelge 3.6) iki teknik tekrar olarak
gerceklestirilmigtir.

RT-PCR ile gen ifade analizi

Saccharomyces cerevisiae saf kultur ve Metschnikowia pulcherrima +
Saccharomyces cerevisiae sirah karigik kultur fermantasyonu sirasinda AROS,
ARO9, ADHZ2 ve ADHS5 gen ifade analizindeki degisimleri tespit etmek amaciyla
RT-gPCR uygulamasi, 5x HOT FIREPoI® EvaGreen® qPCR Mix Plus (no ROX)
(katalog numarasi: 08-25-00001) kiti kullanilarak 3.1.2.3.1°de anlatildigi gibi
Cizelge 3.7°deki protokol izlenerek gergeklestirilmistir.

Fermantasyon takibi

Saccharomyces cerevisiae saf kultur ve Metschnikowia pulcherrima +
Saccharomyces cerevisiae sirall karisik kudltir fermantasyonu sirasinda
fermantasyon Ozelliklerini incelemek amaciyla fermantasyon boyunca (17 gun)

her gun ayni saatte briks, pH, alkol dlgimu yapilmigtir.
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Alkol lciimi

Alkol 6lgumua, %0-40 Olgekli AEK-Tech alkolmetresi kullanilarak 24 ° C'de
gerceklestiriimigtir.

Briks 6lgumu

Briks derecesi, ATC (%0-90 Brix) refraktometresi kullanilarak saptanmistir.

pH olcimu

Fermantasyon suresince pH Olgimu her gun ayni saatte Adwa Ad12 pH metresi
kullanilarak gerceklestirilmigtir.

istatistiksel Analiz

Calismada kullanilan mikrodizi verileri elde edilirken tum hibridizasyonlardan ve
dizi normallestirmesinden elde edilen veriler GeneSpringGX 12.1 (Agilent)
program dili kullanilarak analiz edilmistir. Analizlerde gerekli istatistiksel
yontemler karsilagtirmali olarak yapilmistir. Normalizasyon adimi icin RMA
(Robust Microarray Analysis) sonuglari kullanilmigtir. Isi stresi uygulamasi
altinda farkli sekilde ifade edilen genleri belirlemek icin tek yonlu varyans analizi
(one-way ANOVA) kullanilarak P<0.05 olmak Uzere ve en az 2 kat degisim duzeyi

incelenmisgtir.

RT-gPCR ile gen ifade analizinden sonra Lightcycler 96 yazilimi (Roche
Diagnostic) kullanilarak &ncelikle Ct degerleri elde edilmistir. ilgili genlerin
standart egrileri olusturulurken Saccharomyces cerevisiae referans susunun
cDNA konsantasyonlari kullaniimistir. Tez galigmasindaki tim gen ifade duzeyi
analizleri, bahsedilen standart egri denklemleri ve Ct degerleri kullanilarak kesin
(absolut) kuantifikasyon metoduna gore belirlenmigtir. Gen ifade duzeyinde
kullanilan formil ‘Gen ifadesi Miktari=10(Ct?Y™dir. Formiilde Ct kuantifikasyon
dongusund, b standart egride y eksenini kesen noktayl, m ise standart egri
egimini temsil etmektedir [126].
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Tez calismasinda RT-gPCR ile gen ifade analizi sonucunda elde edilen verilerin
istatistiksel analizi SPSS-16.0 programi kullanilarak yapilmistir. Olglimler
birbirinden bagimsiz t¢ paralel halinde gergeklestirilmistir. Logaritmik gen ifade
duzeylerinin ortalamalari arasindaki istatistiksel anlamli farklilik tek yonlu varyans
analizi (One-Way ANOVA) ile incelenmigtir (P<0.05). Gruplar arasindaki
istatistiksel anlamli farklihdr anlamak i¢cin Duncan testi kullaniimistir.

Gen ifade ve teknolojik Ozelliklerin belirlenmesi analizi verileri temel bilesen
analizi (PCA); dagilim grafikleri ve is1 haritasi ¢izimi ve analizleri i¢cin OriginPro
Yazihmi (Northampton, MA) kullaniimistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu calismada, Saccharomyces cerevisiae ve Metschnikowia pulcherrima
suslarinin sirali fermantasyonunda meydana gelen maya-maya etkilesimlerin
transkriptomik seviyede incelenmesi amacglanmistir. Bu amagla calisma iki
kisimdan olusacak sekilde planlanmistir.

Tez calismasinin birinci kisminda, mikrodizi veri analizi yapilarak 1si stresinin,
Ehrlich yolaginda yer alan aromatik bilesik sentezi ile ilgili genlerin ekspresyon

profili Gzerindeki etkileri incelenmistir.

Calismanin ikinci kisminda, mikrodizi analizi ile elde edilen sonuglar
degerlendirilerek secilen aromatik bilesik sentezinde yer alan bazi genlerin
Saccharomyces cerevisiae ve Metschnikowia pulcherrima suglarinin sirali karigik
kaltur fermantasyonu sirasindaki transkripsiyonel yaniti incelenmistir. Ayrica
fermantasyon sureci biyokimyasal olarak da izlenmistir.

4.1. Mikrodizi Verilerinin Analizi

2018 yilinda Varol vd. tarafindan gergeklestirilen Saccharomyces cerevisiae igin
Is1 stresi yanitinin transkriptomik analizi sonrasi elde edilen ve ArrayExprees
Database’e yukelenen E-MTAB-3459 aksesyon numaral agik veri kullanilarak

kontrole gore karsilastirlmigtir. Isi sok uygulamasinda 1244 prob setinin
ekspresyon seviyelerinde en az 2 kat artis veya azalma tespit edilmistir. Sicaklk
degisim uygulamasinda ise 1317 prob setinin ekspresyon seviyelerinde en az 2
kat fark oldugu tespit edilmigtir [109].

Is1 soku uygulamasinda kontrol (30°C) ile 1sI soku 6ncesi 25°C'de 6 saat inkube
edilen hucrelerin ekspresyon profilleri karsilastirildiginda, 186 (P<0.05)
transkriptin 6nemli Olgude farkli oldugu belirlenmistir. Bu 186 transkriptten
74'UnUn ekspresyon duzeyinde artig, 112'sinin ekspresyon duzeyinde dusus
gOzlemlenmigstir. 25°C'de inkiibasyondan hemen sonra 37°C'de 1 saat inkibe
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edilerek 1s1  sok stresi uygulanan hucrelerin ekspresyon seviyeleri
kargilastinldiginda, anlamli (P<0.05) fark olan transkript sayisinin 902'ye
yukseldigi gozlemlenmigtir. 902 transkriptin  185’inde ekspresyon seviyesi

artarken 717’sinde ekspresyon seviyesi azalmistir.

Sicaklik degisim uygulamasinda ise 37°C'de 6 saat inkube edilen hucrelerin
ekspresyon seviyeleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda, 409 transkriptte
anlamh (P<0.05) artis veya azalma tespit edilmigtir. 409 transkripten 125
tanesinin ekspresyon seviyesinde artis, 284 tanesinin ise ekspresyon
seviyesinde dusug tespit edilmigtir. Ayni hdcrelerin  25°C'de 1 saatlik
inkibasyonundan yani stres uygulamasindan sonra ekspresyon profilleri
incelendiginde, anlamh (P<0.05) artis ve azalis olan transkript sayisinin 990'a
yukseldigi tespit edilmistir. 990 transkriptin 555'inin  ekspresyon duzeyleri

artarken, 435'nin gen ekspresyon seviyeleri azalmistir.

Bu ¢alisma verisi kullanilarak, Sacchromyces cerevisiae genomunun 1SI Soku ve
sicaklik degisim stresleri altinda genel gen ekspresyon profilinin belirlenmesine
ek olarak, onemli farkhlik gosteren prob setlerine karsilik gelen gen listeleri
Uzerinden Is1 stresine kargl yerel maya susundaki aromatik bilesik sentezi ile ilgili
genlerin (Ehrlich yolak genleri) ekspresyon profili ilk defa incelenmistir.

Cizelge 4.1.de 1s1 stresi uygulamasi oncesi ve sonrasinda gen ekspresyon
duzeyinde onemli bir farkliik gosteren aromatik bilesik sentezi ile ilgili ADHZ,
ADH4, ADHS, BAT2, PDC5 ve SFA1 genlerinin prob set ID’si, maya
metabolizmasinda yer aldigi proses ve 1si stresi uygulamasi Oncesi ve

sonrasindaki gen ekspresyon profilleri verilmistir.
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Cizelge 4.1. Mikrodizi veri analizi sonucuna gore, Ehrlich yolaginda rol alan
genlerin 1s1 stresi Ooncesi ve sonrasindaki gen ekspresyonlarindaki degisim

Sicakhk
Is1 Sok Is1 Sok S"E?k."k. Degisimi
Oncesi Sonrasi Degisimi Sonrasi
Probe Set ID Proses Gen (6 saat 25 °C Oncesi o
(C /6 saat 25 (6 saat 37 °C
o /1saat37 |(C/6 saat37
C) oc) oc) /1 saat 25
OC)
1774070 at | ansferaz | 5, - - 13.30 1 16.76 1
aktivitesi
1778317 at | Oksidorediktaz| ,p, ; ; 475 6.78 |
aktivitesi
1779344 _at | Oksidorediktaz | ) ps| 504 4.24 | - -
aktivitesi
1777344 at | Molekuler | g ) ; ; ; 2071
fonksiyon
Metabolik
1774937 _at proses PDC5 - - 3.31} 2.80 |
1769952_at | Katalitik aktivite | SFA1 - 3.991 - -

Cizelge 4.1’e gore 1s1 sok uygulamasi oncesi ve sonrasinda gen ekspresyon
seviyesinde anlamli bir farklihk gosteren, aromatik bilesik sentezi ile ilgili tek gen
ADH5&ir.

Cizelge 4.1’e gore 1s1 degisim uygulamasi Oncesi ve sonrasinda ise kontrol
grubuna gore karsilastirildiginda gen ekspresyon seviyesindeki en buyuk artig
ADH?2 geninde olmustur.

ADH2 ve ADHS genleri Ehrlich yolaginin indirgenme asamasinda etanol
dehidrojenaz enzimini kodlayan genlerdir. Bu genler genellikle fusel alkol
uretiminden ziyade etanol Uretimi hakkinda fikir verir (Bolum 2.3). Calismada
kullaniimak Uzere 1sI stresi uygulamasinda gen ekspresyon seviyelerinde onemli
bir farklhlik gosteren ve Ehrlich yolaginda bulunan ADH2 ve ADHS genleri

secilmistir.
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Ehrlich yolaginin transaminasyon asamasinda aromatik aminotransferaz | ve II'yi
kodlayan ARO8 ve ARO9 genleri calismada kullaniimak Gzere segilen diger iki
gendir. farkh

Boylece bu calismada Ehrlich yolaginin iki asamas! da

(transaminasyon ve indirgenme) izlenebilmigtir.

4.2. Suslarin Canlandiriimasi ve Tanimlamanin Dogrulamasi

Hacettepe Universitesi FoodOmics Arastirma Laboratuvari Kiiltir Bankasi’'nda
bulunan izole edildikleri bolgeler, gelisim ozellikleri, ITS, RPB2, Malditof analiz
sonuglari dikkate alinarak 6n eleme ile secilen, kriyojenik olarak saklanan 16
Saccharomyces cerevisiae (28°C’de 24 saat) ve 6 Metschnikowia pulcherrima
susu (28°C’de 48 saat) canlandiriimigtir. Cizelge 4.2’de YPD Broth besiyerinde,
28°C’de 24 saat gelistirilen Saccharomyces cerevisiae suglarinin numarasi,
makroskobik ve

izolasyon kodu, izole edildigi bolge, gelisme Ozellikleri,

mikroskobik morfolojisi verilmistir.

Cizelge 4.2. Saccharomyces cerevisiae suglarinin gelisme Ozellikleri ve
makroskobik, mikroskobik morfolojileri

f N . Makroskobik Mikroskobik

No 1zolasyon Kodu Kaynagi Geligme Morfoloji Morfoloji

. Krem, Mat, _

3 HUF16MOT10003 Pak yas maya Cok iyi Piiriizsiiz Oval, Tipik

22 HUF16M1C0004 | Sarapeilik (Chr. Cok iyi Krem, Mat, Oval, Tipik
Hansen) Piriizsiz

25 HUF16M2K10004 Hacettepe Cok iyi Krem, Mat, Oval, Tipik
Universitesi Plrizsiz

41 HUF16M3B11021 | Kirikkale Uzim Cok iyi Krem, Mat, Oval, Tipik
Plrizsiz

44 HUF16M3C11032 Kirsehir Uziim Cok iyi Krem, Mat, Oval, Tipik
Plrizsiz

45 HUF16M3C11033 |  Kirsehir Uziim Cok iyi Krem, Mat, Oval, Tipik
Plrizsiz

57 HUF16M3G11088 | Eskisehir Uzim Cok iyi Krem, Mat, Oval, Tipik
Plrizsiz

S - Krem, Mat, -

59 HUF16M3H11101 Cankirt Uzim Cok iyi Piiriizsiiz Oval, Tipik

66 HUF17M3C31063 | Kirsehir2 Uziim iyi Krem, Mat, Oval, Tipik
Plrizsiz

72 HUF17M3D31088 | Nevsehir2 Uziim iyi Krem, Mat, Oval, Tipik
Plrizsiz

81 HUF17M3E21113 | Aksaray2 Uziim iyi Krem, Mat, Oval, Tipik
Plrizsiz

82 HUF17M3E21114 | Aksaray2 Uziim iyi Krem, Mat, Oval, Tipik
Plrizsiz

85 HUF17M3F21122 | Ankara1 Uziim Cok iyi Krem, Mat, Oval, Tipik
Plrizsiz

116 HUF17M3H21208 | Karaman2 Uzim Cok iyi KPF?“.“.’ Mat, Oval, Tipik
uruzsuz

117 HUF17M3H21209 | Karaman2 Uzim Cok iyi KPF?“.“.’ Mat, Oval, Tipik
uruzsuz

133 HUF18M2Y10013 . Ankara iyi Krem, Mat, Oval, Tipik
Universitesi Plrizsiz
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Canlandirma sonucunda Saccharomyces cerevisiae suglarindan 66, 72, 82, 82

ve 133 numaral suslarin geligimi diger suglardan zayif oldugu gozlemlendi.

Saccharomyces cerevisiae suslarinin hepsi benzer makroskobik ve mikroskobik
morfoloji gostermistir. 28°C’de 3 gun inkubasyon edilen Saccharomyces

cerevisiae suslarinin makroskobik goruntusu Sekil 4.1°de verilmigtir.

Sekil 4.1. Saccharomyces cerevisiae suslarinin makroskobik goruntusu (28°C’de

3 gun inkubasyon)

Cizelge 4.3'te YPD Broth besiyerinde, 28°C’de 48 saat gelistirilen Metschnikowia
pulcherrima susglarinin numarasi, izolasyon kodu, izole edildigi bolge, gelisme
Ozellikleri, makroskobik ve mikroskobik morfolojisi verilmigtir.

Saccharomyces cerevisiae ve Metschnikowia pulcherrima suslarinin mikroskobik
goruntalerinin karsilastirimasi Sekil 4.2’de verilmistir.

28°C’de 3 gun inkubasyon edilen Metschnikowia pulcherrima suglarinin
makroskobik goruntisu Sekil 4.3'te verilmistir.
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Cizelge 4.3. Metschnikowia pulcherrima suglarinin gelisme Ozellikleri ve

makroskobik, mikroskobik morfolojileri

i N . Makroskobik Mikroskobik
No Izolasyon Kodu Kaynag Gelisme Morfoloji Morfoloji
) Krem, Parlak,
33 HUF16M3A11002 Kayseri Uzim Cok iyi Pirizsiiz, Kirmizi Oval, Tipik

Pigment Uretimi
Krem, Parlak,
40 HUF16M3B11020 Kirikkale Uzim Cok iyi Piruzsiiz, Kirmizi Oval, Tipik
Pigment Uretimi
Krem, Parlak,
46 HUF16M3C11034 Kirsehir Uziim Cok iyi Piruzsiiz, Kirmizi Oval, Tipik
Pigment Uretimi
Krem, Parlak,

58 HUF16M3G11089 Eskisehir Uziim Cok iyi Pirizsiiz, Kirmizi Oval, Tipik
Pigment Uretimi
Krem, Mat,
65 HUF17M3C21050 Kirsehir1 Uziim Cok iyi Pirizlt, Kirmizi Oval, Tipik

Pigment Uretimi
Krem, Parlak,
106 HUF17M3H21175 Cankiri1 Uziim Cok iyi Piruzsiiz, Kirmizi Oval, Tipik
Pigment Uretimi

Canlandirma sonucunda Metschnikowia pulcherrima suslarinin  gelisme
Ozelliklerinin ve mikroskobik morfolojilerinin benzer oldugu tespit edilmistir.
Makroskobik morfolojilerine bakildiginda 65 numaral Metschnikowia pulcherrima
susunun, diger suslardan farkli olarak mat ve puruzli oldugu gézlemlenmigtir. 65
numarali Metschnikowia pulcherrima susunun koloniye kirmizi-kahverengi renk
veren pigment uretimi de diger suglara gore daha azdir. Koloniye kirmizi-
kahverengi renk veren pigment ureten Metschnikowia pulcherrima susu ile
pigment uUretimi olmayan Saccharomyces cerevisiae suslarinin koloni

goruntalerinin karsilastiriimasi Sekil 4.4’te verilmistir.
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Saccharomyces cerevisiae T8 Metschnikowia pulcherrima

Sekil 4.2. Saccharomyces cerevisiae ve Metschnikowia pulcherrima’nin

mikroskobik goruntusu

Sekil 4.3. Metschnikowia pulcherrima suglarinin makroskobik géruntisu (28°C’de

3 gun inkdbasyon)
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Metschnikowia pulcherrima Saccharomyces cerevisiae

Sekil 4.4. Sekil A: Metschnikowia pulcherrima ve Saccharomyces cerevisiae
koloni renk karsilastirmasi. Sekil B: Metschnikowia pulcherrima suglarinda
kirmizi-kahverengi renkli pigment olugsumu (28°C’de 3 gun inklibasyon)

4.3. Fermantasyon Asamasi igin Sus Segimi

Fermantasyon asamasinda kullanilacak suslarin se¢imi igin 6n eleme yapiimis
suglar canlandiriimistir. RNA izolasyonu ve cDNA sentezi gercgeklestirilen
Saccharomyces cerevisiae ve Metschnikowia pulcherrima suslarinin RT-qgPCR
ile gen ifade analizi gergeklestiriimistir. Suslarin RT-gPCR ile gen ifade analizi
sonuglart ve teknolojik 0Ozellikleri incelendikten sonra sus segimi

gercgeklestiriimistir. Sus se¢imi sirasinda izlenen yol Sekil 4.5’te gdsterilmistir.
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S 28°C 24-48 saat
RNA
[ZOLASYONU
cDNA SENTEZI

[ Saccharomyces cerevisiae sus segimi ] [ Metschnikowia pulcherrima sus segimi ]

[ ADH2 ADH5 ARO8 ARO9 ]4—[ RT-gPCR ile GEN IFADE ANALIZI )—>[ ADH2 ADH5 ]

4

[ Segilen Saccharomyces cerevisiae suslari ] [ Metschnikowia pulcherrima suslari ]

|
|

[ TEKNOLOJIK OZELLIKLERIN BELIRLENMESI ]

Sekil 4.5. Saccharomyces cerevisiae ve Metschnikowia pulcherrima sus segimi

4.3.1. Saccharomyces cerevisiae Sus Se¢imi

Fermantasyon asamasinda kullaniimak Uzere secilecek Saccharomyces
cerevisiae suslarinin sirasiyla RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve RT-gPCR ile
AROS8, ARO9, ADHZ2 ve ADH5 gen ifade analizi yapiimistir.

4.3.1.1. Saccharomyces cerevisiae Susglarinin RNA izolasyonu

Saccharomyces cerevisiae suslarinin RNA izolasyonu Sekil 3.5'teki protokol
izlenerek gerceklestirilmistir. Elde edilen RNA konsantrasyonlarinin nukleik asit
miktari (ng/pl) ve 260 ila 280 nm'deki OD orani (A2so280) Nanodrop 2000c
spektrofotometre ile Olgulmustir. RNA izolasyonu iki teknik tekrar ile
gerceklestirilmigtir.

Cizelge 4.4’te Saccharomyces cerevisiae suglarinin numaralari, baglangi¢ hucre
konsantrasyonlari, RNA izolasyonu oncesi elde edilen yas hicre pellet agirhgi,
RNA izolasyonu sonucunda elde edilen nukleik asit konsantrasyonlari ve saflik

degerleri (Azs0/280) verilmistir.
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Cizelge 4.4. Saccharomyces cerevisiae suglarinin RNA izolasyon sonuglari

Ba;_féi’:g'g Yag h”(‘:;e )ag""g' Niikleik Asit (ng/ul) | Absorbans (260/280)
Sus No 9
kons. 1. 2. 1. 2. 1. Paralel | 2. Paralel
(kob/mL) | Paralel | Paralel | Paralel | Paralel ’ ’

3 3x10™ 51.00 46.00 | 2084.60 | 2540.40 2.02 1.99
22 3x10™ 38.00 38.00 569.70 | 672.40 1.90 1.88
25 3x10° 33.00 27.00 250.70 39.50 1.88 1.67
41 3x108 60.00 70.00 616.90 214.10 1.94 1.90
44 3x108 52.00 60.00 460.00 377.10 1.92 1.93
45 3x107 51.00 43.00 497.10 385.50 1.91 1.87
57 3x10° 62.00 32.00 386.40 | 360.80 1.87 1.87
59 3x10" 29.00 32.00 635.70 | 602.40 1.90 1.88
66 3x10° 23.00 25.00 | 1038.00 | 508.30 1.88 1.81
72 3x10™ 45.00 64.00 507.30 26.40 1.95 1.61
81 3x108 43.00 52.00 767.50 | 555.30 1.91 1.82
82 3x10™ 46.00 55.00 | 1085.30 | 43.30 1.91 1.69
85 3x10° 38.00 24.00 485.70 | 458.20 1.87 1.86
116 3x10° 31.00 48.00 1868.90 | 521.30 1.97 1.81
117 3x10° 58.00 59.00 1615.70 | 618.90 1.97 1.79
133 3x10" 31.00 29.00 533.40 | 529.30 1.83 1.82

Ortalama niikleik asit = 683.00 ng/ul
Standart sapma = +578.50 ng/ul
Varyasyon kat sayisi = 84.70

Uzim suyunda 28°C’de 18 saat canlandirilan maya hiicrelerinin yas hiicre
agirhgr ve baslangig¢ hicre konsantrasyonu RNA izolasyonuna baglamadan 6nce
Olctimustir. RNA orneklerinin yas hucre agirhigi ortalamasi 43.59°dur. Yas hucre

agirhgr baslangi¢ hicre konsantrasyonu ve sus ¢esidine gore degismektedir.

28°C’de 18 saat canlandirilan maya hucrelerinin baglangi¢ hiicre konsantrasyonu
on cgalisma olarak elde edilen Saccharomyces cerevisiae referans susunun
Absorbans-log(hlicre konsantrasyonu (kob/mL)) dogru denklemi (y = 0.0949x-
0.0068 R? = 0.99) kullanilarak hesaplanmistir. Calismada kullanilan RNA
orneklerinin baslangig hiicre konsantrasyonu ortalamasi 10° kob/mL’dir.

iki teknik tekrar ile gergeklestirien RNA izolasyonu sonucunda, elde edilen
orneklerin nudkleik asit konsantrasyonunun ortalamasi 683.00 ng/pl'dir.
Caligmada elde edilen en yuksek nukleik asit konsantrasyonu 2540.40 ng/ul iken
en dusuk nukleik asit konsantrasyonu 26.40 ng/ul’'dir. Standart sapma ise
+578.50ng/ul’dir. Saccharomyces cerevisiae suslarinin  RNA izolasyonu

sonucunda elde edilen nikleik asit konsantrasyonlari ileriki galigmalar icin (cDNA
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sentezi ve RT-gPCR ile gen ifade analizi) yeterlidir. Saccharomyces cerevisiae

suslarinin RNA izolasyonunun varyasyon katsayisi 84.70tir.

Saccharomyces cerevisiae suglarindan izole edilen RNA 6rneklerinin 260/280
absorbans orani, saflik degerleri 1.8-2.0 deg@erlerinin arasinda olmasi ¢alismada
elde edilen RNA’'nin saf oldugu anlamina gelmektedir. RNA izolasyonu
sonucunda ayni sus icin elde edilen 2 teknik tekrardan saflik degeri 1.8-2.0
araliginda ya da bu degerlere daha yakin olan 6rnek ileri ¢alismalar igin
secilmistir. Secilen orneklerin RNA izolasyon sonuglari Cizelge 4.4’te 1. Paralel
olarak verilmistir [126, 127].

4.3.1.2. Saccharomyces cerevisiae Susglarinin Ters transkripsiyonu (cDNA
Sentezi)

Saccharomyces cerevisiae suglarindan izole edilen, segilen RNA 6rneklerinden,
RT-gPCR deneylerinde kullaniimak Gzere, cDNA sentezi EURx smART First
Strand cDNA sentez (katalog numarasi: E0804-02) kiti ile, ilgili protokol izlenerek
(Cizelge 3.5 ve Cizelge 3.6) iki teknik tekrar olarak gergeklestirilmistir.

Cizelge 4.5'te Cizelge 4.4’te 1. Paralel olarak belirtilen Saccharomyces
cerevisiae RNA’lari kullanilarak elde edilen cDNA orneklerinin nukleik asit
konsantrasyonlar ve saflik degerleri (260/280) verilmigtir.
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Cizelge 4.5. Saccharomyces cerevisiae suglarinin ters transkripsiyon sonuglari

Sus No Niikleik Asit (ng/pl) Absorbans (260/280)
1. Paralel 2. Paralel 1. Paralel 2. Paralel
3 1155.90 1046.10 1.80 1.68
22 955.30 855.90 1.65 1.59
25 1772.00 1519.90 1.72 1.70
41 1594.60 1828.00 1.73 1.73
44 1585.40 1670.60 1.72 1.72
45 1654.20 1699.40 1.72 1.72
57 1406.00 1291.00 1.69 1.64
59 977.40 867.20 1.63 1.62
66 1458.00 1553.30 1.70 1.69
72 1453.50 1419.80 1.70 1.66
81 1786.60 1543.50 1.71 1.68
82 1826.60 1407.30 1.74 1.68
85 1418.50 1571.80 1.69 1.68
116 1933.30 1542.50 1.77 1.71
117 2002.20 1372.50 1.75 1.70
133 870.90 892.90 1.62 1.58
Ortalama niikleik asit = 1435.38 ng/pl
Standart sapma = +329.51 ng/ul
Varyasyon kat sayisi = 22.96

Cizelge 4.5’te sus numarasi verilen Saccharomyces cerevisiae suglarinin cDNA
sentezi sonucunda elde edilen nukleik asit konsantrasyonlarinin ortalamasi
1435.38 ng/ul'dir.

Caligmada kullanilan en yuksek cDNA konsantrasyonu 2002.20 ng/ul iken en
duisuk cDNA konsantrasyonu 855.90 ng/ul’'dir. Standart sapma ise £329.51
ng/ul’'dir. Saccharomyces cerevisiae suslarinin cDNA sentezinin varyasyon
katsayisi 22.96'dir.

cDNA sentezi sonucunda ayni sus icin elde edilen iki teknik tekrardan saflik
degeri 1.8-2.0 araliginda ya da bu degerlere daha yakin olan ornek ileri
calismalar icin secilmigtir. Secgilen cDNA ornekleri Cizelge 4.5'te 1. Paralel olarak

verilmigtir.

Cizelge 4.4’te verilen RNA orneklerinin saflik degerleri Cizelge 4.5’teki cDNA
orneklerinin saflik degerleri ile karsilastirildiginda genel olarak cDNA sentezi
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sonrasinda orneklerin saflik degerlerinde dugus oldugu gorulmektedir. Saflik
degerleri 1.8 degerinden duguk olan orneklerde protein, fenol veya diger kirletici
kontaminasyon varligi dugunulebilir. DNAse uygulamasi ile cDNA orneklerinin
saflik degerleri arttirilabilir. Ancak Saccharomyces cerevisiae suslarinin ters
transkripsiyonu sonucunda elde edilen cDNA miktarlari ve saflik degerleri RT-
gPCR ile gen ifade analizi igin yeterlidir. Cizelge 4.5'te belirtilen cDNA 6rnekleri
(1. Paralel) ile gerceklestirilien RT-gPCR c¢alismasinda inhibisyon olugsmamigtir
[126, 127].

4.3.1.3. Saccharomyces cerevisiae Suslarinin RT-qPCR ile Gen ifade Analizi

RT-gPCR amplifikasyon edrilerinden kantifikasyon verilerini elde etmek igin,
cDNA miktarlarinin logaritmasina karsi Ct (Cq) degerlerinin lineer bir regresyon
olarak cizilmesi gerekir. Boyle bir gosterime tipik olarak standart egri denir.

Calismadaki genler (ARO8, ARQO9, ADH2, ADHS) icin standart egri
olusturulurken 22 numarali referans susun cDNA’si kullaniimigtir. RT-gPCR

analizi sonucunda her gene spesifik standart egri olusturulmustur.

AROS8

Cizelge 4.6'da 22 numarali referans susunun RT-gPCR ile ARO8 gen ifadesi
sonuglarinin, ayni orneklerin cDNA konsantrasyonlarinin (100.70 ng/ul, 50.35
ng/ul, 33.56 ng/ul, 25.18 ng/pl, 20.14 ng/ul, 10.07 ng/ul, 5.04 ng/pl) logaritmasina
karsilik olugturulan standart egri bulunmaktadir.
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Cizelge 4.6. AROS8 geninin standart egrisi

35
34
33
32
31
30
29
28

y =-3,2649x + 34,758
R? = 0,994

Ct

0,5 0,7 0,9 1.1 1,3 1,5 1,7 1,9 2,1
Log(nukleik asit konsantrasyonu)

Standart egrinin egimi, deney verimliliginin bir dlgusudur. Egimler -3.1 ile -3.6
(%90 ve %110 verimli) arasi kabul edilebilirdir. -3.32'lik bir egim ise %100

verimliligin gostergesidir [126].

Cizelge 4.6'da elde edilen dogru denklemi (y =-3.2649x + 34.758
R2=0.99) kullanilarak PCR verimliligi hesaplanmistir ((10¢1-3-2649)) _1) x 100). RT-
gPCR ile AROS8 gen ifadesinde PCR verimliligi %102.44 bulunmustur [128].

Cizelge 4.7"de RT-gPCR ile AROS8 gen ifadesinde Saccharomyces cerevisiae
suslarinin ayni cDNA konsantrasyonundaki (25 ng/ul) Ct sonuglar ile Cizelge
4.6'da verilen standart egri denklemine gore beklenen Ct degerleri
karsilastinimistir. Saccharomyces cerevisiae susglarinin Ct sonuglari referans
susa gore normallestirilmistir ve her sus 3 paralel olarak analiz edilmistir.
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Cizelge 4.7. Saccharomyces cerevisiae suglarinin ARO8 geni igin olgllen ve

beklenen Ct degerlerinin karsilastiriimasi
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Cizelge 4.7’ye gore 22 numaral referans susa en yakin Ct de@erine sahip

Saccharomyces cerevisiae suslari 25, 57 ve 59’dur.

Cizelge 4.8'de RT-qPCR ile AROS8 gen ifade analizi sonucunda Cizelge 4.6'da
verilen standart egri denklemi kullanilarak hesaplanan Saccharomyces

cerevisiae suglarinin gen ifade dizeyinin logaritmasi verilmistir.

Cizelge 4.8. Saccharomyces cerevisiae suslarinin logaritmik ARO8 gen ifade
duzeyi
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Sutunlarin Uzerindeki kuguk harfler (a-h) Saccharomyces cerevisiae suslarinin
gen ifade dizeyleri arasindaki istatistiksel farki gostermektedir (p<0.05). Ug
paralelli olarak yapilan olgumler tek yonlu varyans analizi ile arastirilmigtir.
istatistiksel anlamli farklihgi analiz etmek igin Duncan testi uygulanmustir.

Gen ifade diizeyi hesaplanirken 10(t0Ym denklemi kullaniimigtir. ARO8 geni igin
m = -3.2649, b = 34.758'dir [126].

Cizelge 4.8’e gore AROS igin en yuksek logaritmik gen ifadesi 22 (1.22) (a)
numarall referans susa aittir. Referans susa en yakin ve aromatik
aminotransferaz | enzimini kodalayan gen (AROS8) ifadesi yuksek olan diger 3
Saccharomyces cerevisiae suglari 25 (0.85) (b), 57 (1.14) (a) ve 59 (0.64) (c)'dur.
72, 116 ve 133 numarali Saccharomyces cerevisiae suslarinin ARO8 gen ifade

duzeyi ise referans susun gen ifade duzeyinden daha azdir.

ARO9

Cizelge 4.9'da 22 numarali referans susunun RT-gPCR ile ARO9 gen ifadesi
sonuglarinin, ayni orneklerin cDNA konsantrasyonlarinin (117.48 ng/ul, 58.74
ng/ul, 39.16 ng/ul, 29.37 ng/pl, 23.50 ng/ul, 11.75 ng/ul, 5.87 ng/pl) logaritmasina
karsilik olugturulan standart egri bulunmaktadir.

Cizelge 4.9. ARO9 geninin standart egrisi

35
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28
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y =-3,4708x + 35,945
R?=0,9759
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Standart egrinin egimi, deney verimliliginin bir dlgusudur. Egimler -3.1 ile -3.6
(%90 ve %110 verimli) arasi kabul edilebilirdir. -3.32'lik bir egim ise %100
verimliligin gostergesidir [126].

Cizelge 4.9da elde edilen dogru denklemi (y =-3.4708x + 35.945
R?=0.97) kullanilarak PCR verimliligi hesaplanmistir ((10¢1-34708)) -1) x 100). RT-
gPCR ile ARO9 gen ifadesinde PCR verimliligi %94.14 bulunmustur [128].

Cizelge 4.10’da RT-gPCR ile ARO9 gen ifadesinde Saccharomyces cerevisiae
suslarinin ayni cDNA konsantrasyonundaki (25 ng/pl) Ct sonugclari ile Cizelge
4.9'da verilen standart egri denklemine gore beklenen Ct degerleri
karsilastinimistir. Saccharomyces cerevisiae susglarinin Ct sonuglari referans
susa gore normallestirilmistir ve her sus 3 paralel olarak analiz edilmistir.

Cizelge 4.10. Saccharomyces cerevisiae suglarinin ARO9 geni igin Olgllen ve
beklenen Ct degerlerinin karsilastiriimasi
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Cizelge 4.10’a gore 22 numarall referans susa en yakin Ct degerine sahip
Saccharomyces cerevisiae suglari 25, 57 ve 59°dur.
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Cizelge 4.11’de RT-gPCR ile ARO9 gen ifade analizi sonucunda Cizelge 4.9'da
verilen standart egri denklemi kullanilarak hesaplanan Saccharomyces

cerevisiae suglarinin gen ifade duzeyinin logaritmasi verilmigtir.

Cizelge 4.11. Saccharomyces cerevisiae suslarinin logaritmik ARO9 gen ifade

duzeyi
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Sutunlarin Uzerindeki kuguk harfler (a-f) Saccharomyces cerevisiae suslarinin
gen ifade dizeyleri arasindaki istatistiksel farki gostermektedir (p<0.05). Ug
paralelli olarak yapilan olgumler tek yonllu varyans analizi ile arastirilmigtir.
istatistiksel anlamli farkligi analiz etmek igin Duncan testi uygulanmigtir.

Gen ifade diizeyi hesaplanirken 10(t0Y™ denklemi kullaniimistir. ARO9 geni igin
m =-3.4708, b = 35.945'dir [126].

Cizelge 4.11’e gore AROS9 icin en yuUksek logaritmik gen ifadesi, 22 (1.78) (a)
numarall referans susa aittir. Referans susa en yakin ve aromatik
aminotransferaz |l enzimini kodalayan gen (ARO9) ifadesi yuksek olan diger 3
Saccharomyces cerevisiae suglari 25 (1.66) (a), 57 (1.67) (a) ve 59 (1.43) (b)’'dur.
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ADH2

Cizelge 4.12°de 22 numaral referans sugsunun RT-gPCR ile ADHZ2 gen ifadesi
sonuglarinin, ayni 6rneklerin cDNA konsantrasyonlarinin (60 ng/ul, 50 ng/ul, 40
ng/pl, 30 ng/pl, 20 ng/pl) logaritmasina karsilik olusturulan standart egri

bulunmaktadir.

Cizelge 4.12. ADHZ2 geninin standart egrisi

35
34 y =-3,2114x + 37,634

Rz =0,9725
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Log(nukleik asit konsantrasyonu)

Standart egrinin egimi, deney verimliliginin bir dlgusudur. Egimler -3.1 ile -3.6
(%90 ve %110 verimli) arasi kabul edilebilirdir. -3.32'lik bir egim ise %100
verimliligin gostergesidir [126].

Cizelge 4.12'da elde edilen dogru denklemi (y =-3.2114x + 37.634
R? =0.97) kullanilarak PCR verimliligi hesaplanmistir ((10¢1-32114) -1) x 100). RT-
gPCR ile ADHZ2 gen ifadesinde PCR verimliligi %104.83 bulunmustur [128].

Cizelge 4.13'te RT-gPCR ile ADH2 gen ifadesinde Saccharomyces cerevisiae
suslarinin ayni cDNA konsantrasyonundaki (35 ng/ul) Ct sonuglar ile Cizelge
4.12'de verilen standart egri denklemine gore beklenen Ct degerleri
karsilastinimistir. Saccharomyces cerevisiae susglarinin Ct sonuglari referans

susa gore normallestirilmistir ve her sus 3 paralel olarak analiz edilmistir.
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Cizelge 4.13. Saccharomyces cerevisiae suslarinin ADH2 geni igin dlgulen ve

beklenen Ct degerlerinin karsilastiriimasi
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Cizelge 4.7’ye gore 22 numaral referans susa en yakin Ct de@erine sahip

Saccharomyces cerevisiae suslari 25, 45 ve 72’dir.

Cizelge 4.14’te RT-qPCR ile ADH?2 gen ifade analizi sonucunda Cizelge 4.12’de
verilen standart egri denklemi kullanilarak hesaplanan Saccharomyces

cerevisiae suglarinin gen ifade dizeyinin logaritmasi verilmistir.

Cizelge 4.14. Saccharomyces cerevisiae suslarinin logaritmik ADH2 gen ifade

duzeyi
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Sutunlarin Uzerindeki kuguk harfler (a-f) Saccharomyces cerevisiae suslarinin
gen ifade dizeyleri arasindaki istatistiksel farki gostermektedir (p<0.05). Ug
paralelli olarak yapilan olgumler tek yonllu varyans analizi ile arastirilmigtir.
istatistiksel anlamli farkligi analiz etmek igin Duncan testi uygulanmustir.

Gen ifade diizeyi hesaplanirken 10(/™ denklemi kullanilmistir. ADH2 geni igin
m =-3.2114, b = 37.634’dUr [126].

Cizelge 4.14’e gore ADH?Z igin en yuksek logaritmik gen ifadesi gosteren Varol
vd. (2018) i1s1 stres uygulamasi ¢aligmalarinda segtikleri 3 (2.87) (a) numarali
ekmek uretimi i¢in kullanilan ticari Saccharomyces cerevisiae mayasidir. Sarap
uretiminde kullanilan 22 (b) numaral referans Saccharomyces cerevisiae
susunun logaritmik gen ifade duzeyi ise 2.10 olarak Olgulmugtur. 25 (2.34) (b)
numarali susun ADHZ2 gen ifade duzeyi referans sustan fazladir. Diger
Saccharomyces cerevisiae suslarinin ADHZ2 gen ifade duzeyi referans sustan az
olmustur [109].

istatistiksel calismalar sonucunda 3 (a) numaral sus diger suslardan anlamli
olarak farkli bulunurken, 22 (b) numaral sus ile 25 (b) numarali suslar benzerdir.
44 (c), 45 (c), 66 (c), 72 (c) suglari ise kendi aralarinda anlamli benzerlige sahiptir.

ADHS5

Cizelge 4.15'te 22 numaral referans susunun RTg-PCR ile ADH5 gen ifadesi
sonuglarinin, ayni orneklerin cDNA konsantrasyonlarinin (56 ng/ul, 50 ng/ul, 40
ng/pl, 30 ng/ul, 20 ng/ul, 10 ng/ul) logaritmasina kargilik olugturulan standart egri

bulunmaktadir.
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Cizelge 4.15. ADHS5 geninin standart egrisi

35
34
33
32
31
30
29

28
0,9 1 1,1 1,2 1,3 1,4 1,5 1,6 1,7 1,8

Log(nukleik asit konsantrasyonu)

y =-3,2309x + 35,197
R? =0,9909

Ct

Standart egrinin egimi, deney verimliliginin bir dlgusudur. Egimler -3.1 ile -3.6
(%90 ve %110 verimli) arasi kabul edilebilirdir. -3.32'lik bir egim ise %100

verimliligin gostergesidir [126].

Cizelge 4.12'da elde edilen dogru denklemi (y = -3.2309x + 35.197
R2=0.99) kullanilarak PCR verimliligi hesaplanmistir ((10¢1-3.2309) 1) x 100). RT-
gPCR ile ADHS5 gen ifadesinde PCR verimliligi %103.94 bulunmustur [128].

Cizelge 4.16’da RT-qPCR ile ADH5 gen ifadesinde Saccharomyces cerevisiae
suslarinin ayni cDNA konsantrasyonundaki (35 ng/ul) Ct sonuglar ile Cizelge
4.15'te verilen standart egri denklemine gore beklenen Ct degerleri
karsilastinimistir. Saccharomyces cerevisiae susglarinin Ct sonuglari referans
susa gore normallestirilmistir ve her sus 3 paralel olarak analiz edilmistir.
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Cizelge 4.16. Saccharomyces cerevisiae suslarinin ADH5 geni igin dlgllen ve
beklenen Ct degerlerinin karsilastiriimasi
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Cizelge 4.16’ye gore 22 numarah referans susa en yakin Ct degerine sahip

Saccharomyces cerevisiae suslari 57, 59 ve 81°dur.

Cizelge 4.17de RT-qPCR ile ADH5 gen ifade analizi sonucunda Cizelge 4.15'te
verilen standart egri denklemi kullanilarak hesaplanan Saccharomyces

cerevisiae suglarinin gen ifade dizeyinin logaritmasi verilmistir.

Cizelge 4.17. Saccharomyces cerevisiae suslarinin logaritmik ADH5 gen ifade

25 41 116 117 133
Saccharomyces cerevisiae SU§Iar|

duzeyi

Log(geni ifade diizeyi)
o = N
(@)] - (@)] N (@)]

o
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Sutunlarin Uzerindeki kuguk harfler (a-h) Saccharomyces cerevisiae suslarinin
gen ifade dizeyleri arasindaki istatistiksel farki gostermektedir (p<0.05). Ug
paralelli olarak yapilan olgumler tek yonllu varyans analizi ile arastirilmigtir.
istatistiksel anlamli farklihgi analiz etmek igin Duncan testi uygulanmustir.

Gen ifade diizeyi hesaplanirken 10(/™ denklemi kullanilmistir. ADH5 geni igin
m = -3.2309, b = 35.197’dir [126].

Cizelge 4.17°ye gore ADHS icin en yuksek logaritmik gen ifade duzeyi, 45 (2.25)
(a) numarali Saccharomyces cerevisiae susuna aittir. 25(ab), 41(a), 44(ab) ve
72(ab) numarali Saccharomyces cerevisiae suslarinin ADH5 gen ifade
duzeylerinin logaritmasi yaklagik 2’'dir. 22(d) numarali referans Saccharomyces
cerevisiae susunun gen ifade duzeyi ise 1.57°dir.

4.3.2. Metschnikowia pulcherrima Sus Seg¢imi

Fermantasyon asamasinda kullanilmak Gzere segilecek Metschnikowia
pulcherrima suslarinin sirasiyla RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve RT-qPCR ile
ADH?2 ve ADHS5 gen ifade analizi yapilmigtir.

4.3.2.1. Metschnikowia pulcherrima Suslarinin RNA izolasyonu

Metschnikowia pulcherrima susglarinin RNA izolasyonu Sekil 3.5’teki protokol
izlenerek gerceklestirilmistir. Elde edilen RNA konsantrasyonlarinin nukleik asit
miktari (ng/pl) ve 260 ila 280 nm'deki OD orani (Azeor2g0) Olgulmustir. RNA
izolasyonu iki teknik tekrar ile gergeklestirilmigtir.

Cizelge 4.18'de Metschnikowia pulcherrima suslarinin numaralari, baglangic
hidcre konsantrasyonlari, RNA izolasyonu Oncesi elde edilen yas hucre pellet
agirhgl, RNA izolasyonu sonucunda elde edilen niukleik asit konsantrasyonlari ve

saflik degerleri (Azs0/280) verilmigtir.
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Cizelge 4.18. Metschnikowia pulcherrima suslarinin RNA izolasyon sonuglari

Bal‘_?.'.a"g"f Yag hucre agithgl |\ ik Asit (ng/ul) | Absorbans (260/280)
Sus ucre (mg)
kons. 1. 2. 1. 2. 1. Paralel | 2. Paralel
(kob/mL) | Paralel | Paralel | Paralel | Paralel ) )
33 3x104 24 33 162.60 162.30 1.76 1.76
40 3x103 28 26 146.30 95.90 1.84 1.67
46 4x10? 27 34 122.30 97.70 1.77 1.62
58 3x10° 28 34 159.90 173.70 1.79 1.77
65 3x108 30 24 75.70 57.70 1.53 1.69
106 3x107 31 45 168.70 159.40 1.74 1.78
Ortalama niikleik asit = 131.85 ng/pl
Standart sapma = +40.38
Varyasyon kat sayisi = 30.63

Uziim suyunda 28°C’de 18 saat canlandirilan maya hiicrelerinin yas hiicre
agirhgr ve baslangig¢ hicre konsantrasyonu RNA izolasyonuna baglamadan 6nce
Olciimustir. Calismada elde edilen RNA o6rneklerinin yas hucre agirligi
ortalamasi 30.33’tur. Yas hucre agirligi baslangi¢c hicre konsantrasyonu, sus
cesidine gore degismektedir.

28°C’de 18 saat canlandirilan Metschnikowia pulcherrima maya hucrelerinin
baslangi¢ hicre konsantrasyonu on galisma olarak elde edilen Absorbans-
log(kob/mL) dogru denklemi (y = 0.0949x- 0.0068
R? = 0.99) kullanilarak hesaplanmistir. Calismada kullanilan RNA &érneklerinin

baslangi¢ hiicre konsantrasyonu ortalamasi 10° kob/mL’dir.

iki teknik tekrar ile gergeklestirien RNA izolasyonu sonucunda, elde edilen
orneklerin nukleik asit konsantrasyonlarinin ortalamasi 131.85 ng/pl'dir.
Caligmada elde edilen en yuksek nukleik asit konsantrasyonu 173.70 ng/pl iken
en dusuk nukleik asit konsantrasyonu 57.70 ng/ul’dir. Standart sapma ise
+40.38'dir. Metschnikowia pulcherrima suglarinin RNA izolasyonu sonucunda
elde edilen nukleik asit konsantrasyonlari ileriki galismalar igin (cDNA sentezi ve
RT-gPCR ile gen ifade analizi) yeterlidir. Metschnikowia pulcherrima suglarinin
RNA izolasyonunun varyasyon katsayisi 30.63’tur.
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Metschnikowia pulcherrima suglarindan izole edilen RNA orneklerinin 260/280
absorbans orani, saflik degerleri 1.8-2.0 degerlerinin arasinda olmasi ¢calismada
elde edilen RNA'nin saf oldugu anlamina gelmektedir. RNA Orneklerinin
absorbans olgimu sonucunda elde edilen saflik degerleri 1.8 degerinden dusuk
oldugundan protein, fenol veya diger Kkirletici kontaminasyonu varligi
disinilebilir. izole edilen RNA’lardan ters transkripsiyon yapildiktan sonra
cDNA’lar kullanilarak gergeklestirlen RT-gPCR denemelerinde inhibisyon
olusmadigi saptanmistir. RNA izolasyonu sonucunda ayni sus igin elde edilen 2
teknik tekrardan saflik degeri 1.8-2.0 araliginda ya da bu degerlere daha yakin
olan ve yuksek nukleik asit konsantrasyonuna sahip ornekler ileri galismalar icin
secilmistir. Secilen drneklerin RNA izolasyon sonuglari Cizelge 4.18’de 1. Paralel
olarak verilmistir [126, 127].

4.3.2.2. Metschnikowia pulcherrima Suslarinin Ters transkripsiyonu (cDNA
Sentezi)

iki teknik tekrar ile gergeklestirilen Metschnikowia pulcherrima RNA izolasyonu
sonucunda elde edilen nukleik asit miktari ve kalitesine gore belirlenen RNA
orneklerinden cDNA sentezi EURx smART First Strand cDNA sentez (katalog
numarasi: E0804-02) kiti ile, ilgili protokol izlenerek (Cizelge 3.5 ve Cizelge 3.6)
iki teknik tekrar olarak gergeklestirilmistir.

Cizelge 4.19'da Cizelge 4.18’te 1. Paralel olarak belirtilen Metschnikowia
pulcherrima suslarinin RNA'lart kullanilarak elde edilen cDNA o6rneklerinin
nukleik asit konsantrasyonlari ve saflik degerleri (260/280) verilmigtir.
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Cizelge 4.19. Metschnikowia pulcherrima suslarinin ters transkripsiyon sonuglari

1. Paralel 2. Paralel 1. Paralel 2. Paralel
Sus Niikleik Asit Niikleik Asit Absorbans Absorbans
(ng/pl) (ng/ul) (260/280) (260/280)
33 490.10 403.80 1.38 1.30
40 504.20 511.80 1.37 1.34
46 492.60 511.00 1.38 1.37
58 515.20 576.30 1.48 1.38
65 502.40 481.60 1.36 1.34
106 466.30 548.60 1.46 1.38
Ortalama niikleik asit = 500.33 ng/pl
Standart sapma = +42.19 ng/ul
Varyasyon kat sayisi = 8.43

Cizelge 4.19°’da Metschnikowia pulcherrima suslarinin cDNA sentezi sonucunda
elde edilen nukleik asit konsantrasyonlarinin ortalamasi 500.33 ng/pl'dir.

Calismada kullanilan elde edilen en yiksek cDNA konsantrasyonu 576.30 ng/pl
iken en dusuk cDNA konsantrasyonu 403.80 ng/ul’'dir. Standart sapma ise £42.19
ng/ul’'dir Metschnikowia pulcherrima suglarinin cDNA sentezinin varyasyon
katsayisi 8.43’tur.

cDNA sentezi sonucunda ayni sus icin elde edilen iki teknik tekrardan saflik
degeri 1.8-2.0 araliginda ya da bu degerlere daha yakin olan ornek ileri
calismalar icin segilmigtir. Segilen cDNA oOrnekleri Cizelge 4.19'da 1. Paralel

olarak verilmistir.

Cizelge 4.18'de verilen RNA orneklerinin saflik degerleri Cizelge 4.19’daki cDNA
orneklerinin saflik degerleri ile karsilastirildiginda genel olarak cDNA sentezi
sonrasinda orneklerin saflik degerlerinde dusus oldugu gorulmektedir. Saflik
degerleri 1.8 degerinden duguk olan drneklerde protein, fenol veya diger kirletici
kontaminasyon varligi dugunulebilir. DNAse uygulamasi ile cDNA orneklerinin
saflik degerleri arttirilabilir. Ancak Metschnikowia pulcherrima suslarinin ters
transkripsiyonu sonucunda elde edilen cDNA miktarlari ve saflik degerleri RT-
gPCR ile gen ifade analizi i¢in yeterlidir. Cizelge 4.19°da belirtilen cDNA ornekleri
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(1. Paralel) ile gerceklestirilien RT-gPCR c¢alismasinda inhibisyon olugsmamigtir
[126, 127].

4.3.2.3. Metschnikowia pulcherrima Suslarinin RT-qPCR ile Gen ifade

Analizi

Metschnikowia pulcherrima suslarinin ters transkripsiyonu sonucunda elde edilen
nukleik asit miktarlari ve saflik degerleri uygun olan cDNA 6rnekleri kullanilarak
RT-gPCR ile ADH2 ve ADH5 gen ifade analizi gergeklestirilmigtir.

Metschnikowia pulcherrima suglarinin RT-gPCR ile ARO8 ve ARO9 gen ifade
analizleri yapilmamistir. Bunun nedeni 6n ¢alisma olarak yapilan RT-gPCR ile
gen ifadesi galismalarinda ARO8 ve ARQOQ9 primerleri Metschnikowia pulcherrima
suslarinin cDNAsi ile eglesmemesi ve negatif sonu¢ vermesidir. Dolayisiyla
ARO8 ve ARO9 gen ifade sonuglarini Saccharomyces cerevisiae ile
iligkilendirebiliriz.

Tez c¢alismasinda Metschnikowia pulcherrima suslarinin  fermantasyon
ortaminda bulunmasinin Saccharomyces cerevisiae maya transkriptomuna etkisi
incelenmektedir. Bu ylzden Saccharomyces cerevisiae sug segimi sirasinda gen
ifade analiz sonuglarina dikkat edilirken Metschnikowia pulcherrima sug segimi
sirasinda ise suglarin teknolojik ozelliklerine dikkat edilmistir.

Metschnikowia pulcherrima suglarinin RT-gPCR ile gen ifade analizi yapilirken
ADH?2 geni igin daha dnce Saccharomyces cerevisiae referans susu kullanilarak
elde edilen standart egrinin denklemi (Cizelge 4.12.), ADHS5 geni igin ise ayni sus
kullanilarak elde edilen standart egrinin denklemi (Cizelge 4.15.) kullaniimistir.

ADH2

Cizelge 4.20'de RT-gPCR ile ADHZ2 gen ifadesinde Metschnikowia pulcherrima
suslarinin ayni cDNA konsantrasyonundaki (35 ng/ul) Ct sonuglari ile Cizelge
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4.12'de verilen standart egri denklemine gore beklenen Ct degerleri
kargilastinimistir. Metschnikowia pulcherrima suglarinin Ct sonuglari referans
susa gore normallestirilmistir ve her sus 3 paralel olarak analiz edilmistir.

Cizelge 4.20. Metschnikowia pulcherrima suslarinin ADHZ2 geni igin Olgulen ve
beklenen Ct degerlerinin karsilastiriimasi
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Cizelge 4.20’ye gore Metschnikowia pulcherrima suglarinin Ct degerleri birbirine
yakindir ve hepsi Cizelge 4.12'de verilen denkleme gore hesaplanan beklenen
Ct degerinden daha yuksektir.

Cizelge 4.21’de RT-gPCR ile ADHZ2 gen ifade analizi sonucunda Cizelge 4.12°de
verilen standart egri denklemi kullanilarak hesaplanan Metschnikowia

pulcherrima suslarinin gen ifade duzeyinin logaritmasi verilmistir.
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Cizelge 4.21. Metschnikowia pulcherrima suslarinin logaritmik ADHZ2 gen ifade
diuzeyi
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Sutunlarin Uzerindeki kuguk harfler (a) Saccharomyces cerevisiae suslarinin gen
ifade dlzeyleri arasindaki istatistiksel farki géstermektedir (p<0.05). Ug paralelli
olarak yapilan dlglimler tek yénli varyans analizi ile arastiriimistir. istatistiksel
anlamli farklih@r analiz etmek igin Duncan testi uygulanmigtir.

Gen ifade diizeyi hesaplanirken 10/™ denklemi kullanilmistir. ADH2 geni igin
m =-3.2114, b = 37.634’dUr [126].

Cizelge 4.21’e gore Metschnikowia pulcherrima mayasi i¢in yapilan RT-qPCRile
ADH?2 gen ifade duzeyi analizi sonucunda butin suslarin logaritmik gen ifade
duzeylerinin 1'den kiguk oldugu tespit edilmigtir. En ylksek logaritmik gen ifade
duzeyine sahip sus 65 (0.47) (a) numarali Metschnikowia pulcherrima mayasidir.
58 (0.45) (a) numarali Metschnikowia pulcherrima sugunun gen ifade duzeyi ise
65 numaraya yakindir. En duguk gen ifade duzeyine sahip sug ise 106 (0.30) (a)
numaral sustur. Istatistiksel olarak incelendiginde Metschnikowia pulcherrima
suslarin ADHZ2 gen ifade duzeyleri arasinda anlamli bir farklilik yoktur.
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Genel olarak Saccharomyces cerevisiae suslarinin ADHZ2 gen ifade duzeyleri ile
kargilagtinldiginda Metschnikowia pulcherrima suslarinin ADH2 gen ifade
duzeyleri oldukga dusuktur.

ADHS5

Cizelge 4.22'de RT-gPCR ile ADHS gen ifadesinde Metschnikowia pulcherrima
suslarinin ayni cDNA konsantrasyonundaki (35 ng/ul) Ct sonuglar ile Cizelge
4.15'te verilen standart egri denklemine gore beklenen Ct degerleri
karsilastinimistir. Metschnikowia pulcherrima suglarinin Ct sonuglari referans

susa gore normallestirilmistir. Her sus 3 paralel olarak analiz edilmistir.

Cizelge 4.22. Metschnikowia pulcherrima suslarinin ADHS5 geni igin Olgulen ve
beklenen Ct degerlerinin karsilastiriimasi
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Cizelge 4.22’ye gore 106 numarali Metschnikowia pulcherrima susu diginda diger
suslarin Ct deg@erleri birbirlerine yakindir ve Cizelge 4.15'te verilen denkleme gore
hesaplanan beklenen Ct degerinden daha yuksektir. 106 numarali

Metschnikowia pulcherrima susunun Ct de@eri beklenen Ct deg@erine yakindir.

Cizelge 4.23'te RT-gPCR ile ADH5 gen ifade analizi sonucunda Cizelge 4.15'te
verilen standart egri denklemi kullanilarak hesaplanan Metschnikowia

pulcherrima suslarinin gen ifade duzeyinin logaritmasi verilmistir.
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Cizelge 4.23. Metschnikowia pulcherrima suslarinin logaritmik ADHS gen ifade

diuzeyi
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Sutunlarin Uzerindeki kuguk harfler (a-b) Saccharomyces cerevisiae suslarinin
gen ifade dizeyleri arasindaki istatistiksel farki gostermektedir (p<0.05). Ug
paralelli olarak yapilan olgumler tek yonlu varyans analizi ile arastiriimigtir.
istatistiksel anlamli farklig analiz etmek igin Duncan testi uygulanmigtir.

Gen ifade diizeyi hesaplanirken 10(C+?)/m denklemi kullaniimistir. ADH5 geni igin
m = -3.2309, b = 35.197’dir [126].

Cizelge 4.23’e gore Metschnikowia pulcherrima mayasi i¢in yapilan RT-qPCRile
ADHS5 gen ifade duzeyi analizinde 106 numarali sus disinda butun suglarin gen
ifade duzeylerinin logaritmasi negatiftir. 106 (0.73) (a) numarali susun logaritmik
gen ifade duzeyi diger suslardan 1.5-2 kat fazladir. Metschnikowia pulcherrima
suslarinin ADHS5 gen ifade duzeyleri istatistiksel olarak incelendiginde 106

numarall sus ile diger suglar arasinda anlaml bir farkhlik vardir.

Genel olarak Saccharomyces cerevisiae suglarinin logaritmik ADHS gen ifade
duzeyleri pozitifken, Metschnikowia pulcherrima suslarinin logaritmik ADHS gen

ifade duzeyleri negatiftir.

86



RT-gPCR ile gen ifade analizi sonucunda Saccharomyces cerevisiae suslarinin
AROS8, ARO9, ADH2, ADH5 gen ifade duzeyleri ve Metschnikowia pulcherrima
suslarinin ADH2, ADHS5 gen ifade seviyeleri belirlenmigtir.

Saccharomyces cerevisiae susglarinin  Ehrlich yolaginda transaminasyon
asamasinda katalizor olarak rol alan aromatik aminotransferaz | ve aromatik
aminotransferaz Il enzimlerini kodlayan ARO8 ve ARO9 genlerin ifade duzeyleri
birbiri ile benzerlik gostermigtir. Her iki gen i¢in de en yuksek gen ifade seviyesine

sahip suslar 25, 57 ve 59’dur.

Cizelge 3.3'te verilen 16 adet Saccharomyces cerevisiae susunun, Ehrlich
yolaginin indirgenme basamaginda yer alan alkol dehidrojenaz enzimini
kodlayan ADH2, ADHS5 genlerinin ifade duzeyleri incelendiginde
HUF16M1C0004 (22 numara (referans)) ve HUF16M2K10004 izolasyon kodlu
(25 numara) suslarin yuksek gen ifade duzeyine, HUF16M3G11088 (57 numara)
ve HUF16M3H11101 (59 numara) izolasyon kodlu suglarin ise duguk gen ifade
seviyesine sahip oldugu tespit edilmistir. Calismada sirali karigik kaltar
fermantasyonu sirasindaki ADH2, ADH5 genlerinin ifade duzeyleri farkliliklar
daha iyi tespit edebilmek icin ARO8 ve ARO9 gen ifade seviyesi yuksek 25, 57,
59 numarali Saccharomyces cerevisiae suglari segilmigtir.

RT-gPCR ile gen ifade analizi sonucunda 6 adet Metschnikowia pulcherrima
susunun ADH2, ADHS5 gen ifade seviyeleri belirlenmigtir. Yukarida da
bahsedildigi gibi 106 numarali sus diginda Metschnikowia a pulcherrima
suslarinin ADH2, ADHS5 gen ifade duzeylerinde bariz bir farkhlik tespit
edilememistir. Sirali karisik kultur fermantasyonunda kullanilacak Metschnikowia
pulcherrima suslarinin segimi ve secilen Saccharomyces cerevisiae suglarinin
fermantasyon Ozelliklerini anlamak amaci ile teknolojik 6zelliklerin belirlenmesi

analizi gergeklestirilmigtir.
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4.3.3 Teknolojik Ozelliklerin Belirlenmesi

RT-gPCR analizi sonucunda, gen ifade duzeylerine gore segilmis 22 (referans),
25, 57, 59 numarali 4 Saccharomyces cerevisiae ve 6 Metschnikowia
pulcherrima susunun (33, 40, 46, 58, 65, 106 numaral suslar) fermantasyon
hizlarini, farkli kosullardaki gelisim Ozelliklerini incelemek ve fermantasyonda
kullanilacak Metschnikowia pulcherrima suslarini belirlemek amaciyla teknolojik

Ozelliklerin belirlenmesi analizi yapilmistir.

Cizelge 4.24’te RT-gPCR ile gen ifade analizi sonuglarina goére segilen
Saccharomyces cerevisiae suslari ile Metschnikowia pulcherrima suslarinin
yuksek sicaklikta gelisim, farkli pH derecelerinde gelisim, fermantasyon hizi
(seker tuketimi, alkol Uretimi, kopuk olusumu, pH ve sicaklik degisimi) 6zellikleri

gOsterilmisgtir.

Cizelge 4.24. Saccharomyces cerevisiae (Sc) ve Metschnikowia pulcherrima

(Mp) suglarinin teknolojik 6zellikleri

Yiiksek
Sicaklikta Farkll. p.Hda Fermantasyon Hizi .

. Gelisim Maksimu
sus | Kontrol Geligim m Kopiik
Ne | (pH - [ 7. | Alkol Ortalam P

° 3.3) 7.Gin | Gin | Oretti | Ortalam a Olusumu
" o o o, 5
37°C | 42°C | pH4 pH7 A,an % i a pH Sicakhik (cm)
Alkol | Giin C)
Sc
22 | Cokiyi C.;k C;‘;k Cokiyi | Cokiyi | 550 | 6.00 | . 313 | 2427 |150-2.00
25 | Cokiyi C.;k iyi | Cokiyi | Cokiyi | 550 | 550 | 5. 307 | 2423 1.00
57 | Coklyi CI;’IK Zayif | Cokiyi | Cokiyi | 6.00 | 400 | 5. 300 | 24.00 1.00
59 | Cok iyi C.;k C;‘;k Cokiyi | Cokiyi | 550 | 6.00 | 4. 300 | 2421 1.00
Mp
33 | Cokiyi ?;Ik iyi | Cokiyi | Cokiyi | 13.00 | - | 11x | 3.11 24.19 0.50
40 | Cokiyi C.;k iyi | Cokiyi | Cokiyi | 1350 | - | 11* | 347 | 2423 | 0-050
46 | Cokiyi | lyi | lyi | Cokiyi | Cokiyi | 1400 | - | 12* | 314 | 2411 | 0-050
58 | Cokiyi C.;).k iyi | Cokiyi | Cokiyi | 13.00 | - | 11x | 3.11 2421 | 0-050
65 | Cokiyi C.;).k iyi | Cokiyi | Cokiyi | 1400 | - | 11* | 318 | 2410 |[1.50-2.00
106 | Cok iyi C.;).k iyi | Cokiyi | Cokiyi | 15.00 | - - 316 | 2429 |1.50-2.00

*: Kultarlerin alkol Urettigi glini tespit edebilmek igin 7 glinliik fermantasyon siiresi 14 gline

uzatiimigtir.
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Yiiksek sicaklikta gelisme

Cizelge 4.24’te Metschnikowia pulcherrima ve segilen Saccharomyces cerevisiae
suslarinin 7 gunlak 37 °C ve 42 °C’deki geligsim oOzellikleri verilmigtir. Mayalarin
37 °C ve 42 °C’deki gelisim ozellikleri, 28 °C’de gelisen ayni suslardan olusan
kontrol grubuna gore degerlendirilmistir. 37 °C'de 46 numarali Metschnikowia

pulcherrima sugun gelisimi diger suslardan zayif olmustur.

42 °C’de ise mayalarin Uzum suyundaki gelisimi genel olarak zayiflasa da 22
numaral referans ve 59 numarali Saccharomyces cerevisiae suslari sicaklik
artisindan en az etkilenen suslardir. 57 numarali Saccharomyces cerevisiae susu

en az gelisim gosteren sustur.

Dusuk pH degerinde gelisme

Saccharomyces cerevisiae ve Metschnikowia pulcherrima suslarinin farkh pH
degerlerindeki geligsimini incelemek icin 3.3 pH degerine sahip Uzim sularinin
pH’1 1M NaOH ¢ozeltisini kullanilarak 4.0 ve 7.0’a ayarlanmistir. Mayalarin 3 farkl
pH degerine (3.3, 4.0, 7.0) sahip UzUm sularindaki gelisim sonuglari Cizelge
4.24’te verilmistir. Saccharomyces cerevisiae ve Metschnikowia pulcherrima
suslarinin hepsi 3.3 pH degerine sahip UzUm suyunda c¢ok iyi gelisim
gOstermiglerdir ancak pH arttikga maya suslarinin gelisimi artmistir. Ayrica 4.0 ve
7.0 pH degerinde 3. gun’den itibaren Metschnikowia pulcherrima suslarinin
pulcherrimin adli pigment Uretimindeki artistan dolay! kaltirin Ust kisminda
kirmizihk olusmustur. 7.0 pH degerinde gelisen Metschnikowia pulcherrima
suslarinin pigment dretimi 4.0 pH degerinde gelisenlere kiyasla daha fazla

olmustur.

Fermantasyon hizi

Saccharomyces cerevisiae ve Metschnikowia pulcherrima mayalarinin
fermantasyon hizini incelemek amaciyla 100 mL Gzim suyunda ~ 107 kob/mL

baslangi¢ yuku ile Saccharomyces cerevisiae ve Metschnikowia pulcherrima saf
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kalturleri gelistirilmistir. Kultdrlerin 7 gunlik fermatasyonu boyunca alkol tretimi,

seker tuketimi (% briks), pH, sicaklik degisimi, kopuk olusumu incelenmistir.

Sekil 4.6’da fermantasyon hizi izlenen Saccharomyces cerevisiae kulturlerinin

fermantasyonun 0. (inokulasyon gunu), 1., 3. ve 7. gunlerindeki goéruntuleri

verilmigtir.

Sekil 4.6. Saccharomyces cerevisiae suglarinin fermantasyon takibi

Alkol 8lgiimii

Cizelge 4.24’te verilen sonuglara gore alkol Uretimi konusunda Saccharomyces
cerevisiae ve Metschnikowia pulcherrima arasinda buyuk bir farkliik vardir.
Saccharomyces cerevisiae suslarinin alkol uretimi genellikle fermantasyonun 5.
gunu (59 numarali susg 4. gun) tespit edilirken, 7 gunluk fermantasyon boyunca
Metschnikowia pulcherrima suslarn alkol Uretmemistir.  Metschnikowia
pulcherrima susglarinin alkol Urettigi gunu tespit etmek amaciyla fermantasyon
uzatildiginda 46 ve 106 numarali suslar hari¢, Metschnikowia pulcherrima
suslarininda fermantasyonun 11. guna alkol miktari dlgulebilmistir. 46 numarali
Metschnikowia pulcherrima susunda alkol Uretimi 12. gun gergeklesirken 106
numarali susun 14 gunluk fermantasyon boyunca alkol Uuretimi tespit

edilememisgtir.
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7 gunluk fermantasyon sonucunda Saccharomyces cerevisiae susglarinin urettigi
ortalama alkol miktar1 %5.38'dir. En fazla alkol Ureten Saccharomyces cerevisiae
suslari 22 (referans) ve 59 numarali susglar (%6) iken en az alkolu 57 numarali
sus (%4) uretmistir. Alkol Uretimi baslayinca maya hucrelerinin  ¢oktugu

gozlemlenmigtir.

Briks olcumu

Saccharomyces cerevisiae ve Metschnikowia pulcherrima suslarinin teknolojik
Ozelliklerini incelemek ve fermantasyon kapasitelerini anlamak amaciyla

fermantasyon sirasinda her gun briks degerleri olgUlimustur.

Cizelge 4.25te Saccharomyces cerevisiae ve Metschnikowia pulcherrima
suslarinin saf kudltur fermantasyonu sirasindaki seker tuketimini incelemek

amaciyla gunluk olarak oélgulen % briks miktarlari gosterilmistir.
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Cizelge 4.25. Fermantasyon sirasinda Saccharomyces cerevisiae ve

Metschnikowia pulcherrima suglarinin % briks degisimi*

20

A

~—22 (Sc)

—25 (Sc)

} 57 (Sc)

59 (Sc)

.33 (Mp)

40 (Mp)

46 (Mp)

58 (Mp)

65 (Mp)
106 (Mp)

Ginler

0.0 Briks (%)
B 2 1.0 C 18,00
18,94
1 - 405 12,88
§ 8 QMB) & 1331

o ) 48.(Mp 2
~ 0 Gunle_r - 8 0,0 :8 n7s
g s P
22{Sc @ 10,99
14 < 105 L |- s025
59+Sc) .
2 ‘ ' 1,0 w0
-2 -1 0 1
PC 1(97.51%) Gunler

*A: Saccharomyces cerevisiae ve Metschnikowia pulcherrima suslarinin 7 giin boyunca 6lgllen
yuzde briks degerlerinin gizgi grafigi
B: Saccharomyces cerevisiae ve Metschnikowia pulcherrima suslarinin 8 gulnlik

fermantasyonlari sirasinda degisen briks degerlerinin temel bilesen analizi (PCA).

C: Saccharomyces cerevisiae ve Metschnikowia pulcherrima suslarinin 8 glnlik
fermantasyonlari sirasinda degisen briks degerlerinin is1 haritasi. Sus érneklerinin grafikteki isim
karsiligi ise, 22(Sc): 1, 25(Sc): 2, 57(Sc): 3, 59(Sc): 4, 33(Mp): 5, 40(Mp): 6, 46(Mp): 7, 58(Mp):
8, 65(Mp): 9, 106(Mp): 10 seklindedir.

Cizelge 4.24 ve Cizelge 4.25'e gore fermantasyon sirasinda seker tuketimi
acisindan Saccharomyces cerevisiae ve Metschnikowia pulcherrima suslarinin
arasinda belirgin bir fark vardir. Cizelge 4.25'te ¢izgi grafigindeki egrilerin dogru
denklemlerinin egimleri incelendiginde Saccharomyces cerevisiae suslarinin
egimleri (-2.11) ve (-1.99) arasinda degisirken Metschnikowia pulcherrima
suglarinin egimleri (-0.68) ve (-0.54) arasindadir (EK 3). Cizelge 4.24’teki
sonuglara gore 7 gunluk fermantasyon sonunda Saccharomyces cerevisiae

suslarinin ortalama briks degeri %5.6 iken Metschnikowia pulcherrima suslarinda
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bu deger % 13.75'te kalmistir. Metschnikowia pulcherrima suslarindan en gok
seker tuketimi 33 ve 58 numarali suslarda olmustur. 106 numarali sus ise

fermantasyon sonunda en az seker tuketimini yapan sus olmustur.

pH olgiimi

Fermantasyon boyunca her gun pH ve sicaklik Olgimu yapimigtir.
Saccharomyces cerevisiae ve Metschnikowia pulcherrima suslarinin 7 gunluk
fermantasyonlarindaki ortalama pH ve sicakliklari Cizelge 4.24’te verilmistir.
Sonuglara gobre Saccharomyces cerevisiae ve Metschnikowia pulcherrima
suslarinin pH degerleri benzerlik gostermektedir. 7 glnluk fermantasyon boyunca
ortalama pH degeri 3.13, sicaklik ise 24.18 °C’dir.

Kopiik olugturma

Saccharomyces cerevisiae ve Metschnikowia pulcherrima suslarinin 7 gunluk
fermantasyonlarindaki olusturduklar kopuk seviyesi her gun Olgulmustir.
Fermantasyon sonucunda suslarin olusturduklari en yuksek kOpuk seviyesi
Cizelge 4.24’te verilmistir. Sonuglara gore en ¢ok kopuk olusturan suslar 22, 65
ve 106 iken en az kopuk olusturanlar 40, 46 ve 58 numarali suglardir.
Metschnikowia  pulcherrima  suslarinda  pigment Gretiminden  dolayi
fermantasyonun 3. gununden sonra yuzeyde kirmizilik gozlemlenmistir.
Fermantasyon sonunda Metschnikowia pulcherrima kulturlerinin Saccharomyces

cerevisiae kulturlerine kiyasla daha kirmizi renge sahip oldugu gozlemlenmigtir.

RT-gPCR ile gen ifade analizinde yuksek ARO8 ve ARO9 gen ifadesine sahip
oldugu icin secilen Saccharomyces cerevisiae suglarinin (25, 57, 59 numarali
suslar) teknolojik 6zellikleri incelendikten sonra fermantasyon asamasi igin uygun

bulunmuslardir.

Metschnikowia pulcherrima suslarinin  sirali  kangik kdltir fermantasyon
ortaminda bulunma amaci fermantasyon kosullarini Saccharomyces cerevisiae

susuna uygun hale getirmek ve fermantasyon sirasinda Saccharomyces
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cerevisiae mayasina katki saglamaktir. RT-gPCR ile gen ifade analizinde bariz
bir farklihk goézlenemedigi icin Metschnikowia pulcherrima sus segimi teknolojik
Ozelliklerin analizine gore yapilmigtir. Metschnikowia pulcherrima genelde benzer
teknolojik Ozellikler gosterse de seker tuketimi ve alkol Uretimi agisindan
farklihklar vardir (Cizelge 4.24). Fermantasyon asamasinda kullaniimak Uzere,
aralarinda farki anlayabilmek ve genel bir fikir elde etmek igin seker tuketimi hizli
(HUF16M3G11089, 58 numara) ile yavas olan bir sus
(HUF17M3H21175, 106 numara) secilmistir. Ayrica RT-qPCR ile ADHZ2 gen ifade
analizinde en yuksek gen ifade seviyesine sahip suglardan biri 58 numaral sustur
(Cizelge 4.21). RT-gPCR ile ADHS5 gen ifade analizinde ise butun Metschnikowia

pulcherrima susglarinin gen ekspresyon seviyesi azalirken 106 numarall susun

olan bir sus

gen ekspresyon seviyesi artmistir (Cizelge 4.23).

4.4. Fermantasyon Asamasi i¢in Seg¢ilen Suslar

RT-gPCR ile gen ifade analiz sonuglari ve teknolojik Ozellikleri incelenerek
fermantasyon asamasi igin segilen suglar; sus numaralari, fermantasyon kodlari,
izolasyon kodlari, izole edildikleri bolgeler ve ITS, RPB2, Malditof kargilastirma
tur analiz sonuglari ile Cizelge 4.26’da verilmistir.

Cizelge 4.26. Fermantasyon asamasi igin segilen suslar

Fermantasyon izolasyon - .. .. .
No Kodu Kodu Kaynagi Tur ITS Tur RPB2 Malditof
Sarapgilk
22 SCO HUF16M1C00 (Chr. S. cerevisiae S‘. . S. cerevisiae
04 cerevisiae
Hansen)
25 SC1 HUF16M2K10 ..H?“’e“?pe. S. cerevisiae S‘. . S. cerevisiae
004 Universitesi cerevisiae
57 sC2 HUF16M3G11 Es__ki§_ehir Saccharomycet S.' ' S. cerevisiae
088 Uzim e sp. cerevisiae
59 sc3 HUF16M3H11 Q.an__klrl Saccharomycet S.' ' S. cerevisiae
101 Uzim e sp. cerevisiae
HUF16M3G11 | Eskisehir | Metschnikowia | Metschniko Candida
58 MP1 A . wia :
089 Uzim pulcherrima . pulcherrima
rubicola
10 NP2 HUF17M3H21 | Gankin1 | Metschnikowia | MO Cangida
6 175 Uzim pulcherrima rubicola pulcherrima
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4.5. Fermantasyon

Fermantasyon asamasi Saccharomyces cerevisiae saf kultir ve Metschnikowia
pulcherrima + Saccharomyces cerevisiae sirall karisik kultir fermantasyonlarini

icermektedir.

Sirali karisik kultar fermantasyonu, canlandirilan kultirlerden fermantasyonun -
2. gini Metschnikowia pulcherrima (~ 6 x 108 kob/mL) kiltlri daha sonra
fermantasyonun 0. giinii Saccharomyces cerevisiae (~ 2 x 107 kob/mL) kiltarQ
250 mL Erlenmeyerlerdeki 200 mL pastorize Uzim suyuna 3:1 oraninda inokule
edilerek sirali fermantasyon olarak gergeklestiriimigtir.

Saccharomyces cerevisiae saf kultur fermantasyonu ise canlandirilan
Saccharomyces cerevisiae kiltliri (~ 2 x 107 kob/ mL) fermantasyonun 0. Gin,
250 mL Erlenmeyerlerdeki 200 mL steril GzUm suyuna inokule edilerek
gerceklestirilmigtir.

Fermantasyon sudrecinin transkriptomik analizlerini gergeklestirmek igin
fermantasyonun 1. 3. 5. ve 7. glinlerinde 6rnekler alinmigtir. Orneklerden RNA
izolasyonu, cDNA sentezi ve RT-gPCR ile gen ifade analizleri yapilarak

fermantasyon sureci transkriptomik olarak izlenmistir.

Ayrica, toplamda 17 gun suren fermantasyon sirasinda yapilan gunlik briks,
alkol, pH Olgcumleri ile fermantasyon takibi gergeklestiriimigtir. Bu sayede
fermantasyon sureci biyokimyasal olarak da izlenmigtir.

4.5.1. Fermantasyon Surecinin Transkriptomik Analizi

4.5.1.1. Fermantasyon Kiiltiirlerinin RNA izolasyonu

Fermantasyon kulturlerinin RNA izolasyonu Sekil 3.5'teki protokol izlenerek
gerceklestiriimigtir. Fermantasyon kdltarlerinden alinan orneklerin - RNA
izolasyonlari sonucunda elde RNA konsantrasyonlarinin nukleik asit miktar
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(ng/pl) ve 260 ila 280 nm'deki OD orani (Azso2s0) Nanodrop 2000c
spektrofotometre ile dlgllmustir. Olgim sonuglari Cizelge 4.27'de verilmistir.

RNA izolasyonu iki teknik tekrar ile gergeklestirilmigtir.

Cizelge 4.27°de Saccharomyces cerevisiae saf kultur ve Metschnikowia
pulcherrima + Saccharomyces cerevisiae sirall karigik kultir fermantasyonu
sirasinda alinan orneklerin izolasyon gund, RNA izolasyonu oncesi elde edilen
yas hucre pellet agirhigi, RNA izolasyonu sonucunda elde edilen nukleik asit

konsantrasyonlari ve saflik degerleri (260/280) verilmigtir.

96



Cizelge 4.27. RNA izolasyon sonuglari

Yas hiicre agirhgi Niikleik Asit Absorbans (260/280)
Fermantasyon Fermantas (mg) (ngl/ul)
o yon
Ornegi 1. 2. 1. 2. 1. Paralel |2. Paralel
Paralel | Paralel | Paralel | Paralel ’ ’
1. GUN 42.00 45.00 573.30 | 629.60 2.00 1.97
sco 3. GQN 67.00 68.00 516.10 - 1.88 -
5. GUN 70.00 90.00 556.90 | 389.40 1.99 1.96
7. GUN 70.00 74.00 161.30 | 164.90 1.95 1.93
1. GUN 38.00 40.00 642.80 | 595.30 1.95 1.95
sc1 3. GL?N 76.00 90.00 | 2041.70 - 1.99 -
5. GUN 90.00 80.00 | 1202.30 | 702.80 2.00 1.97
7. GUN 77.00 69.00 269.00 | 255.20 1.95 1.93
1. GUN 50.00 48.00 | 1371.50 | 616.20 2.00 1.93
sc2 3. GQN 76.00 82.00 850.40 | 1685.10 2.01 2.06
5. GUN 90.00 90.00 842.90 | 785.00 2.03 2.06
7. GUN 100.00 87.00 885.00 | 515.70 2.09 2.01
1. GUN 37.00 56.00 | 1001.50 | 583.70 1.98 1.95
sc3 3. GQN 84.00 86.00 | 1514.10 | 529.60 2.04 1.94
5. GUN 90.00 70.00 873.20 | 947.40 2.00 2.01
7. GUN 109.00 84.00 | 1231.70 | 671.70 2.05 2.05
1. GUN 23.00 22.00 842.50 | 830.70 1.96 1.93
3. GUN 78.00 71.00 519.10 - 1.93 -
SCOXMP1 5. GUN 80.00 80.00 665.20 | 596.40 1.99 1.98
7. GUN 91.00 88.00 543.60 | 451.90 2.00 1.95
1. GUN 15.00 38.00 483.30 | 502.00 1.90 1.88
3. GUN 61.00 65.00 | 2046.80 | 583.90 2.03 1.87
SCOXMP2 5. GUN 70.00 90.00 626.10 | 597.70 1.98 1.92
7. GUN 74.00 73.00 518.40 | 524.80 1.91 1.90
1. GUN 28.00 44.00 696.30 | 466.10 1.94 1.88
SC1xMP1 3. GQN 59.00 87.00 | 3452.80 | 534.70 2.02 1.88
5. GUN 90.00 90.00 | 1298.60 | 677.70 1.98 1.95
7. GUN 64.00 91.00 699.50 | 532.00 1.95 1.89
1. GUN 18.00 24.00 456.80 | 485.20 1.89 1.87
3. GUN 47.00 67.00 | 2366.80 | 635.40 2.01 1.88
SC1xMP2 =
5. GUN 70.00 110.00 | 1129.80 | 936.80 1.96 1.93
7. GUN 88.00 79.00 | 1284.80 | 714.90 2.00 1.91
1. GUN 17.00 26.00 661.40 | 539.00 1.94 1.88
3. GUN 65.00 55.00 | 1888.60 | 534.40 2.04 1.87
SC2xMP1 =
5. GUN 70.00 80.00 556.00 | 509.30 1.93 1.91
7. GUN 75.00 67.00 716.30 | 699.70 1.99 1.97
1. GUN 26.00 31.00 460.20 | 525.00 1.90 1.86
3. GUN 51.00 47.00 | 1746.80 | 747.90 1.97 1.96
SC2xMP2 5. GUN 70.00 100.00 | 976.80 | 842.80 1.99 1.97
7. GUN 63.00 72.00 696.40 | 635.90 1.97 1.96
1. GUN 16.00 21.00 603.30 | 535.30 1.90 1.87
SC3xMP1 3. GL.JN 46.00 45.00 | 2433.10 | 922.10 1.98 2.01
5. GUN 90.00 60.00 | 1044.40 | 721.70 1.99 1.98
7. GUN 69.00 72.00 685.50 | 530.20 1.97 1.91
1. GUN 25.00 44.00 659.20 | 503.10 1.91 1.86
3. GUN 48.00 54.00 | 2653.90 | 822.30 1.99 1.99
SC3XMP2 5. GUN 70.00 60.00 | 1072.90 | 906.30 2.00 1.98
7. GUN 82.00 69.00 763.80 | 901.90 1.97 1.94

Ortalama nukleik asit = 847.33 ng/ul

Standart sapma = +548.97

Varyasyon kat sayisi = 64.79
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RNA izolasyonuna baslamadan 6nce, fermantasyon sirasinda gelisen maya
hdcrelerinin yas hucre agirhgr olgulmagstur. Elde edilen RNA orneklerinin yas
hdcre agirhgi ortalamasi 64.05 mg’dir. Fermantasyon sirasinda alinan érneklerin
yas hucre agirhgi genellikle fermantasyon ilerledikge artmigtir.

iki teknik tekrar ile gergeklestirien RNA izolasyonu sonucunda, elde edilen
orneklerin nukleik asit konsantrasyonlarinin ortalamasi 847.33 ng/pl'dir.
Caligmada elde edilen en yuksek nukleik asit konsantrasyonu 3452.80 ng/ul iken
en dusuk nukleik asit konsantrasyonu 161.30 ng/ul’'dir. Standart sapma ise
+548.97°dir. Saccharomyces cerevisiae saf kultur ve Metschnikowia pulcherrima
+ Saccharomyces cerevisiae sirali karigik kultir fermantasyonlarinin RNA
izolasyonu sonucunda elde edilen nukleik asit konsantrasyonlari ileriki ¢alismalar
icin (cDNA sentezi ve RT-gPCR ile gen ifade analizi) yeterlidir. Fermantasyon

kultarlerinin RNA izolasyonunun varyasyon katsayisi 64.79°dur.

Saccharomyces cerevisiae saf kultur ve Metschnikowia pulcherrima +
Saccharomyces cerevisiae sirali karisik kultur fermantasyonlarindan izole edilen
RNA orneklerinin 260/280 absorbans orani, saflik degerleri 1.8-2.0 degerlerinin
arasinda olmasi c¢alismada elde edilen RNA’nin saf oldugu anlamina
gelmektedir. RNA izolasyonu sonucunda ayni sus icin elde edilen 2 teknik
tekrardan saflik degeri 1.8-2.0 araliginda ya da bu degerlere daha yakin olan
ornek ileri galismalar igin secilmistir. Secilen 6rneklerin RNA izolasyon sonuglari
Cizelge 4.27°de 1. Paralel olarak verilmistir [126, 127].

4.5.1.2. Fermantasyon Kiiltiirlerinin Ters transkripsiyonu (cDNA Sentezi)

Secilen RNA o6rneklerinden, RT-gPCR deneylerinde kullaniimak tzere, cDNA
sentezi EURx smART First Strand cDNA sentez (katalog numarasi: E0804-02)
kiti ile, ilgili protokol izlenerek (Cizelge 3.5 ve Cizelge 3.6) iki teknik tekrar olarak
gerceklestirilmigtir.
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Cizelge 4.28'de Cizelge 4.27'de 1. Paralel olarak belirtilen fermantasyon
kultarlerinin RNA’lari kullanilarak elde edilen cDNA 6rneklerinin konsantrasyonu
ve saflik degerleri (260/280) verilmigtir.
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Cizelge 4.28. Fermantasyon kulturlerinin ters transkripsiyon sonuglari

Fermantasyon Fermantasyon Niikleik Asit (ng/pl) Absorbans (260/280)
Ornegi 1. Paralel 2. Paralel 1. Paralel 2. Paralel

1. GUN 2014.80 1500.90 1.75 1.74

sco 3. GQN 1154.20 1042.70 1.63 1.63

5. GUN 1252.20 622.40 1.66 1.50

7. GUN 3409.70 2752.40 1.73 1.71

1. GUN 1833.70 2113.70 1.74 1.72

sci 3. GL?N 1569.20 1580.90 1.81 1.72

5. GUN 1302.70 690.60 1.69 1.57

7. GUN 2928.50 2152.90 1.70 1.68

1. GUN 1976.90 2116.00 1.77 1.75

sc2 3. GL?N 1397.80 1154.30 1.66 1.61

5. GUN 1312.90 700.20 1.70 1.62

7. GUN 2819.30 2275.40 1.75 1.70

1. GUN 2122.50 1858.80 1.75 1.75

sc3 3. GQN 1468.10 1428.20 1.71 1.70

5. GUN 1351.60 727.50 1.71 1.62

7. GUN 2998.50 2914.50 1.76 1.74

1. GUN 1769.00 1823.10 1.74 1.71

3. GUN 1188.00 1108.60 1.68 1.60

SCOMP1 5. GUN 1052.90 734.50 1.62 1.57

7. GUN 2274.30 2089.20 1.70 1.66

1. GUN 1560.70 1992.10 1.73 1.71

3. GUN 1648.80 1539.90 1.76 1.72

SCOxMP2 5. GUN 1087.10 645.30 1.65 1.53

7. GUN 2248.10 1864.10 1.67 1.68

1. GUN 1507.30 1539.70 1.74 1.72

3. GUN 1594.20 1656.10 1.77 1.75

SCTHMP1 5. GUN 1507.20 871.30 1.69 1.66

7. GUN 2714.10 2207.00 1.73 1.71

1. GUN 1527.30 1293.30 1.71 1.70

3. GUN 1651.90 1928.40 1.75 1.73

SCTxMP2 5. GUN 1564.70 820.00 1.70 1.64

7. GUN 3349.90 2885.90 1.74 1.75

1. GUN 1516.10 1551.40 1.73 1.71

3. GUN 1329.80 1505.40 1.79 1.73

SC2MP1 5. GUN 3178.70 2690.10 1.76 1,68

7. GUN 2801.90 2272.60 1.72 1.70

1. GUN 1419.60 1262.70 1.73 1.70

3. GUN 1481.10 1242.00 1.73 1.70

SC2MP2 5. GUN 3899.20 3371.40 1.75 1.75

7. GUN 2643.80 2244.60 1.72 1.69

1. GUN 934.00 1044.70 1.72 1.68

3. GUN 1388.30 1278.20 1.78 1.78

SC3HMP1 5. GUN 4428.40 2861.00 1.75 1.73

7. GUN 2230.20 2202.80 1.70 1.69

1. GUN 1173.10 1185.80 1.68 1.62

3. GUN 1332.60 1724.60 1.82 1.80

SC3HMP2 5. GUN 3284.50 2994.80 1.76 1.75

7. GUN 2795.90 2706.80 1.73 1.72

Ortalama nukleik asit = 1851.71 ng/ul

Standart sapma = +786.36 ng/ul

Varyasyon kat sayisi = 42.47
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Cizelge 4.28'de fermantasyon kultur numarasi verilen Saccharomyces cerevisiae
saf kultur ve Metschnikowia pulcherrima + Saccharomyces cerevisiae sirali
karigik kaltur fermantasyonlarin cDNA sentezi sonucunda elde edilen cDNA
konsantrasyonlarinin ortalamasi 1851.71 ng/pl'dir.

Calismada elde edilen en yuksek cDNA konsantrasyonu 4428.40 ng/ul iken en
dusuk cDNA konsantrasyonu 622.40 ng/ul’dir. Standart sapma ise +786.36
ng/ul’dir. Fermantasyon kdulturlerinin cDNA sentezinin varyasyon katsayisi
42 .47 dir.

cDNA sentezi sonucunda ayni sus icin elde edilen iki teknik tekrardan saflik
degeri 1.8-2.0 araliginda ya da bu degerlere daha yakin olan ornek ileri
calismalar icin segilmigtir. Secgilen cDNA oOrnekleri Cizelge 4.28'de 1. Paralel

olarak verilmistir.

Cizelge 4.27°de verilen RNA orneklerinin saflik degerleri Cizelge 4.28’deki cDNA
orneklerinin saflik degerleri ile karsilastirildiginda genel olarak cDNA sentezi
sonrasinda orneklerin saflik degerlerinde dusus oldugu gorulmektedir. Saflik
degerleri 1.8 degerinden duguk olan drneklerde protein, fenol veya diger kirletici
kontaminasyon varligi dugunulebilir. DNAse uygulamasi ile cDNA 6rneklerinin
saflik degerleri arttirilabilir. Ancak fermantasyon kulturlerinin ters transkripsiyonu
sonucunda elde edilen cDNA miktarlari ve saflik degerleri RT-gPCR ile gen ifade
analizi icin yeterlidir. Cizelge 4.28’de belirtilen cDNA 6rnekleri ile gerceklestirilen
RT-gPCR calismalarinda inhibisyon olusmamistir [126, 127].

4.5.1.3. Fermantasyon Kiiltiirlerinin RT-qPCR ile Gen ifade Analizi

Saccharomyces cerevisiae saf kultur ve Metschnikowia pulcherrima +
Saccharomyces cerevisiae sirali karisik kultur fermantasyonlarindan izole edilen
RNA orneklerinin ters transkripsiyonu sonucunda elde edilen miktarlari ve saflik
degerleri uygun olan (Cizelge 4.28) cDNA ornekleri kullanilarak RT-qPCR ile
AROS8, ARO9, ADH2 ve ADHS5 gen ifade analizi gergeklestirilmigstir.
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Saccharomyces cerevisiae saf kultur ve Metschnikowia pulcherrima +
Saccharomyces cerevisiae sirall  karigik  kultur fermantasyonlarindan
fermantasyon boyunca elde edilen cDNA ornekleri RT-qPCR ile gen ifade analizi
oncesi ayni konsantrasyonda olmalari igin seyreltiimistir (ARO8 ve ARO9 igin 25
ng/pl, ADH2 ve ADHS5 igin 35 ng/ul). Ayni konsantrasyondaki cDNA orneklerinin
RT-gPCR ile ARO8, ARO9, ADHZ2, ADHS5 gen ifade analizleri yapiimigtir.

Cizelge 4.29'da RT-gPCR ile gen ifadesi sonucunda elde edilen Ct degerleri ile
her gene ait daha once elde edilen standart egri denklemine gore hesaplanmig
beklenen Ct degerleri karsilastiriimigtir. Fermantasyon kulturlerinin Ct sonuglari
referans susa gore normallestiriimigtir ve her fermantasyon 6rnegi 3 paralel

olarak analiz edilmigtir.
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Cizelge 4.29. Fermantasyon kultirlerinin ARO8, ARO9, ADH2, ADH5 genleri icin fermantasyon sirasinda olgulen ve beklenen Ct
degerlerinin kargilastiriimasi®

A 40
30
m Beklenen
520 1.GON
10 u3GON
u5GUN
0 7.GON
REFERANS SCOMP1 SCOMP2 SC1MP1 SC1MP2 SC2MP1 SC2MP2 SC3MP1 SC3MP2
Fermantasyon Ornekleri
B “0 :
30 2 B ) . . . . .
mBeklenen
520 1.GUN
10 u3.GUN
u5GUN
0 7.GON
REFERANS SCOMP1 SCOMP2 SC1MP1 SC1MP2 SC2MP1 SC2MP2 SC3MP1 SC3MP2
Fermantasyon Ornekleri
C 40
30 = = ° . - . - . " . -
m Beklenen
G20 1.GON
10 u3.GUN
u5GUN
0 7.GON
REFERANS SCOMP1 SCOMP2 SC1MP1 SC1MP2 SC2MP1 SC2MP2 SC3MP1 SC3MP2
Fermantasyon Ornekleri
D 40
30 ~ _ o . . - . . . a . &
= Beklenen
520 1.GON
10 u3GON
u5GUN
0 7.GON
REFERANS SCOMP1 SCOMP2 SC1MP1 SC1MP2 SC2MP1 SC2MP2 SC3MP1 SC3MP2
Fermantasyon Ornekleri

*A: RT-gPCR ile ARO8 gen ifadesinde fermantasyon sirasinda kiiltiirlerden alinan ayni cDNA konsantrasyonundaki (25 ng/ul) Ct sonuglari ile Gizelge 4.6'da verilen standart egri
denklemine gore beklenen Ct deg@erlerinin karsilastiriimasi.
B: RT-gPCR ile ARO9 gen ifadesinde fermantasyon sirasinda kilttrlerden alinan ayni cDNA konsantrasyonundaki (25 ng/ul) Ct sonuglari ile Cizelge 4.9'da verilen standart egri
denklemine gore beklenen Ct deg@erlerinin karsilastiriimasi.
C: RT-gPCR ile ADH2 gen ifadesinde fermantasyon sirasinda kultirlerden alinan ayni cDNA konsantrasyonundaki (35 ng/ul) Ct sonuglari ile Cizelge 4.12’de verilen standart egri
denklemine gore beklenen Ct deg@erlerinin kargilastiriimasi.
D: RT-gPCR ile ADH5 gen ifadesinde fermantasyon sirasinda kiltirlerden alinan ayni cDNA konsantrasyonundaki (35 ng/ul) Ct sonuglari ile Cizelge 4.15'te verilen standart egri
denklemine gore beklenen Ct deg@erlerinin karsilastiriimasi.
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Cizelge 4.29'a gore ARO8 ve ARQO9 gen ifadesi analizinde Saccharomyces
cerevisiae saf ve Metschnikowia pulcherrima + Saccharomyces cerevisiae siral
karisik kultarlerinin Ct degerleri genellikle, ayni konsantrasyonun beklenen Ct
degerlerinden daha buyuktur. ADH2 ve ADHS gen ifadesi analizinde ise 6zellikle
Saccharomyces cerevisiae saf kulturlerinin Ct deg@erleri, ayni konsantrasyonun

beklenen Ct degerlerinden kuguktur.

AROS8

Cizelge 4.30'da RT-gPCR ile AROS8 gen ifade analizi sonucunda Cizelge 4.6'da
verilen standart egri denklemi kullanilarak hesaplanan fermantasyon sirasindaki
AROS8 gen ifade duzeyinin logaritmik degisimi farkli analizler kullanilarak

gOsterilmisgtir.
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Cizelge 4.30. Fermantasyon sirasinda alinan orneklerinin AROS8 gen ifade duzeyindeki degisimi*
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*A: Fermantasyon sirasinda alinan érneklerinin logaritmik ARO8 gen ifade duzeyindeki degisiminin sutun grafigi. Sutunlarin Gzerindeki kiiguk harfler (a-g) fermantasyon sirasinda
alinan drneklerin kendi gruplari igindeki (1.giin, 3.giin, 5.giin, 7.giin) gen ifade diizeyleri arasindaki istatistiksel farki gdstermektedir (p<0.05). Ug paralelli olarak yapilan élgiimler
tek yonlii varyans analizi ile aragtiriimigtir. istatistiksel anlamli farkliigi analiz etmek igin Duncan testi uygulanmustir.

B: Fermantasyon sirasinda alinan érneklerinin ARO8 gen ifade duizeyindeki logaritmik degisiminin dagilim grafigi.

C: Fermantasyon sirasinda alinan érneklerinin ARO8 gen ifade diizeyindeki logaritmik degisiminin temel bilesen analizi (PCA).
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Gen ifade diizeyi hesaplanirken 10(¢t2)/m denklemi kullanilmistir. AROS8 geni igin
m = -3.2649, b = 34.758'dir [126].

Cizelge 4.30’a gore fermantasyonun 1. gunu en yuksek AROS8 gen ifadesine
sahip fermantasyon 6rnegi, SC1 (a) (1.77) iken en dusuk gen ifadesi SC2 (e)’e (-
0.63) aittir. Fermantasyonun 3. gunu en yuksek AROS8 gen ifadesine sahip
fermantasyon ornegi, SC3 (a) (1.62) iken en dusuk gen ifadesi SC3MP1 (e)’e (-
0.65) aittir. Fermantasyonun 5. gunu en yuksek AROS8 gen ifadesine sahip
fermantasyon ornegi, SCO (a) (1.57) iken en dusuk gen ifadesi SC2MP2 (g)’e (-
0.26) aittir. Fermantasyonun 7. gunu en yuksek AROS8 gen ifadesine sahip
fermantasyon ornegi, SC1MP2 (a) (0.94) iken en dugsuk gen ifadesi SC2 (f)’e (-
1.31) aittir.

ARO9

Cizelge 4.31'de RT-gPCR ile ARO9 gen ifade analizi sonucunda Cizelge 4.9'da
verilen standart egri denklemi kullanilarak hesaplanan fermantasyon sirasindaki
ARO9 gen ifade duzeyinin logaritmik degisimi farkli analizler kullanilarak

gOsterilmisgtir.
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Cizelge 4.31. Fermantasyon sirasinda alinan orneklerinin ARO9 gen ifade duzeyindeki degisimi*
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*A: Fermantasyon sirasinda alinan érneklerinin logaritmik ARO9 gen ifade duzeyindeki degisiminin sutun grafigi. Sutunlarin Gzerindeki kiiguk harfler (a-h) fermantasyon sirasinda
alinan drneklerin kendi gruplari igindeki (1.giin, 3.giin, 5.giin, 7.giin) gen ifade diizeyleri arasindaki istatistiksel farki gstermektedir (p<0.05). Ug paralelli olarak yapilan élciimler
tek yonlii varyans analizi ile aragtiriimigtir. istatistiksel anlamli farkliigi analiz etmek igin Duncan testi uygulanmustir.

B: Fermantasyon sirasinda alinan érneklerinin ARO9 gen ifade duzeyindeki logaritmik degisiminin dagilim grafigi.

C: Fermantasyon sirasinda alinan érneklerinin ARO9 gen ifade diizeyindeki logaritmik degisiminin temel bilesen analizi (PCA).
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Gen ifade diizeyi hesaplanirken 10(t0Ym denklemi kullaniimigtir. ARO9 geni igin
m =-3.4708, b = 35.945'dir [126].

Cizelge 4.31’e gore fermantasyonun 1. gunu en yuksek ARO9 gen ifadesine
sahip fermantasyon ornegi, SC1 (a) (1.31) iken en dugsuk gen ifadesi SC2’e (f)
(0.01) aittir. Fermantasyonun 3. gunu en yuksek ARO9 gen ifadesine sahip
fermantasyon 6rnegi, SC1 (a) (1.35) iken en dugsuk gen ifadesi SC3MP1’e (g)
(0.47) aittir. Fermantasyonun 5. gunu en yuksek ARO9 gen ifadesine sahip
fermantasyon 6rnegi, SCO (a) (2.01) iken en dusuk gen ifadesi SC3MP1’e (h) (-
0.20) aittir. Fermantasyonun 7. gunu en yuksek ARO9 gen ifadesine sahip
fermantasyon 6rnegi, SC1MP2 (a) (1.03) iken en dusuk gen ifadesi SC2MP1’e
(d) (-0.26) aittir.

ADH2

Cizelge 4.32’'de RT-gPCR ile ADHZ2 gen ifade analizi sonucunda Cizelge 4.12°'de
verilen standart egri denklemi kullanilarak hesaplanan fermantasyon sirasindaki
ADH2 gen ifade duzeyinin logaritmik degisimi farkli analizler kullanilarak

gOsterilmisgtir.
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Cizelge 4.32. Fermantasyon sirasinda alinan érneklerinin ADH2 gen ifade duzeyindeki degisimi*
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*A: Fermantasyon sirasinda alinan érneklerinin logaritmik ADH2 gen ifade dizeyindeki degisiminin sttun grafigi. Sutunlarin tGzerindeki kuglik harfler (a-i) fermantasyon sirasinda
alinan drneklerin kendi gruplari igindeki (1.giin, 3.giin, 5.giin, 7.giin) gen ifade diizeyleri arasindaki istatistiksel farki gdstermektedir (p<0.05). Ug paralelli olarak yapilan dlgiimler
tek yonlii varyans analizi ile aragtiriimigtir. istatistiksel anlamli farkliligi analiz etmek igin Duncan testi uygulanmustir.

B: Fermantasyon sirasinda alinan érneklerinin ADH2 gen ifade dizeyindeki logaritmik degisiminin dagihm grafigi.

C: Fermantasyon sirasinda alinan érneklerinin ADH2 gen ifade duzeyindeki logaritmik degisiminin temel bilesen analizi (PCA).
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Gen ifade diizeyi hesaplanirken 10/™ denklemi kullanilmistir. ADH2 geni igin
m =-3.2114, b = 37.634’dUr [126].

Cizelge 4.31’e gore fermantasyonun 1. gunu en yuksek ADHZ2 gen ifadesine
sahip fermantasyon 6rnegi, SC1 (a) (2.91) iken en duguk gen ifadesi SC2’e (h)
(0.50) aittir. Fermantasyonun 3. guni en yuksek ADHZ gen ifadesine sahip
fermantasyon ornegi, SC3 (a) (3.88) iken en dusuk gen ifadesi SCOMP1’e (i)
(0.59) aittir. Fermantasyonun 5. guni en yuksek ADHZ2 gen ifadesine sahip
fermantasyon 6rnegi, SC1 (a) (3.65) iken en dusuk gen ifadesi SC3MP2’e (g)
(0.11) aittir. Fermantasyonun 7. gunu en yuksek ADHZ2 gen ifadesine sahip
fermantasyon 6rnegi, SCO (b) (2.36) iken en dusuk gen ifadesi SCOMP1’e (h)
(0.83) aittir.

ADH5

Cizelge 4.33'te RT-gPCR ile ADH5 gen ifade analizi sonucunda Cizelge 4.15'te
verilen standart egri denklemi kullanilarak hesaplanan fermantasyon sirasindaki
ADHS5 gen ifade duzeyinin logaritmik degisimi farkli analizler kullanilarak

verilmigtir.
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Cizelge 4.33. Fermantasyon sirasinda alinan érneklerinin ADHS5 gen ifade duzeyindeki degisimi*
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*A: Fermantasyon sirasinda alinan érneklerinin logaritmik ADH5 gen ifade diizeyindeki degisiminin stitun grafigi. Stutunlarin Gzerindeki kiiguk harfler (a-h) fermantasyon sirasinda
alinan drneklerin kendi gruplari igindeki (1.giin, 3.giin, 5.giin, 7.giin) gen ifade diizeyleri arasindaki istatistiksel farki gdstermektedir (p<0.05). Ug paralelli olarak yapilan élciimler
tek yonlii varyans analizi ile aragtiriimigtir. istatistiksel anlamli farkliigi analiz etmek igin Duncan testi uygulanmustir.

B: Fermantasyon sirasinda alinan érneklerinin ADH5 gen ifade dizeyindeki logaritmik degisiminin dagihm grafigi.

C: Fermantasyon sirasinda alinan érneklerinin ADH5 gen ifade dizeyindeki logaritmik degisiminin temel bilesen analizi (PCA).
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Gen ifade diizeyi hesaplanirken 10(/™ denklemi kullanilmistir. ADH5 geni igin
m = -3.2309, b = 35.197’dir [126].

Cizelge 4.31’e gore fermantasyonun 1. ginu ADHS icin en yuksek gen ifadesine
sahip fermantasyon 6rnegi, SC1 (a) (2.53) iken en dusuk gen ifadesi SC1MP1’e
(f) (1.46) aittir. Fermantasyonun 3. gunu ADHS i¢in en yuksek gen ifadesine sahip
fermantasyon 6rnegi, SC3 (b) (3.12) iken en dusuk gen ifadesi SC2MP2’e (g)
(0.76) aittir. Fermantasyonun 5. ginu ADHS igin en yuksek gen ifadesine sahip
fermantasyon ornegi, SC1 (a) (3.38) iken en dusuk gen ifadesi SC2MP2’e (h) (-
0.08) aittir. Fermantasyonun 7. ginu ADHS5 igin en yuksek gen ifadesine sahip
fermantasyon 6rnegi, SCO (b) (1.91) iken en dusuk gen ifadesi SCOMP1’e (h)
(0.38) aittir.

Cizelge 4.34'te fermantasyon sirasinda alinan orneklerin RT-gPCR analizi ile
saptanan AROS8, ARO9, ADH2 ve ADH5 gen ifade duzeylerindeki degigim ayni
cizelgede birlikte verilmigtir.
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Cizelge 4.34. Fermantasyon sirasinda alinan érneklerin ARO8, ARO9, ADH2 ve ADH5 gen ifade dizeylerindeki degisimi*
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*A: Fermantasyon sirasinda alinan érneklerinin ARO8, ARO9, ADH2 ve ADH5 gen ifade duzeyindeki logaritmik degisiminin temel bilesen analizi (PCA).

B: Fermantasyon sirasinda alinan érneklerinin ARO8, ARO9, ADH2 ve ADH5 gen ifade diizeyindeki logaritmik degisiminin i1si haritasi.
ARO8-1, ARO9-1, ADH2-1, ADH5-1: fermantasyonun 1. gunu alinan drneklerin logaritmik gen ifade diizeyi.
ARO8-3, ARO9-3, ADH2-3, ADH5-3: fermantasyonun 3. gunu alinan drneklerin logaritmik gen ifade diizeyi.
ARO8-5, ARO9-5, ADH2-5, ADH5-5: fermantasyonun 5. gunu alinan drneklerin logaritmik gen ifade diizeyi.
ARO8-7, ARO9-7, ADH2-7, ADH5-7: fermantasyonun 7. gunid alinan drneklerin logaritmik gen ifade dizeyi.

113




Saccharomyces cerevisiae saf kultur ve Metschnikowia pulcherrima +
Saccharomyces cerevisiae sirall karigik kultur fermantasyonlarindaki aromatik
aminotransferaz enzim genlerinin (ARO8, ARQO9) fermantasyon sirasindaki
transkriptomik ~ degisimi incelendiginde  fermantasyonun baglarinda
Saccharomyces cerevisiae saf kulturlerinin daha yuksek gen ifade dizeyine
sahip oldugu saptanmigtir. Fermantasyonun 7. gunu ise en yuksek gen ifade
duzeyi SC1 sugunun karisik kultirlerine, en yuksek gen ifade dizeyi ise SC1MP2
karigik kultartne ait oldugu tespit edilmistir.

Saccharomyces cerevisiae saf kultur ve Metschnikowia pulcherrima +
Saccharomyces cerevisiae sirali karigik kultur fermantasyonlarindaki alkol
dehidrojenaz enzim genlerinin (ADH2, ADHS5) fermantasyon sirasindaki
transkriptomik degisimi incelendiginde ise genel olarak Saccharomyces
cerevisiae saf kulturlerinde yuksek gen ifade duzeyi gozlemlenmistir (Cizelge
4.34). En dusuk ADH2, ADHS5 gen ifade duzeyi ise SC2 ve SC3 Saccharomyces
cerevisiae suslarinin karisik kultarlerinde (SC2MP1, SC2MP2, SC3MP1,
SC3MP2) gozlemlenmistir. Fermantasyonun 7. gunud SCO, SC1, SC1MP1,
SC1MP2 kulturleri yuksek gen ifade dizeyine sahipken SC2, SCOMP1 kulturleri
dusuk gen ifadesine sahiptir.

4.5.2. Fermantasyon Takibi

Saccharomyces cerevisiae saf kultur ve Metschnikowia pulcherrima +
Saccharomyces cerevisiae sirali karigik kualtur fermantasyonlarini izlemek
amaciyla Metschnikowia pulcherrima kultur fermantasyonunun gergeklestigi
fermantasyonun -2., -1., 0. gunleri dahil sonraki 14 glin boyunca toplamda 17 gun
briks, alkol ve pH 6lguma yapilmigtir.

Seker tuketimi

Saccharomyces cerevisiae saf kultur ve Metschnikowia pulcherrima +
Saccharomyces cerevisiae sirali karigik kaltur fermantasyonlarinin  briks

derecesi, fermantasyon boyunca ATC (0-90% Brix) refraktometresi kullanilarak
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her gin ayni saatte dlgulmustur. Cizelge 4.35’te Saccharomyces cerevisiae saf
kaltur ve Metschnikowia pulcherrima + Saccharomyces cerevisiae siral karigik
kultur fermantasyonlari sirasindaki seker tuketimini incelemek amaciyla

fermantasyon boyunca gunluk dlg¢ulen briks miktarlarindaki degisim verilmistir.

Cizelge 4.35. Fermantasyon sirasindaki seker tuketimi*

A 20,00
—~SC0
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- sc1
< —~SCIMP1
K ~SC1MP2
“ —~sc2
. —~SC2MP1
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o —~SC3MP1
6:00 ~SC3MP2
2 A 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Gunler
B 00 05 C Briks (%)
1.0 12 - o0
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Glnler 1
s —1086 16.38
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' _ ' iaa 104 E 9 1475
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S 0o —EfapE: 00 |2 7
o~ =5 o 150
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& ] ‘3 9875
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T 1 Ll 5000
5 0 5 1234667 8 910111213 14 1516 17
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*A: Saccharomyces cerevisiae saf kiiltir ve Metschnikowia pulcherrima + Saccharomyces
cerevisiae sirall karnigik kiltir fermantasyonlarinin -2., -1., 0., 1., ..., 8. gunlerindeki briks

degerlerinin gizgi grafigi

B: Saccharomyces cerevisiae saf kultir ve Metschnikowia pulcherrima + Saccharomyces
cerevisiae sirali karisik kiltiir 6rneklerinin fermantasyonlari sirasinda degisen briks degerlerinin

temel bilesen analizi (PCA).

C: Saccharomyces cerevisiae saf kiltir ve Metschnikowia pulcherrima + Saccharomyces
cerevisiae sirall karisik kiltir fermantasyonu sirasinda degisen briks degerlerinin 1s1 haritasi.
Fermantasyonun -2. Gini 1 olarak, 14. gin ise 17 olarak gosterilmistir. Fermantasyon
orneklerinin karsiligr ise SCO: 1, SCOMP1: 2, SCOMP2: 3, SC1: 4, SC1MP1: 5, SC1MP2: 6, SC2:
7, SC2MP1: 8, SC2MP2: 9, SC3: 10, SC3MP1: 11, SC3MP2: 12 seklindedir.

115



Cizelge 4.35’e gore genel olarak Saccharomyces cerevisiae saf kultlr
fermantasyonlarinin ~ geker  tuketimi  Metschnikowia  pulcherrima  +
Saccharomyces cerevisiae sirali karigik kultir fermantasyonlarinin seker
tuketiminden daha hizli olmustur. Cizelge 4.35'te gizgi grafigindeki egrilerin dogru
denklemlerinin egimleri incelendiginde Saccharomyces cerevisiae saf kultlr
fermantasyonlarinin  egimleri  (-1.65) ve (-1.68) arasinda degisirken
Metschnikowia pulcherrima + Saccharomyces cerevisiae sirali karigik kultar
fermantasyonlarinin egimleri (-1.42) ve (-1.58) arasindadir (EK 3). Sirah karisik
kialturlerde Saccharomyces cerevisiae inokulasyonunun gerceklestirildigi
fermantasyonun 0. guninden sonra, seker tuketimi hizlanmigtir.
Fermantasyonun sonuna dogru butun fermantasyon orneklerinin yuzde briks

miktari %5’te sabitlenmigtir.

Cizelge 4.35’teki sonuglara gore en hizli seker tiketimi SC2 Saccharomyces
cerevisiae saf kultir fermantasyonunda gergeklesirken, en yavas seker tuketimi
SC3MP2 Metschnikowia pulcherrima + Saccharomyces cerevisiae sirall karigik
kultar fermantasyonunda gergeklesmigtir.

Alkol liretimi

Saccharomyces cerevisiae saf kultur ve Metschnikowia pulcherrima +
Saccharomyces cerevisiae sirall karisik kultir fermantasyonlarinin alkol
miktarlari, fermantasyon boyunca 0-40 6lgekli AEK-Tech alkolmetresi kullanilarak
24 ° C'de her gun ayni saatte olgulmustur.

Cizelge 4.36’da Saccharomyces cerevisiae saf kultur ve Metschnikowia
pulcherrima + Saccharomyces cerevisiae sirali karigik kultir fermantasyonlari
sirasindaki alkol Uretimini incelemek amaciyla fermantasyon boyunca gunlik

Olgulen alkol miktarindaki (%) degisim verilmigtir.
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Cizelge 4.36. Fermantasyon sirasindaki alkol aretimi*

A 0.0 B Alkol (%)
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*A: Saccharomyces cerevisiae saf kiltir ve Metschnikowia pulcherrima + Saccharomyces
cerevisiae sirali karisik kiiltir 6rneklerinin fermantasyonlari sirasinda gergeklesen alkol tiretiminin

temel bilesen analizi (PCA).

B: Saccharomyces cerevisiae saf kultir ve Metschnikowia pulcherrima + Saccharomyces
cerevisiae sirall karigik kiltir 6rneklerinin fermantasyonlari sirasinda uretilen alkol miktarinin isi
haritasi. Fermantasyonun -2. Giinu 1 olarak, 14. giin ise 17 olarak gosterilmistir. Fermantasyon
orneklerinin karsiligi ise SCO: 1, SCOMP1: 2, SCOMP2: 3, SC1: 4, SC1MP1: 5, SC1MP2: 6, SC2:
7, SC2MP1: 8, SC2MP2: 9, SC3: 10, SC3MP1: 11, SC3MP2: 12 seklindedir.

Cizelge 4.36’a gore genel olarak Saccharomyces cerevisiae saf kultlr
fermantasyonlarinin alkol tretimi Metschnikowia pulcherrima + Saccharomyces
cerevisiae sirali karigik kultir fermantasyonlarinin alkol Gretiminden daha hizli ve
daha fazla olmustur. Saccharomyces cerevisiae saf kultur ornekleri
fermantasyonun 5. gunu alkol Uretirken Metschnikowia pulcherrima +
Saccharomyces cerevisiae sirali karigik kultir fermantasyonlari SCOMP1,
SCOMP2 ornekleri harig (fermantasyonun 6. gunu alkol Uretmiglerdir)

fermantasyonun 7. ginu alkol Uretmislerdir.

Fermantasyon takibi sonucunda Metschnikowia pulcherrima + Saccharomyces
cerevisiae sirali  karigik  kaltir  fermantasyonlarinin  alkol  seviyesinin
Saccharomyces cerevisiae saf kultur fermantasyonlarindan daha dugsuk oldugu
tespit edilmistir. Fermantasyon takibi sirasinda odlgulen en yuksek alkol seviyesi
(%6) SCO ve SC1 Saccharomyces cerevisiae saf kultlr fermantasyonlarina aittir.
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SC2 ve SC3 Saccharomyces cerevisiae saf kultir fermantasyonlarinin alkol
seviyesi ise en fazla %5.5 olarak Ol¢ulmustir. Metschnikowia pulcherrima +
Saccharomyces cerevisiae sirall karigik kultur fermantasyonlari incelendiginde
ise, SC2 ve SC3 suslarinin karigik kultur fermantasyonlarinin (SC2MP1,
SC2MP2, SC3MP1, SC3MP2) urettikleri alkol seviyesinin (~%4), SCO ve SC1
suslarinin karisik kultar fermantasyonlarinin (SCOMP1, SCOMP2, SC1MP1,
SC1MP2) urettikleri alkol seviyesinden (~%5) dusuk oldugu tespit edilmigtir.
Saccharomyces cerevisiae saf kultur fermantasyonlarinin alkol seviyesi 14
gunluk ortalama %3.03, Metschnikowia pulcherrima + Saccharomyces cerevisiae
sirali karigik kultir fermantasyonlart 14 gunluk ortalama alkol seviyesi %2.13
oldugundan dolayi siral karisik kaltur kullanimi ile alkol oraninda %29.70 dusus

tespit edilmigtir.

Metschnikowia pulcherrima + Saccharomyces cerevisiae sirali karigik kultar
fermantasyonlarinda ise genelde MP1 susunun bulundugu karigik kulturlerdeki
alkol Uretimi MP2 susunun bulundugu karisik kulturlerdeki alkol Gretiminden az

olmustur.

pH olgliimi

Saccharomyces cerevisiae saf kultur ve Metschnikowia pulcherrima +
Saccharomyces cerevisiae sirall karigik kultur fermantasyonlari sirasinda her
gun ayni saatte pH ve sicaklik dlgimu yapilmigtir. Fermantasyon érneklerinin pH
OlcimUu Adwa Ad12 pH metresi kullanilarak gerceklestiriimigtir.

Cizelge 4.37’de Saccharomyces cerevisiae saf kultur ve Metschnikowia
pulcherrima + Saccharomyces cerevisiae sirali karigik kultir fermantasyonlari

sirasindaki gunluk pH degisimi verilmistir.
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Cizelge 4.37. Fermantasyon sirasindaki pH degisimi*
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*A: Saccharomyces cerevisiae saf kiltir ve Metschnikowia pulcherrima + Saccharomyces
cerevisiae siral karisik kilttr drneklerinin fermantasyonlari sirasinda gergeklesen pH degisiminin

temel bilesen analizi (PCA).

B: Saccharomyces cerevisiae saf kiltir ve Metschnikowia pulcherrima + Saccharomyces
cerevisiae sirall karnigik kultir érneklerinin fermantasyonlar sirasinda degisen pH 1si haritasi.
Fermantasyonun -2. Gini 1 olarak, 14. gin ise 17 olarak gosterilmistir. Fermantasyon
orneklerinin karsiligr ise SC0: 1, SCOMP1: 2, SCOMP2: 3, SC1: 4, SC1MP1: 5, SC1MP2: 6, SC2:
7, SC2MP1: 8, SC2MP2: 9, SC3: 10, SC3MP1: 11, SC3MP2: 12 seklindedir.

Cizelge 4.37°’e gbre Saccharomyces cerevisiae suslarinin inokulasyonunun
gerceklestirildigi fermantasyonun 0. gunu, 2 gun boyunca fermente edilmis olan
Metschnikowia pulcherrima suglarinin bulundugu fermantasyon orneklerinin
(SCOMP1, SCOMP2, SC1MP1, SC1MP2, SC2MP1, SC2MP2, SC3MP1,
SC3MP2) pH seviyesi ortalama olarak 3.88’e yukselmigtir. Fermantasyonun
ilerleyen gunlerinde Saccharomyces cerevisiae saf kultir ve Metschnikowia
pulcherrima + Saccharomyces cerevisiae sirall karigik kulturlerinin pH degerleri

arasinda bariz bir farkhlik gézlenmemistir.
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5. YORUM

Fermantasyon sanayisinde karsilagilan guncel sorunlardan biri kiresel iIsinma ve
cevresel kosullarin degismesinden dolayi nihai Grindeki yuksek alkol seviyesidir.
Ayrica fermantasyon sanayisi, baslangi¢ (starter) kultir kombinasyonu, sus
degisimi gibi minimum degisiklikle nihai Grinde ulusal ve uluslararasi pazarda

fark yaratma arayisindadir.

Bu calisma, sirali  karisik kultr fermantasyonunda  Metschnikowia
pulcherrima’nin kullaniimasina iliskin yeni bilgiler sunmaktadir. Ayrica calisma,
Saccharomyces cerevisiae ve Metschnikowia pulcherrima suslarinin siral
fermantasyonu ile aromatik bilesik sentez gen ifadesi yuksek, dusuk alkollu drin
elde edilebilecegini gostermektedir.

Bu calismada, Saccharomyces cerevisiae ve Metschnikowia pulcherrima
suslarinin sirali fermantasyonunda meydana gelen etkilesimlerin transkriptomik
seviyede incelenmesi amacglanmistir. Bu amagla ¢alisma iki kisimdan olugacak
sekilde planlanmigtir. Birinci kisim, 1s1 stresinin Ehrlich yolaginda yer alan
aromatik bilegik sentezi ile ilgili genlerin ekspresyon profili Uzerindeki etkilerini
anlamayi hedeflemistir. Bu hedef dogrultusunda, agik kaynakli mikrodizi verisi
kullanilarak 1si stresine kargi yerel maya susundaki aromatik bilesik sentezi ile
ilgili genlerin (Ehrlich yolak genleri) ekspresyon profili ilk kez bu tez ¢calismasi

kapsaminda incelenmistir.

Calismanin ikinci kisminda ise sirali karisik baslangi¢ kulturt (Metschnikowia
pulcherrima + Saccharomyces cerevisiae) kullanilan alkol fermantasyonu
sirasinda aromatik bilesik sentezinde yer alan segilen AROS8, ARO9, ADH?2,
ADHb5 genlerinin transkripsiyonel yanitinin izlenmesi hedeflenmigtir. Bu hedef
dogrultusunda fermantasyon asamasinda kullanilmak Uzere Saccharomyces
cerevisiae ve Metschnikowia pulcherrima suslart ARO8, ARO9, ADH2, ADH5
gen ifade duzeyleri ve teknolojik 6zelliklerine gore secilmistir. Secilen suslarla
gerceklestiriien Saccharomyces cerevisiae saf kultur ve Metschnikowia
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pulcherrima + Saccharomyces cerevisiae sirali karigik kultir fermantasyonlari
sirasinda alinan orneklerden RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve RT-gPCR ile gen

ifade analizi yapilarak fermantasyon sureci transkriptomik olarak incelenmisgtir.

Calismanin sonuglari su sekilde 6zetlenebilir;

1. Mikrodizi verisi kullanilarak, Sacchromyces cerevisiae genomunun 1sI $oku ve
sicaklik degisim stresleri altinda genel gen ekspresyon profilinin belirlenmesine
ek olarak, onemli farkhlik gOsteren prob setlerine karsilik gelen gen listeleri
Uzerinden i1s1 stresine kargi orijinal/yerel maya susundaki aromatik bilesik sentezi
ile ilgili genlerin (Ehrlich yolak genleri) ekspresyon profili ilk defa incelenmigtir. Isi
soku ve sicaklik degisim stresleri altinda Sacchromyces cerevisiae sugsundaki
Ehrlich yolak genlerinden ADH2 ve ADHS5 genlerinin ekspresyon seviyelerindeki
degisimin diger genlerden fazla oldugu tespit edilmigtir.

2. Hacettepe Universitesi FoodOmics Arastirma Laboratuvari Kiiltir Bankasi’nda
bulunan suslarin canlandirilmasi ve tanimlamanin dogrulanmasi agamasindan
elde edilen sonugclar degerlendirildiginde suslarin spesifik 6zellikleri ile ortastugu
saptanmisgtir.

3. Calismada gergeklestirilen tim RNA izolasyonu ve cDNA sentezlerinde RT-
gPCRile gen ifade analizi i¢in yeterli miktar ve kalitede nukleik asit elde edilmigtir.

4. Fermantasyon agsamasi i¢in sus secgiminde, RT-gPCR ile gen ifade analizi
sonucunda genellikle Sacchromyces cerevisiae suslarin gen ifade duzeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlamh farklihk tespit edilirken bir sus diginda
Metschnikowia pulcherrima suslarinin gen ifade duzeyleri benzerdir.

5. Fermantasyon asamasi igin sug sec¢iminde, teknolojik ozelliklerin belirlenmesi
analizinde Sacchromyces cerevisiae ve Metschnikowia pulcherrima suslarinin

kendi turleri arasindaki ve iki tir arasindaki farkliliklar belirlenmistir. Bu ¢alisma
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kapsaminda, Sacchromyces cerevisiae ve Metschnikowia pulcherrima suslarinin
cogunlugunun yuksek sicaklikta (37 °C ve 42 °C), dusuk pH (3.3) seviyesinde
gelisebildigi tespit edilmistir. Fermantasyon sirasinda seker tuketimi ve alkol
uretimi, acisindan Sacchromyces cerevisiae ve Metschnikowia pulcherrima
suglarinin arasinda farkhlik bulunmaktadir. Fermantasyon sirasindaki pH
seviyeleri olguldugunde suslarin kendi aralarinda benzer pH seviyelerine sahip
olduklari gozlemlenmigtir. Kopuk olusturma analizi sonrasinda elde edilen
verilere gore Sacchromyces cerevisiae ve Metschnikowia pulcherrima suglarinin

arasinda ayirt edici bir farkhlik tespit edilmemistir.

indirgenme
Aldehlt -> el Alkol
ADH1 ADH2 ADH3
ADH ADH5 DH6

ADH7 AADX SFA1
Transaminasvon Dekarboksilasyon
Amino asit <-> a—I{eto asit a-keto ask -> Aldohit
_ PDC1 PDC5 PDC6

BAT1 BAT2JIARO8 ARO9 ARO10
Oksidasyon
Aldehit -> Fusel Asit
ALD 1-6

Sekil 5.1. Maya metabolizmasindaki Ehrlich yolaginin transkripsiyonel duzeyde

izlenmesi

6. Bu cgalismada, M. pulcherrima ve S. cerevisiae maya-maya etkilesimine
transkripsiyonel duzeyde bir yanit vermek i¢in aromatik bilesik sentezinde rol alan
Ehrlich yolak genleri incelenmistir. Calisma kapsaminda segilen genlerden AROS8
ve AROQO9 genleri Ehrlich yolaginin transaminasyon, ADH2 ve ADHS5 ise
indirgenme asamasinda yer aldigi igin Ehrlich yolaginin iki farkh asamasi da
izlenebilmigtir (Sekil 5.1). Calisma kapsaminda gergeklestirilen, fermantasyon
orneklerinin RT-gPCR ile gen ifade analizi sonucunda, S. cerevisiae saf kultir
fermantasyonu ile karsilastirilan Metschnikowia pulcherrima + Saccharomyces
cerevisiae sirali karisik kultur fermantasyonlarinin aromatik bilesik sentezinde rol

alan Ehrlich yolak genlerinin gen ekspresyon seviyelerinin degistigi tespit
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edilmistir. Ayrica farkli Metschnikowia pulcherrima + Saccharomyces cerevisiae
sirali karigik kaltur kombinasyonlarinin kullanilmasi gen ifade duzeylerinde
farkhliklara neden olmustur. Metschnikowia pulcherrima + Saccharomyces
cerevisiae sirall karisik kultir fermantasyonlarinda meydana gelen maya-maya
etkilesiminin bir diger sonucu ise duguk alkol seviyeli trun eldesidir. RT-gPCR ile
gen ifade analizleri ve fermantasyon takibi sonucunda, Metschnikowia
pulcherrima + Saccharomyces cerevisiae sirali karigik ve Saccharomyces
cerevisiae saf kultur fermantasyonlari karsilastirildiginda sirali karisik kaltar

fermantasyonlarinda alkol Uretiminin daha dusuk oldugu gosterilmistir.

Tez g¢alismasinin  sonucunda, fermantasyon ortaminda Metschnikowia
pulcherrima bulundugunda Saccharomyces cerevisiae’nin aromatik bilesik
sentez genlerinin ekspresyon seviyelerinde artis meydana getiren ve dusuk
alkolli drun Uretimini saglayan orijinal/lyerel Saccharomyces cerevisiae
(HUF16M2K10004) ve Metschnikowia pulcherrima (HUF17M3H21175)
suglarinin  kombinasyonu (SC1MP2) fermantasyon sanayisinde kullaniimak

uzere, baslangic (starter) kultur kombinasyonu olarak onerilmigtir.

ileri calismalarda Metschnikowia pulcherrima + Saccharomyces cerevisiae sirall
karigik kultir genotiplerinde metabolomik c¢alismalarin yapiimasi ve GC-MS ile
aroma maddelerinin profilleri analizi sonrasi elde edilecek sonuglarin

kargilastirmali olarak degerlendiriimesi 6nem arz etmektedir.
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EKLER

EK 1 - Acik kaynakli mikrodizi verileri

Acik kaynakli mikrodizi verilerinin analizi sonucunda elde edilen 1si sok

uygulamasi oncesinde gen ifade duzeylerinde iki kat ve Uzeri degisim gosteren

tum genler
C6h-HS1h

Probe SetID Putative Annotaion Gene Symbol Fold Change Regulation
molecular_function binding 454
1770632_at H subunit of the mitochondrial glycine decarboxylase comple) GCV3 2,8662124|up
1779425_at Cytochrome c heme lyase (holocytochrome c synthase CYC3 3,4979033 |up
1776134 _at transcriptional coactivator SKIP, can activate transcription of |PRP45 2,0869455 |up
1779165_s_at Gag-Pol protein 4,6707025|up
1775180_s_at TyA Gag protein; the main structural constituent of virus-like particles 10,7304 |up
1780029_at Protein kinase of the Mitotic Exit Network that is localized to t|CDC15 2,1083727 [up
1778223 _at Outer carnitine acetyltransferase, mitochondrial YAT1 3,7117503 |up
1779158 _at heat-inducible cytosolic member of the 70 kDa heat shock pro|SSA3 5,775982|up
1776193 _at Amino acid transport protein for valine, leucine, isoleucine, ar| TAT1 2,8523953 |up
1779157 _at Zn-finger protein TBS1 3,3150287 |up
1775252 _at Mitochondrial integral membrane protein involved in mitoch{ FZ01 4,211949 |up
1778280_at negative growth regulatory protein NGR1 5,801924 |up
1772959_at Bifunctional dehydrogenase and ferrochelatase, involved in th| MET8 3,3213212|up
1777758 _at metal homeostasis protein; putative membrane protein BSD2 2,0431514|up
1775610_s_at Silenced copy of A2, encoding a protein of with similarity to Alf HMLALPHA2 2,7293897 |up
1778479_at catabolism of hydroxy amino acids CHA1 6,8594213 |up
1779004 _at 17 kDa phosphatidylglycerolphosphate synthase PGS1 2,1472595|up
1779623 _at Lipase, required for intravacuolar lysis of autophagic bodies |ATG15 4,4479785 |up
1776196_at component of the yeast ADA acetyltransferase AHC2 2,074676|up
1770900_at Putative serine/threonine protein kinase most similar to cyclid KIN82 2,559848|up
1769986_at Substrate of the Hub1p ubiquitin-like protein that localizes to [HBT1 9,652356 |up
1774699_at Protein kinase with a possible rolein MAP kinase signaling in t{ PRR2 3,2933502 |up
1773758 _at glucose sensor SNF3 3,263893|up
1779716_at Non-ATPase, homolog of mammalian proteasomal subunit S9 |RPN6 2,1202147 |up
1769959_at NADH dehydrogenase activity NDE2 6,561315|up
1777258 _at bromodomain protein, homolog of BDF1 BDF2 4,286045 [up
1775757 _at Protein involved in the repair of double-strand breaksin DNA ¢ RAD59 2,1998067 |up
1780095_at Ring finger protein involved in the DNA damage response with | SLX5 2,6535017 |up
1778677_at ranscriptional regulator involved in activation of the GAL gene| GAL3 2,1498482|up
1776596_at T subunit of the mitochondrial glycine decarboxylase complex| GCV1 4,6421795
1770080_at Chaperone that specifically facilitates the assembly of cytochrd PET100 3,405711|up
1774126_at dihydrolipoyl transsuccinylase component of alpha-ketoglutaj KGD2 2,7621505|up
1773413 _at Protein required for nuclear migration, localizes to the mothef NUM1 3,4276958 |up
1772220_at Yeast succinate dehydrogenase (SDH) is a tetramer of non-equiySDH4 4,327778|up
1776183 _at Controls the expression of ADH2, peroxisomal protein genes, af ADR1 7,759847 |up
1773159_s_at TyB Gag-Pol protein; proteolytically processed to make the Gag, RT, PR 4,615139|up
1772049_s_at TyB Gag-Pol protein; proteolytically processed to make the Gag, RT, PR 6,5471053 |up
1774052 _at Bypass of Stop Codon transcript encoded by this ORF shows a t|BSC2 2,6886578|up
1778165_at Involved in mitochondrial homologous DNA recombination. B MHR1 3,0993786 |up
1773597_at Phosphatidylinositol(3)-phosphate binding PIB1 2,9440005 |up
1770799_at Protein associated with mitochondrial ATP synthase TIM11 2,6347237 |up
1772978 _at Cytosolic metalloprotease; computational analysis of large-scgd CYM1 2,6585772|up
1777321 _at ubiquinol-cytochrome c oxidoreductase subunit 7 (14 kDa) |QCR7 5,754445 |up
1770402_at Diadenosine5',5"-P1,P4-tetraphosphate phosphorylase Il (AP4 APA2 2,544941 |up
1774696_at haperone and cysteine protease with similarity to E. coli Hsp3]HSP31 3,7947054 |up
1772541 _at Mitochondrial ribosomal protein of the large subunit RML2 3,8327706 |up
1780036_at Ubiquitin-conjugating enzyme that negatively regulates glucor| UBC8 7,069158 |up
1771802_at Glc7-interacting protein; shares homology with PIG2 GIP2 3,8081753 |up
1779267_at Sporulation-specific activator of Chs3p (chitin synthasell), re¢ SHC1 4,4401255 |up
1770191 _at 3-methyladenine DNA glycosylase MAG1 4,5963116 |up
1774767 _at cytoplasm 0TU1 9,742353 |up
1773321 _at Multicopper oxidase, integral membrane protein with similari| FET5 2,6734242|up
1770767 _at Alanine: glyoxylate aminotransferase, catalyzes the synthesis g AGX1 15,862163 |up
1779754 _at induced by heat shock, entry into stationary phase, depletion {HSP12 6,33299 |up
1776136_at Member of a family of proteins, including Sip1p and Gal83p, th{SIP2 3,01196|up
1779702_at mRNA N6-adenosine methyltransferase that is required for IMEIME4 2,01569|up
1772233 _at Mitochondrial rRNA Methyltransferase; methylates the 21S (m| MRM2 2,3834188|up

133



1771915_at converts pyruvate to oxaloacetate PYC1 9,04437 [up
1779272 _at localizes to spindle pole body SDS23 3,38334|up
1771509_at Fatty acid desaturase, required for monounsaturated fatty aciq OLE1 5,90275 [up
1774010_at amma-aminobutyrate (GABA) transaminase (4-aminobutyrate { UGA1 2,3548517|up
1772112 _at 40 kDa putative membrane-spanning ATPase MSP1 2,6335144|up
1773780_at Catalytic subunit of 1,3-beta-glucan synthase, has similarity to| GSC2 4,7214227 |up
1774026_at high affinity methionine permease MUP1 2,2116587 [up
1777536_at similarity to Adrlp DNA-binding domain / 4,0309525 |up
1769955_at Cytosolic catalase T, hasarolein protection from oxidative dajCTT1 3,1832886 |up
1778290_at beta subunit of succinyl-CoA ligase (synthetase; ATP-forming), {LSC2 2,2340155 [up
1772100_at TFIID subunit (145 kDa), involved in RNA polymerase Il transcri TAF1 2,11806 |up
1769845 _at Glycerol kinase, converts glycerol to glycerol-3-phosphate GUTL 4,30224 |up
1773993 _at Manganese-containing superoxide dismutase SOD2 4,310949 |up
1771103 _at Subunit VI of cytochrome c oxidase, which is the terminal men COX6 5,0816345 [up
1778666 _at Hexose transporter with moderate affinity for glucose, may furf HXT5 5,95162 |up
1780115_at TRAL isthe homolog of the human protein TRRAP which we ha| TRA1 2,04019 |up
1769462 _at alpha-ketoglutarate dehydrogenase KGD1 3,40499 [up
1777918 _at Promoter of Growth; weak similarity to human transcription 4 POG1 2,19356 |up
1773792 _at required for survival upon exposure to K1 killer toxin; involved FYV10 4,30129 |up
1777336_at Mitochondrial outer membrane protein involved in membran{FIS1 2,9867363 |up
1777278 _at Maintenance of Mitochondrial Function MMF1 2,57445 [up
1776174 _at cyclin-dependent protein kinase holoenzyme complex PCL7 5,51025 |up
1773244 _at Member of the DEAH family of helicases, functionsin an error-ff MPH1 2,61607 [up
1772227 _at self-glucosylating initiator of glycogen synthesis; similar to ma|GLG2 5,18080|up
1774960_at With NCA2, regulates proper expression of subunits 6 (Atp6p) {NCA3 4,29421 |up
1780101 _at Serine/threonine protein kinase involved in activation of meio|IME2 2,0506396 [up
1774326_at mitochondrial elongation factor G-like protein MEF2 5,10823 |up
1777080_at Gamma glutamylcysteine synthetase, catalyzes the first step in|GSH1 2,89612|up
1770592 _at Possibly involved in Snflp regulated transcriptional activation SIP4 8,78980 |up
1772974 _at serine/threonine kinase IKS1 2,80474 |up
1774072 _at Mitochondrial succinate-fumarate transporter, transports suc{ SFC1 6,14651 up
1774896_at Cu, Zn superoxide dismutase SOD1 3,42196 |up
1777018_at Xanthine Phosphoribosyl Transferase XPT1 2,10788|up
1777334 _at Yeast succinate dehydrogenase (SDH) SDH3 2,27912|up
1775441 _at Subunit of the heme-activated, glucose-repressed Hap2p/3p/4| HAP4 5,7603574 [up
1770748 _at Mitochondrial Distribution and Morphology MDM35 3,3795176

1778312 _at protein similar to StuA of Aspergillus nidulans PHD1 4,38048 |up
1779755_at transcriptional repressor and activator RGT1 3,73200|up
1775851 _at Phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidaseinduced § GPX1 4,20628 |up
1769308 _at Multifunctional enzyme of the peroxisomal fatty acid beta-oxi{ FOX2 2,63900 |up
1776013 _at rab5-like GTPase involved in vacuolar protein sorting and endqYPT52 2,88623|up
1779155_at histone deacetylase complex SET3 2,1471093 |up
1772694 _at Glycerol-3-phosphate acyltransferase located in both lipid par{ GPT2 2,6968439|up
1769992 _at RNA helicase in the DEAH-box family involved in the second cal PRP16 2,18647 [up
1778233 _at S-MethylMethionine Permease MMP1 7,08730|up
1777010_at Yeast succinate dehydrogenase (SDH) is a tetramer of non-equiySDH2 4,47179 [up
1774833 _at Copper metallochaperone that shuttles copper from the cytos{ COX17 4,4464293 |up
1776248 _at Homolog of E. coli DnaJ, closely related to Ydj1p XDJ1 3,485466 |up
1771040_at Udp-glycosyltransferase ATG26 2,203437|up
1779774 _at helicase activity IRC20 3,0811384 |up
1770532 _at O-acetyl homoserine-O-acetyl serine sulfhydrylase, required fo| MET17 2,2392578|up
1774665_at Peroxisomal integral membrane protein, involved in negative | PEX30 2,084706|up
1776768 _at Fructose-1,6-bisphosphatase, required for glucose metabolisn{ FBP1 41,50529 |up
1773919_at Subunit VIII of cytochrome c oxidase COX8 4,04208 |up
1776217 _at Subunit of the mitochondrial F1FO ATP synthase, which is a lar|ATP18 3,25136|up
1771143 _at Expression is repressed by glucose and anaerobic conditions, i CYB2 7,19537 [up
1774377 _at Carnitine O-acetyltransferase, peroxisomal and mitochondrial| CAT2 4,00793 |up
1775433 _at Mitochondrial inner membrane ADP/ATP translocator, exchan AAC1 4,78379|up
1773106 _at vaculolar protein sorting VPS20 2,0153308 |up
1773134 _at Component, with Afg3p, of the mitochondrial inner membran|YTA12 2,974282|up
1769958 _at involved in proteasome-dependent catabolite inactivation of { GID8 3,099879|up
1777444 _at Cytoplasmic inhibitor of proteinase Pep4p PAI3 25,62268|up
1774548 _at Mitochondrial ribosomal protein of the small subunit MRPS17 3,76848|up
1777463 _at Protein required for survival at high temperature during statio| SPG5 3,74717 |up
1779649 _at Protein that recognizes and binds damaged DNA during nucleg RAD14 2,93475 [up
1773823 _at Mitochondrial ribosomal protein of the large subunit MRPL24 2,5847123|up
1774495 _at Glutamate decarboxylase, converts glutamate into gamma-am| GAD1 4,76215 [up
1776419_at Subunit VIl of cytochrome c oxidase COX7 4,32994 [up
1775431 _at protein possibly involved in protein synthesis TMA23 3,34281 |up
1770483 _at CAT8 controls the key enzymes of gluconeogenesisin S. cerevis| CAT8 11,14720|up
1778109_at Vacuolar carboxypeptidase Y (proteinase C), involved in protei| PRC1 3,54118|up
1774644 _at Integral inner mitochondrial membrane protein with similarit| YME2 2,85012|up
1774693 _at KRRI-Interacting protein 1 KRI1 2,49709 [up
1777106_at Putative hydroxyisocaproate dehydrogenase GOR1 2,75663 [up
1776536_at leucine-rich nuclear export signal (NES) sequence that fits the qSWT21 2,22872|up
1775599_at Protein kinase that stabilizes several plasma membrane amino [NPR1 2,40810up
1775729_at carbon-catabolite sensitive malate synthase MLS1 11,24265 |up
1775713 _at Lecine-zipper transcriptional activator, responsible for the reg| MET4 3,18275 |up
1769891 _at Mitochondrial porin (voltage-dependent anion channel), outgl POR1 3,74579 |up
1778884 _at Translational elongation factor EF-3; paralog of YEF3 and memll HEF3 22,71368|up
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1778706_at transmembrane protein, involved in ammonia production; mg ATO2 5,01080 |up
1774804 _at Protein involved in autophagocytosis during starvation ATG3 2,61796 |up
1778951 _at Component of amembrane-bound complex containing the To|AVO1 2,14953 up
1776968 _at Cytochromecl CYT1 3,80505 [up
1779720_at essential in yeast; playsarolein cell cycle progression RIO1 2,36429|up
1778781 _at GTP binding protein (mammalian Ranp homolog) involved in t{GSP2 3,74079 [up
1778183 _at ABC transporter highly similar to Pdr5p PDR10 5,33760|up
1774122 _at NAD(+)-dependent formate dehydrogenase, may protect cells ffFDH1 /// FDH2 53,72343|up
1776285_at proline-specific permease (also capable of transporting alanind PUT4 7,316518|up
1779399_at S-adenosylMethionine Permease SAM3 16,27931|up
1769333 _at Hydrophilin of unknown function; stressinduced (osmotic, iof GRE1 35,24453|up
1779057 _at Ulp1 Interacting Protein 4 UIP4 2,52101 |up
1774709_at DNA polymerase zeta, which isuniquein its ability to bypass tH REV3 2,48031 |up
1774838 _at Mutl Homolog MLH3 3,14849|up
1776366_at Pxalp and Pxa2p appear to be subunits of a peroxisomal ATP-b PXA1 2,25051
1771612 _at ubunit of the COMPASS complex, which methylates histone H{SPP1 2,88330|up
1770623 _at Mitochondrial inner membrane transporter, exports 2-oxoadi{ODC1 3,53264 |up
1775542 _at Regulator of drug sensitivity RDS2 2,1264014 [up
1769977 _at Subunit b of the stator stalk of mitochondrial F1FO ATP synthaj ATP4 3,074246|up
1776686_at Mitochondrial isoleucyl-tRNA synthetase ISM1 2,85527 up
1771419_at protein serine/threonine kinase activity SKS1 3,3541477 |up
1775005_at Mitochondrial ribosomal protein of the small subunit MRPS16 3,114109|up
1772812 _at Atransmembrane glycoprotein NCR1 2,302672|up
1777053 _at Vacuolar acid trehalase, required for trehalose utilization ATH1 5,151008 |up
1774390_at Synergistic to prp19 (NineTeen) mutation. Essential for mRNA {SNT309 9,018329|up
1775734 _at High-affinity copper transporter of the plasma membrane, med CTR1 5,342314|up
1771645_at protein secretion SUE1 8,94983 |up
1771633 _at 0 kDa ubiquinol cytochrome-c reductase core protein 2 QCR2 3,6353877|up
1770785 _at Tetrameric histone acetyltransferase with similarity to Gecn5p,|HPA2 7,1532187 [up
1771566_at Protein that forms a heterotrimeric complex with Erp2p, Emp24p, and Erv25p; membsq 3,4670331|down
1771711 _at tRNA-intron endonuclease activity SEN34 2,852537 [down
1774134 _at N-succinyl-5-aminoimidazole-4-carboxamide ribotide (SAICAR| ADE1 3,1400485 [down
1778878 _s_at IMD1 isa probable pseudogene that is located close to thetelgd IMD1 ///IMD2 4,0805707 [down
1775992 _at Kynurenine 3-mono oxygenase, required for biosynthesis of ni{ BNA4 3,0709393 [down
1779139_at Cytoplasmic isoleucine-tRNA synthetase, target of the G1-spec|ILS1 3,807844 [down
1775235_at Histone H2A (HTA1 and HTA2 code for nearly identical protein{ HTA2 4,189841|down
1778788_at Ubiquitin-conjugating enzyme that mediates degradation of s UBC4 2,5379565 [down
1778143 _at FCisamultisubunit DNA binding protein and ATPase that acts|RFC5 4,5286736 |down
1774691 _at required for DNAreplication POL30 4,1906075 [down
1779615_at Acid phosphatase, nearly identical to Pho5p; glycosylated; traj PHO3 5,158271|down
1772672 _at membrane protein, involved in phosphate transport; PHO88 2,2544808 [down
1779344 _at alcohol dehydrogenase isoenzyme V ADH5 3,2401512|down
1776634 _at catalytic subunit of amannosylinositol phosphorylceramide (| CSH1 2,9704452 [down
1778512 _at Protein that participatesin secretory pathway YSY6 2,7655976 [down
1778857 _at Urea amidolyase, contains both urea carboxylase and allophanDUR1,2 4,2786794 |down
1774290_at converts pyruvate to oxaloacetate PYC2 3,1812308 [down
1771246_at dUTPase, catalyzes the hydrolysis of dUTP to dUMP DUT1 7,1681027 [down
1777613 _at Protein phosphatase with specificity for serine, threonine, and PPS1 2,2010403 [down
1779735_at Third-largest subunit of DNA polymerase Il (DNA polymerase e DPB3 2,4378145|down
1773972 _at S-phase checkpoint protein found at replication forks, required for DNAreplication 2,360075 [down
1775142 _at Ribosomal protein 59 (rp59) of the small (40S) ribosomal subu|l RPS14A 2,0795364 |down
1777477 _at Fatty acid elongase, involved in sphingolipid biosynthesis FEN1 5,5470243 [down
1774930_at threonine synthase THR4 2,88569 |down
1770173 _at Stress-Seventy Subfamily B; involved in translation, perhaps by SSB1 3,6930795 [down
1776998 _at NAD(+)-dependent glutamate synthase (GOGAT), synthesizes gl{ GLT1 3,894976 |down
1776604 _at DNA ligase found in the nucleus and mitochondria, an essential| CDC9 3,286524 |down
1770514 _at Trna ribose methylase TRM3 2,6404195 [down
1769663 _at Protein component of the small (40S) ribosomal subunit RPS29B 2,90317|down
1773820_x_at Protein component of the small (40S) ribosomal subunit RPS29B 2,6571834 down
1775495_at Mitotic Chromosome Determinant; similar to S. pombe RAD2]1MCD1 7,196782|down
1771282 _at Yeast Ran Binder #1; suppressor of FUS1 YRB1 3,4215174 |down
1779020_at RNA polymerase Ill subunit C11; mediates pol Ill RNA cleavage {RPC11 2,4954698 [down
1775548 _at Protein required for mismatch repair in mitosis and meiosis [MSH6 4,418637|down
1775413 _at anaphase inhibitor that plays a critical rolein control of anaph PDS1 4,912674|down
1771051 _at homoaconitate hydratase activity LYS4 2,9181175|down
1771591 _at hydroxylates ceramide-1 at C-4 to give ceramide-2 SUR2 5,415429 down
1774142 _at Gtpase-interacting component 2 GIC2 6,798484 [down
1770583 _at Thioredoxin reductase TRR1 2,4637623|down
1780083 _at Nuclear protein that binds to RNAand to Mex67p, required fof YRAL 2,399704 [down
1770082 _at Guanylate kinase, converts GMP to GDP; required for growth |GUK1 3,631406 |down
1778004 _at Dynein intermediate chain, actsin the cytoplasmic dynein pat|PAC11 5,234196 [down
1775448 _at Protein component of the large (60S) ribosomal subunit RPL37B 2,1171832|down
1775116_at Growth inhibitory gene GIN4 4,2007813 |down
1780001 _at Guanosine diphosphatase located in the Golgi, involved in the| GDA1 2,7887046 [down
1773300_at part of small (ribosomal) subunit (SSU) processosome (contain{SNU13 2,9234343 [down
1774627 _at catalyzes the interconversion of fructose-6-P and mannose-6-P|PMI40 4,8832593 [down
1774327 _at Nuclear envelope protein, interacts with GDP-bound Gsplp [NTF2 2,6876023 [down
1774550_at Inositol phosphosphingolipid phospholipase C, hydrolyzesing 1SC1 2,4899156 [down
1775500_at Required for Meiotic nuclear Division; functionsin DNAreplic{ GET2 2,5692265 |down
1779336_at Beta (small) subunit of cytoplasmic phenylalanyl-tRNA synthet| FRS2 2,5378659 |down
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1776370_at Protein component of the large (60S) ribosomal subunit RPL2A 2,6671298 [down
1776080_at Glutamyl-tRNA synthetase (GIuRS), forms a complex with metH GUS1 2,436975 [down
1778252 _at Bifunctional enzyme of the 'de novo' purine nucleotide biosyn{ ADE5,7 5,565277 [down
1777543 _at Integral membrane component of endoplasmic reticulum-der{ EMP24 3,024401 [down
1777697 _at Oxidoreductase, catalyzes NADPH-dependent reduction of the bicyclic diketone bicycl 7,97293 |down
1779233 _s_at N-terminally acetylated protein component of the large (60S) 1RPL1A 2,0071187 |down
1778947 _at Protein that binds tRNA and methionyl-and glutamyl-tRNA syl ARC1 2,5742943 [down
1777134 _at Ribosomal protein L29 of the large (60S) ribosomal subunit  |RPL28 2,674186 |down
1776299_at NADH diphosphatase (pyrophosphatase), hydrolyzes the pyrop NPY1 3,192709 [down
1774231 _at Essential mitotic spindle protein required to maintain spindle[DUO1 4,5407434|down
1775263 _at Processing alpha glucosidasel, involved in assembly of cell wallCWH41 4,953406 |down
1779478 _at tryptophan synthetase TRP5 2,1907725 [down
1771287 _at C-24(28) sterol reductase, catalyzes the final step in ergosterol | ERG4 3,5942962 |down
1778896 _at vacuolar H-ATPase 14 kDa subunit (subunit F) of the catalytic (\VMA7 2,5229197 [down
1770155_at Protein component of the small (40S) ribosomal subunit RPS25A 2,18312|down
1780004 _at Formylglycinamidine-ribonucleotide (FGAM)-synthetase, catal ADE6 2,7648892 [down
1777939_at protein involved in vacuolar H-ATPase assembly or function. R{VMA21 2,3310406 [down
1777207 _at rolein DNAreplication during S phase CLB6 4,4294405|down
1777175_at belongs to a ubiquitous family of cytoplasmic membrane prot{ MEP1 2,677553 |down
1777639_at Protein serine/threonine phosphatase with similarity to huma| PPT1 3,5628006 [down
1777945 _at Polyamine transport protein TPO2 12,632346|down
1779114 _at Gtp-binding protein of the ras superfamily involved in bud sitef RSR1 3,1708932 [down
1774348 _at Golgi integral membrane protein; binds to the transport GTPagYIP1 2,2630346 [down
1776155_at Ribonucleotide-diphosphate reductase (RNR), small subunit; t| RNR4 2,6371636|down
1771687_at Cytoplasmic trifunctional enzyme C1-tetrahydrofolate synthag ADE3 2,3317685 [down
1774886 _at Protein required for splicing of the COX1 intron AI5 beta; PET54 3,0979114 [down
1778380_at Mgalp shows similarity to heat shock transcription factor MGA1 2,869912 [down
1780075_at Transporter of Nicotinic Acid TNA1 4,964811|down
1778611 _at Cytosolic ribosome-associated chaperone, contains a DnaJ dorfZUO1 2,6858244 |down
1776097 _at -phospho-ribosyl-1(alpha)-pyrophosphate synthetase, involve PRS3 3,0888216 [down
1777399_at subunit of the major N alpha-acetyltransferase ARD1 3,5326123 [down
1779727 _at Protein component of the small (40S) ribosomal subunit; RPS27B 2,4114203 [down
1779820_at Subunit c" of the vacuolar ATPase, which functionsin acidifica] PPA1 2,2675695 |down
1776023 _at NADP-cytochrome P450 reductase NCP1 4,2391214|down
1771405_at ketopantoate reductase PAN5 3,434138 |down
1775237 _at Deoxyhypusine synthase, catalyzes formation of deoxyhypusin| DYS1 2,2658432 |down
1772676_at Protein component of the H/ACA snoRNP pseudouridylase con GARL 3,1762958 [down
1771108_at ,2-diacylglycerol ethanolamine- and cholinephosphotranferas{ EPT1 4,481396 |down
1778791 _at dCMP deaminase DCD1 5,563529 [down
1777048 _at Widely conserved NADPH oxidoreductase containing flavin mq OYE2 3,182002 [down
1775218 _at 6-phosphogluconate dehydrogenase, GND1 3,1986995 [down
1776273 _x_at Inosine monophosphate dehydrogenase, catalyzes the first stef IMD2 4,382994 |down
1772712 _at Integral plasma membrane protein required for axial budding | AXL2 2,723698 [down
1780161 _at N-terminally acetylated protein component of the large (60S) {RPL16A 4,900133|down
1770440_at homo-isocitrate dehydrogenase, an NAD-linked mitochondriallLYS12 3,0625587 [down
1774604 _at Threonyl-tRNA synthetase, cytoplasmic THS1 3,8955307 [down
1770766 _at omponent of the telomerase holoenzyme, involved in telomer{EST3 2,6281781|down
1770205_at nitrogen starvation-induced protein phosphatase YVH1 3,9754665 [down
1769885 _at Elongase |, medium-chain acyl elongase, catalyzes carboxy-terr ELO1 4,9219804 |down
1772968 _at Protein kinase that regulates the G2/M transition by inhibitior] SWE1 2,3130057 [down
1769703 _at Protein required for cell viability PHS1 3,3595665 [down
1772514 _at required during cell division for faithful partitioning of the ER-|SCP160 3,493127 [down
1773989_at Protein involved in theinositol acylation of glucosaminyl pho{ GWT1 2,6313336|down
1775384 _at Arylformamidase, involved in biosynthesis of nicotinic acid frg BNA3 2,0821095 [down
1774675_at Ribonucleotide-diphosphate reductase (RNR), small subunit; t| RNR2 2,6176562 [down
1778588 _at Alpha subunit of the oligosaccharyltransferase complex of the |OST1 2,512575[down
1771726_at Homolog of the SPC12 subunit of mammalian signal peptidase[SPC1 4,1173644|down
1777819 _at delta DNA polymerase activity POL32 3,5370772|down
1771778 _at Transfers mannose residues from dolichyl phosphate-D-manng PMT4 4,4302626|down
1773375_at involved in DNA repair; mutant is sensitive to the base analog, {HAM1 2,596772|down
1778550_at Protein with similarity to heat shock transcription factors; HMS2 2,5359135 [down
1777971 _at phosphoglucomutase, minor isoform PGM1 10,388634|down
1772718 _at 42 kDa subunit of V1 sector VMAS 2,3119764 |down
1776342 _at -phospho-ribosyl-1(alpha)-pyrophosphate synthetase, involve PRS1 2,4217246 down
1770765_at Subunit of DNA primase, which is required for DNA synthesis aj PRI2 3,214688|down
1774705_at NAD-dependent 5,10-methylenetetrahydrafolate dehydrogengMTD1 2,5380075 |down
1773853 _at Ceramide synthase component, involved in synthesis of ceram|LAC1 4,2027535|down
1772352 _at Alpha subunit of the translation initiation factor elF2B, the gui GCN3 2,7974188 down
1775754 _at Non-essential component of the HAT-B histone acetyltransferaf HIF1 6,345544 [down
1769858 _at Protein component of the large (60S) ribosomal subunit RPL15A 3,0389497 [down
1777610_at signal peptidase subunit SPC3 2,7186239|down
1776523 _at Cytoplasmic aspartyl-tRNA synthetase, homodimeric enzyme t{ DPS1 2,0774083 |down
1771269_at DNA replication initiation factor CDC45 5,2599483 [down
1778865_at associated with 60S pre-ribosomes MDN1 4,028275|down
1780186 _at Fusion protein that is cleaved to yield a ribosomal protein of tfRPS31 2,3998246 [down
1771781 _at Methyltransferase required for diphthamide biosynthesis DPH5 4,2674274|down
1774947 _at ranscription factor that binds to a number of promoter region{ TOS4 12,64965 |down
1770284 _at Protein component of the large (60S) ribosomal subunit, RPL37A 3,3709009 |down
1769903 _at Gamma-tubulin, involved in nucleating microtubules from bo| TUB4 5,16875|down
1775417 _at Dual function protein involved in translation initiation asa suf HCR1 2,3798728 |down
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1775614 _at GTP binding protein (mammalian Ranp homolog) involved in t|GSP1 3,272587|down
1772294 _at Protein component of the small (40S) ribosomal subuni RPS29A 2,721504 |down
1772433 _x_at Protein component of the small (40S) ribosomal subuni RPS29A 2,5779943 |down
1770154 _at Involved in DNA-replication-linked nucleosome assembly CAC2 5,0840745 |down
1780107 _at Prefoldin subunit 5; putative homolog of subunit 5 of bovine 4 GIMS 2,428553 [down
1777104 _at N-terminally acetylated protein component of the large (60S) 1RPL6A 2,3341272|down
1772101 _at Mitochondrial glycosylase/lyase that specifically excises 7,8-di| OGG1 4,8506937 [down
1776115_at tRNA methyltransferase, required for methylation of wobble b{ TRM9 3,9952946 |down
1776558 _at High-affinity glucose transporter of the major facilitator super{ HXT2 9,412965 [down
1771500_at Subunit of acomplex with Ctf8p that shares some subunits witf CTF18 4,428825|down
1778189 _at Enzyme of 'de novo' purine biosynthesis ADE17 3,7585204 |down
1771468 _at Pichiafarinosa Killer toxin Resistance PKR1 2,9744856 |down
1770344 _at ligosaccharyl transferase glycoprotein complex SWP1 2,9143465 [down
1776857 _at Serine palmitoyltransferase catalyses the committed step in sp|LCB1 2,3395538 |down
1770922 _at Protein required for cell viability LIP1 2,2440073 [down
1770754 _at NADPH-dependent alcohol dehydrogenase ADH6 3,1426635 [down
1776235_at DNA polymerase | POL2 5,6732545|down
1769484 _at Mitochondrial inner membrane transporter, exports mitocho)ATM1 2,8962314|down
1772797 _at Regulator of Tyl Transposition - same phenotype as RTT101 - R|RTT106 3,4109488 [down
1775109_at alpha-tubulin foldin; protein implicated in folding of alpha tuf ALF1 5,146592 |down
1774764 _at Nicotinamide riboside kinase, catalyzes the synthesis of nicotiff NRK1 4,810552 [down
1776526_at Catalytic subunit of the DNA polymerase alpha-primase compl{POL1 5,8614974|down
1774373 _at Cholinephosphotransferase, required for phosphatidylcholinel CPT1 4,071496 |down
1775076_at Ribonuclease H2 catalytic subunit, removes RNA primers durifRNH201 8,278066 [down
1772003 _at Seventh step in lysine biosynthesis pathway LYS9 5,193293|down
1772407 _at Interacts with YPT proteins YIP3 2,8055022 |down
1778073 _at responsible for most, if not all, m(1)G(9) modification of tRNA{ TRM10 3,475147|down
1770923 _at THI for thiamine metabolism THI20 3,4328885 |down
1776672 _at Calmodulin-dependent protein kinase CMK2 4,8202605[down
1778886 _at Protein component of the small (40S) ribosomal subunit; RPS15 2,9887211|down
1772033 _at Phosphoribosylaminoimidazole carboxylase, catalyzes a step if ADE2 3,1179118 |down
1772939 _at glutaminyl-tRNA synthetase / GLN4 2,0823488|down
1776346_at Ferrochelatase, a mitochondrial inner membrane protein, cat§ HEM15 3,134369 |down
1774801 _at phosphoserine transaminase SER1 2,348708 [down
1776003 _at Protein involved in protein import into ER SEC63 3,3118856 |down
1778686 _at Polyamine transport protein TPO4 2,4744203 |down
1777691 _at binds to beta-tubulin and may participatein microtubule mor|RBL2 2,7147741|down
1770374 _at Transfers mannose residues from dolichyl phosphate-D-manng PMT3 3,8254566 |[down
1776084 _at AdoMet-homocysteine methyltransferase SAM4 2,596398 [down
1776068 _at involved in vanadate resistance SVS1 10,39578 [down
1771463 _at RNA polymerase | subunit RPA135 2,0577266 |down
1778702 _at Nuclear gene that specifies two messages for cytoplasmic and fHTS1 2,2479146 |[down
1771502 _at Protein component of the large (60S) ribosomal subunit RPL43A 2,2070224 |down
1779536 _at N-acetyltransferase MAK3 2,3139412 [down
1777843 _at phosphatidylinositol synthase PIS1 3,8746867 [down
1774860_at Dolichol phosphate mannose (Dol-P-Man) synthase of the ER n{ DPM1 2,739068 [down
1779075_at Oligopeptide transporter; member of the OPT family OPT2 6,986946 [down
molecular_function protein binding 341

molecular_function catalytic activity 304

1775303 _at Mitochondrial peroxiredoxin (1-Cys Prx) with thioredoxin per{ PRX1 4,7786136|up
1770695 _at thiol-disulfide exchange intermediate activity TRX3 3,2210605 |up
1774025_at Phorphobilinogen deaminase, catalyzes the conversion of 4-pd HEM3 2,20766|up
1779115_at high copy suppressor ofimp1 mutation, may be required for t{ SOM1 2,3558154 [up
1779905 _at Isocitrate lyase, catalyzes the formation of succinate and glyox]ICL1 4,4555473 |up
1778093 _at Protein required for the hydroxylation of heme O to form hem{COX15 3,681114 |up
1776150_at Subunit Vla of cytochrome c oxidase, which is the terminal me/ COX13 5,072972|up
1775069 _at cyclin catabolism CDH1 2,1018596 |up
1777556_at Mitochondrial glycerol-3-phosphate dehydrogenase; expressiq GUT2 3,6757026|up
1774545 _at MAP kinase phosphatase activity SDP1 4,977787 |up
1778514 _at Subunit of nuclear RNase P, which cleaves tRNA precursors to §RPR2 2,8733542 |up
1769659 _at Putative GPl-anchored aspartic protease YPS6 5,611597 |up
1770968 _at ubunit VIb of cytochrome c oxidase, which is the terminal merfCOX12 5,2063813|up
1779660_at Cytosolic NADP-specific isocitrate dehydrogenase, catalyzes oq1DP2 15,808332|up
1770073 _s_at chaperone and cysteine protease with similarity to E. coli Hsp3HSP32 10,5095415|up
1779413 _at L-homoserine-O-acetyltransferase, catalyzes the conversion of | MET2 4,074386|up
1770947 _at 2-methylisocitrate lyase of the mitochondrial matrix, function[ICL2 6,4555182 |up
1770518 _at UDP-N-acetylglucosamine pyrophosphorylase QRI1 3,1920738|down
1775760_at ER protein involved in very long chain fatty acid synthesis TSC13 2,24922|down
1773272 _at Cytoplasmic arginyl-tRNA synthetase 4,5737877|down
1770575_at hydrolase activity, acting on glycosyl bonds URH1 4,2684693 [down
1771840_at fumarate reductase (NADH) activity 11,623962|down
1771863 _at involved in UDP-N-acetylglucosamine biosynthesis GNA1 2,626522 [down
1774050_at Zeta subunit of the oligosaccharyltransferase complex of the Ef OST5 3,134917|down
1771458 _at phosphoserine phosphatase SER2 4,3248672|down
1770925_at Serine hydrolase that localizes to both the nucleus and cytopld FSH1 5,5048895 [down
1779675_at Phosphoribosyl-5-amino-1-phosphoribosyl-4-imidazolecarbo| HIS6 2,3026593 [down
1773129_at Regulator of Tyl Transposition; Regulation of mitochondrial n{RTT109 7,12541|down
1777580_at Ribonuclease H2 subunit, required for RNase H2 activity RNH203 2,7787519|down
1771057 _at Protease involved in ras and a-factor terminal proteolysis RCE1 2,603679 [down
1771817 _at hosphatidylserine decarboxylase of the mitochondrial inner m{PSD1 2,267582 [down
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1777356_at Gene encodes a protein implicated in the last step of tRNA spli{ TPT1 4,02452 |down
molecular_function identical protein binding 68

molecular_function oxidoreductase activity 66

cellular_component mitochondrion 170

1778053 _at Putative plasma membrane protein of unknown function, tranf YRO2 4,448958 |up
1774908 _at GTPase-activating protein that negatively regulates RAS IRAL 2,0827563 |up
1774898 _at Mitochondrial ribosomal protein of the small subunit IMG2 2,1849504 [up
1771782 _at ATPase stabilizing factor STF1 4,735816|up
1776216_at Protein with a rolein ubiquinone (Coenzyme Q) biosynthesis, |COQ4 2,21853|up
1775708 _at Mitochondrial ribosomal protein of the small subunit RSM28 2,5037653 [up
1773917 _at Protein of the mitochondrial intermembrane space, required f| ACN9 4,5113173|up
1777238 _at Essential for the expression and activity of ubiquinol-cytochro|CBP4 5,994497 [up
1779759_at Mitochondrial ribosomal protein of the small subuni RSM27 2,1456108 [up
1776680_at Protein required for survival at high temperature during statio| SPG1 18,142437 |up
1774485 _at mitochondrial membrane protein MPM1 5,6060033 |up
1774888 _at succinate dehydrogenase (ubiquinone) activity 15,572896 |up
1776064 _at Repressed by glucose, induced by lactic acid; in high copy JEN1 4,8044505 |up
1776576_at Involved in mitochondrial biogenesis MBR1 8,25537 [up
1779284 _at Specific translational activator for the COX1 mRNA, also influe| PET309 3,2330732|up
1773431 _at Mitochondrial membrane protein, required for assembly of cy] COX14 3,1840987 [up
1778780_at Mitochondrial ribosomal protein of the large subunit MRPL39 3,2306216 |up
1778209_at Mitochondrial ribosomal protein of the large subuni MRPL33 2,4202123 |up
1776574 _at Mitochondrial ribosomal protein of the large subunit MRPLS51 2,5572946 [up
1779972 _at involved in secretion of proteins that lack classical secretory sif NCE102 2,7021544 |up
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Acik kaynakli mikrodizi verilerinin analizi sonucunda elde edilen 1s1 sok

uygulamasi sonrasinda gen ifade duzeylerinde iki kat ve Uzeri degisim gosteren

tum genler

HS6h-HS1h
Probe Set ID Putative Annotaion Gene Symbol Fold Change Regulation
molecular_function binding 431
1779425_at Cytochrome c heme lyase (holocytochrome ¢ synthase CYC3 2,8281472|up
1780029_at Protein kinase of the Mitotic Exit Network that is localized to t|CDC15 2,8180256 |up
1778223_at Outer carnitine acetyltransferase, mitochondrial YAT1 4,207464 [up
1779158 _at heat-inducible cytosolic member of the 70 kDa heat shock pro|SSA3 11,693929|up
1769467_at Pre-mRNA splicing factor ECM2 2,3466578|up
1776193 _at Amino acid transport protein for valine, leucine, isoleucine, ar| TAT1 4,290266 [up
1779157 _at Zn-finger protein TBS1 4,7963033 [up
1775252 _at Mitochondrial integral membrane protein involved in mitoch{ FZO1 4,1094885 [up
1778280_at negative growth regulatory protein NGR1 6,252298 |up
1772959 _at Bifunctional dehydrogenase and ferrochelatase, involved in th| MET8 2,9738998 |up
1772087_at required for normal growth rate at 15 degrees MTC4 2,281221|up
1777758 _at metal homeostasis protein; putative membrane protein BSD2 2,8099496 |up
1775610_s_at Silenced copy of A2, encoding a protein of with similarity to Al| HMLALPHA2 3,2814078|up
1778479 _at catabolism of hydroxy amino acids CHA1 12,563792|up
1774204 _at Required for the post-transcriptional thio-modification of bot|NFS1 2,3478255 |up
1779004 _at 17 kDa phosphatidylglycerolphosphate synthase PGS1 2,602027 |up
1776597 _at Protein with similarity to Nprlp protein kinase SATA 2,5404296 |up
1779623 _at Lipase, required for intravacuolar lysis of autophagic bodies |ATG15 4,41306|up
1776196_at component of the yeast ADA acetyltransferase AHC2 2,3668153 |up
1770900_at Putative serine/threonine protein kinase most similar to cyclid KIN82 2,5865457 |up
1769986_at Substrate of the Hub1p ubiquitin-like protein that localizes to |[HBT1 2,5882797 |up
1774699_at Protein kinase with a possible rolein MAP kinase signalingin tf PRR2 3,9435036 |up
1772342 _at 6-O-methylguanine-DNA methylase MGT1 4,225678|up
1773758 _at glucose sensor SNF3 3,672819|up
1769952_at Long-chain alcohol dehydrogenase (glutathione-dependent fo SFA1 3,9900618 |up
1769959 _at NADH dehydrogenase activity NDE2 8,226276|up
1777258 _at bromodomain protein, homolog of BDF1 BDF2 4,759641 [up
1780095_at Ring finger protein involved in the DNA damage response with | SLX5 2,6387806 |up
1770456_at Neutral trehalase, degrades trehalose; required for thermotole/NTH1 2,4187381|up
1778677 _at ranscriptional regulator involved in activation of the GAL gene| GAL3 7,591651|up
1770080_at Chaperone that specifically facilitates the assembly of cytochrd PET100 3,003574|up
1774126_at dihydrolipoyl transsuccinylase component of alpha-ketogluta KGD2 3,0696867 |up
1773413 _at Protein required for nuclear migration, localizes to the mothe] NUM1 3,6444244 | up
1772220 _at Yeast succinate dehydrogenase (SDH) is a tetramer of non-equiySDH4 4,0220532 [up
1776183 _at Controls the expression of ADH2, peroxisomal protein genes, al ADR1 7,517574|up
1774052_at Bypass of Stop Codon transcript encoded by this ORF shows a l|BSC2 2,7571716|up
1773597_at Phosphatidylinositol(3)-phosphate binding PIB1 4,5215993 [up
1770799_at Protein associated with mitochondrial ATP synthase TIM11 2,3558068 |up
1770832_at Pre-mRNA splicing factor cDC40 2,5100584 |up
1774308_at Temperature dependent Organization in Mitotic nucleus TOM1 2,495948 |up
1777321 _at ubiquinol-cytochrome c oxidoreductase subunit 7 (14 kDa) |QCR7 4,618533 [up
1774696_at chaperone and cysteine protease with similarity to E. coli Hsp3 HSP31 4,4029493 [up
1772541 _at Mitochondrial ribosomal protein of the large subunit RML2 2,7041483 |up
1780036_at Ubiquitin-conjugating enzyme that negatively regulates glucorf UBC8 9,56179|up
1771802_at Glc7-interacting protein; shares homology with PIG2 GIP2 4,748963 [up
1779267_at Sporulation-specific activator of Chs3p (chitin synthase Ill), re¢ SHC1 3,9166613|up
1774296_at Protein containing a RING finger domain that forms a complex|SLX8 2,8985207 |up
1770191 _at 3-methyladenine DNA glycosylase MAG1 5,6260676|up
1773321 _at Multicopper oxidase, integral membrane protein with similari| FET5 3,3690636 |up
1770767_at Alanine : glyoxylate aminotransferase, catalyzes the synthesis o AGX1 7,8658404 |up
1776246_at involved in protection against heat-induced protein aggregati¢ MDJ1 2,5071805 |up
1779754 _at induced by heat shock, entry into stationary phase, depletion (HSP12 7,2240195 |up
1776136_at Member of a family of proteins, including Sip1p and Gal83p, tl|SIP2 3,2760236 |up
1779702_at mRNA N6-adenosine methyltransferase that is required for IMEIME4 3,164126|up
1771602_at Subunit of the Nsp1p-Nup57p-Nup49p-Nic96p subcomplex off NUP49 2,7734907 |up
1773393 _at heat shock transcription factor HSF1 2,197542|up
1771915 _at converts pyruvate to oxaloacetate PYC1 4,227517 |up
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1779272 _at localizes to spindle pole body SDS23 3,2214751 |up
1771509_at Fatty acid desaturase, required for monounsaturated fatty aciq OLE1 4,7267704 |up
1770424 _at general positive regulator of permeability genes PDR1 2,538885 [up
1774010_at amma-aminobutyrate (GABA) transaminase (4-aminobutyrate { UGA1 3,8812428|up
1773780_at Catalytic subunit of 1,3-beta-glucan synthase, has similarity to| GSC2 10,315618|up
1774840_at First step in the methylation pathway for phosphatidylcholinegf CHO2 3,1470628 |up
1772100_at TFIID subunit (145 kDa), involved in RNA polymerase Il transcri TAF1 2,7963705 [up
1769845 _at Glycerol kinase, converts glycerol to glycerol-3-phosphate GUTL 3,801922 |up
1773993 _at Manganese-containing superoxide dismutase SOD2 3,0947967 |up
1771103 _at Subunit VI of cytochrome c oxidase, which is the terminal men COX6 5,4622445 [up
1777405_at Nucleolar protein involved in the assembly of the large ribosor{ RPF1 2,5618935 |up
1778666 _at Hexose transporter with moderate affinity for glucose, may furf HXT5 10,020241 |up
1780115_at TRAL isthe homolog of the human protein TRRAP which we ha| TRA1 3,884711|up
1769462 _at alpha-ketoglutarate dehydrogenase KGD1 4,048029 |up
1777918_at Promoter of Growth; weak similarity to human transcription 4 POG1 2,5154095 [up
1773792 _at required for survival upon exposure to K1 killer toxin; involved FYV10 4,9197717 |up
1777336_at Mitochondrial outer membrane protein involved in membran{FIS1 4,091714 |up
1777278 _at Maintenance of Mitochondrial Function MMF1 2,8194644 |up
1776174 _at cyclin-dependent protein kinase holoenzyme complex PCL7 6,9818525 |up
1773244 _at Member of the DEAH family of helicases, functionsin an error-ff MPH1 5,247692|up
1772227 _at self-glucosylating initiator of glycogen synthesis; similar to ma| GLG2 6,7986546 |up
1774960_at With NCA2, regulates proper expression of subunits 6 (Atp6p) { NCA3 7,910563 [up
1774326_at mitochondrial elongation factor G-like protein MEF2 7,356117 [up
1777080_at Gamma glutamylcysteine synthetase, catalyzes the first step in|GSH1 2,5313725|up
1770592 _at Possibly involved in Snflp regulated transcriptional activationSIP4 11,45001 |up
1772974 _at serine/threonine kinase 1KS1 4,382835|up
1774072 _at Mitochondrial succinate-fumarate transporter, transports suc{ SFC1 7,354025 [up
1774896 _at Cu, Zn superoxide dismutase SOD1 4,8881288|up
1777018 _at Xanthine Phosphoribosyl Transferase XPT1 2,673551|up
1777334 _at Yeast succinate dehydrogenase (SDH) SDH3 2,3884912 |up
1775441 _at Subunit of the heme-activated, glucose-repressed Hap2p/3p/4| HAP4 3,3453906 [up
1778312 _at protein similar to StuA of Aspergillus nidulans PHD1 5,6796193 |up
1779755_at transcriptional repressor and activator RGT1 4,537734 up
1775851 _at Phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidaseinduced § GPX1 4,546154 |up
1779042 _at Ubiquitin-protein ligase (E3) that interacts with Rpt4p and Rptf UFD4 2,5230892 |up
1769308 _at Multifunctional enzyme of the peroxisomal fatty acid beta-oxi{ FOX2 4,2860723 |up
1776013 _at rab5-like GTPase involved in vacuolar protein sorting and endq YPT52 2,4829466 [up
1771265_at The authentic, non-tagged protein was localized to the mitoch| FMP46 7,1785836 |up
1769992 _at RNA helicase in the DEAH-box family involved in the second ca{ PRP16 2,47981 |up
1778233 _at S-MethylMethionine Permease MMP1 4,9628525 |up
1777010_at Yeast succinate dehydrogenase (SDH) is a tetramer of non-equiySDH2 5,083426|up
1779660_at Cytosolic NADP-specific isocitrate dehydrogenase, catalyzes 04 IDP2 12,436349 |up
1771040_at Udp-glycosyltransferase ATG26 2,8768568 |up
1776768 _at Fructose-1,6-bisphosphatase, required for glucose metabolisn{ FBP1 40,850384 |up
1773919_at Subunit VIII of cytochrome c oxidase COX8 2,46683 |up
1776858 _at F-box receptor protein, subunit of the Skp1-Cdc53-F-box reced UFO1 2,6425462 |up
1776217 _at Subunit of the mitochondrial F1FO ATP synthase, which is alar|ATP18 2,9110014 |up
1771143 _at Expression is repressed by glucose and anaerobic conditions, i CYB2 3,3551672|up
1774377 _at Carnitine O-acetyltransferase, peroxisomal and mitochondrial [ CAT2 2,6505985 |up
1775433 _at Mitochondrial inner membrane ADP/ATP translocator, exchan AAC1 3,4202635 |up
1777444 at Cytoplasmic inhibitor of proteinase Pep4p PAI3 19,88314|up
1774548 _at Mitochondrial ribosomal protein of the small subunit MRPS17 2,8267627 [up
1777463 _at Protein required for survival at high temperature during statio| SPG5 6,312983 [up
1779649_at Protein that recognizes and binds damaged DNA during nucleg RAD14 4,623632 |up
1774495 _at Glutamate decarboxylase, converts glutamate into gamma-am| GAD1 3,856351|up
1776419_at Subunit VIl of cytochrome c oxidase COX7 5,037943[up
1775431 _at protein possibly involved in protein synthesis TMA23 4,6544547 |up
1770483 _at CAT8 controls the key enzymes of gluconeogenesisin S. cerevis| CAT8 18,356491 |up
1778109 _at Vacuolar carboxypeptidase Y (proteinase C), involved in protei{ PRC1 2,956245 [up
1774644 _at Integral inner mitochondrial membrane protein with similarit{ YME2 2,9407964 [up
1774693 _at KRRI-Interacting protein 1 KRI1 2,4956977 |up
1774556_at Heat shock protein regulator that binds to Hsp90p and may stifHCH1 2,759955 [up
1777106_at Putative hydroxyisocaproate dehydrogenase GOR1 2,2500517 [up
1776536_at leucine-rich nuclear export signal (NES) sequence that fits the  SWT21 2,2737694 |up
1775599_at Protein kinase that stabilizes several plasma membrane amino [NPR1 2,1188064 [up
1775729 _at carbon-catabolite sensitive malate synthase MLS1 10,110079 [up
1775713 _at Lecine-zipper transcriptional activator, responsible for the reg| MET4 3,2991188|up
1769891 _at Mitochondrial porin (voltage-dependent anion channel), oute{ POR1 3,9653304 [up
1778884 _at Translational elongation factor EF-3; paralog of YEF3 and memli HEF3 29,627579 |up
1778706 _at transmembrane protein, involved in ammonia production; mg ATO2 5,2018394 |up
1774804 _at Protein involved in autophagocytosis during starvation ATG3 4,373678|up
1776371 _at Serine/threonine protein kinase with similarity to Ste20p and {SKM1 2,2114613|up
1778951 _at Component of amembrane-bound complex containing the To| AVO1 3,025672|up
1776968 _at Cytochromecl CYT1 3,0249343 |up
1779720_at essential in yeast; playsarolein cell cycle progression RIO1 3,8813908 [up
1778781 _at GTP binding protein (mammalian Ranp homolog) involved in t{GSP2 4,9830694 |up
1778955_at histone acetyltransferase catalytic subunit of the native multis| ESA1 2,7951367 [up
1778183 _at ABC transporter highly similar to Pdr5p PDR10 5,9932933 |up
1774122 _at NAD(+)-dependent formate dehydrogenase, may protect cells f{FDH1 /// FDH2 8,568362 |up
1769333 _at Hydrophilin of unknown function; stressinduced (osmotic, io] GRE1 22,297194|up

140




1779057 _at Ulp1l Interacting Protein 4 UIP4 3,3091495 |up

1774709_at DNA polymerase zeta, which isuniquein its ability to bypass t REV3 3,2454007 [up

1774838 _at Mutl Homolog MLH3 6,861097 |up

1771612 _at ubunit of the COMPASS complex, which methylates histone H{SPP1 3,5407705 [up

1770623 _at Mitochondrial inner membrane transporter, exports 2-oxoadi{ODC1 2,7276747 [up

1777053 _at Vacuolar acid trehalase, required for trehalose utilization ATH1 5,9433885 [up

1777711 _at Peripheral membrane protein required for delivery of aminopqd ATG11 3,6335196 |up

1774390_at Synergistic to prp19 (NineTeen) mutation. Essential for mMRNA {SNT309 10,05351 |up

1771633 _at 0 kDa ubiquinol cytochrome-c reductase core protein 2 QCR2 3,4646075 [up

1770785_at Tetrameric histone acetyltransferase with similarity to Gecn5p,|HPA2 5,557062 |up

1774134 _at N-succinyl-5-aminoimidazole-4-carboxamide ribotide (SAICAR| ADE1 8,278828|down
1778878 _s_at IMD1 isa probable pseudogene that is located close to thetelgd IMD1 ///IMD2 3,7081501|down
1775992 _at Kynurenine 3-mono oxygenase, required for biosynthesis of ni{ BNA4 14,957313|down
1779139_at Cytoplasmic isoleucine-tRNA synthetase, target of the G1-spec|ILS1 3,9265242 [down
1775235_at Histone H2A (HTA1 and HTA2 code for nearly identical protein{ HTA2 6,32859|down
1778143 _at FCisamultisubunit DNAbinding protein and ATPase that acts|RFC5 2,8140512 [down
1774691 _at required for DNA replication POL30 3,8904662 [down
1779615_at Acid phosphatase, nearly identical to Pho5p; glycosylated; traj PHO3 6,9978786 [down
1772672 _at membrane protein, involved in phosphate transport; PHO88 2,5825467|down
1779344 _at alcohol dehydrogenase isoenzyme V ADH5 4,238598|down
1778512 _at Protein that participates in secretory pathway YSY6 2,495462 |down
1778857 _at Urea amidolyase, contains both urea carboxylase and allophanDUR1,2 5,5455303 [down
1774290_at converts pyruvate to oxaloacetate PYC2 7,1688695 [down
1771246_at dUTPase, catalyzes the hydrolysis of dUTP to dUMP DUT1 6,719507 [down
1773972 _at S-phase checkpoint protein found at replication forks, required for DNA replication 2,678263|down
1777477 _at Fatty acid elongase, involved in sphingolipid biosynthesis FEN1 4,5180373 |down
1774930_at threonine synthase THR4 3,3442075 [down
1770173 _at Stress-Seventy Subfamily B; involved in translation, perhaps by SSB1 3,771487 |down
1775351 _at Zn-finger-containing protein that functions as ADP-ribosylatio| GCS1 2,3530655 [down
1776998 _at NAD(+)-dependent glutamate synthase (GOGAT), synthesizes gl{ GLT1 4,302968|down
1776604 _at DNA ligase found in the nucleus and mitochondria, an essential| CDC9 2,8861232|down
1775495_at Mitotic Chromosome Determinant; similar to S. pombe RAD2]1MCD1 11,998494 |down
1775473 _at Uroporphyrinogen decarboxylase, catalyzes the fifth step in th{HEM12 2,6468725[down
1775548 _at Protein required for mismatch repair in mitosis and meiosis [MSH6 2,5025089 [down
1771591 _at hydroxylates ceramide-1 at C-4 to give ceramide-2 SUR2 3,577101 |down
1774142 _at Gtpase-interacting component 2 GIC2 4,2847257 |down
1770583 _at Thioredoxin reductase TRR1 3,0695674 [down
1780083 _at Nuclear protein that binds to RNAand to Mex67p, required fof YRAL 3,4751294 [down
1770082 _at Guanylate kinase, converts GMP to GDP; required for growth |GUK1 2,7751052 [down
1778004 _at Dynein intermediate chain, actsin the cytoplasmic dynein pat|PAC11 8,295613|down
1775448 _at Protein component of the large (60S) ribosomal subunit RPL37B 2,067286|down
1775116_at Growth inhibitory gene GIN4 3,6659145 |down
1774627 _at catalyzes the interconversion of fructose-6-P and mannose-6-P|PMI40 3,2807784 [down
1774327 _at Nuclear envelope protein, interacts with GDP-bound Gsplp [NTF2 2,5021596 [down
1774550_at Inositol phosphosphingolipid phospholipase C, hydrolyzesing 1SC1 3,6600149 [down
1775500_at Required for Meiotic nuclear Division; functionsin DNA replic{ GET2 2,2883654 [down
1776370_at Protein component of the large (60S) ribosomal subunit RPL2A 2,6964767 [down
1777603 _at Quinolinate phosphoribosyl transferase, required for biosynth| BNA6 5,9082956 [down
1776080 _at Glutamyl-tRNA synthetase (GIuRS), forms a complex with metH GUS1 3,615633 [down
1778252 _at Bifunctional enzyme of the 'de novo' purine nucleotide biosyn{ ADES,7 9,967788|down
1777543 _at Integral membrane component of endoplasmic reticulum-der| EMP24 2,6331701|down
1780151 _at Protein that interacts with Rab GTPases; YIP5 2,5820615 |down
1778947 _at Protein that binds tRNA and methionyl- and glutamyl-tRNA syl ARC1 3,1004288 |down
1777134 _at Ribosomal protein L29 of the large (60S) ribosomal subunit ~ |[RPL28 2,528087 [down
1776299_at NADH diphosphatase (pyrophosphatase), hydrolyzes the pyrop NPY1 2,9823515 [down
1775263 _at Processing alpha glucosidase |, involved in assembly of cell wal|CWH41 5,4633846|down
1779478 _at tryptophan synthetase TRP5 3,5408547 [down
1771287 _at C-24(28) sterol reductase, catalyzes the final step in ergosterol |ERG4 3,2494397 [down
1770155 _at Protein component of the small (40S) ribosomal subunit RPS25A 2,101456 |down
1780004 _at Formylglycinamidine-ribonucleotide (FGAM)-synthetase, catal ADE6 5,1453137 [down
1777207 _at rolein DNAreplication during S phase CLB6 4,127881|down
1777639_at Protein serine/threonine phosphatase with similarity to huma| PPT1 2,165431|down
1777945_at Polyamine transport protein TPO2 11,529898|down
1779114 _at Gtp-binding protein of the ras superfamily involved in bud sitel RSR1 3,1316948 [down
1774348 _at Golgi integral membrane protein; binds to the transport GTPagYIP1 2,7091973 [down
1776155 _at Ribonucleotide-diphosphate reductase (RNR), small subunit; t| RNR4 2,4938927 [down
1771687 _at Cytoplasmic trifunctional enzyme C1-tetrahydrofolate synthag ADE3 4,3752947 |down
1774886 _at Protein required for splicing of the COX1 intron AI5 beta; PET54 3,1146386 [down
1778380_at Mgalp shows similarity to heat shock transcription factor MGA1 3,18594 |down
1780075_at Transporter of Nicotinic Acid TNAL 7,6355953 [down
1776097 _at -phospho-ribosyl-1(alpha)-pyrophosphate synthetase, involve{ PRS3 2,0464823 [down
1777399 _at subunit of the major N alpha-acetyltransferase ARD1 3,1358035 |down
1776023 _at NADP-cytochrome P450 reductase NCP1 3,2636352 [down
1771405_at ketopantoate reductase PAN5 3,302265[down
1775237 _at Deoxyhypusine synthase, catalyzes formation of deoxyhypusin[DYS1 2,300538 [down
1772676_at Protein component of the H/ACA snoRNP pseudouridylase con GARL 3,1059992 [down
1771108_at ,2-diacylglycerol ethanolamine-and cholinephosphotranferas{ EPT1 3,3364198 [down
1775402 _at Protein with similarity to cyclin-dependent kinase inhibitors [SPL2 3,4612179|down
1778791 _at dCMP deaminase DCD1 4,0734296 |down
1775218 _at 6-phosphogluconate dehydrogenase, GND1 3,5523536|down
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1776273_x_at Inosine monophosphate dehydrogenase, catalyzes the first stef IMD2 5,8231163 [down
1772712 _at Integral plasma membrane protein required for axial budding | AXL2 3,854237 [down
1780161 _at N-terminally acetylated protein component of the large (60S) {RPL16A 2,0346785 [down
1770440_at homo-isocitrate dehydrogenase, an NAD-linked mitochondriall LYS12 4,03372|down
1774604 _at Threonyl-tRNA synthetase, cytoplasmic THS1 2,804432down
1773600_at 3-phosphoglycerate dehydrogenase, catalyzes the first step in SER33 3,403569 [down
1777429_at cytochrome b reductase CBR1 2,0286326 [down
1770766_at omponent of the telomerase holoenzyme, involved in telomer{EST3 2,3620844 [down
1770205_at nitrogen starvation-induced protein phosphatase YVH1 3,3299067 [down
1769885 _at Elongase |, medium-chain acyl elongase, catalyzes carboxy-terrf ELO1 8,321539|down
1770075_at Mitochondrial iron transporter of the mitochondrial carrier fal MRS3 2,876412 [down
1769703 _at Protein required for cell viability PHS1 3,888345 [down
1772514 _at required during cell division for faithful partitioning of the ER-{SCP160 4,6553864 |down
1775384 _at Arylformamidase, involved in biosynthesis of nicotinic acid fro BNA3 2,4716592 [down
1777819_at delta DNA polymerase activity POL32 2,7395854 [down
1771778 _at Transfers mannose residues from dolichyl phosphate-D-manng PMT4 3,9499526 [down
1778550_at Protein with similarity to heat shock transcription factors; HMS2 4,7280016 |down
1777971 _at phosphoglucomutase, minor isoform PGM1 9,436879|down
1772718 _at 42 kDa subunit of V1 sector VMAS 3,3322759|down
1770765_at Subunit of DNA primase, which is required for DNA synthesis aj PRI2 4,4656987 |down
1774705_at NAD-dependent 5,10-methylenetetrahydrafolate dehydrogeng MTD1 4,1089764 |down
1775754 _at Non-essential component of the HAT-B histone acetyltransferaf HIF1 3,5153382[down
1769858 _at Protein component of the large (60S) ribosomal subunit RPL15A 3,5903413 [down
1777610_at signal peptidase subunit SPC3 3,2349496 [down
1771269_at DNAreplication initiation factor CDC45 3,4530709 [down
1778865_at associated with 60S pre-ribosomes MDN1 3,5060947 [down
1774947 _at ranscription factor that binds to a number of promoter region{ T0S4 7,9731092 [down
1770284 _at Protein component of the large (60S) ribosomal subunit, RPL37A 2,1312997 |down
1769903 _at Gamma-tubulin, involved in nucleating microtubules from bo| TUB4 5,889778 |down
1769455_at Endochitinase, required for cell separation after mitosis; trans{ CTS1 6,3283024 [down
1771172 _at NAD(+) salvage pathway NMA1 2,5927153 |down
1770154 _at Involved in DNA-replication-linked nucleosome assembly CAC2 2,1548388 [down
1776558 _at High-affinity glucose transporter of the major facilitator super{ HXT2 17,638191|down
1771500_at Subunit of acomplex with Ctf8p that shares some subunits witf CTF18 3,7288158 [down
1778189 _at Enzyme of 'de novo' purine biosynthesis ADE17 8,999213[down
1774255 _at Protein component of the large (60S) ribosomal subunit, RPL15B 2,1753647 [down
1770344 _at ligosaccharyl transferase glycoprotein complex SWP1 3,1838162 [down
1770267 _at Mitochondrial inner membrane transporter, ATM1 2,9800446 |down
1770754 _at NADPH-dependent alcohol dehydrogenase ADH6 5,355168 [down
1776235_at DNA polymerase Il POL2 3,702954 [down
1775109_at alpha-tubulin foldin; protein implicated in folding of alpha tuj ALF1 3,4804256 [down
1774764 _at Nicotinamide riboside kinase, catalyzes the synthesis of nicotiff NRK1 3,1297145|down
1776526_at Catalytic subunit of the DNA polymerase alpha-primase compl{POL1 7,1475053 [down
1775076_at Ribonuclease H2 catalytic subunit, removes RNA primers durif RNH201 6,22107 |down
1772003 _at Seventh step in lysine biosynthesis pathway LYS9 6,149875 [down
1770923 _at THI for thiamine metabolism THI20 3,6310568 [down
1776672 _at Calmodulin-dependent protein kinase CMK2 7,2379484 [down
1772033 _at Phosphoribosylaminoimidazole carboxylase, catalyzes a step if ADE2 6,8552623 [down
1776346_at Ferrochelatase, a mitochondrial inner membrane protein, cat HEM15 5,05535|down
1774801 _at phosphoserine transaminase SER1 7,557162 [down
1779549 _at Dihydrofolate reductase, part of the dTTP biosynthetic pathwg DFR1 2,3918407 |down
1776003 _at Protein involved in protein importinto ER SEC63 3,688024 [down
1778686 _at Polyaminetransport protein TPO4 3,1344807 [down
1776084 _at AdoMet-homocysteine methyltransferase SAM4 4,8820224|down
1776068 _at involved in vanadate resistance SVS1 12,868804 |down
1777843 _at phosphatidylinositol synthase PIS1 3,2288678 |down
1774860_at Dolichol phosphate mannose (Dol-P-Man) synthase of the ER n{ DPM1 2,8821785 [down
1779075 _at Oligopeptide transporter; member of the OPT family OPT2 13,3291855 |down
molecular_function protein binding 331

molecular_function catalytic activity 285

molecular_function identical protein binding 67

cellular_component mitochondrion 157

1775303 _at Mitochondrial peroxiredoxin (1-Cys Prx) with thioredoxin perd PRX1 6,73167 [up
1778053 _at Putative plasma membrane protein of unknown function, tran YRO2 2,523491|up
1774908 _at GTPase-activating protein that negatively regulates RAS IRAL 2,696025 [up
1772934 _at The authentic, non-tagged protein was localized to the mitoch| FMP21 4,1946435 |up
1770695_at thiol-disulfide exchange intermediate activity TRX3 4,2411284 |up
1771782 _at ATPase stabilizing factor STF1 3,2254887 [up
1775244 _at inositol/phosphatidylinositol kinase activity OMS1 2,2765977 [up
1772978 _at Cytosolic metalloprotease; computational analysis of large-scd CYM1 2,2027996 [up
1773917 _at Protein of the mitochondrial intermembrane space, required f ACN9 3,808902 [up
1779115_at high copy suppressor ofimp1 mutation, may be required for tf SOM1 2,1620688|up
1778130_at ranscription isinduced under conditions of zinc deficiency ZRG8 3,7746427 |up
1778093 _at Protein required for the hydroxylation of heme O to form hem{COX15 2,8171842|up
1776150_at Subunit Vla of cytochrome c oxidase, which is the terminal me/ COX13 5,167373|up
1778638 _at , mRNA s targeted to the bud viathe mRNA transport system il TAM41 2,3013613 |up
1777238 _at Essential for the expression and activity of ubiquinol-cytochro|CBP4 4,4256463 |up
1776680_at Protein required for survival at high temperature during statio| SPG1 30,172096 [up
1777561 _at protein was localized to mitochondria FMP43 3,2969573|up
1773454 _at ubiquitin-like conjugating enzyme activity ATG7 2,1818056 |up
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1777556_at Mitochondrial glycerol-3-phosphate dehydrogenase; expressiq GUT2 3,7716584 |up
1774888_at succinate dehydrogenase (ubiquinone) activity 18,276398|up
1775932 _at Mitochondrial inner membrane protein, required for assembly COX16 2,3407454 [up
1773329 _at Phospholipid methyltransferase (methylene-fatty-acyl-phosph| OPI3 3,4738443|up
1776064 _at Repressed by glucose, induced by lactic acid; in high copy JEN1 2,7353346 |up
1776576_at Involved in mitochondrial biogenesis MBR1 9,858804 |up
1774833 _at Copper metallochaperone that shuttles copper from the cytos{ COX17 2,0668952 [up
1770968_at ubunit VIb of cytochrome c oxidase, which is the terminal merfCOX12 4,588261 |up
1779284 _at Specific translational activator for the COX1 mRNA, also influe| PET309 3,3900864 |up
1779688_at homologous to TIM18p 6,721467 |up
1779774 _at helicase activity IRC20 5,190028|up
1773431 _at Mitochondrial membrane protein, required for assembly of cy]COX14 2,6516733 |up
1778780_at Mitochondrial ribosomal protein of the large subunit MRPL39 2,3270428 |up
1773134 _at Component, with Afg3p, of the mitochondrial inner membran| YTA12 2,5864863 |up
1778209_at Mitochondrial ribosomal protein of the large subuni MRPL33 2,521029|up
1769977 _at Subunit b of the stator stalk of mitochondrial F1FO ATP syntha{ ATP4 2,08985 |up
1776686_at Mitochondrial isoleucyl-tRNA synthetase ISM1 2,2868288 |up
1770947 _at 2-methylisocitrate lyase of the mitochondrial matrix, function ICL2 3,4320767 |up
1776574 _at Mitochondrial ribosomal protein of the large subunit MRPL51 2,1391008 [up
1779972 _at involved in secretion of proteins that lack classical secretory sifNCE102 2,1605065 |up
1771566_at Protein that forms a heterotrimeric complex with Erp2p, Emp24p, and Erv25p; membsq 2,3736792|down
1775760_at ER protein involved in very long chain fatty acid synthesis TSC13 2,898649 |down
1771840_at fumarate reductase (NADH) activity 5,895464 [down
1778611 _at Cytosolic ribosome-associated chaperone, contains a Dnal dolZUO1 2,5031087 |down
1777048_at Widely conserved NADPH oxidoreductase containing flavin mq OYE2 2,1904974|down
1769943 _at aconitate hydratase activity ACO2 4,6800776 [down
1769484 _at Mitochondrial inner membrane transporter, exports mitocho] ATM1 2,116201|down
1771817 _at hosphatidylserine decarboxylase of the mitochondrial inner mPSD1 2,0353763|down
1770385_at required for growth on glycerol as a carbon source GDS1 2,0244951|down
cellular_component mitochondrial envelope 72

1774485_at mitochondrial membrane protein MPM1 4,6922555|up
1771645 _at protein secretion SUE1 6,4499135 |up
cellular_component mitochondrial inner membrane 45

1773702 _at S. cerevisiae YMR118C /GEN=SPC24 25,48618 |up
cellular_component organelleinner membrane 46

cellular_component mitochondrial membrane 65

cellular_component organelle envelope 81

cellular_component envelope 81

cellular_component mitochondrial part 84

biological_process small molecule metabolic process 112

biological_process single-organism metabolic process 179

1779905_at Isocitrate lyase, catalyzes the formation of succinate and glyox{ICL1 2,1921585|up
1779413 _at L-homoserine-O-acetyltransferase, catalyzes the conversion of | MET2 2,4016798 |up
1771908_at involved in cellular adaptations prior to stationary phase YGP1 3,1936092 |up
1776285_at proline-specific permease (also capable of transporting alanind PUT4 2,2113497 |up
1770518 _at UDP-N-acetylglucosamine pyrophosphorylase QRI1 2,7965024 [down
1773272_at Cytoplasmic arginyl-tRNA synthetase 3,713642|down
1770575_at hydrolase activity, acting on glycosyl bonds URH1 2,5517638|down
1780211 _at Proteolipid subunit of the vacuolar H(+)-ATPase VO sector (sub{ CUP5 2,391847|down
1771863_at involved in UDP-N-acetylglucosamine biosynthesis GNA1 3,2884402|down
1771458_at phosphoserine phosphatase SER2 5,1743255|down
1779820_at Subunit c" of the vacuolar ATPase, which functionsin acidifica] PPA1 2,2428684|down
1780155_at pantothenate biosynthesis PAN6 7,407995 [down
1779675_at Phosphoribosyl-5-amino-1-phosphoribosyl-4-imidazolecarbo|HIS6 2,0571496 |down
1774675_at Ribonucleotide-diphosphate reductase (RNR), small subunit; t|RNR2 2,111293|down
1773375_at involved in DNArepair; mutant is sensitive to the base analog, [HAM1 2,5943694 |down
1776523 _at Cytoplasmic aspartyl-tRNA synthetase, homodimeric enzyme t| DPS1 2,5194569 |down
1773863 _at Transaldolase, enzymein the pentose phosphate pathway TAL1 2,3087494 |down
1773614 _at Low-affinity phosphate transporter; deletion of pho84, pho87|PHO91 2,4135394 |down
1772939 _at glutaminyl-tRNA synthetase / GLN4 2,0248907 |down

molecular_function

oxidoreductase activity 65

biological_process

oxidation-reduction process 84

biological_process

organonitrogen compound metabolic process 98

biological_process

organophosphate metabolic process 54

biological_process

generation of precursor metabolites and energy 40

cellular_component

mitochondrial membrane part 29

biological_process

nucleoside phosphate metabolic process 42

biological_process

nucleotide metabolic process 41

biological_process

nucleobase-containing small molecule metabolic process 45

biological_process

energy derivation by oxidation of organic compounds 35

biological_process

aerobic respiration 24

biological_process

cellular respiration 28

biological_process

tricarboxylic acid cycle 12

cellular_component

respiratory chain 12

biological_process

nucleotide biosynthetic process 30

biological_process

nucleoside phosphate biosynthetic process 30
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Acik kaynakli mikrodizi verilerinin analizi sonucunda elde edilen sicaklik degisim

uygulamasi oncesinde gen ifade duzeylerinde iki kat ve Uzeri degisim goOsteren

tum genler

C6h-TC1h
Probe Set ID Putative Annotaion Gene Symbol Fold Change Regulation
molecular_function binding 281
1772915_at acetate-CoA ligase activity ACS1 2,338158|up
1770632_at mitochondrial glycine decarboxylase complex GCV3 5,542874|up
1779425_at Cytochrome c heme lyase (holocytochrome c synthase), CYC3 2,9639058 |up
1778223 _at carnitine acetyltransferase, mitochondrial YAT1 6,0343914 |up
1776193 _at Amino acid transport protein for valine, leucine, isoleucine, arf TAT1 2,9025805 |up
1769852 _at Necessary for maintenance of dsRNAkiller plasmids MAKS5 4,356275 [up
1771650_at Protein of unknown function involved in bud growth in the mi|REI1 5,695601 [up
1773972 _at S-phase checkpoint protein found at replication forks, require{ MRC1 2,9128208|up
1779753 _at Protein kinase of the bud neck involved in the septin checkpoi KCC4 3,839709 |up
1774087 _at Protein required for spore wall formation ADY3 2,7593255[up
1769986_at Substrate of the Hub1p ubiquitin-like protein HBT1 4,1449175 [up
1771703 _at homocitrate synthase LYS20 9,716696 [up
1769959 _at mitochondrion NDE2 4,0585895 |up
1771012 _at Twenty SrRNA accumulation TSR1 3,2675583 [up
1776596_at Tsubunit of the mitochondrial glycine decarboxylase complex| GCV1 7,89718|up
1776304 _at Catalase A, breaks down hydrogen peroxid CTA1 2,2830966 |up
1776262 _at Enzymeinvolved in de novo purine biosynthesis HPT1 3,5543373|up
1778215_at Purine-cytosine permease, mediates purine (adenine, guanine,| FCY2 5,392297 [up
1779031_at 3-phosphoglycerate dehydrogenase, catalyzes the first step in { SER3 17,844112|up
1770767_at Alanine : glyoxylate aminotransferase, catalyzes the synthesis o AGX1 9,324904 [up
1773281 _at DNA-dependent ATPase, stimulates strand exchange by modify| RAD54 2,9170675 |up
1771915_at converts pyruvate to oxaloacetate PYC1 11,863408|up
1775820_at vitamin H transporter VHT1 4,3419104 |up
1772508_at Nucleolar protein involved in rRNA processing and 60S ribosorf NOP7 4,553193 [up
1777405_at Nucleolar protein involved in the assembly of the large ribosor|RPF1 2,5736773|up
1778666_at Hexose transporter with moderate affinity for glucose, may fur|HXT5 9,56827|up
1769448_at positive regulator of exit from mitosis SPO12 6,158971|up
1770592 _at specific RNA polymerase Il transcription factor activity SIP4 8,4571|up
1770352_at Ornithine carbamoyltransferase catalyzes the sixth step in the | ARG3 5,037826|up
1774072 _at Mitochondrial succinate-fumarate transporter, SFC1 7,71896 |up
1778312 _at RNA polymerase Il transcription factor activity PHD1 3,5092905 [up
1777196_at phosphoenolpyruvate carboxylkinase PCK1 12,910842 |up
1779660_at Cytosolic NADP-specific isocitrate dehydrogenase, catalyzes o 1DP2 22,03327|up
1771392_at Ferric reductase and cupric reductase, reduces siderophore-bo FRE1 6,30424 |up
1776768_at Fructose-1,6-bisphosphatase, required for glucose metabolisn|FBP1 40,612705 [up
1774377 _at Carnitine O-acetyltransferase CAT2 3,513309|up
1772511 _at Snooze: stationary phase-induced gene family; involved in cel [{ SNZ1 18,437014 |up
1779922 _at P subunit of the mitochondrial glycine decarboxylase complex GCV2 9,974674 [up
1775736_at Phosphoribosylpyrophosphate amidotransferase catalyzes firs| ADE4 4,1486917 |up
1774070_at Glucose-repressible alcohol dehydrogenase Il catalyzes activiti{ ADH2 13,302064 |up
1775729_at carbon-catabolite sensitive malate synthase MLS1 8,873544 (up
1778884 _at Translational elongation factor EF-3 HEF3 13,075739|up
1772699_at Putative ferric reductase with similarity to Fre2p; expression i1 FRE7 16,28291|up
1771396_at Essential nucleolar protein required for biogenesis of the 60S r| BRX1 3,281058|up
1779309_at Arginosuccinate synthetase, catalyzes the formation of L-arginij ARG1 4,3471904 [up
1779097_at Ribose-5-phosphate ketol-isomerase RKI1 6,703914 |up
1776285_at proline-specific permease (also capable of transporting alaning PUT4 7,1263003 |up
1779399_at S-adenosylMethionine Permease SAM3 30,910746 |up
1771419 _at protein serine/threonine kinase activity SKS1 12,490306|up
1778788_at Ubiquitin-conjugating enzyme that mediates degradation of sH UBC4 4,72195|down
1779408_at regulator of glucose influx into the cell & into glycolytic pathw TPS1 3,1969562 |down
1769643 _at HSP70 family member SSE2 3,0150023 [down
1769683 _at leucine biosynthesis LEU2 9,799204 [down
1778227 _at putative protein kinase with similarity to mammalian glycogerf MRK1 5,778707 |down
1776528_at Similar to GPM1 (phosphoglycerate mutase); converts 3-phosg GPM2 6,5087357 |down
1774376_at Aspartic beta semi-aldehyde dehydrogenase, catalyzes the seco HOM2 3,2118652 |down
1776550_at Similar to HSP26 HSP42 4,192537|down
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C6h-TC1h

Probe Set ID Putative Annotaion Gene Symbol Fold Change Regulation
molecular_function binding 281

1772915 _at acetate-CoA ligase activity ACS1 2,338158|up
1770632_at mitochondrial glycine decarboxylase complex GCV3 5,542874|up
1779425_at Cytochrome c heme lyase (holocytochrome c synthase), CYC3 2,9639058 |up
1778223 _at carnitine acetyltransferase, mitochondrial YAT1 6,0343914 |up
1776193 _at Amino acid transport protein for valine, leucine, isoleucine, ar TAT1 2,9025805 |up
1769852 _at Necessary for maintenance of dsRNA killer plasmids MAKS5 4,356275|up
1771650 _at Protein of unknown function involved in bud growth in the mi|REI1 5,695601 |up
1773972_at S-phase checkpoint protein found at replication forks, require{ MRC1 2,9128208|up
1779753 _at Protein kinase of the bud neck involved in the septin checkpoif KCC4 3,839709|up
1774087_at Protein required for spore wall formation ADY3 2,7593255|up
1769986_at Substrate of the Hub1p ubiquitin-like protein HBT1 4,1449175 [up
1771703 _at homocitrate synthase LYS20 9,716696 |up
1769959_at mitochondrion NDE2 4,0585895 [up
1771012 _at Twenty S rRNA accumulation TSR1 3,2675583 |up
1776596_at Tsubunit of the mitochondrial glycine decarboxylase complex| GCV1 7,89718|up
1776304 _at Catalase A, breaks down hydrogen peroxid CTA1 2,2830966 |up
1776262_at Enzymeinvolved in de novo purine biosynthesis HPT1 3,5543373|up
1778215_at Purine-cytosine permease, mediates purine (adenine, guanine,| FCY2 5,392297|up
1779031 _at 3-phosphoglycerate dehydrogenase, catalyzes thefirst step in 4 SER3 17,844112|up
1770767_at Alanine : glyoxylate aminotransferase, catalyzes the synthesis o AGX1 9,324904 [up
1773281 _at DNA-dependent ATPase, stimulates strand exchange by modify|RAD54 2,9170675 |up
1771915_at converts pyruvate to oxaloacetate PYC1 11,863408 |up
1775820_at vitamin H transporter VHT1 4,3419104 |up
1772508_at Nucleolar protein involved in rRNA processing and 60S ribosor| NOP7 4,553193 [up
1777405_at Nucleolar protein involved in the assembly of the large ribosor| RPF1 2,5736773|up
1778666_at Hexose transporter with moderate affinity for glucose, may fur| HXT5 9,56827 |up
1769448_at positive regulator of exit from mitosis SPO12 6,158971|up
1770592_at specific RNA polymerase Il transcription factor activity SIP4 8,4571|up
1770352_at Ornithine carbamoyltransferase catalyzes the sixth step in the | ARG3 5,037826|up
1774072 _at Mitochondrial succinate-fumarate transporter, SFC1 7,71896 |up
1778312 _at RNA polymerase Il transcription factor activity PHD1 3,5092905 |up
1777196_at phosphoenolpyruvate carboxylkinase PCK1 12,910842|up
1779660_at Cytosolic NADP-specific isocitrate dehydrogenase, catalyzes ox1DP2 22,03327|up
1771392_at Ferric reductase and cupric reductase, reduces siderophore-bo FREL 6,30424 (up
1776768 _at Fructose-1,6-bisphosphatase, required for glucose metabolisn|FBP1 40,612705|up
1774377 _at Carnitine O-acetyltransferase CAT2 3,513309|up
1772511 _at Snooze: stationary phase-induced gene family; involved in cell{ SNZ1 18,437014 |up
1779922_at P subunit of the mitochondrial glycine decarboxylase complex GCV2 9,974674 [up
1775736_at Phosphoribosylpyrophosphate amidotransferase catalyzes firs| ADE4 4,1486917 [up
1774070_at Glucose-repressible alcohol dehydrogenase Il catalyzes activiti{ ADH2 13,302064 |up
1775729_at carbon-catabolite sensitive malate synthase MLS1 8,873544 [up
1778884 _at Translational elongation factor EF-3 HEF3 13,075739|up
1772699_at Putative ferric reductase with similarity to Fre2p; expression il FRE7 16,28291|up
1771396_at Essential nucleolar protein required for biogenesis of the 60S r| BRX1 3,281058|up
1779309 _at Arginosuccinate synthetase, catalyzes the formation of L-argini| ARG1 4,3471904 |up
1779097_at Ribose-5-phosphate ketol-isomerase RKI1 6,703914 |up
1776285_at proline-specific permease (also capable of transporting alaning PUT4 7,1263003 |up
1779399 _at S-adenosylMethionine Permease SAM3 30,910746|up
1771419 _at protein serine/threonine kinase activity SKS1 12,490306 [up
1778788_at Ubiquitin-conjugating enzyme that mediates degradation of sH UBC4 4,72195|down
1779408_at regulator of glucose influx into the cell & into glycolytic pathw TPS1 3,1969562 |down
1769643 _at HSP70 family member SSE2 3,0150023 |down
1769683 _at leucine biosynthesis LEU2 9,799204 [down
1778227 _at putative protein kinase with similarity to mammalian glycogerl MRK1 5,778707 |down
1776528 _at Similar to GPM1 (phosphoglycerate mutase); converts 3-phosg GPM2 6,5087357 |down
1774376_at Aspartic beta semi-aldehyde dehydrogenase, catalyzes the seco HOM2 3,2118652 |down
1776550_at Similar to HSP26 HSP42 4,192537|down
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biological_process

oxidation-reduction process 51

molecular_function

identical protein binding 44

1777517 _at serine-type peptidase activity RRT12 5,130456 [up
1776151 _at Mitochondrial Translation Optimization MTO1 2,6256106 |up
1777020_at Coreinteracting component 1 CIC1 2,6754441 (up
1772676_at Protein component of the H/ACA snoRNP pseudouridylase conGAR1 2,56795 [up
1778040_at cell wall organization and biogenesis ECM4 2,7863474 |up
1779813 _at RNA polymerase | subunit RPA49 2,3046205 |up
1773722 _at Ubiquitin-specific protease that deubiquitinates ubiquitin-prq UBP10 3,2148948 |up
1775734 _at High-affinity copper transporter of the plasma membrane, med CTR1 4,9420776 [up
1773888_at catalyzes one of the two reactions involved in the transsulfurat{ CYS3 2,3206947 |down
1770900_at Putative serine/threonine protein kinase most similar to cyclid Putative serine/threoni 2,8130968|down
1770797_at YDR100W TVP15 4,1716986 |down
1772646_at Protein of unknown function with a possible rolein glutathior|GTT3 2,150358 |down
1769481 _at Twinfilin Aisa member of a conserved family of actin monome| TWF1 2,8491113 |down
1772048_at Involved in cytoskeletal organization and cellular growth VRP1 2,6064575 |down
1770139_at Contains three calcium and lipid binding domains TCB3 2,1880713 |down
1775541 _at Oneof two identical histone H3 proteins HHT2 3,7264504 [down
1776953 _at homologousto RBD1 RBD2 3,1827195|down
biological_process carbohydrate metabolic process 42

1773594 _at Part of the complex locus MAL3 MAL31 2,359854 |up
1769466_at identical at amino acid level to Kre9p KNH1 4,7082896 [up
1775397_at Mannosidase, GPl-anchored membrane protein required for cf DCW1 2,3993182 |up
1776531 _at Trehalose-6-phosphate phosphatase TPS2 3,8282893 |down
1776708_at involved in release from glucose repression SNF4 3,0840144 |down
1776944 _at Part of MAL1 complex locus; encodes funct. maltose permease] MAL11 6,116644 |down
1770506_at beta-fructofuranosidase activity suc2 4,7737055 [down
1773766_at Protein of unknown function, localizes to the cell wall GAS3 10,369084 |down
1770529_at YOL032W OPI10 7,94131[down
1780177_at Protein of unknown function, localizes to the cell wall GAS5 2,817653 [down
1778597_at cyclin-dependent protein kinase holoenzyme complex PCL8 2,1569688 |down
1774860_at Dolichol phosphate mannose (Dol-P-Man) synthase of the ER membrane 2,1734378|down
biological_process disaccharide metabolic process 10

biological_process cellular carbohydrate metabolic process 23

molecular_function ATPase regulator activity 7

1779107_at Hsp70 (Ssalp) nucleotide exchange factor FES1 3,660151|down
1779214 _at HSP Seventy Required for efficient translocation of protein prd LHS1 2,3902414 |down

biological_process

trehalose biosynthetic process 6

biological_process

oligosaccharide biosynthetic process 6

biological_process

disaccharide biosynthetic process 6
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Acik kaynakli mikrodizi verilerinin analizi sonucunda elde edilen sicaklik degisim

uygulamasi sonrasinda gen ifade duzeylerinde iki kat ve Uzeri degisim gosteren

tum genler

TC6h-TC1h
Probe Set ID Putative Annotaion Gene Symbol Fold Change Regulation
molecular_function binding 306
1772915 _at acetate-CoA ligase activity ACS1 6,37424 |up
1779425_at Cytochrome c heme lyase (holocytochrome c synthase), CYC3 2,2593064 |up
1778223_at carnitine acetyltransferase, mitochondrial YAT1 22,402533 |up
1776352 _at Alpha subunit of the F1 sector of mitochondrial F1FO ATP synt] ATP1 2,386406|up
1777840_at Major ADP/ATP carrier of the mitochondrial inner membrane |PET9 2,7704282|up
1776193 _at Amino acid transport protein for valine, leucine, isoleucine, ar| TAT1 4,1410956 [up
1769852 _at Necessary for maintenance of dsRNAkiller plasmids MAKS 3,4701254 [up
1778029_at Probable AMP-binding protei PCS60 2,4493124 |up
1771650_at Protein of unknown function involved in bud growth in the mi|REI1 6,1303988 |up
1778479_at catabolism of hydroxy amino acids CHA1 2,405583 |up
1773972 _at S-phase checkpoint protein found at replication forks, require{ MRC1 2,8438137 |up
1777517 _at serine-type peptidase activity RRT12 3,5356174|up
1774087 _at Protein required for spore wall formation ADY3 3,3726773|up
1769986_at Substrate of the Hub1p ubiquitin-like protein HBT1 14,5833645 [up
1775468_at small nuclear ribonucleoprotein complex NHP2 3,6060927 |up
1771703_at homocitrate synthase LYS20 14,295596 |up
1779631 _at Cullin, structural protein of SCF complexes CDC53 2,969416 |up
1769959_at mitochondrion NDE2 6,807245|up
1772223_at Mitochondrial NADP-specific isocitrate dehydrogenase IDP1 2,55542 [up
1771012 _at Twenty S rRNAaccumulation TSR1 2,882977|up
1776596_at Tsubunit of the mitochondrial glycine decarboxylase complex| GCV1 2,04143 [up
1775412_at Suppressor of hydroxy-urea sensitivity SHU2 3,1316812 |up
1776226_at Serine/threonine protein kinase KIN1 2,1654615|up
1774084 _at Transcription factor required for derepression of inositol-cholij INO2 2,5764518|up
1776304 _at Catalase A, breaks down hydrogen peroxid CTA1l 4,233321|up
1774145_at Suppresor of mar1-1 (sir2) mutation SUM1 2,8272934|up
1770799_at Protein associated with mitochondrial ATP synthase TIM11 2,1179006
1776262_at Enzymeinvolved in de novo purine biosynthesis HPT1 2,0082793 |up
1772978_at Cytosolic metalloprotease CYM1 2,2059896 |up
1771320_at GTPase that associates with nuclear 60S pre-ribosomes NUG1 2,788297 |up
1778215 _at Purine-cytosine permease, mediates purine (adenine, guanine,| FCY2 3,1244638 |up
1779031_at 3-phosphoglycerate dehydrogenase, catalyzes the first step in { SER3 7,267659 |up
1775918_at histone fold-containing protein homologous to one of the sub|BUR6 2,9884934 |up
1770767_at Alanine : glyoxylate aminotransferase, catalyzes the synthesis o AGX1 13,408086 |up
1776687_at Transcriptional activator of genes involved in nitrogen catabol| GAT1 2,102872|up
1776151 _at Mitochondrial Translation Optimization MTO1 4,6974897 |up
1776136_at involved in the response to glucose starvation SIP2 3,9076364 |up
1774903 _at ATP-dependent RNA helicase CA3 of the DEAD/DEAH box family DBP3 2,8615553 |up
1771915 _at converts pyruvate to oxaloacetate PYC1 14,284499 |up
1779272 _at homolog of pombe SDS23; localizes to spindle pole body SDS23 3,7277071|up
1775820_at vitamin H transporter VHT1 4,956753 |up
1777536_at has similarity to Adrlp DNA-binding domain 18,457842|up
1772508 _at Nucleolar protein involved in rRNA processing and 60S ribosorl NOP7 3,9654384 |up
1771789_at Essential protein with two zinc fingers, present in the nucleus (ZPR1 3,2536285|up
1769845_at Glycerol kinase, converts glycerol to glycerol-3-phosphate GUT1 2,3871958 |up
1770321 _at Mrs5p in mitochondrial protein import or other related essen{ TIM10 3,1052108|up
1777020_at Coreinteracting component 1 CIC1 2,8716874 |up
1770201 _at Peptidyl-prolyl cis-transisomerase CPR2 2,0639112 |up
1777405_at Nucleolar protein involved in the assembly of the large ribosor| RPF1 4,45137743 |up
1778666_at Hexose transporter with moderate affinity for glucose, may fur| HXT5 15,675221|up
1769448_at positive regulator of exit from mitosis SPO12 3,9074087 |up
1780128 _at Molecular chaperone, required for the assembly of alphaand b|ATP12 2,4924865 |up
1773161 _at Mitochondrial ribosomal protein of the large subunit MRPL49 2,346827 |up
1770592_at specific RNA polymerase Il transcription factor activity SIP4 11,766579|up
1770352_at Ornithine carbamoyltransferase catalyzes the sixth step in the | ARG3 9,582723|up
1774072 _at Mitochondrial succinate-fumarate transporter, SFC1 37,601357 |up
1779912 _at Putative serine/threonine protein kinase PTK1 2,500543 |up
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1780009 _at ATP-dependent RNA helicase activity SNU114 2,7089887
1778312 _at RNA polymerase Il transcription factor activity PHD1 2,0020132|up
1772148 _at Phospholipase D, catalyzes the hydrolysis of phoshatidylcholirf SPO14 3,0210145 [up
1772694 _at Glycerol-3-phosphate acyltransferase located in both lipid par|GPT2 2,818714|up
1778040_at cell wall organization and biogenesis ECM4 3,8100445 [up
1777196_at phosphoenolpyruvate carboxylkinase PCK1 19,725775|up
1778233 _at S-MethylMethionine Permease MMP1 2,4349394 |up
1769935 _at Mitochondrial matrix protein involved in biogenesis of the iro| ISA1 2,19756 |up
1774833 _at Copper metallochaperone that shuttles copper from the cytos{ COX17 3,0021982 |up
1775690_at Ribosome Control Riclp bindsto Rgplp, on the Golgi RIC1 2,29276|up
1779660_at Cytosolic NADP-specific isocitrate dehydrogenase, catalyzes ox |DP2 38,261665 [up
1771392 _at Ferric reductase and cupric reductase, reduces siderophore-bo FREL 9,112154 |up
1774453 _at Dead-Box Protein 9 DBP9 4,3860455 [up
1776768 _at Fructose-1,6-bisphosphatase, required for glucose metabolisn|FBP1 67,17215|up
1773919_at Subunit VIII of cytochrome c oxidase COX8 2,2048554 [up
1774377 _at Carnitine O-acetyltransferase CAT2 8,902264 |up
1775433 _at Mitochondrial inner membrane ADP/ATP translocator AAC1 3,0106049 [up
1772511_at Snooze: stationary phase-induced gene family; involved in cell{ SNZ1 5,18069 [up
1777997 _at Non-essential P-type ATPase that is a potential aminophosphol DNF3 3,124107 [up
1779922 _at P subunit of the mitochondrial glycine decarboxylase comple GCV2 2,172247 [up
1774070_at Glucose-repressible alcohol dehydrogenase Il catalyzes activiti{ ADH2 16,7568 |up
1771893 _at RNA-binding protein that interacts with the C-terminal domaif NRD1 5,4480476 |up
1773722 _at Ubiquitin-specific protease that deubiquitinates ubiquitin-prd UBP10 2,819108 |up
1775729_at carbon-catabolite sensitive malate synthase MLS1 16,86387|up
1778912 _at RNA m(5)C methyltransferase, essential for processing and ma{ NOP2 3,9103217|up
1778884 _at Translational elongation factor EF-3 HEF3 13,840388|up
1772239_at Significant sequence similarity to RPL7B RLP7 2,748162 |up
1778423 _at Protein required for cell viability TRM112 2,5145555 [up
1772699_at Putative ferric reductase with similarity to Fre2p; expression il FRE7 48,272675|up
1773182 _at ubunit of cleavage factor |, a five-subunit complex required forf HRP1 6,6365104 |up
1778951 at

1771396_at Essential nucleolar protein required for biogenesis of the 60S r| BRX1 2,9844637 |up
1779309_at Arginosuccinate synthetase, catalyzes the formation of L-arginj ARG1 3,237943 [up
1779097 _at Ribose-5-phosphate ketol-isomerase RKI1 12,646449 |up
1774778 _at Mitochondrial inner membrane carnitine transporter, require] CRC1 5,499494 |up
1771629_at Involved in silencing at telomeres SAS5 2,480632 |up
1778183 _at Putative ABC transporter highly similar to Pdr5p PDR10 4,6914725|up
1776285_at proline-specific permease (also capable of transporting alaning PUT4 26,383305 [up
1779399_at S-adenosylMethionine Permease SAM3 13,111797 |up
1770087 _at Fumarase, converts fumaric acid to L-malic acid in the TCA cycl| FUM1 3,5074637 [up
1774313 _at GTP-binding protein required for processing of 35S pre-rRNA [BMS1 3,4300315 [up
1775150_at Nip7p is required for 60S ribosome subunit biogenesis NIP7 2,6666489 up
1770623 _at Mitochondrial inner membrane transporter, exports 2-oxoadi|ODC1 5,430443 |up
1769977 _at Subunit b of the stator stalk of mitochondrial F1FO ATP syntha]ATP4 3,5723135|up
1771992 _at Nucleolar protein, essential for processing and maturation of ZNOP4 4,3437953 |up
1776686 _at Mitochondrial isoleucyl-tRNA synthetase ISM1 2,9018795 [up
1771419 _at protein serine/threonine kinase activity SKS1 9,057989 [up
1775005_at Mitochondrial ribosomal protein of the small subunit MRPS16 3,6298473 |up
1774757 _at Required for normal pre-rRNA Processing. RRP12 3,2354639|up
1777889_at Required for mitotic chromosome segregation CHL1 2,5843859|up
1776887 _at Mitochondrial Distribution and Morphology MDM36 3,8772097 [up
1775734 _at High-affinity copper transporter of the plasma membrane, meq CTR1 9,870892 |up
1771401 _at Putative acyltransferase TAZ1 3,8319523 |up
1770538 _at Arsenate reductase required for arsenate resistance; ARR2 5,1315446|up
1772848 _at Exhibits physical and genetic interactions with FRT1 FRT2 2,6914775 [down
1773888 _at catalyzes one of the two reactionsinvolved in the transsulfurat CYS3 2,6467624 down
1777495_at Peripheral membrane protein that interacts with the plasma nf AST1 2,7925656 [down
1777647 _s_at Histone H2A HTA1 /// HTA2 2,9818435 [down
1778426 _s_at One of two identical histone H4 proteins HHF1 /// HHF2 3,5234354 |down
1773019_at One of two identical histone H3 proteins HHT1 2,1168964 [down
1778788 _at Ubiquitin-conjugating enzyme that mediates degradation of s UBC4 4,086332|down
1778143 _at RFCisamultisubunit DNA binding protein and ATPase that act| RFC5 3,7473106 [down
1773681 _at also involved in vacuolar protein targeting VID24 8,69028|down
1779408 _at regulator of glucose influx into the cell & into glycolytic pathw TPS1 3,1815894 [down
1769643 _at HSP70 family member SSE2 2,6075125 [down
1772700_at Diadenosine5',5"-P1,P4-tetraphosphate phosphorylase | (AP4]APA1 3,9638338 |down
1769683 _at leucine biosynthesis LEU2 9,955535|down
1776959_at omponent of the septin ring of the mother-bud neck that is red CDC10 2,0708556 [down
1770900_at Putative serine/threonine protein kinase most similar to cycliqd KIN82 2,5008333|down
1776814 _at Rho GDP dissociation inhibitor with activity toward Rholp |[RDI1 2,4759612 [down
1778227 _at putative protein kinase with similarity to mammalian glycogerf MRK1 16,04792 |down
1774780_at fatty acyltransferase homologous to E. coli plsC gene SLC1 2,6175654 [down
1776528 _at Similar to GPM1 (phosphoglycerate mutase); converts 3-phosg GPM2 6,0363164 [down
1771282 _at Yeast Ran Binder YRB1 2,3811479|down
1773253 _at Basic protein with putative coiled-coil regions that comprises | FIN1 2,3361957 [down
1774376_at Aspartic beta semi-aldehyde dehydrogenase, catalyzes the seco HOM2 3,0209353 [down
1778720_at Activator of Heat Shock Protein 90 ATPase AHA1 5,292714|down
1771292 _at Histone H2B HTB1 3,4993222 [down
1772920_at Riboflavin kinase, phosphorylates riboflavin to form riboflavin| FMN1 2,3724887 [down
1777917 _at Negative regulator of HXT gene expression MTH1 2,2306812 [down
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1775578_s_at High-affinity glucose transporter of the major facilitator super{ HXT6 /// HXT7 4,7365823 [down
1770583 _at Thioredoxin reductase TRR1 2,8908083 |down
1778973 _at ATP-binding cassette (ABC) protein and general stress response| PDR15 5,258318|down
1771624 _at thioredoxin peroxidase TSA2 5,546312|down
1769562 _at targeting complex (TRAPP) component involved in ER to Golgi [TRS31 2,4945602 |down
1770001 _at Non-essential protein of unknown function required for transq EMI2 9,768727|down
1779329 _at Golgi localized protein component of the spindle assembly chd GRH1 3,0218215[down
1773720_at ubunit of the Hat1p-Hat2p histone acetyltransferase complex |HAT2 2,0112588 |down
1771840_at Fumurate ReDuctase Soluble 5,4971595 |down
1774137 _at Cytochrome cisoform 2, expressed under hypoxic conditions |CYC7 5,253355 [down
1772646_at Protein of unknown function with a possible rolein glutathiorf GTT3 2,9517467 |down
1774627 _at atalyzes theinterconversion of fructose-6-P and mannose-6-P |PMI40 2,9747672|down
1779350_at Spindle Pole Component of molecular weight SPC25 2,0867631[down
1775859_at Putative S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase with a probabl{SAH1 2,751135 [down
1775500_at Required for Meiotic nuclear Division; functionsin DNA replic{ GET2 2,329332|down
1776246_at involved in protection against heat-induced protein aggregatiq MDJ1 2,1899517 |down
1775392 _at Inhibitor of the type | protein phosphatase Glc7p, which isinv{YPI1 2,370256 [down
1773444 _at Glycogen synthase with similarity to Gsy2p xpression induced | GSY1 5,1463447|down
1780178 _s_at Protein component of the large (60S) ribosomal subunit RPL2A 2,0456069 |down
1775976_at Hexokinase isoenzyme 1 catalyzes phosphorylation of glucose { HXK1 9,561333|down
1778317 _at Alcohol dehydrogenase type IV transcription isinduced in resp ADH4 6,7848053 |down
1774971 _at Component of the ATP-dependent Isw2p-Itc1p chromatin rem|ITC1 2,4182317|down
1776708 _at involved in release from glucose repression SNF4 2,41584|down
1771287 _at sterol reductase, catalyzes the final step in ergosterol biosynth{ ERG4 2,1231375|down
1773292 _at Protein component of the large (60S) ribosomal subunit RPL26B 2,0820723|down
1769481 _at Twinfilin Ais a member of a conserved family of actin monome| TWF1 2,6007328 |down
1770577 _at Protein component of the large (60S) ribosomal subunit RPL11B 2,2353158 |down
1770612 _at Ribosomal protein L30 of the large (60S) ribosomal subunit, [RPL24B 2,151898|down
1778044 _at protein tyrosine phosphatase of the CDC25-like phosphatase f{ YCH1 2,583215|down
1776467 _at Ribosomal protein L4 of the large (60S) ribosomal subunit RPL8A 2,4280643 |down
1773827 _s_at Ribosomal protein L4 of the large (60S) ribosomal subunit RPL8A 2,384789|down
1770917 _at Major component of the proteasome ECM29 2,0825377|down
1775832 _at Protein component of the small (40S) ribosomal subunit RPS20 2,331545 [down
1770109_at Protein component of the large (60S) ribosomal subunit RPL14B 2,3245897 |down
1769972 _at Inositol monophosphatase, involved in biosynthesis of inosito[ INM1 4,0867834 [down
1779663 _at Enolase Il, catalyzes the first common step of glycolysis and glu[ENO2 3,7948346 |down
1777048 _at Widely conserved NADPH oxidoreductase containing flavin mq OYE2 3,6679537 |down
1771497 _at Protein component of the small (40S) ribosomal subunit RPS24B 2,8899992 |down
1769885 _at Elongase |, medium-chain acyl elongase, catalyzes carboxy-terr ELO1 3,339823|down
1775186_at Ribosomal protein 59 (rp59) of the small (40S) ribosomal subu|RPS14B 3,0071375 |down
1779682 _at Multifunctional carbamoylphosphate synthetase (CPSase)-asp{ URA2 2,3308504 |down
1774960_at With NCA2, regulates proper expression of subunits 6 (Atp6p) {NCA3 2,9688902 |down
1773989_at Protein involved in theinositol acylation of glucosaminyl pho GWT1 2,8904705 |down
1779018_at Last step in pyrimidine biosynthesis pathway URA8 2,4291673|down
1777559_at Phospho MUtase homolog. Small region homologous to activg PMU1 2,8819919 |down
1778769 _at Suppressor of Pl Four Kinase SFK1 4,327151|down
1770744 _at UDP-glucose pyrophosphorylase or UTP-glucose-1-phosphate {UGP1 6,1601973 |down
1773853 _at Ceramide synthase component, involved in synthesis of ceram|LAC1 6,444453 |down
1776344 _at N-terminally acetylated protein component of the large (60S) {RPL14A 2,0290875 [down
1779928 _at Cytoplasmic heavy chain dynein, microtubule motor protein |DYN1 2,2943308 |down
1778532 _at Thiol-specific peroxiredoxin, reduces hydroperoxides to prote{ AHP1 2,3672385|down
1774937 _at pyruvate decarboxylase PDC5 2,7989633 |down
1770284 _at rotein component of the large (60S) ribosomal subunit RPL37A 2,277199 [down
1776760_at Peptidyl-prolyl cis-transisomerase (cyclophilin) binds to Hsp8| CPR6 6,872971|down
1779105_at Glycogen synthase, similar to Gsylp; expression induced by gl| GSY2 4,501621|down
1770727 _at involved in sphingolipid biosynthesis LCBS 3,7707126 |down
1772048 _at Involved in cytoskeletal organization and cellular growth VRP1 2,6480477 [down
1772638_at Protein component of the large (60S) ribosomal subunit RPL26A 2,16671|down
1775553 _at Karyopherin beta, forms a dimeric complex with Srp1p (Kap60 KAP95 2,472426 |down
1772116_at Coronin, cortical actin cytoskeletal component that associate{ CRN1 2,4417496 |down
1776709_at Glycoprotein required for oxidative protein foldingin the end{ERO1 2,793209 [down
1770044 _at Alpha-tubulin; associates with beta-tubulin (Tub2p) to form tyTUB3 2,9583519 |down
1770154 _at Involved in DNA-replication-linked nucleosome assembly; hon| CAC2 2,8917065 |down
1772804 _at has a CUE domain that binds ubiquitin, which may facilitate in| CUE4 2,7455037 |down
1774756_at egulatory subunit of trehalose-6-phosphate synthase/phospha| TSL1 5,8322077|down
1773841 _at ER localized integral membrane protein that may promote secj GSF2 3,7315848 |down
1779961 _at terol desaturase, a cytochrome P450 enzyme that catalyzes thd ERG5 12,956695|down
1778907 _at Phosphoglucomutase PGM2 10,472943 |down
1775624 _at onstitutively expressed heat shock protein /NOTE=Hsc82p HSC82 4,3727345|[down
1774621 _at N-terminally acetylated protein component of the large (60S) RPL36A 2,3238757 [down
1779649_at Protein that recognizes and binds damaged DNA during nucleg RAD14 2,730195 [down
1773766_at Protein of unknown function, localizes to the cell wall GAS3 10,424798 [down
1773683 _at regulatory subunit of trehalose-6-phosphate synthase/phosph{ TPS3 3,5629146 [down
1773524 _at ER membrane protein involved in the second step of glycosylp| GPI12 3,788385|down
1770922 _at Protein required for cell viability LIP1 2,2573314|down
1770754 _at NADPH-dependent alcohol dehydrogenase ADH6 2,1620572|down
1773623 _at cell wall integrity and stress response component 2 WSC2 3,7951143|down
1774556_at heat shock protein regulator that binds to Hsp90p and may sti|HCH1 9,102171|down
1777458 _at -terminally acetylated protein component of the large (60S) rifRPL16B 2,9355106 [down
1775541 _at One of two identical histone H3 proteins HHT2 3,9863815 |down
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1775837_at Component of RNA polymerase |l holoenzyme, involved in RNASSN8 2,6313014 (down
1771579_at Protein compoent of the large (60S) ribosomal subunit RPL25 2,0985157 [down
1776371 _at Serine/threonine protein kinase with similarity to Ste20p and {SKM1 3,4443226 (down
1773230_at Involved in glycerol production via conversion of glyerol-3-ph{ GPD2 4,640584 |down
1780177_at Protein of unknown function, localizes to the cell wall GAS5 4,000559 |down
1777302_at Heat shock protein also induced by canavanineand entry into {STI1 4,9773297 |down
1770458 _at C2H2 zinc-finger protein with similarity to myc-family transcrif HMS1 2,9420063 [down
1773612 _at 82 kDa heat shock protein; homolog of mammalian Hsp90 HSP82 2,9282763|down
1778597_at cyclin-dependent protein kinase holoenzyme complex PCL8 2,2124302 [down
1773434 _at HSP70 family member, highly homologous to Ssalp and Sse2p|SSE1 3,0947585 [down
1770298_at protein component of the small (40S) ribosomal subunit RPS9A 3,2336924 [down
1769541 _at mRNA binding protein PUF2 3,5690458 |down
1772408_at Homologous to mammalian phosphotyrosine phosphatase LTP1 4,2960906 |down
1777528_at Protein component of the large (60S) ribosomal subunit RPL11A 2,186996 (down
1777843 _at phosphatidylinositol synthase PIS1 11,945611|down
1779850 _at Releases glucose-1-phosphate from glycogen GPH1 5,411589|down
molecular_function protein binding 233

1778141 _at Low-affinity amino acid permease with broad substrate range, | AGP1 2,719242|up
1777517 _at serine-type peptidase activity RRT12 3,5356174 |up
1771819_at art of small (ribosomal) subunit (SSU) processosome (contains [PWP2 2,1281562|up
1778726_at Translocase of theinner membrane TIM13 2,0299428|up
1777020 _at Coreinteracting component 1 CIC1 2,8716874|up
1772676_at Protein component of the H/ACA snoRNP pseudouridylase con| GAR1 2,1273932|up
1770861 _at ucleolar protein, component of the small subunit (SSU) procesf UTP10 2,1129844|up
1773975_at bypass requirement for protein kinase C homolog BCK1 2,0588896 |up
1777344 _at BAT1 highly expressed during logarithmic phase and is repressq BAT2 2,067583|up
1770748_at Mitochondrial Distribution and Morphology MDM35 2,1060753 |up
1769958_at involved in proteasome-dependent cataboliteinactivation of f{ GID8 2,3016536|up
1776663_at mitochondrion RRG9 3,5529492 |up
1773722 _at Ubiquitin-specific protease that deubiquitinates ubiquitin-pr UBP10 2,819108|up
1773892_at playsarolein invasive growth NCS2 2,7316842 |up
1774139_at 44 kDa phosphorylated integral peroxisomal membrane prote| PEX15 2,0191622 |up
1775413_at naphase inhibitor that plays a critical rolein control of anaphd PDS1 2,059445 [down
1775558_at Putative membrane protein of unknown function involved in | CDC1 2,200051|down
1773173 _at coatomer (COPI) complex delta subunit RET2 2,557221|down
1772035_at Like Sm-B protein LSM8 2,0795128 down
1779051 _at Component of the septin ring of the mother-bud neck that isrd CDC11 2,86622|down
1772468_at Fusion protein, identical to Rpl40Ap, that is cleaved to yield ufRPL40B 2,3092718|down
1777242 _at Alpha (large) subunit of cytoplasmic phenylalanyl-tRNA synthel FRS1 2,083685 [down
1775614 _at GTP binding protein (mammalian Ranp homolog) involved in t{GSP1 2,105671|down
1776541 _at Remodels the Structure of Chromatin RSC9 2,0728211|down
1779276_at rotein with a putative rolein sister chromatid segregation, SRC1 2,2434578 |down
1771426_at Probable component of COPII coated vesicles that binds to Seq SFB2 2,073665 [down
1770399_at Peripheral membrane protein of the plasma membrane that in|ZEO1 2,0171137 [down
1774504 _at orting nexin required to maintain late-Golgi resident enzymes | SNX3 2,4239485 [down
biological_process generation of precursor metabolites and energy 31

1779905_at Isocitrate lyase, catalyzes the formation of succinate and glyox]ICL1 10,873697 [up
1775912 _at Subunit Vb of cytochrome c oxidase COX5B 11,634212|down
biological_process energy derivation by oxidation of organic compounds 24

molecular_function identical protein binding 43

1775734 _at High-affinity copper transporter of the plasma membrane, med CTR1 9,870892 |up
1773888 _at catalyzes one of the two reactionsinvolved in the transsulfurat CYS3 2,6467624 (down
cellular_component ribosome 53

1770034 _at Mitochondrial ribosomal protein of the large subunit MRPL37 3,3008513 |up
1771733_at Mitochondrial ribosomal protein of the small subunit MRP13 2,003778|up
1771075_at Mitochondrial ribosomal protein of the large subunit MRPL20 3,0110595 |up
1773268_at Mitochondrial ribosomal protein of the large subunit MRP51 2,4092894 |up
1769765_at Protein component of the large (60S) ribosomal subunit, RPL19A 2,0564244 |up
1779787_at Protein component of the large (60S) ribosomal subunit RPL21A 3,0469923 [down
1776516_at Protein component of the large (60S) ribosomal subunit RPL13A 2,5192802 [down
1773510_at Protein component of the large (60S) ribosomal subunit RPL27B 2,3283534|down
1770501 _at Protein component of the small (40S) ribosomal subunit RPS8B 2,2472548 [down
1775167_at Protein component of the small (40S) ribosomal subunit RPS26B 2,7252638 (down
1769929_at Protein component of the large (60S) ribosomal subunit, RPL22B 2,186855 [down
1780161 _at N-terminally acetylated protein component of the large (60S) RPL16A 2,666814 down
1778731 _at ribosomal protein L4 of the large (60S) ribosomal subunit, RPL8B 2,4832983 [down
1775407 _at Protein component of the large (60S) ribosomal subunit, RPL38 2,060742 [down
1778592 _at Ribosomal protein 10 (rp10) of the small (40S) subunit RPS1A 2,2799988|down
1772366_at Ribosomal protein 10 (rp10) of the small (40S) subunit RPS1B 2,1911266 [down
1770882 _at Protein component of the large (60S) ribosomal subunit RPL13B 2,3987944 (down
1771911 _at Protein component of the large (60S) ribosomal subunit RPL20A 2,3444085 [down
1778798 _s_at Protein component of the large (60S) ribosomal subunit RPL18A 2,4053037 [down
1776278_at Protein component of the small (40S) ribosomal subunit, RPS7B 3,0028315 [down
1771085_at Protein component of the large (60S) ribosomal subunit RPL18A 3,062088 |down
1777990 _at Protein component of the small (40S) ribosomal subunit; RPS10A 2,1594977 [down
1775457 _at Protein component of the large (60S) ribosomal subunit RPL21B 2,2448876|down
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cellular_component

large ribosomal subunit 33

cellular_component

cytosolic large ribosomal subunit 30

cellular_component

cytosolic ribosome 41

cellular_component

ribonucleoprotein complex 68

cellular_component

ribosomal subunit 46

cellular_component

cytosolic part 42

cellular_component

preribosome 20

molecular_function

structural constituent of ribosome 45

molecular_function

structural molecule activity 53

1769935_at Mitochondrial matrix protein involved in biogenesis of theiro|ISA1 2,19756 [up
biological_process disaccharide metabolic process 10

1773594 _at Part of the complex locus MAL3 MAL31 2,6792278|up
1776531 _at Trehalose-6-phosphate phosphatase TPS2 3,727845|down
1776944 _at Part of MAL1 complex locus; encodes funct. maltose permease/ MAL11 2,8434196 |down
1770506_at beta-fructofuranosidase activity SUC2 5,3783703 |down
biological_process cellular carbohydrate metabolic process 24

1772223 _at Mitochondrial NADP-specific isocitrate dehydrogenase IDP1 2,55542 [up
1769466_at identical at amino acid level to Kre9p KNH1 5,072866|up
1770529 _at YOLO32W OPI10 2,8195128|down

biological_process

trehalose biosynthetic process 6

biological_process

oligosaccharide biosynthetic process 6

biological_process

disaccharide biosynthetic process6
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EK 2 - Saccharomyces cerevisiae ve Metschnikowia pulcherrima suslarinin

Teknolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi Analizi

Saccharomyces cerevisiae suglarinin teknolojik 6zellikleri

) KONTROL( YUKSEGKEsngiA'\';UKTA DUSUK pHDA GELISIM FERMANTASYON HIzI o
SUSLAR GUN KOPUK OLUSTURMA
PH3.3) | 37o¢ 42°C pH 4 pH 7 Briks Alkol pH Sicaklik

0. ) () () () () 18% ) 331 21,60 ()
1. (+++) (+++) (+++) (+++) (+++) 18% (-) 3,20 24,00 daginik kopiik
2. (+++) (+++) (+++) (+++) (+++) 16% (-) 2,91 24,50 1cm
3. (+++) (+++) (+++) (+++) (+++) 13% (-) 2,87 23,00 1,5 -2 cm kopiik

= 4. (+++) (+++) (+++) (+++) (+++) 10% 0 2,86 24,20 1,5cm
5. (+++) (+++) (+++) (+++) (+++) 7,50% 4% 3,38 21,80 05-1cm
6. (+++4) (+++) (+++) (+++) (+++) 6% 5% 3,42 25,70 0-0,5cm
7. (+++) (+++) (+++) (+++) (+++) 5,50% 6% 3,30 26,70 daginik kopuk
0. ) () () () () 18% ) 331 21,60 ()
1. (++) (+++) (++) (+++) (+++) 18% (-) 3,20 25,60 daginik kopiik
2. (+++) (+++) (++) (+++) (+++) 17% (-) 3,06 24,60 0-0,5cm
3. (+++) (+++) (++) (+++) (+++) 14,50% (-) 2,86 22,80 lcm

” 4. (+++) (+++) (++) (+++) (+++) 10% 0 2,98 23,60 0-0,5cm
5. (+++4) (+++) (++) (++4) (+++) 7,50% 2% 3,11 22,80 0,5cm
6. (++4) (++4) (++) (++4) (+++) 6,50% 4% 321 25,40 daginik kopuk
7. (+++) (+++) (++) (+++) (+++) 5,50% 6% 3,07 24,80 daginik képuk
0. ) () () () () 18% ) 3,25 21,10 ()
1. (++) (+++) (-) (+++) (+++) 18% (-) 3,19 25,00 daginik kopuk
2. (+++) (+++) (+) (+++) (+++) 17,50% (-) 3,16 24,20 daginik képuk
3. (+++) (+++) (+) (+++) (+++) 15% (-) 3,08 22,60 0,5cm

> 4. (++4) (++4) (+) (++4) (+++) 12% (-) 2,93 23,80 1cm
5. (+++) (+++) (+) (+++) (+++) 9% 2% 3,10 22,10 1cm
6. (++4) (++4) (+) (++4) (+++) 7% 3% 3,09 25,40 0-0,5cm
7. (+++) (+++) (+) (+++) (+++) 6% 4% 3,05 24,90 daginik képiik
0. ) () () () () 18% ) 3,25 21,10 ()
1. (++4) (+++) (+++) (+++) (+++) 17% (-) 3,02 24,70 0,5cm
2. (+++) (+++) (+++) (+++) (+++) 13% (-) 2,86 24,60 1cm
3. (++4) (++4) (++4) (++4) (+++) 10% 0 2,97 23,40 0,5cm

> 4. (+++) (+++) (+++) (+++) (+++) 8% 2% 2,98 24,10 0,5cm
5. (+++) (+++) (+++) (+++) (+++) 6% 4% 3,38 22,90 0,5cm
6. (++4) (+++) (+++) (+++) (+++) 5,50% 5% 3,00 25,10 0-0,5cm
7. (++4) (++4) (+++) (+++) (+++) 5,50% 6% 3,40 24,70 daginik képuk
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Metschnikowia pulcherrima suslarinin teknolojik 6zellikleri

. KONTROL( VUKSZKET_E?’;L' KTA DUSUK pHDA GELISIM FERMANTASYON HIZI o
SUSLAR GUN KOPUK OLUSTURMA
PH3.3) 37°C 42°C pH 4 pH7 Briks Alkol pH Sicaklik
0. () () ) () ) 18% ) 329 21,10 ()
1. (+++) (+++) (++) (+++) (+++) 17,50% ) 324 25,60 daginik képiik
2. (++4) (+++) (++) (+++) (+++) 17,00% ) 312 24,50 0-0,5cm
3. (+++) (+++) (++) (+++) (+++) 16,50% ) 3,08 23,50 0-05cm
= 4. (++4) (+++) (++) (+++) (++4) 16% ) 313 24,10 0-05cm
5. (+++) (+++) (++) (+++) (+++) 15% ) 3,17 22,60 0-05cm
6. (+++) (+++) (++) (+++) (+++) 14% ) 3,00 24,50 0-0,5cm
7. (+++) (+++) (++) (++4+) (+++) 13% ) 3,02 24,50 0,5cm
0. () () ) ) () 18% ) 329 21,10 ()
1. (+++) (+++) (++) (+++) (+++) 17,50% ) 3,18 25,50 daginik képiik
2. (+++) (+++) (++) (+++) (++4) 17,50% ) 3,16 24,50 0-05cm
3. (+++) (+++) (++) (+++) (+++) 17% ) 3,14 23,00 0-05cm
0 4. (++4) (++4) (++) (+++) (++4) 16% ) 3,08 25,40 0-05cm
5. (+++) (+++) (++) (+++) (+++) 15% ) 3,36 22,80 0-0,5cm
6. (+++) (+++) (++) (+++) (+++) 14% ) 3,07 24,10 0-0,5cm
7. (+++) (+++) (++) (++4) (+++) 13,50% ) 3,20 24,30 0-05cm
0. () () ) ) () 18% ) 3,30 21,70 )
1 (++4) (++) (++) (+++) (++4) 17,50% €] 317 25,40 daginik képtik
2. (+++) (++) (++) (+++) (+++) 17% ) 3,09 24,50 0-0,5cm
3. (++4) (++) (++) (+++) (+++) | 16,50% ) 3,10 23,50 0-05cm
46 4. (+++) (++) (++) (+++) (+++) 16% ) 313 24,60 0-05cm
5. (+++) (++) (++) (++4) (+++) 15,50% ) 3,24 22,50 0-05cm
6. (+++) (++) (++) (+++) (+++) 15% ) 3,09 24,30 0-0,5cm
7. (+++) (++) (++) (+++) (+++) 14% ) 3,16 24,00 daginik kopiik
0. () () ) ) () 18% ) 3,30 21,70 ()
1. (+++) (++) (++) (+++) (+++) 17,50% ) 3,18 25,30 daginik kopiik
2. (+++) (+++) (++) (+++) (+++) 17% ) 3,10 24,50 daginik kopiik
3. (+++) (+++) (++) (+++) (+++) 16,50% ) 3,08 23,70 daginik képiik
* 4, (+++) (+++) (++) (+++) (+++) 16% ) 3,05 24,70 0-05cm
5. (+++) (+++) (++) (++4) (+++) 15% ) 3,19 22,60 0-05cm
6. (++4) (+++) (++) (+++) (++4) 14% ) 3,03 24,50 0-05cm
7. (+++) (+++) (++) (+++) (+++) 13% ) 3,13 24,20 daginik kopiik
0. ) () ) () () 18% ) 3,28 21,50 )
1 (++) (++) () (+++) (+++) 18% ) 3,22 25,50 daginik kopiik
2. (+++) (+++) (+) (+++) (+++) 17,50% ) 3,17 24,70 daginik kopiik
3. (+++) (+++) (+) (++4) (+++) 17% ) 3,20 23,50 0,5cm
* 4. (++4) (+4+) (++) (+++) (+4+) 16% ) 3,09 24,40 lcm
5. (+++) (+++) (++) (+++) (+++) 15% ) 3,19 22,40 15-2cm
6. (++4) (+++) (++) (+++) (++4) 14,50% ) 3,04 24,20 1-1,5cm
7. (+++) (+++) (++) (+++) (+++) 14% ) 3,38 24,00 lcm
0. () () () () () 18% ) 3,28 21,50 ()
1. (+++) (++) (+) (+++) (+++) 18% ) 3,19 25,80 daginik kopiik
2. (+++) (+++) (+) (+++) (+++) 17,50% ) 3,15 24,80 0,5-1cm
3. (+++) (+++) (++) (+++) (+++) 17% ) 3,20 23,50 05cm
106 4. (+++) (+++) (++) (+++) (+++) 16% ) 3,11 24,10 lcm
5. (+++) (+++) (++) (+++) (+++) 15,50% ) 3,16 23,50 2cm
6. (+++) (++4) (+4) (#++) (+++) 15% ) 3,12 24,40 1-15cm
7. (+++) (+++) (++) (+++) (+++) 14,50% ) 3,20 23,90 lcm
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SUSLAR

FERMANTASYON Hizi

SUSLAR

FERMANTASYON HizI

> GUN b GUN
Briks(%) | Alkol (%) pH Sicaklik Briks(%) | Alkol (%) pH Sicaklik
sco | (ogin) | 18,00 0 331 23 sc1 | (ogin) | 18 0,00 331 23
sco | (1gin) | 165 0 318 232 sc1 | (1gin) | 16 0,00 331 227
sco | (gin) | 12 0 36 232 sc1 | @gin) | 115 0,00 367 232
sCo | (3.gin) 9 0 319 234 sc1 | (3gin) 9 0,00 305 231
sco | (agin) | 65 0 317 228 sc1 | (4gin) 7 0,00 33 218
sco | (5giin) 5 1,00 31 243 sc1 | (sgin) | 55 1,50 317 237
sco | (6giin) 5 4,00 359 221 sc1 | (6giin) 5 4,00 356 212
sCo | (7.gin) 5 450 336 238 sc1 | (7.gin) 5 450 347 235
sco | (8gin) 5 500 316 243 sc1 | (8gin) 5 500 31 244
sco | (9.gin) 5 6,00 316 215 sc1 | (9gin) 5 6,00 318 211
sco | (togin) | 5 6,00 348 215 sc1 | (togin) | & 5,00 349 212
sco | (t1gin)| 5 6,00 328 212 sc1 | (11giny | s 450 33 211
sco | (12gin) | 5 550 364 227 sc1 | (12gin) | 5 450 339 226
sco | (13gin) | 5 550 339 226 sc1 | (13gin) | 5 500 323 223
sco | (1agin) | 5 5,00 311 239 sc1 | (1agin) | 5 500 316 229
SCOX A SC1X A
2. 1 24 2 1 24
ool | c2un 8 0,00 33 VAT ) 8 0,00 33
SCOX | (1gun) | 17 0,00 355 2540 | SCIX | (Cigamy | 17 0,00 351 256
MP1 MP1
SCOX | (ogin) | 165 0,00 388 226 | SC1X | (ogin) | 165 0,00 397 23
MP1 MP1
SCOX A SC1X A
o X | g |16 0,00 354 226 | aim |16 0,00 359 227
SCOX " SC1X A
o | egin |14 0,00 318 229 | @i | 1a 0,00 315 234
SCOX - SC1X N
! 11 1 22 ! 1 7 22
MP1 (3.giin) 0,00 3, .6 MP1 (3.giin) 5 0,00 33 .6
SCOX | 4gin) | 75 0,00 328 226 | SCIX | 4gan) | &5 0,00 329 227
MP1 MP1
SCOX " SC1X "
oo X | sgin) 6 0,00 322 235 S| Gaim 7 0,00 326 234
SCOX " SC1X "
o | egin) 5 2,00 326 216 | aim 6 0,00 316 215
SCOX ] SC1X A
7. 12 2 7. 2 22 2
o] i 5 3,00 3, 36 o X agum 5 00 3, 3.3
SCOX | (g giin) 5 4,00 307 242 | SCTX | (ggin) 5 350 303 239
MP1 MP1
SCOX | (9 giin) 5 4,00 315 204 | SCTX | (9gin) 5 4,00 301 209
MP1 MP1
SCOX - SC1X -
o X | ogim |5 400 3417 223 o1 | ogim | s 5,00 324 226
SCOX - SC1X ..
o | argin |5 5,00 336 213 | argim | s 450 317 21,1
SCOX - SC1X -
12, 4 21 22 12, 4 17 227
MP1 (12.gtn) 5 ,00 3, 6 MP1 (12.gtin) 5 50 3 )
SCOX | (13 giin) 5 4,00 31 222 | SCTX 1 (13gin) 5 4,00 316 219
MP1 MP1
SCOX - SC1X -
o0 X | aagim | s 350 308 232 o | aagim | s 350 315 227
SCOX A SC1X "
| 2gun) |18 0,00 33 24 | c2gin |18 0,00 33 24
SCOX - SC1X -
A, 17 1 2 A, 17 77 2
oo | ctgum 0,00 35 56 X | g 0,00 3, 35
SCOX | gun) | 165 0,00 39 233 | SC1X 1 (ogin) | 165 0,00 387 227
MP2 MP2
SCOX " SC1X "
oOX | g |16 000 359 226 | agim | 1e 0,00 333 227
SCOX A SC1X A
| egin) |14 0,00 328 232 | @aim |15 0,00 344 235
SCOX N SC1X v.
| @aim | 115 0,00 335 23 | g | 125 0,00 337 227
SCOX - SC1X N
4. 2 4. 22
ool | e | es 0,00 333 3 | gy |95 0,00 335 5
SCOX | (5gin) | 65 0,00 299 24 SCIX | (5gun) | 75 0,00 312 233
MP2 MP2
SCOX " SC1X "
oo X | egin) 6 1,50 304 215 | i | 6s 0,00 325 217
SCOX " SC1X "
| (gin) 5 3,00 294 233 | @aim 5 1,00 296 23,1
SCOX ] SC1X A
Y 4 17 24 ) 4 2
MP2 (8.gtin) 5 ,00 3, 6 MP2 (8.gtin) 5 ,00 3,03 3,8
SCOX | (9 giin) 5 5,00 3 209 | SCTX | (9gin) 5 450 301 207
MP2 MP2
SCOX - SC1X -
o0X | ogim | s 450 314 224 O | ogim | s 450 322 219
SCOX - SC1X -
o | argim | 5,00 316 211 o | argim | s 5,00 315 212
SCOX - SC1X ..
| zgim) |5 450 315 226 o | azgim | 450 319 225
SCOX - SC1X -
13, 4 1 221 13 4 2 21
MP2 (13.gln) 5 ,50 3, 5 MP2 (13.gtin) 5 ,50 3, 8
SCOX | (14 giin) 5 4,00 304 227 | SCTX 1 (14,gin) 5 4,00 314 24
MP2 MP2
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EK 3 - Briks ol¢giimii sonucu elde edilen gizgi grafiklerinin denklem ve egim

hesabi

Teknolojik ozelliklerin  analizi

calismasinda elde edilen

cerevisiae ve Metschnikowia pulcherrima suslarinin % briks

grafigi ve dogrusal egri denklemleri

y=-0,5417x + 18,083
RE=0,9883

y = -06429x + 185
y =-0,6845x + 18,458 R*=0,0643

R* =0,9499

y=-05
R

y =-0,7024x + 18,333

R*=0

694

0952x + 19,083
=0,9653

y =+2,119x + 19,542

- =-1,904; 19,792
RE=0,0438 S

R*=0,949

y=-2x+17,375
R?=0,9263

Ginler

6x + 18,375
= 0,9737

—e—22(S¢)
—s—25(Sc)
57 (Sc)
59 (Sc)

—e—33(Mp)

—e— 40 (Mp)

—e— 46 (Mp)

—e—58(Mp)

—e—65(Mp)

—e— 106 (Mp)
Dogneal (22 (Sc))
Dognsal (25 (Sc))
Dognsal (57 (Sc))
Dognsal (59 (Sc))
Dogrsal (40 (Mp)

<reeeee-- Dogusal (46 (Mp))
Dognsal (58 (Mp)
Dognsal (65 (Mp))
Dognsal (106 (Mp))

Saccharomyces

degisiminin gizgi

Sus No

Denklem

22(Sc)

y =-2,0952x + 19,083 R* = 0,9653

25(Sc)

y=-2,119x + 19,542 R*= 0,9436

57(Sc)

y=-1994x + 19,792 R*= 0,949

59(Sc)

y=-2x+17375 R*=0,9263

33(Mp)

y =-0,7024x + 18,333 R*=0,9694

40(Mp)

y =-0,6845x + 18,458 R*=0,9499

48(Mp)

y=-0,5417x + 18,083 R*=0,9883

58(Mp)

y=-0,7024x + 18,333 R*=0,9694

65(Mp)

y=-0,6429x + 18,5 R* = 0,9643

106(Mp)

y =-0,55636x + 18,375 R*=0,9737

Fermantasyon takibi sirasinda elde edilen Saccharomyces cerevisiae saf kultar

ve Metschnikowia pulcherrima + Saccharomyces cerevisiae siral karisik kaltar

fermantasyonlarinin % briks degisiminin ¢izgi grafigi ve dogrusal egri denklemleri

25

y =-15818x + 15,745
R* = 0,9346

y=-15273x+ 159
RE = 0,9587

y = -1,5364x + 15,882
R?*=0,0539 y =-1,5364x + 15,882
R =0.9575

20

y =-1,4682x + 16,177
R* = 0,9691

y=-1

Sx + 16,182
R=0,953

0,953

y=-1,4227x + 16,223
R?* = 0,9756

15

g

P

=

@
10
5

y=-1,6773x + 15,759 y=-165x + 15677 = .16773x + 15532 =-1,6682x + 15777
R = 0,8052 R?= 09084 T Ri=a87sa ey
o
-2 0 2 4 6 8
Gunler

155

—e—SCO
—s—SCOMP1 o Do
SCOMP2 erm. No enkiem
sc1 SCo y=-16773x+ 15,759 R* =
——SCIMP1 08952
—e—SC1MP2 SC1 | y=-165x+15677 R*=0,9084
sez SC2  ly=-16773x+ 15,532 R*=0,8754
—e—SC2MP1 y=-lormsx s, -
—e—SC2MP2 SC3  |y=-1,6682x+ 15,777 R*=0,8998
——SC3
—e—SC3MP1 SCOMP1 |y =-1,5818x + 15,745 R* = 0,9346
—e—SC3MP2
) SCOMP2 |y = -1,5364x + 15,882 R* = 0,9539
Dogrusal (SC0)
Dogrusal (SCOMP1) | gcqMP1 | y=-1,5273x + 15,9 R* = 0,9587
Dogrusal (SCOMP2)
Dogrusal (SC1) SC1MP2 |y =-1,5045x + 16,195 R* = 0,9572
Dogrusal (SC1MP1)
' " | sC2MP1 ly =-1,5364x + 15,882 R* = 0,9575
Dogrusal (SC1MP2)
-Dogrusal (SC2) SC2MP2 | y=-15x+ 16,182 R*=0,9533
Dogrusal (SC2MP1)
Dogrusal (SC2MP2) | SC3MP1 ly=-14682x + 16,177 R*=0,9691
Dogrusal (SC3) SC3MP2 |y =-1,4227x + 16,223 R* = 0,9756
- Dogrusal (SC3MP1) p=-1.422ix T

Dogrusal (SC3MP2)



EK 4 - Metschnikowia pulcherrima suslarinin RT-qPCR ile AROS8, ARO9 gen

ifade analizi

Metschnikowia pulcherrima suslarinin ters transkripsiyonu sonucunda elde edilen
nukleik asit miktarlari ve saflik degerleri uygun olan cDNA 6rnekleri (Cizelge 4.19,
tez galismasi kapsaminda fermantasyon agamasi igin segilen 58 ve 106 numarali
suslara ait cDNAlar) kullanilarak RT-gPCR ile ARO8 ve ARO9 gen ifade analizi
gerceklestirilmigtir.

RT-gPCR ile ARO8 ve ARO9 gen ifade analizinde pozitif kontrol olarak referans
sus olan 22 numarali Sacchromyces cerevisiae susu kullaniimistir. Pozitif kontrol

ve orneklerin cDNA konsantrasyonu egit ve 25 ng/pl'dir.

Metschnikowia pulcherrima suglarinin RT-gPCR ile AROS8, ARO9 gen ifade

analizi sonuglari

o T E T (e o

1 AROS - Negative
| A2 Mp ARO3 N/A - Negative
= A3 Mp AROS3 N/A - Negative
— A4 Mp ARO3 N/A - Negative)
= AS Mp AROS N/A - Negative
| AB Mp AROS N/A - Negative
| A7 Positive control ~ ARO8 N/A 34.55 Positive
) A3 Negative control AROS8 N/A - Negative
[ ] B1 Mp AROS9 N/A - Negative
1 B2 Mp AROS9 N/A - Negative
| B3 Mp AROS9 N/A - Negative
1 B4 Mp AROS N/A - Negative
1 BS Mp AROS N/A - Negative
— B6 Mp AROS N/A - Negative
| B7 Positive control ~ AROS N/A 33.66 Positive
) BS Negative control AROS N/A - Negative

RT-gPCR ile gen ifade analizi sonucunda Metschnikowia pulcherrima suslarinin
AROS8, ARO9 genlerinin aktif olmadigi tespit edilmigtir.
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EK 5 - RT-gPCR ile gen ifade analizi sonuglari

Fermantasyon sirasinda alinan orneklerin RT-gPCR analiz sonuglari, AROS,
AROQ9 logaritmik gen ifade duzeyleri ve standart sapma degerleri

CtAR08 1.GUN 3.GUN 5.GUN 7.GUN CtAR09 1.GUN 3.GUN 5.GUN 7.GUN

REFERANS 3403000 34,07667 33,84000 33,91333|REFERANS 33,11 33,02333 33,63 339
SCo 33,13952 33,38061 29,64409 35,07036(SC0 3276566 32,87109 28,9787 35,06671
sc1 28,97641 30,71678 30,47730 35,42234|sc1 31,39894 31,2424 30,88609 35,50286
sc2 36,82168 3596543 32,61448 38,18941|sC2 35,89668 33,58983 33,73096 36,01534
sc3 36,43092 2946388 30,31290 36,31524|sC3 3547779 31,40173 31,81996 34,89952
SCOMP1 3459360 36,49593 35,26354 36,61195|SCOMP1 33,73833 33,39156 35,84027 36,57144
SCOMP2 33,49646 33,76062 32,98064 36,68421|SCOMP2 33,05675 33,92973 33,83913 35,73548
SC1MP1 33,38750 33,37309 33,57846 34,34394|SC1MP1 3257751 3344467 34,7766 34,56513
SC1MP2 3464620 34,58084 32,42019 31,68540|SC1MP2 33,66024 33,57921 32,76104 32,36983
SC2MP1 33,18836 34,56579 33,20482 37,30953|SC2MP1 33,30879 33,68897 35,08308 36,8404
SC2MP2 33,38750 36,66901 35,62223 36,52181|SC2MP2 33,62119 34,00762 36,09627 3590267
SC3MP1 3420284 36,89475 3545783 36,96879|SC3MP1 33,65669 34,32628 36,63712 35,84088
SC3MP2 36,42717 36,31157 33,51494 36,25735|SC3MP2 33,88033 34,26255 34,98933 35,77909
AR08 std.sg 1. GUN 3.GUN 5.GUN 7.GUN ARO09 std.sp 1. GUN 3.GUN 5.GUN 7.GUN

REFERANS 0,393573 0,342101 0,390512 0,238607|REFERANS 0,180278 0,16773 0,105357 0,416773
SCo 0,098489 0,395854 0,352467 0,76173|sCo 0,20108 0,192873 0,115326 0,603241
sc1 0,240069 0,157162 0,252389 0,495715|sC1 0,040415 0,268576 0,254231 0,804301
sc2 0,489524  0,44441 0,410406 1,316359|sC2 0,466083 0,462637 0,522909 0,429302
sc3 0,275136 0,297153 0,058595 0,710657|SC3 0,347035 0,315647 0,265769 0,585007
SCOMP1 1,094212 0,594054 0,398873 2,124649|SCOMP1 0,51264 0,477598 0,251064 1,625208
SCOMP2 0,11547 0,576223 0,107858 0,655057|SCOMP2 0,238118 0,185562 0,405257 0,38397
SC1MP1 0,325115 0,040415 0,210317 0,444672|SC1MP1 0,08544 0,4 0,153948 0,177764
SC1MP2 0,600111 0,620833 0,335012 0,07|sc1mpP2 0,300056 0,465224 0,480035 0,119304
SC2MP1 0,387599 0,616523 0,352326 1,614074|SC2MP1 0,107858 0,314325 0,649333 0,758705
SC2MP2 0,421545 0,386954 0,514684 0,25|sc2mpP2 0,409512 0,255147 0,4 0,601443
SC3MP1 0,361156 1,207905 0,295353 0,861762|SC3MP1 0,197569 0,091652 0,929677 0,840714
SC3MP2 0,535288 0,486758 0,445758 0,324191|SC3MP2 0,415251 0,251197 0,63705 0,411987
AR08 1.GUN 3.GUN 5.GUN 7.GUN AR09 1.GUN 3.GUN 5.GUN 7.GUN

REFERANS 0,222978 0,208684 0,281172 0,258711|REFERANS 0,816815 0,841785 0,666993 0,589201
SCo 0,495722 0421878 1,566329 -0,095673|SCO 0916025 0,88565 2,007117 0,253051
sc1 1,770832 1,237777 1,311128 -0,203479(sc1 1,309801 1,354903 1,457563 0,127388
sc2 -0,632082 -0,36982 0,656534 -1,313284(sC2 0,013922 0,678566 0,637905 -0,020267
sc3 -0,512397 1,621525 1,361482 -0,476965|SC3 0,134612 1,308998 1,188499 0,301222
SCOMP1 0,050355 -0,532308 -0,154842 -0,992331|SCOMP1 0,63578 0,735693 0,030175 -0,180488
SCOMP2 0,386394 0,305486 0,544383 -0,589976|SCOMP2 0,832156 0,580635 0,60674 0,060367
SC1MP1 0,419768 0424183 0,36128 0,126821|SC1MP1 0,970233 0,720391 0,336637 0,397564
SC1MP2 0,034243 0,054263 0,716043 0,941102|SC1MP2 0,658282 0,681627 0,917357 1,030071
SC2MP1 0,480762 0,058872 0,47572 -0,781505|SC2MP1 0,759538 0,650003 0,248334 -0,257981
SC2MP2 0,419768 -0,585319 -0,264704 -0,453957|SC2MP2 0,669532 0,558193 -0,043584 0,012196
SC3MP1 0,17004 -0,654463 -0,214351 -0,677139|SC3MP1 0,659304 0,466382 -0,199413 0,029998
SC3MP2 -0,511246 -0,475841 0,380735 -0,459233|SC3MP2 0,594869 0,484744 0,275345 0,047801
AR08 std.sg 1. GUN 3.GUN 5.GUN 7.GUN ARO09 std.sp 1. GUN 3.GUN 5.GUN 7.GUN

REFERANS 0,120547 0,120547 0,120547 0,120547|REFERANS 0,051941 0,051941 0,051941 0,051941
SCo 0,030075 0,120958 0,106333 0,234157|sC0 0,057898 0,055555 0,032829 0,174285
sc1 0,072111 0,047544 0,076394 0,152545|sC1 0,011606 0,077124 0,07276 0,232604
sc2 0,151229 0,136938 0,125195 0,408202|SC2 0,134926 0,133426 0,150693 0,124295
sc3 0,084902 0,089418 0,017724 0,219227|sC3 0,100396  0,09067 0,076245 0,168952
SCOMP1 0,335761 0,183338 0,122704 0,655986|SCOMP1 0,147869 0,137694 0,072675 0,471104
SCOMP2 0,035304 0,176302 0,032943 0,202314|SCOMP2 0,068599 0,053548 0,116816 0,111102
SC1MP1 0,099363 0,012349 0,064364 0,136386|SC1MP1 0,024592 0,115332 0,044466 0,051299
SC1MP2 0,184177  0,19047 0,102128 0,021276|SC1MP2 0,086538 0,134169 0,13803 0,034239
SC2MP1 0,118378 0,189139 0,107691 0,499362|SC2MP1 0,031087 0,090667 0,187672 0,220052
SC2MP2 0,128834 0,119483 0,158497 0,077167|SC2MP2 0,118097 0,073637 0,115845 0,174091
SC3MP1 0,110681 0,373218 0,09091 0,266364|SC3MP1 0,05698 0,026465 0,269528 0,243317
SC3MP2 0,165179 0,150142 0,136388 0,100006|SC3MP2 0,119807 0,072528 0,184086 0,11922
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Fermantasyon sirasinda alinan orneklerin RT-gPCR analiz sonuglari, ADH2,
ADHS5 gen ifade duzeyleri ve standart sapma degerleri

CtADH2 1.GUN 3.GUN 5.GUN 7.GUN CtADH5 1.GUN 3.GUN 5.GUN 7.GUN

REFERANS 29,01 29,3766667 29,8233333 29,23|REFERANS 28,15 28,1433333 28,3333333 28,28
SCo 31,2825092 32,3191276 26,2916228 30,0498949(SCO 28,1810604 28,9755537 25,8229431 29,0226503
sc1 28,2761689 29,7841765 25,9174623 30,7326438|SC1 27,0349332 29,2457148 24,2816948 29,8713936
sc2 36,0139443 33,6734986 30,5534027 34,7963413|SC2 29,2805969 30,8356284 28,1082423 33,862359
sc3 34,7741248 25,172723 26,4072171 32,9746838|SC3 27,9325775 25,1094553 25,2352054 31,8247512
SCOMP1 33,004645 35,7529974 29,0871801 34,972246|SCOMP1 29,2992331 30,8822079 29,2430762 33,9746927
SCOMP2 31,445254 32,1303546 31,4021083 33,0671083|SCOMP2 28,5599967 31,0964736 30,4842032 32,2522432
SC1IMP1 32,232347 30,6681134 30,7906752 31,0904162(SC1MP1 30,4733146  29,009712 30,6498952 30,7919056
SC1MP2 33,7887791 32,9843275 30,7967591 31,1888035|SC1MP2 30,3770275 31,7858502 28,5115304 30,6951738
SC2MP1 32,6051805 30,8419043 35,8040667 31,3498011|SC2MP1 30,0291515 28,9600272 33,4260179 30,9416838
SC2MP2 33,01944 33,1101761 36,2125235 31,7612393|SC2MP2 29,7961988 32,7453878 35,4830998 30,3332098
SC3MP1 33,6526652 31,6089817 36,1081732 31,6121675|SC3MP1 29,7371842 30,6058362 35,2173673 30,8574335
SC3MP2 34,626175 32,3850483 37,2768962 32,3515636|SC3MP2 29,0693865 30,7983648 33,9387252 32,0556593
ADH2 std.sp 1. GUN 3.GUN 5.GUN 7.GUN ADHS std.sg 1. GUN 3.GUN 5.GUN 7.GUN

REFERANS  0,08888194 0,09814955 0,2532456 0,13747727|REFERANS  0,16921387 0,13316656 0,13051181 0,15716234
Sco 0,33867388 0,2787472 0,21031722 0,13576941|SCO 0,15534907 0,12503333 0,09073772 0,12220202
sc1 0,23028967 0,12529964 0,13503086 0,87401373(SC1 0,19502137 0,1123981 0,10263203 0,19697716
sc2 0,42790186 0,23692474 0,16862186 0,24419937|SC2 0,16623277 0,25967929 0,1106044 0,26950572
sc3 0,32254199 0,07937254 0,25159491 0,13012814|SC3 0,21733231 0,09865766 0,15099669 0,31895663
SCOMP1 0,08888194 0,43714986 0,05131601 0,23811762|SCOMP1 0,22722969 0,32532035 0,30435725 0,21501938
SCOMP2 0,15502688 0,10440307 0,26652079 0,40632499|SCOMP2 0,14422205 0,30369941 0,1761628 0,11150486
SC1MP1 0,16643317 0,09814955 0,20840665 0,06244998|SC1IMP1 0,25967929 0,05131601 0,13203535 0,1274101
SC1MP2 0,38214308 0,23065125 0,12529964 0,19/SC1IMP2 0,19078784 0,34195516 0,14843629 0,03
SC2MP1 0,19924859 0,13796135 0,04 0,26907248|SC2MP1 0,18502252 0,10816654 0,6885734 0,24006943
SC2MP2 0,24846194 0,36345564 0,44500936 0,08660254|SC2MP2 0,19731531 0,11015141 0,27153882 0,18929694
SC3MP1 0,35679126 0,04582576 0,38135723 0,16165808|SC3MP1 0,22590558 0,1274101 0,82245567 0,09712535
SC3MP2 0,19553346 0,13796135 0,9050046 0,25059928|SC3MP2 0,18903263 0,08326664 0,08544004 0,23459184
ADH2 1. GUN 3.GUN 5.GUN 7.GUN ADH5 1.GUN 3.GUN 5.GUN 7.GUN

REFERANS  2,68543314 2,57125657 2,43216873 2,6169272|REFERANS 2,181126 2,18318941 2,12438227 2,14088954
sco 1,97779499 1,65500169 3,53191044 2,36161956|SCO 2,17151247 1,92560781 2,90137637 1,91103088
sc1 2,9139413 2,4443618 3,64842055 2,14901793(SC1 2,52625174 1,84198991 3,3784101 1,64833527
sc2 0,50447023 1,2332632 2,20483194 0,88362045|SC2 1,8311935 1,34989372 2,19405048 0,41308643
sc3 0,89053844 3,88032539 3,49591545 1,4508676|SC3 2,24842071 3,12220889 3,08328781 1,04374905
SCOMP1 1,44153795 0,58572666 2,66139999 0,82884536|SCOMP1 1,82542538 1,33547684 1,84280657 0,3783179
SCOMP2 1,92711777 1,71378383 1,94055293 1,42208746|SCOMP2 2,0542274 1,26915919 1,45866379 0,91143546
SC1IMP1 1,68202435 2,16911211 2,13094749 2,03761096|SCIMP1 1,46203393 1,91503543 1,40738024 1,36342643
SC1MP2 1,19736592 1,44786464 2,12905302 2,00697405[SC1MP2 1,49183587 1,05578936 2,06922827  1,393366
SC2MP1 1,56592747 2,11499523 0,56982416 1,95684091|SC2MP1 1,59950741 1,93041344 0,54813895 1,31706838
SC2MP2 1,43693093 1,40867655 0,44263453 1,8287229(SC2MP2 1,67160889 0,75880162 -0,0885511 1,50539795
SC3MP1 1,2397505 1,87613449 0,38600266 1,87514247|SC3MP1 1,6898746  1,421017 -0,0063039 1,34314478
SC3MP2 0,93660863 1,6344746 0,1111988 1,6449014|SC3MP2 1,8965655 1,36142722 0,38945024 0,97228039
ADH2 std.sp 1. GUN 3.GUN 5.GUN 7.GUN ADHS std.sg 1. GUN 3.GUN 5.GUN 7.GUN

REFERANS  0,02767701 0,02767701 0,02767701 0,02767701|REFERANS  0,0523736 0,0523736 0,0523736 0,0523736
SCo 0,10449952 0,08591966 0,06634446 0,04214162|SCO 0,04807841 0,03861778 0,02826636 0,03775697
sc1 0,07194627 0,0389572 0,04266321 0,27059812|SC1 0,06054405 0,03469245 0,03212077 0,06074579
sC2 0,13004513 0,07273254 0,05238737 0,07463227|SC2 0,05130595 0,07986163 0,03425148 0,08248703
sc3 0,09837368 0,02518889 0,07932727 0,03998475|SC3 0,06730514 0,03080902 0,04711833 0,09797591
SCOMP1 0,02725962 0,13344817 0,01601816 0,07273796|SCOMP1 0,07012886 0,1000388 0,09400829 0,06579825
SCOMP2 0,04780556 0,03219983 0,08259433 0,12481631|SCOMP2 0,04459151 0,09334741 0,05427075 0,03422435
SC1MP1 0,05117847 0,03041881 0,06470118 0,01930996|SC1MP1 0,07992773 0,01584813 0,04066287 0,03921653
SC1MP2 0,11690412 0,07095004 0,03889937 0,05872888|SCIMP2 0,05873587 0,10495576 0,0459237 0,00923574
SC2MP1 0,06119059 0,0427316 0,01219142 0,08312326|SC2MP1 0,05700551 0,03340958 0,21099203 0,07387053
SC2MP2 0,07619821 0,11175963 0,13548825 0,02671592|SC2MP2 0,0608254 0,03374484 0,08293742 0,05832013
SC3MP1 0,10919569 0,01415729 0,11613989 0,04989504|SC3MP1 0,06964829 0,03920324 0,25130561  0,029891
SC3MP2 0,05966307 0,04251577 0,27480821 0,07715559|SC3MP2 0,05837263 0,02560984 0,02615849 0,07202982
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EK 6 - Fermantasyon Takibi Sonuglari

SCO0, SCOMP1, SCOMP2, SC1, SC1MP1, SC1MP2 6rneklerinin fermantasyon
takibi sonuglari

sustar | FERMANTASYON HizI sustar | FERMANTASYON HIZI
> GUN b GUN
Briks(%) | Alkol (%) pH Sicaklik Briks(%) | Alkol (%) pH Sicaklik
sco | (ogin) | 18,00 0 331 23 sc1 | (ogin) | 18 0,00 331 23
sco | (1gin) | 165 0 318 232 sc1 | (1gin) | 16 0,00 331 227
sco | (agin) | 12 0 36 232 sc1 | (agin) | 115 0,00 367 232
sco | (3gin) 9 0 319 234 sc1 | (3gin) 9 0,00 305 23,1
sco | (agin) | 65 0 3417 228 sC1 | (4gin) 7 0,00 33 218
sco | (5gin) 5 1,00 34 243 sc1 | (sgin) | 55 1,50 3417 237
sco | (6.gin) 5 4,00 359 22,1 sc1 | (6gin) 5 400 356 212
sco | (7.giin) 5 450 336 238 sc1 | (7.giin) 5 450 347 25
sCo | (8.gin) 5 500 316 243 sc1 | (8gin) 5 500 34 244
sco | (9.gin) 5 6,00 316 215 sc1 | (9.gin) 5 6,00 318 211
sco | (togin) | 5 6,00 348 215 sc1 | (togin) | 5 5,00 349 212
sco | (11gin) | 5 6,00 328 212 sc1 | (11gin) | 5 450 33 21,1
sco | (12gin)| 5 550 364 227 sc1 | (12gin) | 5 450 339 226
sCo | (13gin) | 5 550 339 226 sc1 | (13gin) | 5 500 323 223
sCo | (14gin) | 5 500 311 239 sc1 | (14gin) | 5 500 316 229
SCOX - SC1X A
o | c2gun) |18 0,00 33 24 o | egun |18 0,00 33 24
SCOX - SC1X -
A, 17 254 A, 17 1 2
MP1 (-1.gtin) 0,00 3,55 5,40 MP1 (-1.guin) 0,00 3,5 5,6
SCOX | (ogun) | 165 0,00 388 226 | SC1X | (ogin) | 165 0,00 397 23
MP1 MP1
SCOX | (4 giin) 16 0,00 354 226 | SCIX | (1gun) 16 0,00 359 227
MP1 MP1
SCOX " SC1X "
o X | egin) |14 0,00 318 22,9 X | egin |14 0,00 315 234
SCOX - SCTX ..
o | i |1 0,00 34 226 | @aim | 115 0,00 337 226
SCOX - SCTX -
4. 7 2 22 4. 2 227
MP1 (4.gun) 5 0,00 3,28 6 MP1 (4.gun) 8,5 0,00 3,29 )
SCOX | (5 giin) 6 0,00 322 235 | SC1X | (54un) 7 0,00 326 234
MP1 MP1
SCOX " SC1X "
o0 X | egin) 5 2,00 326 216 o X | egin) 6 0,00 316 215
SCOX " SC1X A
| gin) 5 3,00 312 236 | gin) 5 2,00 322 233
SCOX A SC1X A
) 4 7 242 ) 2
oo X | @i 5 00 30 ; | egun) 5 3,50 303 3.9
SCOX | (9 giin) 5 400 315 204 | SCIX | (9gin) 5 4,00 301 209
MP1 MP1
SCOX | (10 giin) 5 400 317 223 | SCTX | (10,gin) 5 500 324 226
MP1 MP1
SCOX A SC1X -
o X | argim | 5,00 336 213 o X | argim | s 450 317 211
SCOX " SCTX -
o | zgim |5 4,00 321 226 | zgin |5 450 317 227
SCOX A SC1X -
13, 4 1 222 13, 4 1 21
MP1 (13.giin) 5 ,00 3, » MP1 (13.giin) 5 ,00 3,16 9
SCOX | (14 giin) 5 350 308 232 | SCTX | (14.gin) 5 350 315 227
MP1 MP1
SCOX - SC1X -
oo X | c2gun) | 18 0,00 33 24 o | cegun) |18 0,00 33 24
SCOX " SC1X -
| g |17 0,00 351 256 | g |17 0,00 3,77 235
SCOX N SC1X -
! 1 2 ! 1 7 227
oo | g | 165 0,00 39 33 | ©gim | 165 0,00 38 :
SCOX | (4 giin) 16 0,00 359 226 | SCIX | (1gun) 16 0,00 333 227
MP2 MP2
SCOX " SC1X "
X | gy | 14 0,00 328 232 o X | egin |15 000 344 235
SCOX - SC1X -
o | @im | 115 0,00 335 23 | @aim |25 0,00 337 227
SCOX - SC1X ..
| tagin) | 85 0,00 333 23 | i) |95 0,00 335 225
SCOX A SC1X A
) 2 24 ) 7 12 2
ool | Gaim | es 0,00 99 o | i 5 0,00 3, 33
SCOX | (5 giin) 6 1,50 304 215 | SCIX | 6gun) | 65 0,00 325 217
MP2 MP2
SCOX " SC1X "
oo X | gin) 5 3,00 294 233 o | agin) 5 1,00 296 231
SCOX " SC1X A
| (egin) 5 4,00 317 246 | egin) 5 400 303 238
SCOX - SC1X A
) 2 ) 4 1 207
oo | @i 5 5,00 3 0,9 | e 5 50 30 0,
SCOX | (10 giin) 5 450 314 224 | SCTX 1 (10gin) 5 450 322 219
MP2 MP2
SCOX " SC1X -
oOX | argim | s 500 316 211 o | argim | s 500 315 212
SCOX A SC1X -
o | azgim | 450 315 226 | zgin |5 450 319 225
SCOX " SC1X -
| aagim |5 450 311 22,1 | asgim | 450 32 218
SCOX A SC1X -
14, 4 4 227 14, 4 14 24
MP2 (14.glin) 5 ,00 3,0 N MP2 (14.giin) 5 ,00 3,
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SC2, SC2MP1, SC2MP2, SC3, SC3MP1, SC3MP2 6rneklerinin fermantasyon

takibi sonuglar

SUSLAR FERMANTASYON HizI SUSLAR FERMANTASYON HIZI
57 GUN 59 GUN
Briks(%) | Alkol (%) pH Sicakhik Briks(%) | Alkol (%) pH Sicaklk

sc2 (0.giin) 18 0,00 3,31 23 sCc3 (0.giin) 18 0,00 3,31 23
sc2 (1.giin) 16 0,00 3,26 229 sc3 (1.giin) 16,5 0,00 3.2 229
SC2 (2.gin) 12 0,00 3,74 227 SC3 (2.gtin) 12 0,00 3,44 229
sC2 (3.gtin) 8 0,00 3,45 235 SC3 (3.gtin) 9 0,00 3,22 22,8
sC2 (4.gtin) 55 0,00 3,24 219 SC3 (4.gtin) 6,5 0,00 3,24 22,2
sC2 (5.gtin) 5 2,50 3,12 242 SC3 (5.gtin) 55 1,00 3,11 235
sC2 (6.gtin) 5 3,50 3,08 213 SC3 (6.gtin) 5 4,00 3,17 218
SC2 (7.gtin) 5 4,00 3,14 232 SC3 (7.gtin) 5 4,00 3,09 232
SC2 (8.gtin) 5 5,00 3,07 24 SC3 (8.gtin) 5 5,50 3,14 246
SC2 (9.gtin) 5 5,50 3,07 213 SC3 (9.glin) 5 5,00 3,11 21,1
SC2 (10.gtin) 4 5,00 33 217 SC3 (10.giin) 5 5,50 3,24 222
sC2 (11.gtin) 5 5,00 3,23 216 SC3 (11.giin) 5 5,00 3,19 20,9
SC2 (12.gtin) 5 5,00 3,31 227 SC3 (12.giin) 5 5,00 3,26 225
sC2 (13.gtin) 5 4,50 3,19 22,1 SC3 (13.giin) 5 4,50 32 222
SC2 (14.gtin) 5 4,50 3,12 228 SC3 (14.giin) 5 4,50 317 224

SC2X o SC3 X "

V- (-2.giin) 18 0,00 3.30 24 s (-2.giin) 18 0,00 3.30 24

SC2X |4 giin) 17 0,00 363 254 SC3X | (4 giin) 17 0,00 3,56 252
MP1 MP1

SC2X (0.giin) 16,5 0,00 387 225 SC3 X (0.giin) 16,5 0,00 387 226
MP1 MP1

SC2X (1.giin) 155 0,00 348 225 Sc3 X (1.giin) 16 0,00 352 23
MP1 MP1

SC2X (2.giin) 14 0,00 327 245 Sc3 X (2.giin) 145 0,00 324 2238
MP1 MP1

sC2X (3.giin) 12 0,00 3,12 232 Sc3 X (3.giin) 125 0,00 297 231
MP1 MP1

SC2X (4.giin) 9 0,00 341 22 Sc3 X (4.giin) 10 0,00 3,39 226
MP1 MP1

SC2X " SC3X .

MP1 (5.giin) 6,5 0,00 3,05 233 MP1 (5.gtin) 8 0,00 3,34 243

SC2X - SC3X .

MP1 (6.gtin) 55 0,00 3,38 22 MP1 (6.gtin) 6,5 0,00 3,18 218

SC2X " SC3X .

P (7.giin) 5 2,00 3,01 236 P (7.gtin) 55 0,50 3,06 23,6

SC2X - SC3X .

P (8.gtin) 5 3,50 3,06 236 P (8.glin) 5 3,00 3,04 236

SC2X - SC3X .

P (9.gtin) 5 4,00 3,02 20,1 P (9.gtin) 5 4,00 2,96 204

sC2X - SC3X .

P (10.gtin) 5 4,00 3,13 233 MP1 (10.giin) 5 3,50 3,17 23,1

SC2X - SC3X .

P (11.glin) 5 4,00 3,43 21 MP1 (11.giin) 5 4,50 3,19 208

SC2X - SC3X .

MP1 (12.gtin) 5 4,00 3,18 225 MP1 (12.giin) 5 5,00 3,19 224

sC2X - SC3X .

MP1 (13.glin) 5 3,50 3,47 216 MP1 (13.giin) 5 4,50 3,23 217

SC2X - SC3 X .

MP1 (14.glin) 5 3,50 3,11 23,1 MP1 (14.giin) 5 4,50 3,14 226

SC2X - SC3 X .

MP2 (-2.giin) 18 0,00 3.30 24 VP2 (-2.gtin) 18 0,00 3.30 24

SC2X . SC3 X .

MP2 (-1.gtin) 17 0,00 3,74 23 VP2 (-1.giin) 17 0,00 34 24

SC2X - SC3 X a

MP2 (0.gtin) 16,5 0,00 3,97 226 MP2 (0.gtin) 16,5 0,00 3,73 226

SC2X " SC3X .

y (1.giin) 16 0,00 346 225 P2 (1.giin) 16 0,00 358 227

SC2 X o SC3X a

P2 (2.giin) 145 0,00 324 229 P2 (2.giin) 145 0,00 349 236

sC2X (3.giin) 13 0,00 344 232 Sc3x (3.giin) 125 0,00 299 2238
MP2 MP2

SC2X (4.giin) 10 0,00 322 231 SC3 X (4.giin) 105 0,00 3,36 2238
MP2 MP2

SC2X (5.giin) 7 0,00 307 233 Sc3x (5.giin) 85 0,00 3,05 236
MP2 MP2

sC2X (6.giin) 6 0,00 3,01 216 SC3 X (6.giin) 7 0,00 3,08 218
MP2 MP2

sC2X (7.giin) 55 1,50 3,01 234 SC3 X (7.giin) 6 1,50 3,03 23
MP2 MP2

SC2X (8.giin) 5 4,00 3,06 238 SC3 X (8.giin) 5 3,50 328 239
MP2 MP2

SC2X " SC3X .

MP2 (9.gtin) 5 4,00 3,02 20,9 MP2 (9.gtin) 5 4,00 3,01 20,7

SC2X " SC3X .

VP2 (10.giin) 5 4,00 3,12 228 VP2 (10.giin) 5 4,50 3,19 229

SC2X - SC3X .

VP2 (11.giin) 5 4,50 3,13 20,7 MP2 (11.glin) 5 5,00 3,46 20,5

SC2X - SC3X .

iy (12.giin) 5 5,00 3,18 226 Y (12.giin) 5 4,50 3,17 218

SC2X - SC3X .

VP2 (13.giin) 5 5,00 3,21 215 VP2 (13.giin) 5 4,50 3,14 21,6

sC2X - SC3X .

VP2 (14.gtin) 5 4,50 3.1 237 MP2 (14.giin) 5 4,50 3,12 234
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AROMATIC AMINO TRANSFERASE | GENE (AROS8) IN THE
Saccharomyces cerevisiae STRAINS

Elif Bircan MUYANLI, Remziye YILMAZ*
Hacettepe University, Food Engineering Department, 06800, Beytepe Campus, Ankara, TR
*remziye@hacettepe.edu.tr

in the food industry as it produces the
desired taste and aroma properties in brewmgA i ing and bread ion. High alcohols formed by |
the of , esters, carbonyl i i il
etc. Aroma ingredients give the desired sensory properties to the products. Aroma agents are formed by \
various metabolic pathways such as Ehrhlic pathway. The activity of aromatic aminotransferase | catalyzing |
the transamination step, which is the initial step of the Ehrhlic pathway, was investigated by real time
polymerase chain reaction method for Saccharomyces cerevisise HUF16M1C0004. Saccharomyces
cerevisise HUF16M1C0004 was grown at 25°C in YPD Broth medium (1% yeast extract, 2% peptone and
2% glucose, pH 5.3) for 48 hours. Samples were taken at the end of the 4th, &th, 24th and 48th hours of
growth. Cell number of dikutions (10 107 107 10+ 10%) which were prepared from sample were calculated I7y
using Thoma chamber and of dilutions at 640 nm

Spectrophotometer by using cell-free YPD broth as reference. Culture whose initial concentration is 1 x 10'

o,

%

1y

ac

P

cfu / ml were incubated at 25 “C for 24 hours. DNA extraction was performed with the Eurx GeneMATRIX Color | Posttion Sandart | C3 Ca
Bacterial and Yeast Genomic DNA Purification Kit (EURxLtd Poland). At the end of the DNA extraction, m e T '?::1"
nucleic acid amount of DNA templates and A260 / 280 values were obtained with NanoDrop
Spectrophotometer. Primers were designed at Primer 3 software. LightCycler FastStart DNA Master SYBR G s )
Green | was used for the RT-PCR analysis. Standard curve graph was formed by logarithm of nucleic acid
concentrations and Cq values obtained by RT-PCR method. This method can be used to identify the activity - e T
of the AROB8 gene in other Saccharomyces cerevisiae strains for further studies. = = 27 | bt | Standard . 7@ | 000
14
- &6 7] e—p—— 272 | 000
15
= 5 3013 postive |Standard 3013 | 000
18
= = T8 [Pt | Sbnd | - 386 |0m
. 1
S v 1
A T, N . “
iy e e s gy A T €q Value - Nudleic Acid Concentration Graph
Ty
2 omardeterte & giamate
" . - y4-500850 - 35208
S R SO

Aromatic amino acid aminotransferase | (ARO8) and Aromatic amino acid aminotransferase Il
(ARQ9) in the degradation of tryptophan.

0 o5 ' " N
i o Log(Muciaic Acd Concantration]
e b s — o htaente epompaaas - B

Ao ruabew
Cor
e RinER — Logarithm of nuclaic | Nucleic acid
} ] A Position | concentration Cq Value |acid concontraion | SONCONtration
NI N As Unknown 22,26 0705179283 5,072 ng/pl
Ty AS Unknovm 31,27 0902390438 7.987 ngil

Aromatic amino acid aminotransferase | (ARO8) and Aromatic amino acid aminotransferase I

(ARQ9) in the tyrosine biosynthesis.
Methodology m

The Cq value which are a fractional number of cycles, is threshold amount of fluorescence at the
PCR kinetic curve. In this study, Cq values of dilutions (1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64) were determined
by using RT- PCR. Standard curve graph was formed by logarithm of nucleic acid concentrations
and Cq values obtained by RT-PCR method. Equation of standard curve graph was calculated as
y= -5.0205x +35.808 and Rvalue was found as 0.99.

Nucleic acid concentration of unknown samples was calculated by using standard curve graph
‘Doscrminaion of intial cob j equation and Cq values.This method can be used to identify the activity of the AROS gene in other
SRS Saccharomyces cerevisiae strains for further studies.

Gromm of )atnnrm-m) -
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Invertase hydrolyzes sucrose, a disaccharide, to glucose and fructose. This transformation is desired in the
food industry. Saccharomyces cerevisiae is used which naturally secretes the enzyme. In this study, it is
aimed to detection of SUC2, the gene responsible for the production of invertase enzyme in
Saccharomyces cerevisiae strain. .
Saccharomyces cerevisiae HUF16M1C0004 was grown at 25°C in YPD Broth medium (1% yeast extract, = - i\
2% peptone and 2% glucose, pH 5.3) for 48 hours. Samples were taken at the end of the 4th, 8th, 24th and i= |
48th hours of growth. Total DNA extractions from 24 hours growth Saccharomyces cerevisiae N - A
HUF16M1C0004 were performed using the Eurx GeneMATRIX Bacterial and Yeast Genomic DNA i "

Purification Kit (EURxLtd,Poland). Nucleic acid amount of DNA templates and A260 / 280 values were s et : ——— = L
obtained with Thermo Scientific NanoDrop 2000 Spectrophotometer. For detection of SUC2 gene, RT-PCR = =

analysis was carried out using LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green | kit according to the
manufacturer's protocol with primers which were designed by using Primer 3 software.

As a result of RT- PCR analysis, standard curve was created with log-concentration of dilution series

Amplification curves and Fluorescence curves were obtained from RT-PCR analysis

versus known Cq values. In this study, it was determined that there was no cross-contamination, no primer- Color Position  Semple Sample code €4 |Resurt Ca
dimer or other non-specific substance was formed, and the DNA template contained the SUC2 gene due to type Hata
amplification. — Al Standard  24-HUF 1EMIC0004-1-14-1 | 3360 + 0.00
= AT | Stenderd AHUFTERICO0NETTET 3878+ | 0.00
Control
— | A% | Negaive | Ne = S
o. A_O._OH o Control
NOA onoﬂ HO' ) ) — &1 Standard | 24-HUFIGMICOGHT 143 [3374[ 000
nd ow * WO " OH = | B2 | 'Standerg | 24HUFIGMICO00H1.1/82 | 3380 | + | 000
f cccoss cogost — | © | Postre 3 #o1[ + [om
cocees | o control
Position Sample type Nucleic acid concentration
Al 14 dapon 103.2ng 2044
(EC 3.21 ydrolysis of sucrose to D-glucose and D-Fructose A2 18 auton S1.5Tng20u
under the catalase of invertase enzyme. 81 14 auon 103.2ng201
B2 18 dason 51,51ng20y
ro\. o ‘(‘ Nl A5 neqatwe cortrol Ongi20u
- Nc’ 1 "on 2" A3 postve conrel 6.44ng20p! |
I-" \ o B3 positie cortrok 844072001
n_ M ’“10,-) oM

Cq Veluedog(dilution) Graph

Rafinozfr i (EC 3.2.1 ydrolysis of to ibiose and D-fructose under -
the catalase of invertase enzyme. ”
_ g \* B linear

[s2andara
| mJIWM I 2 BEY -1 a5 = °

Standard curve used to determine the efficiency of RT-PCR analysis.

In this study, Cq values of 1/4 and 1/8 dilutions, positive, negative controls and technical repeats
were determined by using RT- PCR. To evaluate the PCR efficiency, standard curve was created
with log-concentration of dilution series versus known Cq values. The PCR efficiency was calculated
by the equation Yield= (10"/- slope™) x 100. When the slope obtained from the graph was replaced
in the equahon the yield was found to be 72.25%. Primers with high stability melt at higher

Cq values. Cq values decrease the efficiency and decrease the
rekability of the analysis as in the inhibition effect. As a result, when the results of the fluorescence
curve, amplification curve and dissolution curve of the DNA template examined for the SUC2 gene in

[ DNA isolation
(EURx & GeneMATRIX Bactenal & Yeast Gemsesic DNA
b jon K cat. n0 EISSOELRX Lid P 1 the context o( RT-PCR snaryaes were evalualed mgemar It was damewn;:nad n:t :1:: mv;a; Nn:

or
template contained lhe SUCZ gene due to ampllﬁmm
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Saccharomyces cerevisine Mayasindaki Aromatik Bilesik Sentez Yolaklarn ile Tliskiki
Genlerin Is:1 Stresine Tepkisi

ELf Bircan Muvanh', Remziye Yilmaz'
'Hacettepe Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Gida Mithendisligi Balianii, Foodomics Laboranrvan, Ankara

Giris
Kiiresel 1smnma 151 stres tepkisimin tanmmlanmasinm énemum arthmmstr. Saccharomyces cerevisiae (Sc.), degizen
ortamlan alglamak yamtlamak ve uyum saglamak i¢in karmagik dizenleyicr aglara saluptir. Fermantasyon,
mayada asmn kojullara uyum saglamak 1gin gergeklezen metabolk yollann ve mekamzmalann diuzenlenmesim
anlamaw saglar. Ehrlich yolaginda; metiyonm kwtarma yolu, trptofan bozunmas:, fenilalanin bozunmas:, L-
tirozin bozunmas: bulunmaktadr. Amag, 12 streslermin Ehrlich yolak genlenmin ekspresyon profillen fizenndela
etlalenm araghrmak mukroarray teknolojisi ve karsilaghrmalh istatistiksel ven anahzn kullanarak mayada 121 stres
yamh i¢in aromatik bilejik sentez yolaklan ile tlizkili genlen incelemektir.

Gerecler ve Yontemler

Sc. YPD besi yeninde (30°C) geliztinlmistir. Pelet 10mL YPD ortamunda yeniden siispanse edilmi; ve ardindan
bu stok kiltirden her Iml. 3 grup halinde (40 mIx3) YPD sm1 besi yenne inokiile edilerek 6 saat mkitbe
edilmiztir. Sc.'daki 131 stresimi incelemek 1¢in olugturulan bu gruplar; kontrol grubu (30°C), =1 30k grubu (25°C
652at/37°C 1saat) ve sicakbk degigim grubu (37°C 652at/25°C 1saat) olarak belirlennmstir. Biitiin Grneklerden
toplam RNA 1zolasyonu, cRNA sentezi, biotin etiketleme, hbndizasyon ve tarama, Affymetnx GeneChip
Ekspresyon Anahz yapilmustir. Aromatik bilesik sentez yolaklan ile iliskili genlen saptamak i¢m cut-off degen
20 seghmshr. Sc.'daki gen ekspresyon profili, Affymetnx tarafindan gelishnilen GeneClip metodolojisi
kullamlarak incelenmustir. Transkripsiyonel yamt, RNA ile 6x2 hibndizasyonlu yitksek yogunluklu oligonikleotit
dizilen kullamlarak izlenmustir. Cabymadals tim hibridizasyonlardan ve dizi normallestimmeden elde edilen
venler, GeneSpringGX12.1 (Azlent) kullamlarak analiz edilnstir.

Bulgular

Sc. genonmmun 151 joku ve sicakhk degi3im streslen altinda genel gen ekspresyon profiline bakildiginda 151 j0ku
uygulamas: altmdak: 1244 prob setimin ekspresyon seviyelerinde kontrole gore en az 2 kat arh; veya azalma,
sicakhk defizim uygulamasinda 1317 prob setinin ekspresyon sevivelennde en az 2 kat fark oldugu
gozlemlenmistir. Onemli dlciide farkhhik gdsteren prob setlerine karsilik gelen gen listeleni aracthiiyla aromatik
bilesik sentez yolaklan ile iliskih genlenmin defizim sewviyelenn incelenmustir. Ehrlich yolaginda bulunan
ADH24,5, PCD5, SFAl, BAT? genlennin ekspresyon seviyelennde 2 kat ve izen arhy veya azahj
gozlemlenmustir. Elrlich yolagdalka diger enzim genlerinin ekspresyon seviyelerindeka defizimise 2 kattan azdr.

Sonuc ve Tartizma

Is1 stresi uygulamas: sonucunda Ehrlich yolaginda bulunan enzim genlennin ekspresyon seviyelen meelenmistir.

Is1 stresimin. Sc 'da aromatik bilesik sentez yolaklarmdaki enzim genlennin ekspresyon seviyesim etkilediz tespit
ilmicti

Anahtar Kelimeler: Aromatik Gen, Is1 stresi, Ehrlich. Saccharompyces cerevisiae

Tegeldair:
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