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OZET

Saccharomyces cerevisiae DNA BARKODUNUN BELIRLENMESI VE
VERI TABANININ OLUSTURULMASI

Mithat KURBAN

Doktora, Gida Miihendisligi Boliimii
Tez Damismam: Dog¢. Dr. Remziye YILMAZ
Haziran 2019, 279 sayfa

Bu tez calismasi kapsaminda canlilarin tanimlanmasinda kullanilan DNA barkodlama
teknolojisinden faydalanilarak birgok geleneksel iirlin iiretiminde, biyoteknolojik
proseslerde ve bir¢ok arastirmada kullanilan model bir mikroorganizma olan S. cerevisiae
tiirliniin izolasyonu, tanimlanmasi ve DNA barkodlarmin belirlenmesi amaglanmistir.
Calisma kapsaminda; I¢ Anadolu Bélgesinin farkli sehirlerindeki iiziim baglardan
toprak ve liziim ornekleri toplanarak maya izolasyonlar1 yapilmistir. Ayrica ulusal ve
uluslararas1 kiiltiir koleksiyonu kuruluslarindan referans olarak kullanilacak S.
cerevisiae suslar1 ((S. cerevisiae ATCC® 9763™, S, cerevisiae ATCC® 6328™, S,
cerevisiae 08022 RSK (Refik Saydam Kiiliir Kolleksiyonu)), ulusal ve uluslararasi maya
tireticisi firmalardan ve ulusal tiniversitelerin arastirma laboratuvarlarindan galismada
kullanilan S. cerevisiae suslari temin edilmistir. Saglanan tiim bu suslarin morfolojik
(makroskobik, mikroskobik), biyokimyasal testlerle tanimlanmalari yapilmis ve
karsilastirmali olarak evrensel DNA barkod dizileri arastirilip ortaya konmustur. Bu
amacla toplam 287 izolasyon elde edilmis bunlarin 229 tanesi makroskobik ve
mikroskobik tanimlamalara gére S. cerevisiae tiirliniin karekteristiklerine uygun
bulunmustur.

Elde edilen bu suslar iizerinde ileri tanmimlama olarak Matriks Destekli Lazer

Desorpsiyonu/lyonizasyon-Ugus Zamanli Kiitle Spektrometresi (MALDI-TOF MS,



Matrix Assisted Laser Desorption/lonization—Time-Of-Flight Mass Spectrometry) ile
cins diizeyinde klasik dogrulama galigsmalarina ek olarak, tiir diizeyinde ileri tanimlamalar
gerceklestirilmistir. MALDI TOF MS ve molekiiler tanimlamalar dikkate alindiginda 229
izolasyondan 152 adet izolasyon S. cerevisae tiirii olarak tespit edilmistir. Elde edilen
izolatlarin tanimlama asamasi sonrasinda literatiir taramalar1 dogrultusunda DNA
barkodlamada kullanilacak olan gen bolgelerinin tespiti igin ITS “Internal Transcription
Spacer”, LSU “Long Sub Unit”, SSU “Short Sub Unit” ve/veya RPB1 “RNA polymerase
subunitl”, RPB2 “RNA polymerase subunit2”, TOP1 “DNA Topoisomerase” gen
bolgeleri ile 6n PCR “polimerase chain reaction” denemeleri yapilmistir. Yapilan 6n
denemelerde uygun bulunan gen bolgelerinin (ITS, LSU, RPB2) DNA barkod yapilarinin
ortaya konulmasinda kullanilmasina karar verilmistir. On tanimlamalari yapilmis olan
2016-2017 1izolasyonlarindan 120 izolatin DNA ekstraksiyonlart yapilmis PCR
amplifikasyonlar1  gerceklestirilmis ve DNA barkodlarinin  ortaya konulmasi
arastirmasina bu 120 izolat tizerinden devam edilmistir.

Izolatlarin PCR amplifikasyonlarinin jel elektroforez ayrimlarinda ITS gen bdlgesinde
taksonomik gruplara bagli ayrimlar goriintiilenebilirken, LSU gen bdlgesinde biitiin
izolasyonlar i¢in tek biiyiikliikte bant ayrimi gozlemlenmis takson ayrimlari jel
goriintiileri tizerinden yapilamamistir. RPB2 gen bolgesi amplifikasyonlari jel ayriminda
ise her bir izolatta ¢oklu bant olusumu gézlemlendiginden takson ayrimlari jel goriintiileri
tizerinden yapilamamistir. RPB2 gen bdlgesinde gozlemlenen bu ¢oklu bant olusumu
sorununun jelden ekstraksiyon yapilarak sekans analizi yapilmasi sonucu ile asilabilecegi
belirlenmistir.

DNA ekstraksiyonu ve ilgili gen bolgeleri i¢gin PCR amplifikasyonlari yapilan suslarin
Sanger Sekanslama yontemi ile dizi analizleri yapilmistir. ITS gen bolgesi igin ortalama
820 baz cifti, LSU gen boélgesi i¢in ortalama 1100 baz ¢ifti, RPB2 gen bdlgesi icin
ortalama 1200 baz ¢ifti igeren sekans verileri DNA barkod tabanli tanimlamada
kullanilmistir.  Suslardan elde edilen dizi ham verilerinin temizlenmesi FinchTv
(https://digitalworldbiology.com/FinchTV) ile yapilmis ve ham veriler ileri veri analizine
hazirlanmas1 amaciyla BioEdit programi ile gerekli 6n islemlere tabi tutulmustur
(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.ntml).  Ardindan elde edilen veriler
tizerinden NCBI BLAST (https://blast.ncbi.nm.nih.gov/Blast.cgi) ile karsilastirmaya
dayali molekiiler diizeyde tanimlamalar yapilmigtir. Yapilan tiim tanimlamalar goz
oniinde bulundurularak, ClustalW programi (https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw)

ile izole edilen ve tanimlanan tiirler arasi ve tiir i¢i iligkiyi ortaya ¢ikaran filogenetik



agaclar olusturulmustur. Olusturulan bu filogenetik agaclar yardimiyla S. cerevisiae
tiirlerini en 1yi tanimlayan barkod bolgeleri belirlenmeye ¢alisilmistir. Barkod yapisi
olarak kullanilacak motif bolgelerinin belirleme amaciyla MEME-suit programi
(http://meme-suite.org/) kullanilmigtir.  Elde edilen sekans verileri gen bdlgeleri
izolasyon sekanslar1 ve barkod sekanslar1 olarak ayri1 ayr1 degerlendirmeye alinmistir.
Degerlendirmeler sonucunda S.cerevisiae tiirleri icin RPB2 gen bdlgesinin izolasyon
sekanslarinin ayrim basarist % 98.24, ITS gen bolgesi izolasyon sekanslarinin ayrim
basaris1 % 95.83, LSU gen bdlgesi izolasyon sekanslarinin ayrim basarist % 92.3 ve
birlestirilmis (ITS_LSU RPB) gen bolgesi izolasyon sekanslarinin ayrim basarisi ise %
95.16 olarak belirlenmistir. Barkod sekans yapilar1 kullanilarak ortaya konan filogenetik
ayrimda S.cerevisiae tiirleri icin RPB2 gen bdlgesi barkod yapilarinin ayrim basarisinin
% 100, LSU gen bolgesi barkod yapilarinin ayrim basarist % 96.153, ITS gen bolgesi
barkod yapilarinin ayrim basaris1t % 95.83 ve  birlestirilmis gen bolgeleri
(ITS_LSU_RPB?2) barkod yapilarinin ayrim basarisi ise % 95.45 olarak belirlenmistir.
Gen bolgelerinin ayrisma katsayilari, izolasyon sekanslart ve barkod yapilari igin
sirastyla (ITS, LSU, RPB2, ITS_LSU_RPB2) 0.848+0.01, 0.157+0.002, 0.427+0.011,
0.412+0.008 ve 0.873+0,01, 0.725+0.017, 0.7636+0.0136, 0.412+0.008 olarak
belirlenmistir. Barkod sekans1 kullanim1 ITS bélgesi i¢in biiyiik bir ayrim giicti farklilig
yaratmazken, LSU ve RPB2 gen boélgeleri icin etkili ayrim giicti farkliligi olusturdugu
gbzlemlenmistir. Sonug olarak S. cerevisiae maya tiiriiniin tanimlamasinda ITS, LSU ve
RPB2 gen bolgelerinin basarili bir sekilde kullanilabilecegi ve MEME-suit programi ile
elde edilen barkod yapilarinin bu ayrimi daha basarili saglayabildigi gozlemlenmistir.
Fakat elde edilen barkod yapilarinin S. cerevisiae tiirii i¢in izolasyon kaynagi ve yili
yoniinden ayrim yapma konusunda anlamli homojen bir ayrim gergeklestiremedigi
belirlenmistir.

izolasyonlarla ilgi elde edilen tim arastirma bilgileri bir veritabaninda
(“www.dnabarcodefoodomics.com”) kayit altina alinmistir. Sonug olarak DNA barkod
bilgilerinin olusturulmasi, kayit altina alinmasi ve bdylece bu konudaki bilgiye hizl
erisim saglanmasi, dnemli bir uluslararasi maya {ireticisi olan iilkemizde bu alanda
rekabet edebilme giiciine katki saglamas1 yoniinde bir katki sagladigi diisiiniilmektedir.
Anahtar Kelimeler: Saccharomyces cerevisiae, DNA barkodlama, biyoinformatik,

filogenetik



ABSTRACT

DETERMINATION OF THE Saccharomyces cerevisiae DNA
BARCODE AND CREATING A DATA BASE

MITHAT KURBAN

Doctor of Philosophy, Department of Food Engineering
Supervisor: Associate Prof. Remziye YILMAZ
June 2019, 279 pages

The aim of this project was to isolate and identify DNA barcodes of S. cerevisiae , which
a model microorganism used in many traditional products, biotechnological processes
and many researches, by using DNA barcoding technology used in the identification of
living things. In this study; soil and grape samples were collected from the vineyards in
different cities of Central Anatolia and the isolations were made. Also strains of S.
cerevisiae  which were used for barcoding research obtained from national and
international yeast producers and from research laboratories of national universities, the
strains which decided to be used as a control obtained from national and international
culture collection organizations, ((S. cerevisiae ~ ATCC® 9763 ™, S. cerevisiae
ATCC®). 6328 ™_ S, cerevisiae RSKO08022 (Refik Saydam Culture Colllection)), and
comparatively analysis of universal DNA barcodes was performed. All these strains were
identified by morphological (macroscopic, microscopic) and biochemical tests, the
universal DNA barcode sequences for these strains comparatively analyzed and revealed.
For this purpose, 287 isolates were obtained and 229 of them were found to be suitable
for the characteristics of S. cerevisiae  according to macroscopic and microscopic

definitions.

To increase the identification level of species to the strain level in addition to classical
validation studies on these strains the MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser
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Desorption / lonization, Time-Of-Flight Mass Spectrometry) method has also used. When
MALDI TOF MS and molecular definitions were taken into consideration, 152 isolation
were determined as S. cerevisae species.

Following the identification of the isolations obtained, for choosing gene regions to be
used in DNA barcoding research, according to the literature ITS “Internal Transcription
Spacer” , LSU “Long Sub Unit”, SSU “Short Sub Unit” RPB1 “RNA polymerase
subunitl”, RPB2 “RNA polymerase subunit2”, TOPl “DNA Topoisomerase gene
regions” pre-PCR “polymerase chain reaction” experiments were performed. According
to the preliminary experiments, it was decided to use the appropriate gene regions (ITS,
LSU, RPB2) to identify effective DNA barcode structures. PCR amplifications were
performed on these 120 isolates of 2016-2017 years, whose DNA isolation and pre-
definition have already done and DNA barcodes were investigated on these 120 isolates.
Gel electrophoresis differentiations for PCR amplifications of isolates in the ITS gene
region can be seen by due to taxonomic groups, while for the LSU gene region, single
size band separation was observed for all isolations so separations could not be seen by
due to taxonomic groups. Since for the amplification of RPB2 gene region gel separation
that taxon distinctions could not be made on the gel images, because multiple band
formation was observed for each isolate. This multi-band formation problem observed in
the RPB2 gene region was determined that could be effectively overcome by extraction
from the gel and doing sequence analysis.

Sequence analysis was performed by Sanger Sequencing method on isolations whose
DNA extraction and related gene regions PCR amplification has been done already. An
average of 820 base pairs for the ITS gene region, 1100 base pairs for the LSU gene
region, and 1200 base pairs for the RPB2 gene region were used for DNA barcode-based
identification. The raw data obtained from the strains were cleaned with FinchTv
(https://digitalworldbiology.com/FinchTV) and the raw data were subjected to necessary
pre-treatment with BioEdit program for the preparation of advanced data analysis
(http://www.mbio.ncsu.edu/ BioEdit / bioedit.html). Then, molecular level based
comparison were made with NCBI BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) on
data. Considering all the definitions made, phylogenetic trees have been formed which
reveal the inter-species and intra-species relationship by ClustalWW program
(https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw).

With the help of these created phylogenetic trees, it was tried to determine the barcode

regions that best describe S. cerevisiae species. The MEME-suit program (http://meme-
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suite.org/) was used to determine the motif regions to be used as barcode structure. The
resulting sequence data were evaluated separately as isolation gene regions sequences and
barcode sequences.

As a result of the evaluations, according the phylogenetic distinction the success of the
isolation sequences of the RPB2 gene region for S.cerevisiae species has been determined
as % 98.24, success of the the ITS gene region determined as % 95.83, success of the the
LSU gene region determined as % 92.3, and success of the unified region
(ITS_LSU_RPB2) determined as % 95.16.

In the phylogenetic distinction using barcode sequence structures, the succession of RPB2
gene region barcode structures for S. cerevisiae species is % 100, the separation success
of the barcode structures of the ITS gene region is % 95.83, the separation success of the
barcode structures of the LSU gene region is % 96.153, and the separation success of the
barcode structures of the unified region (ITS_LSU_RPB2) determined as % 95.45.

The dissociation coefficients of gene regions for isolation sequences and barcode
sequence are respectively (ITS, LSU, RPB, ITS LSU RPB2) 0.848 + 0.01, 0.157 +
0.002, 0.427 £ 0.011, 0.412 + 0.008 and 0.873 = 0.01, 0.725 £ 0.017, 0.7636 + 0.0136,
0.412 + 0.008. While the use of the barcode sequence did not create a large difference in
discrimination power for the ITS region, it was observed that the difference between the
LSU and RPB2 gene regions was effective. As a result, it was observed that the ITS, LSU
and RPB2 gene regions could be used successfully in the identification of S. cerevisiae
yeast species and the barcode structures obtained by the MEME-suite program could
provide this distinction more successfully. However, it was determined that the obtained
barcode structures did not make a meaningful homogenous distinction in terms of
isolation source and year for S. cerevisiae species.

All research information obtained from the isolations is recorded in a database
(“www.dnabarcodefoodomics.com™). As a result, it is thought that the creation and
recording of DNA barcode information and thus providing quick access to the
information in this field has contributed to the competitiveness for our country which is

an important international yeast producer.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, DNA barcoding, bioinformatics, phylogenetic
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1 GIRIS

DNA barkodlama yontemi arastirilan canli ¢esidine bagli olarak kloroplast, mitokondri
gibi organellere veya hiicre ¢ekirdegine ait genetik materyallerin ilgili bolgelerinin kisa
zincir uzunlugundaki sekanslarindan faydalanilarak tiir hatta suglar seviyesinde
tanimlamay1 saglayacak biyolojik barkotlar olarak tanimlanabilir. DNA barkotlama
yontemi ile tanimlanmasi yapilmamis tiirlerin DNA dizileri ile DNA barkod veri
tabanlarindaki DNA dizilerinin eslestirilmesi araciligi ile bu tiirlerin tanimlanmalar
saglanmakta, evrensel bir tiir teshis anahtar1 olusturulmast miimkiin olmaktadir. Ayrica
DNA barkotlama teknolojisi bir siire¢ olarak;

-Tirlerin toplanmast

-Dokularin 6rneklenmesi

-DNA izolasyonlar1 ve DNA sekanslanmasi

-Elde edilen sekanslarin analizi, yonetimi ve validasyonu

-Veri tabanlariyla karsilastirma tanimlama adlandirma ve kayitlarin yapilmasi

-Sekans verilerinin ve kayitlarin paylagimi

seklinde de 6zetlenebilmektedir.

Glinlimiizde biyolojik ¢esitliligin hizli tespitinde DNA barkotlama ¢aligmasi oldukg¢a yeni
ve O6nemli bir ara¢ olarak kullanilmaya baslamustir. Ozellikle mikroorganizmalarin
tanimlanmast gibi zaman alici, is yiikii ylksek kiiltiir gelistirme yontemleri ve
tanimlamada profesyonel kisilere duyulan ihtiya¢ bu alanda karsilasilan en biiyiik
zorluklardir. Literatiir ¢aligmalarina bakildiginda funguslar i¢in DNA barkodlama
konusunda bir¢ok ¢alisma yapilmasina ragmen heniiz kesin evrensel bir DNA barkodu
belirlenebilmis degildir. DNA barkodu bilinen bir iiriiniin bir nevi kimligi ¢ikarilmis olur
ve bu sayede iireticiler agisindan her zaman ayni standartta Uriinler tiretilebilmesi, kalite
stirekliligi saglanabilmesi ve tiiketicilerin memnun edilebilmesi gii¢clendirilmis olur.

DNA barkodlama calismalar1 temelde kisa sekans bolgelerinin karsilastirilmasina
dayanmaktadir. Sekans karsilastirma metotlar1 temel olarak kiiresel (global) ve yerel
(local) algoritmalar olmak {tizere iki kategoriye ayrilmaktadir. Kiiresel karsilastirma
algoritmalarin arasinda ¢ogunlukla Needleman—Wunsch algoritmasi tercih edilmektedir.
Sekans karsilastirma metotlarinda yerel yaklasimlar daha siklikla kullanilmaktadir. Yerel
yaklasimlar icerisinde yayginlikla Smith—Waterman algoritmasi tercih edilmektedir.

Bunlar ise daha ¢ok dinamik programlama, heuristik yaklagimlar ve istatistiksel
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yaklagimli metotlardan olusmaktadir. Sekans bilgilerinin dizileme ve karsilastirma
islemlerinde yaygin olarak ClustalW2, T-coffee BLAST, BioEdit, R, MEGA gibi sekans
karsilagtirma yazilimlarindan faydalanilmaktadir. Ayrica bu amagla online ve paket
yazilimlar ve veri bankalarindan da yararlanilabilinmektedir.

Diinya genelinde takip edilmesi ve tespiti zor olan tiirlerin biyo-cesitliliginin hizh
tespitinin saglanmasi amaciyla DNA barkodlama c¢aligmalar1 her gegen giin artmakta
iken, iilkemizde bu konudaki calismalar ancak son yillarda 6nem kazanmaya baslamistir.
Ancak bu c¢aligmalar daha ¢ok kuslar, deniz canlilar1 ve bitkilerin filogenetik
tanimlamalar1 iizerinedir. Buna karsilik {ilkemizde mikroorganizmalar iizerine DNA
barkodlamasi konusunda yapilan ¢alismalarin yok denecek kadar az oldugu 6zellikle de
S. cerevisiae mayalarina ait bir c¢alisma bulunmamaktadir. Mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda mikroorganizma tespitinde olduk¢a yogun isgiicli ve zaman
harcanmaktadir. Bu nedenle tiirlerin tespitinde hassasiyet, dogruluk ve hiz konusunda iyi
calisan yontemlere gereksinim duyulmaktadir. DNA barkodlama, tim funguslarin
tanimlanmas1 ve smiflandirilmasi i¢in kullanilan geleneksel yontemlere alternatif olarak
uygulanabilen gii¢lii bir arag¢ olarak goriilmektedir.

Bu calismada barkodu olusturulacak organizma olarak mayalarin 6zel bir tiirii olan,
geleneksel ve biyoteknolojik proseslerde oldukg¢a yaygin bir sekilde yararlanilan ve
model bir organizma olan S. cerevisiae segilmistir. Saccharomyces fungus (mantar)
alemine ait bir cinstir, pek ¢ok maya tiirii igerir; Saccharomyces ismi Latince saccharo-
(seker) ve Yunanca -mikes (mantar) sozciiklerinden tiiretilmistir. Saccharomyces'lerin
tipik 6zellikleri, arasinda nitrat kullanamamalar1 ve karbohidratlari fermente edebilmeleri
gosterilebilir. Bu cinsin iiyeleri gida sanayisinde ¢ok énemlidirler.

Saccharomyces cerevisiae, tomurcuklanan bir maya tiiriidiir. Eski ¢aglardan beri bira,
sarap ve ekmek yapiminda kullanilmasindan dolayr en 6nemli maya tiirii oldugu
soylenebilir. Uziimiin kabugundan ve farkli kisimlarinda izole edildigi belirtilmektedir.
Koyu kabuklu meyvelerin kabuklarindaki beyaz tabakanin bir bileseni mayadir,
kabuktaki mumun iginde yer alir. Uziim tiirlerinin spontan sarap iiretiminde kullanimi
stireci genel olarak, tizimiin hasat edilmesi, sira eldesi, birincil fermantasyon, ikincil
fermantasyon ve olgunlastirma evrelerinden olusmaktadir. Gergeklestirilen bu evreler
siiresince baskinlik gdsteren mikroorganizma tiirleri farklilik gostermektedir. Uziimiin
hasat edilmesi ve sira eldesi evresinde yaygin olarak Saccharomyces disindaki
Hanseniaspora, Candida, Torulaspora, Kluyveromyces, Debaryomyces, Hansenula,

Kloeckera, Metschnikowia, Pichia, Schizosaccharomyces, Zygosaccharomyces
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gruplarinda yer alan maya tiirleri baskin florayr olusturmaktadir. Birincil fermantasyon
asamasinda Saccharomyces grubu mayalar, ikincil fermantasyon evresinde Oenococcus
oeni tiirleri, olgunlastirma evresinde ise bozulma yapan bakteriler ve mayalar baskinlik
gostermektedir. Uziim sirasinin spontan fermantasyonunun diisiik alkol toleransl
Saccharomyces disindaki mayalar ile baslamasinin nedeni, bu mayalarin {iziimlerin
yiizeyinde baskin olmalarindan kaynaklanmaktadir. Bu mayalar, fermantasyonun
baslangi¢ evrelerinde toplam maya popiilasyonunun %50-75’ini olusturmaktadirlar.
Uziimdeki Saccharomyces disindaki mayalarin konsantrasyonu, 10%-9.1x10° kob/mL
iken, Saccharomyces cinsi mayalarm konsantrasyonu 50-2.5x10° kob/mL’den azdur.
Molekiiler biyoloji ve hiicre biyolojisi alanlarinda prokaryotlar arasinda model organizma
olarak ele alinan Escherichia coli’ye benzer sekilde, tizerinde en ¢ok ¢alisilmis model
okaryotik organizmalar arasinda da bu maya tiiriidiir. Saccharomyces cerevisiae hiicreleri
yuvarlak veya yumurta bigimlidir, ¢aplar1 5-10 mikrometredir. Tomurcuklanma olarak
bilinen bir bolinme yoluyla iirer. Saccharomyces cerevisiae hiicre dongiisiiniin
arastiritlmasinda ¢ok kullanighdir, ¢iinkii hem kiiltiirlenmesi kolaydir, hem de, bir 6karyot
olmasindan dolay1 hayvan ve bitkilerin karmasik hiicre i¢i yapilarma sahiptir. Okaryotlar
arasinda genomunun dizini ilk okunan canlidir. Maya genom veri tabani1 bulunmaktadir.
Genom yaklagik 13.000.000 baz ¢iftinden ve 6275 genden olusmaktadir, ancak bu
genlerin yaklasik 5.800'intiin islevsel oldugu sanilmaktadir. Maya ve insan genomunun
dizinleri %23 ortaktir.

Bu calisma kapsaminda ticari kaynaklardan elde edilen suslar, ulusal, uluslararasi kiiltiir
koleksiyonu kuruluglarindan saglanan suglar, ulusal {iniversite labaratuvarlarindan temin
edilen suslar ve 2016-2017 yillarinda iiziim bagi hasat doneminde I¢ Anadolu Bolgesi
sehirlerinden toplanmis iizim ve toprak Orneklerinden izole edilen suslar kullanilarak
DNA tabanli barkod bolgelerinin basarilar ortaya konmaya calisilmistir.

Temin edilen maya suslarmin ITS “Internal Transcription Spacer”, LSU “Long Sub
Unit”, SSU “Short Sub Unit” ve/veya RPB1 “RNA polymerase subunitl”, RPB2 “RNA
polymerase subunit2”, TOP1 “DNA Topoisomerase” gen bolgeleri iizerinden 6n PCR
“polimerase chain reaction” denemeleri yapilmistir. On denemeler sonucunda basaril bir
sekilde cogaltilabilien ITS, LSU, RPB2 gen bdlgeleri iizerinde DNA barkodlama
caligmasi siirdiiriilmistiir. Uygun bulunan bu gen bolgeleri kullanilarak 120 izolatin
sekans bilgileri Sanger Sekanslama yontemleri kullanilarak elde edilmistir. Elde edilen
bu genis sekans havuzu iizerinden tanimlama ve barkodlama ¢aligmalari

gerceklestirilmistir.  Calismanin en onemli ¢iktisindan biri evrensel DNA barkod
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sisteminin ilk kez yaygin olarak ulusal kaynaklardan toplanmis olan S. cerevisiae
kiiltiirlerinde uygulanmasidir. DNA barkodlar1 ¢ikarilan S. cerevisiae suslarina ait

verilerin yerlestirilecegi bir veri bankasi olugturulmustur.

Bu temel amag¢ dogrultusunda izlenen adimlar asagidaki sekildedir;

4 Grup 1 - Ulusal ve uluslararas1 maya treticisi firmalardan S. cerevisiae suslari
saglanmustir.
v Grup 2 - Ulusal ve uluslararasi kiiltiir koleksiyonu kuruluslarindan S. cerevisiae

suslar1 saglanmustir.

v Grup 3 - Ulusal tiniversitelerde arastirma laboratuvarlarindan S. cerevisiae suslari
saglanmistir.

v Grup 4 - I¢ Anadolu Bélgesi’nin farkli sehirlerindeki {iziim baglarmdan 2016-
2017-2018 yillarinda toprak ve iiziim 6rnekleri toplanarak maya izolasyonlar1 yapilmistir.
4 Kontrol olarak kullanilacak referans S. cerevisiae suslari saglanmstir.

v Izole edilen ve saglanan S. cerevisiae suslarinin tamamina mikroskobik ve
makroskobik morfolojik testler uygulanmis ve sonuglar1 alinmistir. Morfolojik testleri
gerceklestirilen suslara biyokimyasal testler uygulanmstir.

v Izole edilen ve saglanan S. cerevisiae suslarinin tamamiin Matriks Destekli Lazer
Desorpsiyonu/lyonizasyon-Ugus Zamanl Kiitle Spektrometresi (MALDI-TOF MS) ile
tiir diizeyinde tanimlamalar1 yapilmistir.

v Kullanilacak barkod bélgelerinin belirlenmesi igin farkli gen bolgeleri (ITS
“Internal Transcription Spacer”, LSU “Long Sub Unit”, SSU “Short Sub Unit” ve/veya
RPB1 “RNA polymerase subunitl”, RPB2 “RNA polymerase subunit2”, TOP1 “DNA
Topoisomerase”) belirlenerek S. cerevisiae DNA barkodunda kullanilabilecek gen
bolgelerinin (ITS, LSU, RPB2) 6n se¢imi yapilmistir.

v Barkod bdlgeleri i¢in 120 izolat {izerinden Polimeraz Zincir Reaksiyon teknigi
(PCR) ile amplifikasyonlar gerceklestirilmistir.

v Elde edilen tiriinler Sanger Sekanslama yontemi ile sekanslanmustir.

v Referans maya suslar1 ve izole edilen ve tanimlanan maya suslarindan elde edilen
sekanslara ait veriler islenerek, karsilastirmali veri analizi ve barkodlarin olusturulmasi
icin ileri analizler gergeklestirilmistir.

v S. cerevisiae i¢in DNA barkodu olusturma amaciyla kullanilabilecek gen bdlgeleri

ve basart durumlar1 degerlendirilmistir.



4 Elde edilen tiim degerlendirmeler hazirlanan web sayfasinda kayit altina alinmis

ve sunulmustur.



2 GENEL BILGILER

2.1. DNA Barkodlama

“DNA barkodu” terimi ilk kez 1993 yilinda, Plasmodium falciparum izolatlarini,
circumsporozoite genine dayanarak ayirt etme olasiligini agiklayan bir makalede yer
almistir [1]. Bununla birlikte, organizmalarin molekiiler araglar kullanilarak belirlenmesi
fikri daha eskidir [2]. Tiir farkliliklarinin belirlenmesine yonelik kullanilan ilk molekiiler
araglar arasinda, 1960'larin ortasindan kullanilan allozimler yer almaktadir [3]. DNA
barkodlarinin ardindaki fikir, yasayan tiim taksonlarin tanimlanmasinda yararli olan tek
veya birkag DNA segmenti belirleyebilmeye ve kullanmaya dayanmaktadir. DNA
barkodu, tiirlerin tanimlanmasi i¢in bir veya daha fazla kisa zincir uzunlugundaki (<700
bp) gen bolgeleri ve standart genetik isaretleyicileri (markor) kullanarak hizli, dogru ve
otomatik yeni bir teshis araci olarak goriilmektedir. Genetik isaretleyicinin se¢imi bazi
temel ozelliklere uymasi gerekmektedir. Ilk olarak tiim barkodlu tiirlerde bu
isaretleyicilerin bulunmasi istenmektedir. Ayrica markor bolgesinin hizli cogaltilmasinin
miimkiin olmasi i¢in kisa olmasi, ancak yine de tiim tiirleri ayirt etmek igin yeterli
cesitliligi (uzunlugu) barindirmasi gerekmektedir [4].

Yeryiiziinde var olan biyogesitliligin kataloglanmas: siirecinin geleneksel taksonomik
yontemler kullanilarak gerceklestirilmesi oldukga zor bir siirectir. Sadece dkaryotik tiirler
gbz Oniine alindiginda biyogesitliligin 3.6 milyon ile 10 milyon arasinda degistigi
bilinmektedir. Halihazirda yeryiiziinde var olan biyogesitliligin %15°1lik kism1 hakkinda
detayl bilgi bulunmaktadir. Bu durum deniz taksonlari i¢in daha diisiik seviyelerdedir.
Yapilan aragtirmalar yilda 10.000 yeni tiirlin tanimlanabildigini géstermekte bu ise tiim
habitatlardaki biyogesitlilik kaybi1 g6z oOniinde bulunduruldugunda var olan ve
kullanilmakta olan sistemlerin yeryiiziindeki biyogesitliligi belirlemede yetersiz ve yavas
kaldigin1 gostermektedir. Yakin tiirleri ayiran o6zellikler o kadar karmasiktir ki ¢ogu
taksonomist az sayida taksonda uzmanlasmiglardir [4]. Mevcut taksonomik protokoller
bliytik 6l¢iide fenotipik karakterlere dayanir ve ¢cogu zaman 6rneklerin ayrintili bir sekilde
incelenmesi gerekmektedir. Cogu zaman farkli takson gruplart veya tek bir tiiriin farkli
yasam evreleri i¢in kesin ana tanimlayici anahtarlar yoktur. Bu zorluklarin bir birlesik
sonucu olarak, biyolojik ¢esitliligi anlama, kullanma ve korumaya yonelik geleneksel
taksonominin yetersiz kalabildigi distiniilmektedir [4]. Bazi durumlarda ise olasi

zararlara ugramig numune parcalari morfolojik tanimlama agisindan biiyiik zorluklar
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tasimaktadir. Benzer durumlar, vejetatif formlarin (gigcek veya meyve icermeyen
donemler) taksonomik tanimlanabilirligini zorlastirdig1 birgok bitki tiirii i¢in de gecerlidir
[5].

Molekiiler ¢alismalar, morfolojik farklilasmalarin 6tesinde genetik ayrigmayi baz alarak
cok sayida biyolojik tiirin varligini ortaya ¢ikarmistir (morfolojik olarak kriptik tiirlerin
taninmasi, modern taksonomide bliyiik bir zorluk olarak bulunmaktadir ve bazi canli
tiirleri morfolojik agidan farkli yasam evrelerinden olusan karmasik gelisimsel yasam
dongiilerine sahiptir; bazen tek bir cins bile gelisim evrelerinde birden fazla tanimlayici
morfolojik farklilagsma evresinden ge¢mektedir).

Molekiiler tanimlamaya dayanan DNA barkodlama yonteminin morfolojik taksonomi ile
basaril1 bir seklilde calisabilecegi savunulmaktadir. DNA barkodlama biyolojik yapilarin
i¢ anatomisi, fizyolojisi, biyogesitlilik degerlendirmesi ve takson tanimlamasi ile ilgili
tartismalara farkli bir ¢6ziim yolu getirmeyi hedeflemektedir. Potansiyel yeni tiirler ele
alindiginda, bu yaklasimlar taksonomik bir uzman tarafindan da test edilmelidir, ancak
DNA barkodlama ile ¢ok sayida ornek icin hizli bir tarama araci saglayarak rutin
tanimlamalar ve numunelerin detayli incelenmesi 6nlenebilir. Bitkiler, kuslar, baliklar,
inekler, 6riimcekler, makroalgler, mantarlar, protistalar, bakteriler ve ¢esitli Lepidoptera
dizileri iizerinde yapilan pilot projelerde bu yaklasimin etkinligini kanitlamistir [6].
Biitiinlestirici yaklagimlarin tiirlerin kesfedilmesini ve tanimlanmasini hizlandirmak igin
son derece yararli oldugu kanitlanmistir ve “turbo taksonomi” terimi son zamanlarda
uzman bir taksonomist ve yliksek ¢oziintirlikli dijital goriintiileme tarafindan yapilan
morfolojik tanimlamalardan once ilk adim olarak DNA barkodu dahil prosediirler i¢in
kullanilmaktadir [7-8].

Bunlarin yaninda DNA barkodlama teknolojisinden yararlanilarak evrimsel gelisim
karsilastirmalarinda siniflama, yeni varyasyonlarin tespiti, morfolojik olarak ayrimi
yapilamayan ‘kriptik’ tiirlerin ayrilmasi, tiirlerin sinirlariin  belirlenmesi, habitat
dinamiklerinin incelenmesi, molekiiler evrim dinamigi, nis modellemede ve cevresel
indikator olarak kullanim gibi alanlarda yararlanilabilmektedir. DNA barkodlama
calismalarinin en ¢ok ihtiya¢ duyuldugu ve kullanislt oldugu alanlar tibbi tanilar, bulasi
kaynaklar, tiiketilen biyolojik iiriinlerin igerigindeki tiir veya cins tespiti, toprak gibi
mikrobiyal agidan kompozit karigimlarda tiir tespiti, botanik ve zooloji alaninda tiirlerin
tespiti gibi alanlar sayilabilmektedir. Arastirmalarda DNA barkod kullanimu ile tarimsal
hasere teshisi gibi, sosyoekonomik agidan Onemli uygulamalar gelistirilebilecegi

gosterilmistir [9]. Bu alanlara 6rnek olarak nesli tiikkenmekte olan tiirler [10], deniz
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kaynakli gida iirtinlerinin dogrulamasi [11], bitkisel ilaglarin tespiti [12] ve patojen-

vektor-konaker tiirleri birlikteliklerinin anlasilmasi [13] alanlarinda kullanilmaktadir.

Barkodlama caligsmalari ilk once hayvanlar aleminde mitokondriyal sitokrom oksidaz
geni (COl) tizerinden (bu gen evrimsel olarak daha iyi korundugu ve hibridizasyon, gen
caprazlamasi ‘crossing over’ gibi olaylara karst daha korunakli oldugundan)
uygulanmaya baslamis, daha sonra ise bitkiler alemi {izerinde rbcL, matK ve tamamlayici
trnH, psbA genleri iizerinden gergeklestirilmistir. Mitokondriyal DNA’nin, intron
eksikligi, haploid kalitim sekli, rekombinasyona sinirlt diizeyde maruz kalmasi ve her
hiicrede yiiksek kopya sayisi bulundurmasi gibi nedenlerle agik¢ca daha iyi bir DNA
barkodu olarak kabul gordiigii belirtilmektedir [14].

Hebert ve ark.[15] mitokondriyal genomun COI bolgesinin, ¢ok ¢esitlige sahip bir
taksonlama i¢in yakindan iligkili hayvan tiirleri arasinda ayrim yapmada uygun oldugunu
ve bu markoriin, ¢esitli tirlerin tanimlanmasinda etkili bir sekilde kullanildigini
gostermislerdir. Bununla birlikte, DNA barkodlama i¢in 6nerilen COI gen bdlgesinin
evrensel bir barkod bolgesi olarak kabul edilmesi daha kat1 veri kalitesi ve standartlar
gerektirmektedir. Ote yandan, bitkiler icin tiir ayrim1 yapmada tek bir bolge tespit
edilememistir ve Yasam Barkodu Konsorsiyumu (CBOL) tarafindan iki konumlu bir
DNA barkod yaklasiminin kullanilmasi 6nerilmistir [6,16-21].

DNA barkodlama ¢oziintirliiliigiiniin giicii, secilen genetik markor i¢in olasi alternatif
sekans sayisinin ne oranda bulunduguna dayanmaktadir. Ornegin bir protein kodlama gen
segmenti (600 baz), milyonlarca tiirli ¢6zmek i¢in yeterli bilgiyi icerebilmektedir. Bu say1
rastgele bir tahmin degildir. Kodonlar i¢indeki {i¢iincii niikleotit pozisyonlar: genellikle
secici olarak ndtrdiir ve mutasyonlar bu bolgelerde rastgele genetik siiriiklenme ile birikir.
Bu kodon 6zgiilliigii, cogunlukla “Wobble” hipotezi olarak bilinmektedir [22].
Dogruluk, intraspesifik varyasyon ile markor bolgesindeki farklilagmalar arasindaki
farkliliga bagl olan kritik bir konudur. Bu ayrimin kapsami, Meyer ve Paulay [23]
tarafindan barkod aralig1 olarak adlandirilmistir ve barkod araliginin iki farkli durumu
temsil edebilecegi seklinde agiklanmislardir. Bunlardan biri bireyin kendi tiirliniin bir
tiyesine farkl bir tiirden ('yerel' barkod araligi) daha yakin oldugu bir 6rnek tanimlamasi
icin, digeri ise araligin kapsaminin tiim tiirler icin onceden tanimlanmis bir esikle
karsilastirildig tiirlerin kesfi icin ('kiiresel' barkod araligi) kullanimi olacak sekilde ifade
edilmistir [23]. Bununla birlikte barkodlamada, evrensel esiklerin uygulanmasi tartismali

bir konu olarak belirtilmektedir [24].



Iyi bir DNA barkodunun tasimasi gereken ozellikler su sekilde dzetlenebilir:
v’ Tiir ve baz1 durumlarda alt tiir seviyesinde belirgin bir genetik varyasyon ve ayrim
giiciine sahip olmasi,
v" Genis bir taksonomik oOlgekte canlilar igin uygun evrensel primerler ile
cogaltilabilen, korunmus ug bolgelerine sahip olmasi,
v" DNA ekstraksiyonu ve PCR sirasinda sorun yaratmayacak kisa dizi uzunluguna
sahip olmasi seklinde siralanabilir.
Barkodlamay1 gii¢lii kilan 6nemli bir noktada bu ydntemin yakin zamanda tiirlerin
ayrimini yapmanin yaninda tiir i¢i farklilagsmalar1 belirlemede de kullanilabilme sansinin
olmasi durumudur [24].
DNA barkodlar1 kullanilarak tiir tanimlamasi alglerde [25], mantarlarda [26], bitkilerde
[27] [28] ve bircok hayvanda basarili olarak gerceklestirilmistir. Oriimcekler [29],
baliklar [30], kuslar [31] ve kemirgenler [32] gibi gruplar ilizerinde ¢aligmalar yiiriitiilen
diger canli tiirleridir. Bununla birlikte, tek hiicreli organizmalarin tanimlanmasi igin
uygun belirteglerin bulunmasi daha zor olmustur [33] ve baz1 taksonomik gruplar hala
asagidaki boliimlerde daha ayrintili olarak tarif edilen birkag¢ farkli DNA markoriiniin
kullanilmasin gerektirmektedir.
Aragtirmacilar hala tiim taksonlarin tanimlanmasina uygun tek bir DNA segmenti
bulmaya ¢alismaktadirlar. Bu alanda yillarca siiren ¢alismalara ragmen, boyle bir bolge
tespit edilmemistir ve tek bir evrensel DNA barkod isaretleyici bulunma olasilig1 zor bir

konu olarak goziikkmektedir [33].

2.2. Biyogesitlilik, Filogenetik ve DNA Barkodlama

Barkod c¢alismalar1 genellikle ¢ok sayida tiirii hedeflediginden, DNA barkodu filogenetik
caligmalar yiiriitmek i¢in ¢ok gii¢lii bir ara¢ olabilmektedir. Yakindan ilgili taksonlar,
kriptik tiirler ve baslica hayvan gruplar1 arasindaki baglantisal iligkilerin ¢oziimiine
yardime1 olan DNA barkodlama iizerine ¢esitli calisma drnekleri bulunmaktadir [34]. Ote
yandan DNA barkodundan toplanan bilgiler, genis popiilasyon diizeyindeki sorular1 ele
almak i¢in yeterli bulunmamakta, ancak genomik yap1 ve biyogesitlilik hakkinda erken
bir bakis ag1s1 saglayabildigi diisiiniilmektedir. Ornegin mitokondriyel COI gen bdlgesi,
popiilasyon genetigi aragtirmalari i¢in yeterli olmayabilmektedir, ¢iinkii tek tarafli kalitsal
bir 6zellik sunmaktadir ve popiilasyon ge¢misini tam olarak yansitmayabilen tek lokuslu

yap1 tasima Onyargilar1 barindirmaktadir [35]. Bu nedenle, bu sorunun iistesinden gelmek



ve farkli taksonomik derecelerde ¢oziintirliigii arttirmak i¢in farkli genetik bilgi saglayici
kisimlardan (yani mitokondri, kloroplast ve c¢ekirdek) coklu lokuslarin kullanilmasi
yaygin olarak nerilmektedir. Ote yandan farkli markdr bélgeleri arasindaki uyusmazlik
¢ok konumlu yaklasimlar i¢in iyi bilinen bir sorundur ve verilerin birlestirilmesinin
avantajlar1 hala tartismalidir [35]. Bunlarin yaninda ¢oklu lokus kullanilmasinin dal
uzunluklarin1 ve homoplazisini azaltarak dogru filogeniyi geri kazanmaya yardimci

oldugu i¢in ¢ok degerli oldugu kabul edilmektedir [6].

2.3. DNA Barkodlama ve Biyogesitlilik Degerlendirmesi

Filogenetik, tiirlerin uyarlanabilir farkliliklar1 ve genetik verileri gibi ¢esitli araclar ile
Olciilebilen biyolojik c¢esitliligin kritik bir bilesenidir. Bununla birlikte, bu araglar
biyogesitliligin ¢ok farkli degerlendirmelerine yol agabilmektedirler, bu yiizden
ekosistem veya populasyonlar hakkinda tam bir bakis agis1 elde etmek i¢in bu sistemlerin
birlestirilmesinin daha saglikli sonuglar verecegi diisiiniilmektedir. DNA barkodlama,
ekolojistlere, tiir korumacilarina ve evrimsel biyologlara biyolojik cesitliligi, tiir
cesitliligini, ekolojik ve evrimsel mekanizmalar1 anlamada yardimci olabilecek faydali
bir ara¢ olarak goriilmektedir. Bununla birlikte, bir biyolojik ¢esitlilik degerlendirme
aract olarak DNA barkodu kullanilirken yeri geldiginde taksonomik tanimlama ayrica

yapilmali ve gerekli dogrulamalar yapilmalidir [24].

Biyogesitlilik kaybi, ekosistem bakimindan zengin ortamlarda ¢ok belirgin bir durum
olarak ortaya c¢ikmaktadir. DNA barkodlart kullanilarak biyolojik c¢esitliligin
degerlendirilmesi, tiir bakimindan zengin, erisimi zor ve yetersiz oldugu ekosistemlerde
avantajlar saglayabilmektedir. Diinyanin biyolojik c¢esitliliginin ¢ogu, bu tiir
degerlendirmeler icin insan ve bilgi kaynaklarinin yetersiz oldugu gelismekte olan
iilkelerde yogunlastigr i¢in, bu alanlarda DNA barkodlar1 biyolojik c¢esitlilik
degerlendirmelerini kolaylastirabilecegi ve geleneksel taksonomik biyolojik ¢esitlilik
arastirmasinin maliyet ve zaman gereksinimlerini azaltabilecegi diisiiniilmektedir [36].
Taksonomik olarak kaydedilmeden ©nce birgok tiiriin neslinin tlikenecegi
distintilmektedir [37]. Cevresel metagenomik, genellikle birkag DNA markorii
araciligryla mikrobiyal topluluklarin ¢aligmasina atifta bulunsa da, bu iki yaklagimin
(DNA barkodlama ve ¢evresel metagenomik) gergcekten ayni yaklasim mi yoksa ayni
madalyonun sadece iki farkli ylizii mii oldugu konusunda fikir birligi yoktur [38].
Biyolojik  ¢esitliligin ~ DNA  barkodu  ve  mikrobiyal = metagenomiklerle
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degerlendirilmesindeki farkliliklarin biyolojik kapsamlari su sekilde ifade edilmektedir:
“mikrobiyal metagenomikler ¢ogunlukla prokaryotlari incelemektedir (DNA barkodu ise
daha c¢ok yanal gen aktarimimi dikkate almaktadir ve Okaryotlarda yaygin

kullanilamamaktadir)”.

DNA barkodunun faydasi, bugiinkii biyolojik cesitliligin arastirilmasiyla sinirli degildir.
Gegmiste var olan ekolojik kosullarin arastirilmasina da yardimei olabilir. Arastirmacilar
paleo ortam, sedimanlar1 veya buzullar1 analiz ederek biyolojik kalintilardan eski ¢aglara
ait biyogesitliligi arastirabilmektedirler. Bilim adamlari, Sili'deki Atacama Colii'nde
kemirgenlerin biriktirdigi 700 yillik kalintilar1 analiz etmis ve bunlar arasinda iirik tuzlara
hapsedilmis bitki makrofosilleri, polen, diskilar, kemikler ve bocekler iizerinde arastirma
yiriitmiislerdir. Kalintilarin genetik analizi, 700 y1l 6nce, ¢evrenin bu bdlgede ¢ok daha
nemli, lretken ve ¢esitli oldugunu gostermistir [39]. Benzer sekilde, Neolitik mumya
Otzi'nin “son aksam yemegi” analiz edilerek, gastrointestinal drneklerden geyik ve ibex

DNA varlig1 tespit edilmistir [40].

2.4. Canlilar Aleminde DNA Barkodlama Kullanim
2.4.1. Hayvanlar Aleminde DNA Barkodlama Kullamim

Hayvanlar aleminde DNA barkodlama yaklasiminda, mitokondriyal genom (mtDNA)
sekanslarin kullanilmasi niikleer genom sekanslarina tercih edilmektedir, bunun en
onemli nedeni rekombinasyon olayinin mitokondriyal genomda daha nadir goriilmesi ve
mtDNAnin heteroplaziden kaynaklanan sekans hatalarini 6nleyen haploid yapida olmasi
gosterilmektedir [41]. Omurgalilarda ve diger bazi hayvan gruplarinda, sitokrom oksidazi
(COI) kodlayan mitokondriyal gen bolgesi DNA barkodlamada yaygin kullanilmaktadir.
Mitokondriyel DNA'nin tiir tespiti i¢in kullanilmasinin basari oraninin yiiksek oldugu
iddia edilmektedir. Calismalarin ¢ogu % 5'ten daha az hata oranlar1 gostermistir [42].
Sitokrom oksidaz gen dizisinin hayvan tiirlerinde % 98'den daha fazla bir ayrim giicii
sagladigr belirtilmektedir [30,43]. Bu gen tarafindan kodlanan protein, hiicresel solunum
icin gerekli oldugu icin, bu genin amino asit bilesimi oldukg¢a stabildir ve sonug olarak
degisime ugramasi ¢ok yavastir [44]. Sitokrom oksidaz solunum zincirinin, oksijeni suya
indirgenmesini katalize eden bileseni olarak gorev yapmaktadir ve alt enzim iinite
kompleksinin iglevsel g¢ekirdegini olusturmaktadir. Sitokrom oksidaz geni, enzimin

katalitik alt birimini kodlamaktadir .
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Bazi aragtirmacilar DNA barkodlamada mtDNA kullanimu ile ilgili sorunlar oldugunu da
bildirmislerdir. Filogenetik ¢alismalarin bir meta analizinde, calisilan soylarin %
20'sinden fazlasinda mtDNA'nin i¢ i¢e gegmesi nedeniyle sorun yasandigini [45], bunun
mtDNA'ya dayanan 6nemli bir barkod sinirlamasi olabilecegini belirtmiglerdir [46].
MtDNA'da heteroplazinin varligi, bir bireyin mitokondrisinin, herhangi bir gen gibi, bir
popiilasyondaki alellerin bir 6rnegini temsil edebilecegi anlamina gelebilir, bu nedenle
karsilastirma icin ek genetik isaretleyiciler gerektigi vurgulanmaktadir [46].
Mitokondriyel DNA’nin barkodlama icin bir baska potansiyel problemi, okaryotlarin
cogunlugunda ortak olan ve kolayca biiylitiilebilen niikleer mitokondriyal psddogenler
(NUMT)’lerdir. Son olarak, bazi okaryot gruplarinda (amitokondrial okaryotlar)
mitokondri bulunmaz ve bu da mtDNA dayanarak bu organizmalar1 incelemeye imkan
vermez [47]. Yukarida belirtilen sinirlamalarin, alternatif bir hedef bularak veya tiirleri
daha dogru sekilde ayirt etmek icin ek bilgi saglayict molekiiler markdrler ekleyerek
biiylik dl¢iide tistesinden gelinebilecegi belirtilmektedir. Daha kapsamli bir COI referans
veri tabani mevcut olana kadar, 16S rRNA geninin uygun bir tamamlayici isaretleyici
olarak kabul edilebilecegi belirtilmektedir [48].

Sitokrom oksidaz gen bolgesi su anda bircok omurgali (6rn: kuslar, baliklar) ve
omurgasiz (0rn: bdcekler) gruplarinda kullanilmaktadir. Bununla birlikte, nematodlar,
poriferanslar, cnidarianslar, ctenophoresler ve plazzoanlar, gibi baz1 taksonlarda, COI
bolgesi kullanimi yerine ribozomal genler kullanilmaktadir [49-53]. Ayrica, amfibi ve

stirlingenlerde, 16S rDNA, birgok taksonda COI'den daha sik kullanilmaktadir [49-53].

2.4.2. Bitkiler Aleminde DNA Barkodlama Kullanimi

DNA barkodlamanin bitkiler iizerinde kullaniminin hayvanlar {izerinde kullanimindan
daha zorlu oldugu kanitlanmistir. Bitkilerin mitokondriyal COI genindeki diisiik
heterojenlik nedeniyle, bu bdlge bitki tiirlerini ayirt etmek i¢in uygun bulunmamugtir.
Botanikgiler, COI geninin yerine gecebilecek mitokondriyal genomun disinda bir DNA
dizisi aramak i¢in ¢ok zaman harcamislardir. Niikleer gen icerisine kopyalanmis ayirici
(ITS) bolgesi ve kloroplast intergenik ayirict trnH-psbA [54], bu hususta ilk ele alinan
gen bolgeleri olarak dikkat cekmektedirler. Bitki genomlar1 hakkinda artan bilgi birikimi
ve mevcut evrensel primerlerin miktarinin artmasiyla birlikte, bitkilerin barkodlanmasi
i¢in kullamlabilecek potansiyel bolgeler genislemistir. ilgili DNA barkodunun aranmast,

hayvan mitokondriyal genomuna alternatif olan bitki kloroplast genomuna odaklanmastir.
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Kloroplast genomu uygun barkod isaretleyicileri igerebilir, ¢linkii her bitki hiicresinde
cok sayida kopya bulundurmakta ve korunmus gen dizilerinden olusmaktadirlar.
Kloroplast genomunun dezavantaji, nispeten diisiik evrim hizina sahip olmasidir. Bitki
barkodlamacilart yeni tiirlerde de bulunabilen ancak tiim kara bitkilerinde bulunabilecek
kadar gii¢lii olan ve saglam, evrensel ayiricilar i¢in iyi aday olan bolgeleri belirlemeye
odaklanmustirlar. Bitki barkodu icin istenen tiim Ozellikleri gdsteren bir isaretleyici
bulunmadigindan, aragtirmacilar ayni1 anda birden fazla bolgenin kullanimini
onermislerdir. Ilk &neriler, iki veya ii¢ bdlgenin bir kombinasyonundan olusmaktaydi;
ornegin iki kloroplast geninin ( rpoC1 ve matK ) veya bir intergenik aralayicinin ( psbA-
trnH ) bir kombinasyonundan olusmaktaydi (6rnegin rpoC1, rpoB ve matK ) [28]. Daha
sonra niikleer ITS dizisi dikkate alinmasi gereken bir ayiric1 olarak Onerilmistir. Bitki
Calisma Grubu (CBOL) [55], tarafindan bir makalenin yaymlanmasiyla birlikte bitki
barkodlama alaninda bir doniim noktasina ulasilmistir. Bu kisa makalede, bitki DNA
barkodlar1 olarak kullanilacak potansiyel adaylar degerlendirmistir. CBOL, barkodlama
icin tiim kriterleri dikkate alarak yedi potansiyel aday1 degerlendirmeye almistir. Bunlar
dort kodlama bolgesi ( matK , rbcL , rpoC1 ve rpoB) ve ii¢ kodlanmayan bdlge ( psbA-
trnH, atpF-atpH ve psbK-psbl ) olmustur. Kodlamada gorev almayan diger ii¢ bolge (
rbcL, psbA-trnH ve matK ) geriye kalan muhtemel adaylar olarak ortaya ¢ikmustir, ancak
higbiri barkodlayict markdr kriterinin tamamini karsilamamistir. Sonug olarak, bitkiler
tizerinde ¢alisan bazi CBOL arastirmacilari, her ti¢ markoriin (rbcl, psbA-trnH ve matK)
birlikte kullanilmasini énermislerdir. Ek belirteclerin ¢ogaltilmasi ihtiyaci, taksonomik
tanimlama i¢in gereken masrafi ve zamani arttirmaktadir; bu nedenle, bazi arastirmacilar
bunlardan iki bdlgenin ( matK ve rbcL) bir kombinasyonunu se¢mislerdir. Kombinasyon
halinde, bu genlerin, vakalarin % 72'sinde tiirleri ve tiim vakalarda cins seviyesini
tanimlayabildigi belirtilmistir. Bir numunenin cografi orijini ve cinsin eszamanli iiye
say1s1 hakkinda ek bilgi, pozitif bir tiir tanimlama yapabilme olasiligin1 artirabilmektedir.
Bugiin rbcL ve matK bolgeleri, ¢ekirdek barkodlama bolgeleri olarak tanimlanirken,
psbA-trnH, uygun durumlarda kullanilacak Onemli bir tamamlayict markoér olarak

belirlenmistir [56].
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2.4.3. Mantarlar Aleminde DNA Barkodlama Kullanimi

Ciplak gozle goriilememesine ragmen, mantarlar karasal ekosistemlerde cok biiylik bir
rol oynarlar. Mantarlar morfolojik ve fizyolojik olarak, tek hiicreli mikro ve makro
organizmalara kadar cok g¢esitli organizmalari temsil ederler. Mantar tiirlerinin
tanimlanmasi ¢ogu zaman zordur, ¢linkli yalnizca zaman zaman tanimlamaya uygun
morfolojik karakterler gosterirler [57]. Molekiiler tekniklerin gelismesiyle, tiir diizeyinde
taksonomi biiyiikk 6l¢ciide degismis ve birgok bilinmeyen tiir belirlenmistir. Bununla
birlikte, molekiiler markorlere dayali tanimlamanin ¢ogu zaman uygun tanimlayict

materyal ile birlestirilmesi daha uygun goriilmektedir [58].

Farkli gen bolgelerinin hangi takson gruplari lizerinde yaygin kullanildigini veren tablo
asagida  (Cizelge2.1)  verilmistir. ~ Uluslararasi  Mantar  Calisma  Grubu
(http://www.fungalbarcoding.org ) tarafindan yonetilen Mantar Barkod Veri Tabani,
mantar DNA barkodlamasi i¢in kullanilabilecek bir dizi bolge belirlemistir. Her ikisi de
niikleer ribozomal RNA genleri grubuna ait olan ITS bolgesi ve niikleer biiyiik alt birimin
(LSU) D1/D2 bdélgesi, en yaygin sekilde siralananlar arasinda yer almaktadir ve tiim
mantar taksonomik gruplarinda kullanilabilmektedir. Bu iki bolge, tiniversal primerler
kullanilarak kolayca biiyiitiilebilir ve benzer protokoller, farkli mantar gruplarinda da
kullanilabilir. Ek olarak, bu iki bolge referans verisi en fazla bulunan bolgelerdir. Bununla
birlikte, bu iki bolge bile ¢ogu zaman tiir diizeyini ayirt edememektedir [58]. Diger
bolgeler, niikleer kii¢iik alt birim (SSU) ve ti¢ diisiik kopya protein markorii (RPB1, RPB2
veya MCM7) secilmis taksonomik gruplarda uygulanmaktadir. Ayrica COI gen bolgesi
GenBank sorgulamalarina gore funguslarda en ¢ok sorgulama ve arastirma yapilan gen
bolgesi olarak ilk siralarda yer almaktadir [59-60]. CBOL mantarlar igin barkodlamada
kullanilan uygun DNA markorlerini belirleme ve onaylama ¢alismalarini siirdiirmektedir.
Mantar ¢alisma grubu ise yaygin olarak ITS gen bdlgesine dayanan bir tanimlama

sunmaktadir [61].

Cizelge 2.1. Bitkilerde, hayvanlarda, mantarlarda, alglerde ve protistlerde DNA

barkodlamada yaygin kullanilan birincil molekiiler markoérler [60]

Isaretleyici Bolge (genom) Kullamldig1 Grup
Bitkiler

rbcL Kloroplast ]
Diatomlar

Matk Kloroplast Bitkiler
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trnH-psbA Kloroplast Bitkiler

Bitkiler
ITS Niukleer

Mantarlar

Hayvanlar

Mantar,
COl Mitokondrial

Kahverengi algler (Phaeophyceae)
Kirmizi algler (Rhodophyta)
LSUD1/D2 Niikleer Mantarlar
Mantarlar(Chytrids/Zygos,

SSuU Niikleer o
Ascomycota, Basidiomycota)
RPB1 Niikleer Mantarlar (tiim gruplar igin)
Mantarlar (tiim gruplar ve
RPB2 Niikleer
Basidiomycota i¢in)
MCM7 Niikleer Mantarlar (tiim gruplar i¢in)
LSU D2 /D3 Niikleer Mantarlar
Klorofilli yesil algler
tufA Kloroplast

(Chlorophyta)

2.4.4. Algler ve Protistalar Aleminde DNA Barkodlama Kullanim

Bir¢cok organizmanin vejetatif yapilar1 géz Oniinde bulundurularak tespit edilmesi
olduk¢a zordur. Bu durum 6zellikle ¢ok basit morfoloji ve anatomik yapiya sahip, asir
yakinsama gosteren ve gevresel faktorlere bagli olarak genis fenotipik degisim gosteren
ve tam bilinmeyen gelisim evrelerine sahip olan deniz makro algleri i¢in gecerlidir [62].
Bu alandaki uzmanlagsmis taksonomistlerin eksikligi ve belirlemede tanimlayici
anahtarlarinin  eksikligi bu organizmalarin tanimlanmasint da zorlastirmaktadir.
Molekiiler araglar, bu organizmalarin tanimlanmasi i¢in pratik bir segenektir ve bu
gruplarin caligmasinda giderek Onem kazanmaktadir. Kahverengi (Phaeophyceae),
kirmizi  (Rhodophyta), yesil (Klorophyta) alg ve mikroskobik diatomlar
(Bacillariophyta) incelemek i¢in kullanilan dort DNA  barkod isaretleyicisi
(Cizelge2.1°de) belirtilmektedir. Okaryotlarda genis ekolojik ve cevresel arastirmalarda
yaygin olarak LSU D2/D3 markorleri, kahverengi ve kirmizi alglerin belirlenmesinde

birincil belirteg olarak standart COI gen bolgesi, diatomlarda rbcL gen bolgesi, klorofilli
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yesil algler i¢in, bir plastid uzama faktorii olan Tu geni (tufA) kullanilmasi dnerilmektedir

[62].

2.5. DNA Barkodlamada Filogenetik ve Istatistik Tabanh Siniflandirma Yéntemleri

DNA barkodlamanin rutin veri analiz prosediirii temel olarak, sorgu verilerinin
(bilinmeyen taksonomik) durum ile eslestirilmesini ve tarif edilen tiire ait ayni grup
organizmalardan dnceden olusturulmus bir referans veri setiyle eslestirmesini icerir. Bu
baglamda, barkodlama yontemleri Austerlitz ve arkadaslarinin belirttigi gibi dort
kategoriye ayrilabilir [63].

(1 Sorgu dizisi ve referans diziler arasindaki eslesmeyi temel alan benzerlik
yontemleri (hizalama algoritmalart).

(i) Komsu birlestirme (NJ) veya maksimum olabilirlik (ML)/Bayesian
algoritmalar gibi klasik filogenetik yaklagimlar.

(i)  K2P mesafesine (k - NN) dayanan en yakin komsu ve temel biyolojik
modelleri olmayan siniflandirma algoritmalarina dayanan istatistiksel
yaklasimlar.

(iv)  Monte Carlo Markov Zincirlerine (MCMC) dayanan maksimum
olabilirlik/Bayes algoritmalar1 kullanan birlesik teoriye dayanan soy

yontemlersi.

Belirtilen yaklagimlar bircok durumda benzer sonuglar verebilmektedir. Ancak, genetik
cesitliligin yliksek oldugu durumlarda hata degerinin de yiiksek oldugu gozlemlenmistir.
Bu durumda, biiyiik 6rneklem biiytikliikleri almanin yaninda, mesafe yontemlerinin (NJ,
k-NN) daha iyi performans gosterdigi gozlemlenmistir [63]. Ayrica, NJ “komsu
birlestirme” agaclarinin kullanim yayginligina ragmen, tanimlama basarisini artiran
agacsiz tekniklerin kullanilmasinin da basariyr arttirabilecegini  gdsterilmistir. Bu
nedenle, DNA barkodlama analizinin kalitesi, numunenin yapilandirmasina en iyi
uyarlanmig metot veya metotlarin se¢ilmesinden etkilenebildigi belirtilmektedir [63].

BOLD sistemi, benzerlik yontemlerini uzaklik agaci yapisiyla birlestiren yaklagimlar
kullanmaktadir. Ornegin COI protein gen bélgesini Gizli Markov Modeli (HMM) profili
tizerinden global bir hizalama sistemi kullanarak ve referans kiitiiphanesinde dogrusal
arama yaptirarak sorgulamaktadir. ilk 100 sorgu segildikten sonra, en yakin referans
sekanslariin iliskisini degerlendirmek i¢cin K2P mesafelerine dayanan bir NJ agaci

olusturmaktadir. BOLD, kii¢iik veri kiimelerinin de giivenilir sekilde analiz edilmesini
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saglayan kapsamli bir veri tabani saglamaktadir. Bu nedenle, farkli istatistiksel
yontemleri birlestirerek, 6rneklerden saglanan en iyi bilgilere erisebilmekte ve yukarida
belirtilen metodolojik sorunlari 6nleyecek adimlar izlemeye ¢alismaktadir [63].

Omek tanimlama ve tiirlerin kesfedilme amaclarinin yani sira, DNA barkodlama
biyolojik c¢esitlilik degerlendirmesi i¢in gergekten giiclii bir ara¢ olarak
kullanilabilmektedir. Bu amacla, tek baglanti kiimeleme algoritmalari, DNA barkod
verileriyle Operasyonel Taksonomik Birimler (OTU) tanimada yaygin olarak
kullanilmistir [64-68]. Ratnasingham ve Hebert tarafindan [69] yapilan bir ¢alismada, bes
tek baglanti kiimeleme algoritmasi, tiir sinirlarinin geri kazanilmasindaki performanslari
ve etkinlikleri i¢in degerlendirilmistir. Hiz ve taksonomik performans gbz oniinde
tutularak, RESL, “BOLD Barkod Endeks Say1” sisteminin [69] etkili bir algoritmik
yaklagimi olarak kabul edilmistir. Kiimeler tiirlerle yiiksek diizeyde uyum gosterdiginden,
bu sistemin, taksonomik bilgi bulunmadiginda tiir tanimlarim1 ve grup cesitliligini
dogrulamak i¢in kullanilabilecegi onerilmistir.

Mesafeye dayali yontemler ile taksonomistler tarafindan kullanilan karakter tabanli teshis
teknikleri arasinda ki uyusmazliktan dolayr DNA barkodu konusunda elestiriler
bulunmaktadir. Her ne kadar tiirlerin sofistike istatistiksel tanimlanma yontemleri yakin
zamanda gelistirilmis olsa da [70-71], cesitli sinirlamalara bagli olarak DNA
barkodlamada sinirli kullanima sahiptirler. Ornegin su anda uygulanan Bayesian yéntemi
[72], bir kerede ikiden fazla tiiri tutamamaktadir, bu durum DNA barkodlama kullanimi
icin kritik bir sinirlama olarak goriilmektedir. Mesafeye dayali yontemlere alternatif bir
diger yaklasim tiirli, karakter tabanli yaklasimlardir. Karakter tabanli yontemler temel
olarak mevcut taksonomik duruma bagl olarak siniflandirma kurallarin1 tanimlar ve
ardindan bilinmeyen verileri siniflandirir [73-74]. Karakteristik Nitelikler Organizasyon
Sistemi (CAOS), bu prosediir i¢in gelistirilen bir algoritmadir, ancak biiylik veri
setlerinde BOLD veya GenBank dikkate alinarak test edilmemistir. Bertolazzi ve ark. iki
optimizasyon modeline dayanan bir mantik madenciligi yontemi kullanimi tizerinde

calismiglardir [75].

2.6. DNA Barkodlama Konusunda Calisan Organizasyonlar

Hebert'in COI gen bolgesini evrensel bir markdr olarak kullanma 6nerisinden yalnizca
bir yil sonra, tiirlerin tanimlanmasi ve arastirilmasi i¢in DNA barkodlama potansiyelini

arastirmaya ve gelistirmeye yonelik CBOL (Yasam Barkodu Konsorsiyumu) baslikli
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uluslararasi bir girisim baslatilmistir. Konsorsiyum iiyeleri arasinda miizeler, herbitatlar,
hayvanat bahgeleri, biyolojik c¢esitlilik arastirma enstitiileri, iiniversiteler, koruma
kuruluslari, devlet kurumlart ve 6zel sirketleri yer almaktadir [24]. iBOL (Uluslararasi
Yasam Barkodu Projesi), ise organizmalart hizli ve ucuz bir sekilde tanimlamak igin
sekans kiitiiphanelerini ve teknoloji arastirmalarini birlestirme konusunda calismaktadir.
CBOL Veri Taban1 Calisma Grubu, GenBank ve Uluslararasi Niikleotit Sira Veri Tabani
Isbirligi (INSDC) iiyeleri ile birlikte, veri standardini karsilayan BARCODE’u
kurmuslardir [4]. GenBank ham dizi verilerini nadiren arsivledigi i¢in bu veriler
molekiiler uygulamalar i¢in sinirli fayda saglamakta ve dizi verilerinin herhangi bir kritik
degerlendirmesi tam olarak yapilamamaktadir. BOLD bu zorlugun tistesinden gelmek ve
bilinmeyen Orneklerin tanimlanmasi ve giivenilir bir temel saglamak i¢in gelistirilmistir
[69]. BOLD analitik araglarin da biitiinlestirildigi, DNA barkodlama amaciyla kullanim
icin gelistirilmis bir veri tabanmidir. Gerekli tiim bilgiler, numune, toplama ve kimlik
bilgileri ile izleme dosyalar1 ve numune goriintiileri de yer alacak sekilde, deneysel veriler
de dahil olmak iizere bu veri tabaninda saklanmaktadir. BOLD sisteminde genetik mesafe
tahminleri tiretmek ve barkod sekanslarindan komsu birlestirme fenogramlari olusturmak
icin ¢esitli segenekler mevcuttur. Halen 250.000 tiir i¢in yaklasik 5 milyon numune
barkodu bu veri tabaninda bulunmaktadir.

FISH-BOL (Balik Yasam Bi¢imi Girigimi), BOLD yapis1 igerisinde bir portal gorevi
goriir ve tiim balik tiirleri i¢in Orneklerden tiiretilen standart bir referans dizisi
kiitliphanesinin olusturulmasinda yetkili taksonomik tanimlamalart koordine etme
yoniinde ¢aligmaktadir. Analiz edilen drnekler icin DNA barkodlari, goriintiileri ve jeo-
uzamsal koordinatlar1 iceren elektronik bir veri tabani seklinde degerli bir kamu kaynagi
yaratmaktadir. Bu tiir bilgiler baglangigta BOLD aracilig1 ile organize ve analiz edilirler.
Bu bilgi daha sonra FISH-BOL web sitesine Entegre Taksonomik Bilgi Sistemi (ITIS,
bkz. Http: // www.itis.gov) araciligi ile iletilir. Bu baglamda, FISH-BOL mevcut genomik
ve balik¢ilik veri tabanlarmi tamamlar ve gelistirir [18]. FISH-BOL ayrica, balik
tirlerinin dogal tarihi ve ekolojik etkilesimleri hakkinda bilgiyi artirmak icin gii¢lii bir
aractir [18].

International Barcode of Life (IBOL), Europian Concorcium for the Barcode of Life
(ECBOL), Database National Center for Biotecnology Information (NCBI), International
Nucleotide Sequence Database Collaboration (INSDC), Europian Molecular Biology
Labratory (EMBL), DNA Data Bank of Japan (DDBJ) bu alanlarda ¢alisma gosteren

bliylik organizasyonlardir.
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Belirtilen konsorsiyumlar kendi altinda farkli organizasyonel yapilar bulundurarak
arastirmalarini stirdiirmekte ve bir¢ok farkli canli grubu i¢in arastirma yapmaktadir.
Deniz Yagsami Barkodu (MarBOL), Memeli Yasam Barkodu, Lepidoptera Yasam
Barkodu, Tiim Kuslar Barkodlama Girigimi (ABBI) ve Formicidae Barkodu gibi farkli
DNA barkodlama tanimlama organizasyonlar1 biiyiik organizasyonlarin altinda ¢alisan
organizasyonlar olarak yer almaktadirlar. ABBI (All Birds Barcode Initiative) kus
tiirleriyle ilgili, FISH-BOL (Fish Barcode of Life) balik c¢esitliligi ile ilgili caligmakta,
EPA (Environmental Protecting Agency) ¢evreyi koruma amagli ekosistem ¢esitliligi vb.
alanlarda ¢alismaktadir. SIGEO (Smithsonian Tropical Research Institute), BIOCODE,
ACG ( Area de Conservacion de Guanacaste), Lepidepteron Project, CMarZ (Marine
Habitat), BioCode, Morea, OBIS vb. diger farkli organizasyonlarda bu alanda ¢aligmalar
yiriitmektedir [18]. Var olan laboratuvarlara baktigimizda ise en 6nemli laboratuvar
olarak CCBD (Canadian Center for DNA Barcoding) goriilmektedir.
Mikroorganizmalar iizerine aragtirmalar yapan ve hizmet sunan bazi veritabanlar
bulunmaktadir. S. cerevisiae igin ise Sachharomyces Genome Database (SGD) veri tabani
genom sekanslarina ulasilabilecek bir bagka veri bankasidir.

DNA barkodlama calismalarinin en 6nemli kisimlarindan biri olan ve kullanicilarin
kaynaklara erisimine ve ¢alismalarini sisteme eklemelerine olanak saglayan bu konuda
oldukga ileri diizeyde ¢aligmalar yapan, bir¢ok uluslararasi kurum, kurulus, veri tabani ve
veri kiitiiphaneleri bulunmaktadir. Ulkemizde heniiz DNA barkod veri tabani igeren

herhangi bir kurulug ya da organizasyon bulunmamaktadir.

2.7. DNA Barkodlamanin Avantajlari ve Uygulamalari

Organizmalarin morfolojik karakterlere dayanarak tanimlanmasi ¢cogu zaman deneyimli
taksonomistleri gerektiren zorlu bir siire¢ olarak kabul edilmektedir. Morfoloji temelli
taksonomik prosediirler genellikle zaman alicidir ve tiir seviyesine her zaman ¢6ziim
saglamamaktadir [76-79]. Dahasi, deneyimli bir taksonomicinin bakis agisi altinda bile,
taksonun fenotipik degisebilirligi yanlig tanimlara yol agabilmektedir [80] [81].

Son yirmi yilda, tiirlerin ayirt edilmesi i¢in DNA barkodlama ile molekiiler kisa
standardize DNA pargalarmin kullanimi énem kazanmistir [15,31]. Bu alanda c¢alisma
yapan kisiler tarafindan DNA barkodunun geleneksel taksonomik araglara
entegrasyonunun biyogesitliligi tek basina geleneksel yontemlerden daha hizli ve daha

giivenilir bir sekilde agiklayabilecegi savunulmaktadir. Ayrica, taksonomik tanimlama
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kriterlerini kullanmanin zaman alict oldugu ve giderek daha fazla arastirmacinin
taksonomik uzmanliktan uzaklastigi vurgulanmaktadir [80] [81].

Organizmalarin tiir diizeyinde tanimlanmasi, ekonomik ve sosyal éneme sahip bir¢ok
uygulamada ¢ok oOnemli yer edinmektedir. Bu gibi durumlarda, hizli tanimlama
yapilabilmesi arzu edilen bir durumdur. DNA barkodlama uygulanmasi, biyolojik
cesitliligi degerlendirme g¢alismalarinda [82], habitatlar1 gézlemlemede [83-84], patojen
yayiliminin ve iliskili vektorlerin incelenmesinde [85], adli tipta [86], nesli tilkenmekte
olan tiirlerin ve bunlarin iriinlerinin yasa dis1 ticaretinin arastirilmasinda [87-88],
ekolojik besleme ¢alismalarinda [40], sifali ve zehirli bitkilerin tespitinde [89] ve
konservasyon girisimlerinde [90] kullanim alani bulmustur. Kriptik tiirler veya fenotipik
plastisite nedeniyle tanimlamasi zor olan taksonlarin ¢alisilmasinda yararli olmustur [91].
DNA barkodlamanin tiirleri, taksonlar1 ayirt etme ve kriptik tiirleri ortaya ¢ikarma
yetenegi oldugu bir¢cok aragtirmada ortaya konmustur. Ayrica DNA barkodu teknigi,
sadece morfolojik karakterler kullanarak tanimlanmasi imkansiz olan, bir tiiriin farkl
gelisimsel yagam asamalarini tanimaya yardimci olmustur.

Bu yaklasim giiniimiizde yaygin bir sekilde hiphomycetesler [26], kelebekler [92], ve
kuslar [31], gibi ¢ok hiicreli organizmalar i¢in kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda
baz1 bocek tiirlerinin, tanimlanamayan larva asamalarinda veya 6n gelisim asamalarinda
tespit edilebilecegi gosterilmistir. Coleoptera dytiscidae [93], cicuria (Araneae
dictynidae) [94], trematodlar (Digenea) [95], ve tenya (Cestoda) tiirlerini ayirt etmek igin
DNA dizi verilerinin basarili bir sekilde kullanildig: belirtilmektedir [96].

Bir organizmanin yumurtadan tanimlanmasi, 6zellikle deniz taksonlari i¢in dagilim
alanlarmi veya cografi dagilimlarini anlamak ig¢in kritik dneme sahiptir [4]. Deniz
canhlarindaki cografik dagilim kiiresel 1sinmanin neden oldugu c¢evresel degisim
baglaminda kritik 6neme sahiptir. Onceki ¢alismalar balik yumurtasmin % 60'indan
fazlasmin fenotipik olarak yanls tanimlandigini ve dzellikle Irlanda balik stoklari i¢in bu
hatanin diger baliklar i¢in stok degerlendirmelerinde dnemli problemlere neden oldugunu
gostermistir [97].

Bu noktada DNA barkodlama, morfolojik taksonominin dogasinda olan sorunlarin
¢oziimlenmesine yonelik bir girisim olarak kabul gérmektedir. Taksonomistlerin
sayisinin azalmasi ve adlandirilmis tiirlerin sayisinin artmasiyla birlikte molekiiler
araglar, modern taksonomik analizin yerini almada dnemli bir arag olarak kabul gérmeye
baslamistir. Molekiiler taksonomik yontemlerle tiirlerin belirlenmesi icin sadece az

miktarda dokuya (en iyi durumlarda bir tek hiicre) ihtiya¢ duyulur, analizler numuneyi
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onceden bilmeden yapilabilmekte ve hiicre gelisiminin tiim asamalarinda
uygulanabilmektedir [15,98-99].

Diinyanin dort bir yanindaki biiyiikk dogal tarih miizeleri ve herbritatlar, cok miktarda
ornek barindirmaktadir. DNA barkod yaklasimi, miize ve herbaryum Orneklerine
uygulanmasi ile bu yeni bilimin dogrulanabilir taksonomik numuneler tizerinde yiizlerce
yillik tiir kolleksiyonu arsivlerinden faydalanmasi saglanabilir. Bu durum ayrica, asil
gorevi saklanan 6rnekleri tanimlamak olan deneyimli taksonomistlerin DNA barkodlama
yonteminin gelistirilmesine isbirligi saglamasina olanak sunmaktadir. Bu tiir yerlerin en
onemli avantaji, DNA barkodlarinin, ilk 6nce deneyimli taksonomistler taratindan
geleneksel morfoloji ile tanimlanan ger¢cek numunelerle bu tiir calismalar
destekleyebilmesidir [100].

Yanlis tanimlamalar geleneksel taksonomi i¢in de bir problemdir, ¢iinkii temel bazi
karmasikliklar organizmalarin farkli yasam evreleri géz dntlinde bulunduruldugunda veya
bozulmamis organizmalarin yoklugunda da ortaya ¢ikmaktadir. Barkodlamanin tiir ve
cesitliligi organizmaya ait parcalardan, yumurta veya larvadan tanimlayabilmesi, cesitli
calisma alanlar1 i¢in 6nemli etkilere sahiptir.

Bunlarla birlikte, bu molekiiler yaklagimlarin da sinirlamalar1 vardir. Bir barkod yerinin
secimi, genis bir takson araliinda evrensel uygulama ihtiyaci ile dizi siibstitlisyon
doygunlugu arasinda ortaya ¢ikan denge nedeniyle karmasiklasir [54]. Bazi durumlarda,
kloroplast veya mitokondriyal diziler yeterli kalmamaktadir. Ornegin mtDNA
genomundaki [46], heteroplazmi ve mitokondriyal kdkenli niikleer psédogenler (NUMT:
cekirdekte DNA’sinda yer alan mtDNA'min islevsel olmayan kopyalari) de yanlis
tanimlara yol agabilmektedir [101].

Barkodlama teknolojisi taksonomik tanimlama is akisi icin 6nemli bir yardim gorevi
goérmesine ragmen, kapsamli taksonomik analizlerin ve molekiiler filogenetiklerin yerini
alamayacag1 vurgulanmaktadir. Bu teknigin birincil rolii filogenetik agaglar olusturmak
degil, dogrulanmamis referans materyallerin  kullanimiyla tanimlanamayan
organizmalarin hizlh ve dogru bir sekilde tanimlanmasini saglamak oldugu

vurgulanmaktadir [102].

2.8. DNA Barkodlama ve Koruma

Filogenetik cesitlilik, tiirler arasindaki taksonomik ayrismanin Olglilmesi, ilgilenilen

alanlarda biyolojik ¢esitlilik modellerininin 6ngorebilmesinde kullanilabilmektedir. Bu
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yonteme gore, koruma alanlarinin, filogenetik cesitliliklerine goére, alandaki tiirlerin
sayisina gore tasarlanmasi veya Onceliklendirilmesi gerekmektedir. DNA barkodu
kullanarak nispeten hizlt ve ucuz biyogesitlilik degerlendirmesi
gerceklestirilebilmektedir. Morfolojiye dayali degerlendirmeler daha fazla zaman
alicidir, daha pahalidir ve onlarca yil siiren egitim gerektiren yetenekli emek gerektirir.
Biyolojik ¢esitliligin korunmasinda DNA barkodlarinin potansiyel kullanimlarindan biri
kritik koruma noktalar1 olusturmak i¢in metagenomik calismalardan da yararlanarak

biyolojik ¢esitliligin hizli degerlendirilmesidir [41].

DNA barkodu kullanmanin en 6nemli uygulanan alanlarindan biri, uluslararasi (yasadis1)
ticarete katilan nadir tiirlerin korunmasidir. Ornegin morfolojik karakterlerin (baliklarda
yiizgecler, kafalar) cinsler arasinda ve cins i¢inde ayirt etmede kullanimi1 zor oldugundan,
ticari olarak avlanan kdpekbalig: tiirlerini tanimlamak i¢in COI gibi mtDNA dizilerini
kullanmislardir [50].

Maun gibi 6nemli ahsap tiirlerinin ticareti (meliaceae familyasi igerisinde tehdit altinda
sayilan tiir), DNA barkodu kullanilarak izlenmektedir. Tek basina ITS ile yapilan DNA
barkodu, kriptik tiirleri ortaya c¢ikarmistir ve Uluslararast Nesli Tiikenmekte Olan
Tiirlerin Ticaretine iliskin Sozlesme’de (CITES) tiirlerin belirlenmesinde faydali oldugu
belirtilmistir [87].

DNA barkodu, balik¢ilikta istismar edilen balik stoklarinin periyodik olarak izlenmesinde
ilk adim olarak Onerilmektedir [24]. Baliklar igin egzotik tiirlerin ¢evresel 6rneklerde
izlenmesini, istila potansiyelinin degerlendirmesini, giris kaynaklarinin lokalize
edilmesini, tekli ve ¢oklu girisimlerin ayirt edilmesini ve karmasik 6rneklerdeki ¢oklu
tirlerin taninmasini saglanabilecegi savunulmaktadir [21]. Av kalintilarinin mide
iceriginden belirlenmesi, DNA barkodlama icin degerli bir uygulamadir. Bu bilgi
balikcilik yonetimi ve konservasyon c¢alismalarina katkida bulunabilecek tropik zincir

iligkilerini anlamak i¢in oldukca faydali olabilmektedir.

2.9. DNA Barkodlama Biyogiivenlik ve Halk Saghg

Yaygin vektorlerin yol actigi parazit enfeksiyonlarindan kaynaklanan hastaliklar ve
oliimler insan saglig1 agisindan biiyiik nem tagsimaktadir [103]. Parazitlerin taksonomik
olarak tanimlanmasi zordur, ¢iinkii yasam dongiileri boyunca (larva ve/veya pupa) farkl
gelisim asamalarindan gegmektedirler, birden fazla konake1 igerebilmektedirler ve bazen

konak¢1 dokularin derinliklerinde yasayabilmektedirler [103]. Bir konakg1, taksonomik

22



olarak farkl tiirlerden olusan parazit topluluklarini tasiyabilir. Taksonomik belirleme,
konakg¢1 ve parazit arasindaki etkilesimlerin anlasilmasi i¢in ¢ok Snemlidir; insanlari,
evcil ve vahsi hayvanlar etkileyen parazitler hastaliklarin anlasilmasinda 6nemlidir[104].
Virulans ve bulagsma gibi parametreleri belirlemek icin, parazit ve konak arasindaki
ekolojik-evrimsel iliskiyi anlamak ¢ok Onemlidir. Parazitin dogru taksonomik olarak
tanimlanmas1 ayrica ana rezervuarlarinin daha fazla taninmasmi ve farkli hastaliklara

neden olan morfolojik olarak benzer tiirler arasinda farklilasmay1 anlamamizi saglar

[104].

Leishmaniasis deri, mukoz membranlar ve i¢ organlari etkileyen bir hastaliktir ve kum
sinekleri tarafindan tasinmaktadir. Arastirmacilar, Lutzomyia sinek cinsinin 20 tiirtiniin
analizinde, farkli filogenetik kollara ait iki tiirlin Leishmaniasis'i yliksek konsantrasyonda
ilettigini, insanlarda ve diger memelilerde hastalik icin vektor olarak goérev yaptigini
kesfetmislerdir. Bilim adamlari, iklim degisikliginin konakg1 tiir ve hastaligin cografi
dagilimini degistirebilecegini belirtmektedirler [85].

Tropikal bolgelerde, sivrisinekler 6nemli patojen vektorleri temsil ederler. Yaklasik
olarak 41 farkli taksonomik grupta 3.500 tiir yer almaktadir. Sivrisinekler viriislerin,
nematodlarin ve protozoalarin iletiminde vektorler olarak davrandiklari i¢in tibbi olarak
onemlidirler. Baz1 sivrisinek tiirleri sitma, dang hummasi, chikungunya atesi, Japon
ensefaliti, sar1 humma ve diger hastaliklarin yayilmasinda rol oynayarak milyonlarca
insanin sagligini dogrudan etkilemektedir [49]. Afrika'da, 80 iilkede 120 milyondan fazla
insan1 enfekte eden lenfatik filaryazi yayan sivrisinekleri tanimlamak i¢cin DNA
barkodlama kullanilmaktadir [105].

Giliniimlizde yaygin olarak tiirlerin DNA barkodlar1 ile tanimlanmasinin giivenlik
acisindan bir diger 6nemli kullanimi, bitkisel karigimlarin veya preparasyonlarin ifsa
edilmesi hususudur. Dogal kaynaklardan gelen aktif maddeler, bat1 tibbinin temelidir ve
bir¢ok farmasoétik ilacin Onciisii olarak bilinirler. Son yillarda, dogal sifa i¢in sifal1 bitkiler
kullanan tedaviler, bati1 diinyasinda popiilerlik kazanmistir. Ciinkii bu tiir tedavilerin
etkinligi dogru tiirlerin kullanimina bagli olarak artmaktadir [106-107]. Bu tiirlerin
bazilarmin insanlar icin toksik oldugu bilinmektedir ve oldukga tehlikeli olarak kabul
edilmektedir. Yanlig tanimlama, potansiyel olarak hayati tehlike arz eden zehirlenmelere
neden olabilecek, karisimlarin, istenmeyen aktif bilesiklerin piyasada yer almasina yol
acabilir [89]. DNA barkodlarinin kullanigliligina, Actaea racemosa tiirliniin bitkisel

preparatlarin incelenmesi 6rnek gosterilebilir. ABD’de menopoz sonrasi pek ¢ok kadin
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hasta, bu tiirden bitkisel preparatlari hormon tedarigi tedavisinin yerine koyar; bu bitki
tiirleri bitki menopoz semptomlarini hafifletmek icin Ostrojen reseptorlerine baglanan
aktif bilesenler igerir. Piyasada satilan 36'dan fazla besin takviyesinin A. racemosa 6zii
igermesi gerekirken [108], dokuz tanesinin (% 25), birgogunun farkl {i¢ Actaea tiiriiniin
Oziini icerdigini belirlemistir.

Bir diger 6nemli aragtirma alan1 ekolojik nislerdeki tiir dagilimlar1 ve hareketlilikleridir.
Bu nisler arasinda istilac1 yabanci tiirler ekosistem istikrar1 ve insan ge¢im kaynagi i¢in
bir tehdit olusturabilmektedirler. Turizm ve ticaretin yayilmasi, arazi kullanimindaki
degisiklikler ve iklim degisiklikleri ile birlikte, diinyadaki egzotik tiirlerin hareket riski
artmaktadir. Yeni ortamlara getirilen tiirlerin % 1'inin invaziv olacagi ve ciddi ekonomik
etkilerinin olacagi tahmin edilmektedir [109]. Omurgasiz zararlilarin tespiti parazitlerin
tanimlanmasi ile benzer problemler tasimaktadir; zararli boceklerin yumurta ve larva
sathalarinda teshis edilmesi neredeyse taksonomik yontemlerle imkansiz oldugu igin,
bazi lilkeler DNA barkodlama teshis araci olarak benimsemistir. Amerika Birlesik
Devletleri Tarim Bakanligi (USDA) ve Kaliforniya Gida ve Tarim Bakanligi (CDFA),
Kaliforniya’daki belirli bir hasere tlriinii izlemek i¢in DNA barkodlamayi
kullanmaktadir. Ornegin acik kahverengi elma giivesi, Avustralya’dan gelen istilact bir
tiirdiir [110].

Gida gilivenligi konusunda, DNA barkodlama islenmis gida iirlinleri {izerinde
kullanilabileceginden, barkodlama tekniklerinin yararli bir sekilde uygulanabilecegi
diger bir konudur. Ticari zincir boyunca {iriinlerin takip edilmesi, tiikketicinin glivenligi ve

sagligi i¢in kritiktir 6neme sahiptir [4].

2.10. DNA Barkodunun Eksiklikleri ve Sinirlamalari

Bazi arastirmacilar tarafindan DNA barkod analizlerinin deneysel ve metodolojik tasarim
acisindan eksiklikleri ve kisitlamalar1 bulundugu belirtilmektedir. Metodolojik yontem
hakkindaki temel elestiri noktasi, morfolojiye dayanan klasik taksonomik yontemlerle
uyusmayan mesafeye dayali yontemlerin uygulandigi yoniindedir. Tek bir lokus DNA
sekansindan bir filogeni ¢ikarmanin ayrim yapmada yeterli olamayacagi yaygin olarak
One siiriilen bir durumdur. Bu arastirmacilar tarafindan biitiin bu durumlar géz 6niinde
tutularak DNA barkodlama yaklasiminin numunelerin ilk incelemesi i¢in hizli ve kolay
bir yontem olarak kullanilmasini tavsiye etmektedirler. Metodolojik acidan bakildiginda

bazi taksonlardaki COI gen bdlgesi ayrisma oranlari, 6rnegin mercan resiflerinde [111]
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ve Cnidaria'da [112] yasayan Anthozoa (yani mercanlar ve deniz anemonlar1) ve Porifera
(stingerler) tiim filogeniyi ¢6zmek i¢in yeterli olamadigr belirtilmektedir [112].
Mitokondri, maternal olarak kalitsal bir organel oldugu i¢in, nadir goriilen hibridizasyon
ve introgresyon durumlarinda, oOrneklerin yanlis tiir olarak teshis edilebildigi
vurgulanmaktadir. Bu durumda tiir diizeyinde teshis mimkiin olamamaktadir ve
hibridler, DNA barkodlama ile ayn1 soydan gelen tiirlerden ayirt edilememektedir.
Polimorfik bdlgelerin ¢ogunlukla atasal soylardan geldigi ve bu bdlgelerin se¢im
isaretcisi icinde ayirt edilmesi i¢in uzun zamanin gerekli oldugu belirtilmektedir. Yakin
zamanda ayrigim gosteren tiirler izerinde calisirken de benzer bir problem ortaya ¢iktigi
belirtilmektedir [63]. Bu gibi durumlarda taksonomik yaklasima dayanan kesin bir teshis
hayati 6neme sahip olmaktadir. Ornegin ton balig tiirlerinde bildirilen mitokondriyal
introgresyon vakalar1 bulunmaktadir, bu nedenle diger lokuslardan (niikleer veya
ribozomal) belirteglerin bu cinslerin ayrimi i¢in kullanilmasi onerilmektedir [113].
Ayrica niikleer mitokondriyal psddogenlerin (NUMTS), niikleer psddogenler i¢in ikame
oranlarinin daha diisiik olmas1 beklendiginden yanlis tanimlamalar1 tetikleyebilecegi 6ne
stirilmistiir [114-115]. Bunun yaninda NUMT lerin ¢ogu 200 bp’den daha kisadir ve
barkodlama primerleri tarafindan biyiitilme olasiligi diasiiktir [116]. Somatik
mutasyondan veya c¢apraz tiirlerin transferinden kaynaklanan heteroplasmi de sorunlara
neden olabilmektedir, ¢ilinkii bu durumlarda ayrisma orami filogeni tarafindan
¢ikarilandan diisiik olmaktadir [117] [118].

COI gen bolgesi segici olarak ndtr bir isaretleyici bolgesi olarak kabul edilmektedir,
ancak COI bolgesi ¢esitliliginin ayn1 zamanda Ornek se¢imi ile de iliskili oldugu
belirtilmistir [119]. Ornegin, Foltz ve dig. [120] iireme ile ilgili farkliliklarin COI dizi
cesitliligini etkileyebilecegini gostermislerdir. Tiirlerdeki ayrisma oranlari, son segici
taramadan bu yana gecen siireyi yansitmaktadir, secici taramalarin mtDNA igin
belirleyici oldugu belirtilmistir [121]. Ote yandan, segici siipiiriiciiler spesifik olmayan
cesitliligi arttirmakta ve barkotlama boslugunu daha belirgin hale getirmektedirler, bu da
dogru filogeniyi geri kazanma sansini arttirmaktadir [122]. Barkodlama araligi, tiir i¢i ve
tiirler aras1 varyasyonel farkin bir ol¢iisiidiir ve ayirt edici tiirlerin se¢iminde markoriin
giiclinli gostermektedir. Bununla birlikte, belirli bir esik deger uygulanirsa, mevcut
dizilerden bu degerden daha farkli olan numunenin yeni bir taksonu temsil ettigi
varsayllmaktadir. Bu yontem, hem yanlis pozitiflere (spesifik olmayan degiskenligi olan
tirlerin varligina bagl olarak yanlis tanimlama) hem de yanlis negatiflere (spesifik

olmayan degiskenligi yiiksek tiirlerin varligina bagh olarak yanlig tanimlama) agiktir.
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Popiilasyonun biiyiikliigii ve mutasyon orani dahil olmak {iizere g¢esitli faktorlerin
bilesiminin etkili olmasindan, bu tiir bir esigin tiim hayvanlar i¢in gecerli oldugunun
varsayilip sayllmamasi tartigma konusudur. Bu nedenle, tiirlerin kesfi icin DNA barkodu
oldukga tartigilabilir bir konu oldugu vurgulanmaktadir [123-124]. Geng tiirler veya bazi
taksonlar belirgin bir barkod boslugu bulundurmayabilirler [23,125-126]. Beklendigi
gibi, bu alandaki boslugun gesitli calismalarda agik oldugu gosterilmektedir [30,43,127].
COI'nin gen bdlgesinin ayrim konusunda diger gen boélgeleri ile uyumsuzlugu da
bildirilmis bir durumdur. Ornegin, neogastropodlarin biitiin mitokondriyal genomlarina
dayanan bir calismada COI'nin en diisiik filogenetik performans gosterdigini ortaya
konmustur [128]. Boyle bir durumda, COI gen bdlgesini baska bir markor ile
birlestirmenin daha saglikli sonuglar elde edecegi vurgulanmaktadir. Ornegin siingerler
simifinda yer alan demospongia'da yiiksek derecede desteklenmis baglantilar veren 28S
rRNA ve COI kullanilarak elde edilen sonuglarin iyilestirilebilecegi gosterilmistir [129].
Ote yandan izopod familyas1 ve derin deniz cinsi Pseudomma ile ilgili olarak 18S ve 28S
rRNA dahil diger gen bolgeleriyle COI uyumlu vakalar da bildirilmistir [130-131].

DNA barkodlama konusunda bir diger eksiklik noktasi olarak deneysel tasarimin
eksiklikleri oldugu varsayilmaktadir. Cogunlukla uzman taksonomistler tarafindan
tanimlanan ve miizelerde saklanan arsivlenmis 6rnekler, DNA barkod kiitiiphaneleri i¢in
miikemmel bir kaynaktir. Bu numunelerin ¢ogu formaldehit i¢erisinde korunmaktadir,
ancak DNA'y1 formaldehit korumali dokulardan geri kazanmak zordur, ¢linkii bu islem
ekstra prosediirler gerektirmektedir. Bununla birlikte, biiylik barkodlama projelerinde
baliklar i¢in [132-133] ve zooplankton tiirleri i¢in elde edilen barkod yapilari, formaldehit
icerisinde korunan dokulardan elde edilmistir. Veri tabanlarina ytliklenen 6rnekler, belirli
tiirler aras1 varyasyonlar1 etkilemektedir ve belirli bir tiir icin toplanan 6rnek sayisi
arttikca, tiirler aras1 degisim sinirlarinin belirsizlesebilecegi belirtilmektedir. Bu nedenle,
iyl Oorneklenmis cins, daha az kapsamli calisilan cinslere oranla daha diisiik sapma
oranlarina sahiptir. Daha fazla cins 6rneklendiginde bu farkin daha az belirginlesecegi

diistiniilmektedir [18].

2.11. S. cerevisiae

S. cerevisiae, tomurcuklanarak ve askospor olusturarak tireyen, funguslar alemi igerisinde
yer alan bir maya tiiridiir. Eski g¢aglardan beri birgok {iirin (bira, ekmek ve

sarap) yapiminda kullanilmaktadir. Tarihte ilk olarak iiziim kaynaklarindan izole edildigi
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tahmin edilmektedir. Giiniimiizde ise birgok geleneksel iirlinden izolasyonu
yapilabilmektedir. Bu maya cinsinin sus ve tiirleri, olgun meyvelerin yiizeylerinde,
sindirim kanallarinda, boceklerin ve sicakkanli hayvanlarin viicut yiizeylerinde, toprak ve
su kaynaklarinda bulunabilmektedir [134]. Meyen tarafinda 1838 yilinda bu cins ortaya
atilmis ve 1870 yilinda Rees tarafindan tanimlamasi yapilmistir. Bu mikroorganizma
iizerindeki yapilan 6zellikle molekiiler biyolojik ¢alismalar siiflandirilmasinda énemli
degisikliklere gidilmesini gerektirmistir. Tiim Okaryotik biyoloji i¢in 6nemli bir model
organizma olarak kabul edilen S. cerevisiae farkli g¢alisma alanlarinda kullanilan
laboratuvar tiirleri de bulunmaktadir [135].

S. cerevisiae molekiiler biyoloji alaninda model prokaryot bir organizma olan
Escherichia coli’ye benzer sekilde, lizerinde en ¢ok ¢alisilmis model 6karyotik tek hiicreli
bir organizmadir. Optimum laboratuvar kosullarinda, YPD besiyeri ortamlarinda haploid
suslar1, yaklagik 90 dakikada, sentetik ortamlarda ise yaklasik 140 dakikada hiicre sayisi
ikiye katlamaktadir [136]. S. cerevisiae mayalari, en iyi 28-30 ° C sicakliklarda, yeterli
bir besleyici kaynagin bulundugu, aerobik kosullar altinda, nétr veya hafif asitli bir pH
ortaminda kiiltiirlenirler [137]. S. cerevisiae kiiltiirleri genellikle YPD (yeast extract
peptone dextrose) ortaminda, azami hiicre yogunluga 2 x 108 hiicre/ml'ye ulasir.
Koloniler taze katt1 YPD ortamina yerlestirildikten 2-3 giin sonra geliserek c¢iplak gozle
goriilebilmektedir. Bu koloniler diiz, piiriizsiiz, nemli, parlak, krem veya mat renktedirler.
1970 yilinda bu cinsin 41 adet heterojen tiir icerdigi belirtilmekteydi, 1984 yilinda 7 tiir
daha eklenmistir. 1985 yilinda genetik analizler ile var olan tiirler 4 iligkili tiir grubuna
ayrilmistir fakat fizyolojik testlerde daha fazla gruba ayrilmistir. 1990 yilinda birgok alt
grubu igeren 7 tiir ongoriilmiistiir [137]. S. cerevisiae tiirliniin taksonomik siiflandirimasi

asagida (Cizelge 2.2. ) verilmistir.

Cizelge 2.2. S. cerevisiae taksonomik siniflandirilmasi [137]

Alem; Fungi Takim:  Saccharomycetales
Sube: Ascomycota Aile: Saccharomycetaceae
Alt Sube: Saccharomycotina Cins: Saccharomyces
Sinf: Saccharomycetes Tiir: S.cerevisiae
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2.11.1. S. cerevisiae Hiicre Yapisi ve Metabolizmasi

S. cerevisiae hiicreleri prokaryot hiicrelerle karsilastirildiginda, hiicreleri bir hiicre duvari
ile ¢evrilidir. Kalin hiicre duvar1 maya hiicresine seklini veren ve ona ¢evresel mekanik
ve termik kosullara karsi koruma saglayan esas olarak manoproteinler ve glukanlardan
olusan tabakadir. Ayrica, bu duvar hiicrenin turgor basinci ile ozmotik patlamasini
Oonlemektedir ve hiicre zarina zarar verebilecek biiyiilk molekiiller i¢in elek gorevi
gormektedir [138]. Hiicre duvari zorlu ¢evresel kosullara ragmen maya hiicresine hayatta
kalma sans1 vermekte, ayn1 zamanda hiicrenin iireme, tanima ve besin alimi i¢in ¢evre ile
iletisim kurmasina izin vermektedir. Hiicre duvari, periplazmik boslukta hiicre zarina
glukan ve kitin zincirleri ile baghdir. Ayrica maya metabolizmasinin diizenlenmesinden
sorumlu ¢esitli enzimler icermektedir [138].

S. cerevisiae membranlarinin lipit ¢ift tabakasi, yiiksek okaryotik hiicrelerin zarlarina
benzer sekilde polar lipitlerden ve proteinlerden olusur [139]. Bu nedenle, bu proteinler
ya zarin bir kismina gémiilii olarak ve bir taraftan ¢ikint1 yaparak veya lokal olarak zarin
icine gdmiilmiis olarak bulunurlar. Bu proteinlerin fonksiyonlar1 amino asit ve seker
tastyicilardan ATPaz enzimlerinde gorev almaya kadar degisiklik gosterir. Ancak, ayni
zamanda hiicre iskeletinin bir pargasi olarakta gorev yaparlar [140]. Ayn1 sekilde, plazma
zar1 hidrofilik molekdiller i¢in nispeten gecirimsiz bir bariyer olusturur. Maya hiicreleri
metabolik gereksinimlerini karsilamak icin, 6zel proteinler ile membran boyunca amino
asitlerin, sekerlerin veya iyonlarin segici olarak alimina ve salgilanmasina aracilik
ederler. Steroller olarak kolesterolii daha yiiksek bulunduran dkaryotlarin aksine, maya
plazma zar1 esas olarak ergosterol igerirmektedir [139]. Anaerobik kosullar altinda hiicre
zarlarinin lipit bilesimi, aerobik kosullar altinda biiyiitiilen hiicrelere kiyasla farklilik
gostermektedir. Anaerobik kosullarda gelistirilen hiicrelerde, plazma zar1 daha fazla
doymus yag asidi, daha az toplam sterol, ergosterol ve skualen igerir. Bahsedilen bu
farkliliklar, hiicrenin bu bilesikleri oksijen olmadan sentezleyememesiyle
aciklanmaktadir. S. cerevisiae hiicrelerinde yeni kosullara 6zgii adaptasyon, temel olarak
transkripsiyon diizeyinde gerc¢eklesebilmektedir [140].

Prokaryotlara ve bitki hiicrelerine benzemelerine karsin, maya hiicreleri bir veya daha
fazla vakuol igerirler. Bunlarin 6nemi, maya metabolizmasinda protein sentezi igin
gereken cesitli enzimlerin ve amino asitlerin depolanmasinda gorev almalarindandir.
Benzer sekilde, hiicre metabolizmasinin bozunma {irtinleri burada vakuollerde depolanir

[141]. Mayalar kemoorganotrof canlilardir, bu nedenle enerji kaynagi olarak organik
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bilesikler kullanirlar ve biiylimeleri icin giines 15181 gereksinim duymazlar.
Saccharomyces cinsinin mayalar1 karbon ve enerji kaynagi olarak ¢ok ¢esitli sekerler
kullanabilir. Seker kullanimlar1 hem genetik yetenek hem de diizenleyici mekanizmalarla
yonetilir. Mayalarda tercihen glikoz ve fruktoz gibi heksozlar kullanilir [142]. Glikoz,
glikolitik yoldan ve Krebs dongiistinden ATP seklinde enerjiye doniistiiriilen ana karbon
ve enerji kaynagidir [143]. Bir disakkarit olan siikroz ise hiicre dis1 enzim olan invertaz
tarafindan glikoza ve fruktoza hidrolizden sonra hiicreye alinip metabolize edilir. Maltoz,
maltoz gegirgenligi ile hiicreye aktarilir, mannaz enzimi tarafindan iki glikoz molekiiliine
doniistiiriiliir ve metabolize edilir [143]. ilging bir sekilde, sukroz, maltoz veya galaktoz
gibi sekerler glikoz varliginda metabolize edilmez [142]. Bazi mayalar, 6zellikle gida ve
cevresel biyoteknoloji uzmanlari i¢in ilgi ¢ekici olan, biyopolimerler, pentozlar, alkoller,
polioller, hidrokarbonlar, yag asitleri ve organik asitler gibi birtakim geleneksel olmayan
karbon kaynaklarini da kullanabilirler [143]. S. cerevisiae fakiiltatif bir anaerobdur, yani
oksijenle veya oksijen olmadan biiyiiyebilir. Oksijen varliginda, glukoz CO2, H20 ve
enerjiye donustiirlildiigii mitokondriyal elektron tasima zinciri ve oksidatif fosforilasyona
ugrar. Anaerobik kosullarda, alkolik fermantasyonda oldugu gibi, mayalar verimli bir
sekilde biiyiiyemezler, ¢iinkii enerjileri sadece glikolizden tiiretilir ve sekerler bunun
yerine etanol, gliserol ve CO> gibi ara yan {irlinlere doniistiiriiliir [140,143]. Daha sonra,
etanol Krebs ve glikooksilat dongiileri ve ayrica mitokondriyal elektron tasima zinciri
kullanilarak tiiketilir.

Solunum ve fermantasyon siirecleri, basta glikoz ve oksijen konsantrasyonlar1 olmak
tizere cevresel faktorlerce diizenlenir. Solunumda piruvat, mitokondride asetil-CoA'ya
dekarboksilize edilir. Son asamada Krebs dongiisiinde tamamen maya biiylimesini tesvik
etmek i¢in CO2, enerji ve ara maddelere oksitlenir [143]. Glikoz konsantrasyonlari
yeterince yiiksek oldugunda, solunumda kullanilan enzimler bastirilir ve fermentasyon
solunumun yerini alir [143]. Etanol bir kez olustugunda, biiylime ortamina ayrica gliserol,
asetik asit, H2S ve esterler gibi diger fermantasyon yan iiriinleri de salgilanir. Son olarak,
N, P, S, Fe, Cu, Zn ve Mn gibi elementler tim mayalar icin zorunludur ve genellikle
biiytime ortamina eklenmeleri gerekmektedir[144]. Mayalarin ¢ogu dogrudan amonyum
iyonlarini ve iireyi 6ziimseyebilirken, ¢cok az sayida tiir nitratlar1 azot kaynagi olarak
kullanma yetenegine sahiptir. Fosfor ve kiikiirt genellikle sirasiyla inorganik fosfatlar ve
stilfatlar seklinde emilirler [143]. S. cerevisiae klasik tanimlama o&zellikleri ve gida

endiistrisinde kullanim alanlari asagida (Cizelge 2.3. ) verilmistir [145].
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Cizelge 2.3. S. cerevisiae‘nin klasik tanimlama yontemleri (A), gida endiistrisindeki

yaygin kullanim alanlar1 (B) [137].

A. Klasik Tanimlama Yontemleri B. Yaygin Kullanim Alanlar
Makroskobik Tamimlama v’ Ekmek mayas: olarak kullanim

v Beyaz kremsi ; Fl.rm?hk. sekiori

v Priizsiiz yiizey Y Dualretmi

v Dairesel koloniler Etil alkol tretimi

v' Sarap liretimi
Mikroskobik Tanimlama v CO iiretimi
2
v Kiiresel hiicreler v/ Vitamin,mineral,protein iiretimi
v Daginik tek hiicre veya v’ Biyokiitle tiretimi
iiziim salkimi
v Gram pozitif

Biyokimyasal Tanimlama

Sakkaroz testi
Glukoz testi

Laktoz testi
Trehaloz testi
Galaktoz testi
Maltoz testi

Nitrat indirgem testi
Sellobiyoz testi

AN N N NN N

S.cerevisiae, okaryotik bir hiicre yapisina sahip oldugundan metabolizma agisindan bitki
ve hayvan hiicreleriyle benzer iliskilere sahip olan kiigiik, tek hiicreli bir organizmadir
[141]. Okaryotlara kiyasla, bircok temel hiicresel islem membrana bagl organeller
tizerinden gergeklestirilir. Plazma zar1, hiicre bilesenlerini dis ortamdan ayirirken, niikleer
zar, genetik materyali kaplar ve korur [146]. Ayrica, mitokondrial membran metabolik
enerji olusumunda rol alirken, endoplazmik retikulum (ER) ve golgi cisimcigi protein ve
lipid siralama ve sentezinde rol oynar. Benzer sekilde, vakum ve peroksizomal
membranlar 6zel metabolik ve sindirim fonksiyonlarini yerine getiriler [139]. Maya
hiicresinin bir baska dnemli 6zelligi de, 6karyot grubun bir iiyesi olarak hiicre iskeletine
sahip olmasidir. Bu hiicre i¢i ag, hiicreyi mekanik olarak destekler ve hareketine izin verir
ve iki tip aktin filamentinden olusur: aktin kablolari (uzun aktin filamentleri demetleri)
ve aktin yamalar1 (hiicre zari ile iliskili kiiclik filament topluluklari). Benzer sekilde,
hiicrenin aktin hiicre iskeletinin yonii, ana hiicreden kiigiik bir yavru hiicre olusturmak
icin tomurcuklanma yoluyla boliinme bi¢iminde belirgin olan asimetrik boliinmeye izin

verir [141,144].
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Sekil 2.1. Saccharomyces cerevisiae (A) hiicre kiimesinin taramali elektron
mikroskobu goriintiisii. (B) hiicreye ait ¢cekirdek, mitokondri ve kalin hiicre
duvarint gosteren, bir maya hiicresinin enine kesitinin transmisyon

elektron mikroskobu goriintiisii [141]

2.11.2. S.cerevisiae Hiicre Dongiisii

S. cerevisiae, genellikle diploid formunda bulunmaktadir fakat hem haploid hem de
diploid hiicreler olarak bulunabilirler [147]. Haploid ve diploid hiicrelerin boyutlari,
biiyiime evresine bagli olarak ve sustan susa degismektedir. Tipik olarak, diploid hiicreler
5 x 6 um elipsoidal sekle sahiptirler ve haploid hiicreler ise yaklasik 4 um capa sahip
sferoid sekildedirler [136]. Ustel biiyiime sirasinda, haploid kiiltiirler diploid kiiltiirlerden
daha hizli tirerler. Yeterli besin verilirse, hem haploidler hem de diploidler tekrarlanan
vejetatif bilylime ve mitoz dongiisiine gegerler [146]. Mayalarin vejetatif hiicre boliinmesi
karakteristik olarak, bir yeni hiicrenin ana hiicreden bir ¢ikinti olarak baslatildig
tomurcuklanma, ardindan niikleer béliinme, hiicre duvar1 olusumu ve son olarak hiicre
ayrilmasi ile olusur. Ayrica haploid hiicrelerin dncekine bitisik gdriinen tomurcuklari
bulunurken, diploid hiicrelerin zit kutuplarda goriinen tomurcuklar1 vardir. Her bir ana
hiicre genellikle 20-30 tomurcuktan daha fazlasini olusturmaz ve yasi, hiicre duvarinda
kalan tomurcuk izlerinin sayisina gore belirlenebilir [136]. Zayif bir karbon kaynagina
maruz kalan diisiik azotlu ortamlarda diploid hiicreler, dort haploid spor (ascus) iireten

mayoz ve sporiilasyona maruz kalirlar. Sporlar asir1 ¢evresel kosullara kars1 biiyiik bir
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dirence sahiptir. Sporlar zengin besin kosullarna yerlestirilirse, haploidler olarak
¢imlenir ve biiylimeyi baslatirlar [146]. Cinsel iireme mayanin normal biyolojisinde de
¢ok onemlidir. Haploid sporlar a veya o olmak iizere iki ¢iftlesme tipinden biri olarak
mevcut olabilir. Ciftlesme tipi a haploitleri, “a” faktdr feromon iiretirken, a ciftlesme tipi,
“o” faktorii feromon tiretmektedirler. Bu tiirlerin her ikisi de daha fazla haploid hiicre
iiretmek i¢in tomurcuklanabilir. Her bir hiicre tipi, karsit ciftlesme tipindeki hiicreler
tarafindan {retilen feromon icin bir hiicre ylizey reseptoriine sahiptir. Bu faktor a
haploidlerinin hiicre dongiisiiniin G1 fazinda durmasina neden olur ve a faktorii hiicreler
lizerinde ayn1 etkiye sahiptir [146].

Sonug olarak, birbirlerinin varliginda, zit ciftlesme tipine sahip haploidler ¢cogalmayi
keser ve birbirlerine dogru ¢ikintilarin gelisimini baglatirlar. Sonunda, bir diploid
olusumuyla sonuglanan hiicreler arasi temas ve ardindan hiicre fiizyonu olusmaktadir

[146].

2.11.3. S. cerevisiae Hiicre Genetik Yapisi ve Fonksiyonu

Tomurcuklanan maya Saccharomyces cerevisiae, tim genom sekansi belirlenen ilk
okaryotik organizmadir. Genom, 16 kromozom haploid kiimesinde organize edilen
yaklagik 12052 kb'den olusur [136]. Tiim Okaryotlarin bir 6zelligi olan DNA, ¢ekirdek
icinde konsantre halde bulunur ve replikasyon dongiisii sirasinda kromozomlara ayrilir.
Niikleer DNA, 6183 agik okuma gergevesi (ORF) igerir. Bunlarin yaklasik 58001iniin
gercek protein kodlama genlerine, tRNA icin 275 kodun, snRNA'lar i¢in 40 kodun ve
kromozom 12 {izerindeki rRNA i¢in 140 gen kodunun gorev aldig: tahmin edilmektedir.
Cok hiicreli organizmalarin genomlarinin aksine, maya genomu toplam sekansin %
72'sini temsil eden genlerle olduk¢a kompakt olarak bulunmaktadir. Genomun yaklasik
% 4'1 intronlardan olugmaktadir [148]. Proteinleri kodlayan genler arasinda proteomun
% 11'1 metabolizmada, % 3'i enerji liretimi ve depolanmasinda, % 3'i DNA
replikasyonda, % 7'si transkripsiyonda ve % 6's1 translasyonda gorev alir. Hiicreler arasi
haberlesmeye yaklasik 430 protein katilmaktadir ve 250 protein yapisal rollere sahiptir
[148]. Tim protein kodlayan genlerin maya genomunda belgelenmesine ragmen, hala
bilinmeyen bir islevi olan genlerin 6nemli bir yiizdesi bulunmaktadir. Bunlarin yaklasik
yarisi ya karakterize edilmis bir protein sinifinin farkli bir motifini igerir veya maya ya
da diger organizmalardan fonksiyonel olarak karakterize edilen gen {iirlinleri ile yapisal

olarak iliskili proteinleri kodlayan genlere karsilik gelmektedir [149]. S. cerevisiae'nin
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cogu susunda genetik materyalin bir pargasi olarak, 2-um dairesel plazmidlerinin varlig
kendi replikasyon siirecinde islev gordiigii yoniindedir [149]. Tam genom
rekonstriiksiyonundan faydalanilarak, son biyokimyasal ve fizyolojik bilgiler 15181inda, S.
cerevisiae'nin metabolik ag1 yeniden yapilandirilmistir. Toplam 708 ORF’in olas1 1035
metabolik reaksiyon gergeklestirme siirecinde yer aldigi belirtilmistir [150]. Bu
reaksiyonlarin % 85'inden fazlasi sitoplazmik veya mitokondriyal membran boyunca i¢
ve dis tasinimi igerirken, diger reaksiyonlar esas olarak amino asitlerin, niikleotidlerin ve
vitaminlerin metabolizmasinda rol oynar [150]. Ayrica, ORF'lerin ¢ogu, aerobik
solunumun son asamalar1 olan elektron tasima zincirinde ve kompleks karbonhidratlarin
parcalanmasinda yer aldigi belirtilmektedir [150]. Mitokondrial genler ve bunlarin
mozaik intronik yapisi ilk olarak S. cerevisiae'de tanimlanmistir ve ilk dizilen
mitokondrial gen bu organizmadan elde edilmistir. Bununla birlikte, bilinen maya
mtDNA dizisi hala eksiklikler barindirmaktadir ve birgok hata igermektedir [151]. S.
cerevisiae'den mitokondriyal genom, diisiik gen yogunlugu ve yiiksek oranda heterojen
baz kompozisyonu ile karakterize edilmektedir. A + T igerigi yiiksek oranda temsil
edilirken, G + C igerigi genlerin toplam baz ciftlerinin yaklasik % 30'unu olusturmaktadir
[151]. Genom seckansi yaklasik 85000 baz ¢ift uzunlugundadir ve mitokondriyal
translasyon yapisinin bilesenlerini kodlayan 10 gen ve mitokondriyal proteinlerin
yaklagik % 15'ini i¢eren yedi intronla iliskili ORF’ler igermektedir [149]. ORF'lere ek
olarak, genomda sitokrom c oksidaz alt birimleri, ATP sentaz alt birimleri, apositokrom
b ve ribozomal protein igin genler yer almaktadir [151]. Mitokondriyal DNA'dan
tamamen yoksun olan maya suslari rho® mutantlart olarak bilinmektedirler. Rho®
mutantlarin  genleri, mitokondriyal ribozomlar {izerinde sentezlenen solunum
polipeptitlerinde, yani sitokrom b ve sitokrom oksidaz, ATPaz komplekslerinin alt
birimleri eksiktir. Rho® mutantlar1 solunum yetersizligine ve morfolojik olarak anormal
olmasina ragmen, yasayabilmekte ve hala mitokondrileri bulunmaktadir [149]. S.
cerevisiae ayrica bagimsiz bir replikon gibi davranan ve Mendel tipi genetik aktarima
sahip olmayan bir genetik eleman olarak kalitsal olan bir RNA bagimli RNA-polimerazi
kodlayan 20S dairesel tek iplikli RNA igerir [149]. Sadece kromozomal genlerin
mutasyonlari, heterozigos diploidlerin sporlanmasindan sonra tetratlarda Mendelian
(mendel yasalarmma uyan ayrim) ayrimi gozlemlenmektedir. Bu 6zellik kromozomal
sentromerlerin ayrigmasina bagli bir durumdur. Buna karsin, diger niikleik asitlerin
yoklugu veya degistirilmesiyle iligkili fenotiplerde Mendel olmayan kalitim goriliir

[149]. Maya arastirma toplulugu S. cerevisiae nin tam genom sekansi bilgisinden
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yararlanan ilk organizasyondur. Daha sonra diger model organizmalar i¢in de genom
sekanslart mevcut hale gelmistir [152]. Maya, kurt, sinek, fare ve insan genomlar
arasindaki biitiin genom sekanslarinin karsilastirmali analizleri, evrim sekans degisimi ve
fonksiyonlarin korunma seviyesinde incelenmistir. En azindan proteinler i¢in sekans
benzerliginin genellikle fonksiyonel benzerligin agik bir sekilde degerlendirilmesine yol

actig1 acikca ortaya ciktigindan, molekiiler biyolojide “biiyiik bir birlesme” olmustur.

2.11.4. S. cerevisiae Hiicrelerinin Morfolojik ve Fizyolojik Karakterleri

Yaslanma siireci, farkli hiicresel biiylime seviyelerinde bir¢ok doniisiim igerir. Sonug
olarak, morfolojik ve fizyolojik degisiklikler, sonugta hiicre fenotipinin degismesinin en
onemli nedeni olarak ortaya cikar. Oliim asamasma yaklasan yaslanan anne maya
hiicreleri, geng¢ hiicrelere kiyasla goriinim ve fizyolojide c¢arpici degisiklikler
gostermektedir. Gozlenebilir 6zelliklerden biri, eski hiicrelerin geng hiicrelere gore ¢ok
daha biiyiik olmas1 ve hiicre biiyiikliiglinde ki bu biiyiik farktir. Ayrica, hiicre boliinmesi
dongiisii, yeni hiicreye kiyasla uzar, eski hiicrelerin hiicre iskeleti ¢cokmiis gibi goriiniir
ve sonucta normal noktalar ve filamentler yerine yamali aktin filamentleri goriintiilenir
[146]. Diizensiz hiicre boliinmesi dongiileri nedeniyle, bu hiicrelerin bazilar1 niikleer
fragmantasyon veya endomitozise bagl olarak bir veya daha fazla ¢ekirdek goriiniirken,
cekirdek kromatinleri normal goriiniimdeki kompakt tek cekirdek gosteren gencg
hiicrelerin aksine daha yaygin goriiniir [146]. Ek olarak, yaslh hiicrelerde esas olarak
mitokondriyal kokenli olan ROS (reaktif oksijen tiirleri) konsantrasyonunu
arttirmaktadir. Son olarak, yaslanan hiicreler, fosfatidilserin maruziyeti, niikleer DNA
parcalanmasi ve kromatin marjinallesmesi gibi apoptotik fenotipler gosterirler [153].
Besinler tikkendiginde normal hiicre boyutundaki maya, duragan faza ulasacaktir. Aghk
yaniti, hiicresel metabolizmada genetik olarak kontrol edilen bir degisiklige yol acar. En
belirgin olani, glikojen ve trehaloz gibi rezerv karbonhidratlarin metabolizasyonudur.
Ayrica, sabit fazdaki hiicreler daha kalin ve daha sert hiicre ¢eperi olustururlar. Glikojen
aclikta yavasca bozulur, ancak hayatta kalan hiicreler acisindan trehaloz membran
stabilizasyonu ve diger metabolik olmayan fonksiyonlar i¢in 6nemli gibi goriinmektedir
[153]. Aymi sekilde, protein sentezi yavaslar ve hiicre yiizeyi gevsek ve kirigmis bir
goriiniime sahip olur [153]. Sabit fazda maya hiicreleri iki ayr1 hiicre popiilasyonu
seklinde diisliniilebilir: “sakin” ve “sakin olmayan” hiicreler. Sakin popiilasyon, diisiik

metabolik aktiviteye sahip ve bolinmemis bir Go durumunda tutuklanan ayrilmayan
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hiicreleri temsil eder. Bu hiicreler sadece iki fazli biiylime egrisindeki son hiicre
boliinmesi sirasinda olusturulurlar. Normal maya hiicrelerinden daha yiiksek bir
yogunluga sahip olan ve sukroz gradyanlarindaki sakin olmayan sabit hiicrelerden
ayrilabilen yavru hiicreler olarak tanimlanmaktadirlar. Aksine, sakin olmayan hiicreler
yiiksek ROS seviyelerini gosteren ve son olarak apoptozise ugrayan hiicrelerdir [153].
Ayrica, hasarli hiicresel materyal, artan miktarda ROS {ireten hasarli mitokondriye
atfedilir. ROS {iireten mitokondri, tercihli olarak yaglanan hiicrelerde bulunur. Aksi halde,
eski mitokondrinin ¢ogunlukla ana hiicre tarafindan herhangi bir hiicre boliinmesinde
kalitilmas1 gerektigi, ancak yeni sentezlenen mitokondrinin yavru hiicreye ayrilmasi
gerektigi yoniinde bir diisiince vardir [154]. Ek olarak, uzun bir siire sonra, sakin hiicreler
de apoptozis isaretlerini gostermeye baslar. Genel olarak, yasli anne hiicrelerinde ve
duragan kiiltiirlerde fenotipler ve yaslanma nedenleri ¢ok farkli goriinmektedir [154].
Maya anne hiicresine 6zgii yaslanma yogun olarak arastirilmistir. Bu islem, hiicresel ve
organizma yaslandirmasi i¢in basit bir model sistemi temsil eder, bu nedenle yiiksek
hiicrelerin yaslanmasina iyi karakterize edilmis morfolojik ve fizyolojik degisiklikler
acisindan benzerlik gosterir. Bununla birlikte, hiicre i¢i oksidatif stresin yani sira
apoptotik ve nekrotik 6zelliklerin artmasi, iki yaslanma siirecinde ortak goriinmektedir
[153].

2.12. Diinyada ve Tiirkiye’de Kiiltiir Koleksiyonlari

Biyoteknolojik proseslerde ve arastirmalarda kullanilan mikroorganizmalarin yer aldigi
kaynaklar genel olarak uygulamaya yonelik izolasyonlar ve kiiltiir koleksiyonlar1 olarak
tanimlanabilir. Ulkemizde iiretimde kullanilan suslar genellikle yurt disindaki kiiltiir
koleksiyonu, ticari kiiltiirler veya isletmelerin kendi {irtinlerine yonelik yaptiklar
izolasyonlardan elde edilen kiiltiirlerden olusmaktadir. Ulkemizdeki ve diinyadaki kiiltiir
koleksiyonlar1 karsilagtirildiginda diinyada birgok biiylik ¢apli kiiltiir kolleksiyonu
organizasyonu yer almaktayken {ilkemizi bu konuda diinyanin gerisinde kaldigi
gozlemlenmektedir. Diinyada ilk olarak 1962 yilinda Diinya Kiiltiir Kolleksiyonu
Organizasyonu (WFCC) kurulmustur. Bu organizasyon Uluslararas: Birlesik Biyolojik
Bilimler ve Birlesik Mikrobiyoloji Cemiyetleri icerisinde yer almakta olup ilk
caligmalarina Avustralya’da baslamistir. Giinlimiizde ise merkezi Japonya’dadir. Tiim
diinya iizerinde bu kurulusa 65 tilke ve 489 kiiltiir koleksiyonu {iye olarak bulunmaktadir.

Uye olan koleksiyonlardan 168’ devlet, 142’si {iniversite, 33 tanesi yar1 6zel yar1 devlet,
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7’si  endiistri, 20’si Ozeldir. Biitiin bu koleksiyonlarin tamaminda 1152175
mikroorganizma tiirii saklanmaktadir. Tiirkiye’de ise WFCC’ye iiye olan alt1 kolleksiyon
bulunmaktadir ve 3721 sus saklamaya alinmistir [155-156].

Avrupa Kiiltiir Koleksiyonlar1 Birligi (ECCO), Avrupa’da yer alan kiiltiir
koleksiyonlarina danismanlik yapmak ve kolleksiyonlar arasi isbirligini desteklemek i¢in
1981°de kurulmustur. Goniilli hizmet veren bu kurulusun merkezi su anda
Almanya’dadir. ECCO kendi iiye kiiltiir koleksiyonlarinin tanitimin1 yapmaktadir.
ECCO’nun kendisi de bir WFCC iiyesidir. ECCO 1994 yilinda kendi igerisinde almig
oldugu karar ile yurtdisina ihrag¢ edilen suslarin biyolojik silah olarak kétiiye kullanimini
kontrol etmek amaci ile alinan kararlar dogrultusunda Avrupa tilkelerinden sus satan-alan
kisiler/kurumlar arasinda karsilikli anlagmalar yapilmasini sart koymaktadir. Ayrica her
tilkenin kendine ait yasalart ile de tilkeye giris ¢ikis yapan mikroorganizmalarin kontrolii
saglanmaktadir. ECCO’ya su anda 22 Avrupa tilkesi ve 62 kiiltiir koleksiyonu iiye olarak
bulunmaktadir [156-157].

Tiirkiye’de Refik Saydam Ulusal Tip Kiltir Koleksiyonu (RSKK), Kiiltiir
Koleksiyonlar1 Enstitiisi (KUKENS) ve Hayvan Hiicrelerinin Kiiltiir Koleksiyonu
(HUKUK) ECCO iiyesi koleksiyonlardir. RSKK Tiirkiye’de ilk olarak kurulan kiiltiir
koleksiyonudur. Glinlimiizde RSKK’nin elinde 1305 degisik sus bulunmaktadir. Bunlar,
bakteriler, mayalar olmak tizere 300 farkli tiire aittir. RSKK’da Tirkiye agisindan
epidemiyolojik 6nemi sahip olan suslar, standart ve referans suslar, bir¢ok biyolojik
madde iretiminde, farkli bilimsel arastirmalarda, egitim amacgh ve farkli endiistri
alanlarinda kullanilan suslar yer almaktadir. RSKK 2002 yilinda “Diinya Kiiltiir
Koleksiyon Federasyonu” (WFCC) iiye olmustur. Ayrica "Mikroorganizma Diinya Bilgi
Merkezi’ nin 7 (WDCM) 828 numarali iiyesidir. Avrupa Kiiltiir Koleksiyonu
Organizasyonu’na ise 2003 yilinda iiyeligi gerceklesmistir. Tiirkiye’de Diinya Kiiltiir
Koleksiyon Federasyonu’'na iiye olan baska kiiltiir koleksiyonlar1 arasinda,
“Mikroorganizma Kiiltiir Koleksiyonu Arastirma ve Uygulama Merkezi”, “Hayvan
Hiicrelerinin Kiiltiir Koleksiyonu”, “TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi Kiiltiir
Koleksiyonlar1”, “Mugla Universitesi Kiiltiir Koleksiyonu”, “Ege Universitesi Mikroalg
Kiiltiir Koleksiyonu™ yer almaktadir [158].

Diinyadaki kiiltiir koleksiyonlar1 igerisinde basta Amerika ATCC (American Type
Culture Collection) olmak iizere, Alman, Kanada, Japon, Fransiz ve diger bir¢ok biiyiik
kiiltiir koleksiyonlarinda S. cerevisiae mayasinin ¢ok fazla sayida suslari mevcut

bulunmaktadir. Ulkemizdeki kiiltiir koleksiyonlarinda ise bu mayanin suslar1 yetersiz
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denecek sayilardadir. Ulkemizdeki iiniversitelerde arastirmacilarin izole ettigi S.
cerevisiae suslarinin birgogu ise tiir tespiti yapilmamis ve kayit altina alinmamistir

[156,158].

2.13. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), E. coli veya maya gibi canli bir organizma
kullanmadan in vitro kosullarda DNA'nin enzimatik olarak kopyalanmasi igin yeni,
popiiler bir molekiiler biyolojik tekniktir. Bu teknik az miktarda DNA molekiiliiniin
logaritmik bir sekilde bircok kez cogaltilmasina izin verir. Daha fazla DNA mevcut
oldugunda, analizler daha kolay bir sekilde yapilabilmektedir [159]. PCR teknigi 1983
yilinda Kary Mullis tarafindan gelistirilmistir [159]. PCR teknigi sekanslamada
kullanmak i¢cin DNA’y1 ¢ogaltmayi, DNA-bazli filogeni veya genlerin fonksiyonel
analizini, kalitsal hastaliklarin teshisi, genetik parmak izlerinin tanimlanmas: (adli
bilimlerde ve babalik testlerinde kullanilan), ve bulasic1 hastaliklarin (enfeksiyon
hastaliklar1 HIV, CMV, mikoplazma, zatiirre, kanser, 16semi ve lenfoma kanseri, frengi,
mantar ve protozoal hastalik, hepatit) tespiti ve teshisi gibi ¢ok cesitli deneylerin ve

analizlerin ger¢eklestirilmesinde kullanilmaktadir [160].

1993 yilinda Mullis ve Michael Smith, PCR ile ilgili ¢alismalar i¢in Kimyada Nobel
odiilii almiglardir. PCR, genellikle bir termal dongiileyicide kiiciik reaksiyon tiiplerinde
kiigiik reaksiyon hacimleri (0.2-0.5 ml) igerisinde gerceklestirilir. Termal dongiileyici,
reaksiyonun her asamasinda gereken sicakliklari elde etmek icin reaksiyon tiiplerini 1sitir
ve sogutur. Bircok modern termal dongiileyici, PCR tiiplerini tutan blogun sadece elektrik
akimini tersine ¢evirerek hem 1sitilmasini hem de sogutulmasini saglayan Peltier
etkisinden yararlanir. Cogu termal dongiileyici, reaksiyon tiipiiniin iistiinde yogusmay1
onlemek i¢in 1sitilmig kapaklara sahiptir. Isitilmis bir kapagi olmayan daha eski tip PCR
cesitleri reaksiyon karigiminin iistiinde bir yag tabakasi veya tiipilin i¢inde bir balmumu

topu gerektirmekteydi [159].

2.13.1. PCR Kullanim

PCR, bir DNA zincirinin kisa, iyi tanimlanmis bir boliimiinii biiyiitmek i¢in kullanilir. Bu
tek bir gen veya genin sadece bir kismi olabilir. Canli organizmalarin aksine, PCR islemi

sadece kisa DNA fragmanlarin1 kopyalayabilir; genellikle 10 kb'ye kadar. Baz1 6zel
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yontemler, okaryotik bir hiicrenin kromozomal DNA'sindan ¢ok daha az olan 40 kb

boyutunda fragmanlar1 da kopyalayabilir.

Bir PCR reaksiyonunun gergeklestirilmesi igin bazi temel bilesenler gerekmektedir [159].

Bunlar;
v

v
v

v
v

Biiytitiilecek DNA parcgasinin bir bolgesini iceren DNA sablonu veya cDNA
Biiytitiilecek bolgenin baslangicini ve sonunu belirleyen primerler

Tag polimeraz veya DNA-Polimeraz (biiyiitilecek bdlgeyi kopyalamada
kullanilacak enzimler)

Yeni DNA’nin olusturulmasinda kullanilacak niikleotidler

DNA-Polimeraz i¢in uygun bir kimyasal ortam saglayan tampon ¢ozeltiler.

PCR reaksiyonu bir termal dongiileyicide gerceklestirilir. Bu dongiileyici sistem, i¢indeki

reaksiyon tiiplerini, reaksiyonun her agamasi i¢in gereken tam sicakliga kadar 1sitan ve

sogutan bir makinedir [159].

2.13.2.

Buyutu

Primerler

lecek DNA pargasi, primerlerin secilmesiyle belirlenir. Primerler ¢ogaltilacak

DNA fragmaninin baglangicina ve sonuna baglanan tamamlayici olan kisa (genellikle 18-

25 bp)

zincir uzunlugundaki niikleotitlerdir. Yeni DNA zincirinin baglandigi ve

sentezlendigi baslangi¢ ve bitis noktalarindaki DNA sablonuna yapigirlar. PCR islemi,

yirmi il

a otuz bes dongiiden olusan bir seriden olusur. Bu dongiilerin her biri {ic adimdan

olusur[159].

v

Ipliklerin ayrilmasi igin ¢ift iplikli DNA'nin 94-96 °C'ye 1sitilmas1 gerekir. Bu
adim denatiirasyon denir. Yiiksek sicaklik etkisi ile iki DNA zincirini birbirine
baglayan hidrojen baglarini kopmaktadir. Birinci dongiiden 6nce, hem sablon
DNA'nin hem de primerlerin tamamen ayrildigindan emin olmak i¢in uzun siire
(1-2 dakikadan 5 dakikaya kadar) denatiirasyon gergeklestirilir. Ayrica Taq-
polimeraz bu asamada aktive edilir.

DNA iplikg¢iklerinin ayrilmasindan sonra, sicaklik disiiriiliir bdylece primerler
kendilerini tek DNA iplikgiklerine baglayabilirler. Bu adima tavlama veya
yapisma evresi denir. Bu asamadaki sicaklik primerlere baghdir ve genellikle

erime sicakligmin 5 °C altindadir (genelde 45-60 °C). Tavlama adimi sirasinda
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yanlis bir sicaklik, primerlerin sablon DNA'ya hi¢ baglanmamasina veya rastgele
baglanmaya yol acabilir. Bu asamada gerekli olan siire 1-2 dakika araligindadir.
v Son olarak, DNA-Polimeraz ¢ogaltma islemini gergeklestirir. Polimeraz enzimi
tavlanmis primerden baslayarak ve DNA zinciri boyunca ilerler. Bu adim uzatma
olarak adlandirilir. Uzatma sicakligi, DNA-Polimeraz'a baglidir. Bu adimin stiresi
hem DNA-Polimerazin kendisine hem de g¢ogaltilacak DNA fragmaninin

uzunluguna baghdir.

PCR iirlinii fragman biiytikliigii agaroz jel elektroforezi kullanilarak belirlenir. Agaroz jel
elektroforezi, DNA'nin agaroz jel icine enjekte edilmesinden ve jele bir elektrik akimi
uygulanmasindan olugan bir prosediirdiir. Sonug olarak, daha kiigiik DNA iplik¢ikleri, jel
boyunca daha biiylik iplik¢iklerden pozitif akima dogru daha hizli hareket eder. PCR
iirliniiniin boyutu, ayn1 zamanda jelin i¢inde, bilinen biiyiikliikkte DNA parcalarini iceren

bir DNA merdiveni ile karsilastirilarak belirlenir. [159].

2.13.3. Farkh Amaclara Yénelik Kullanilan Ozel PCR Tiirleri

» Nested PCR
Nested PCR, beklenmedik primer baglama bdlgelerinin amplifikasyonu nedeniyle
tiriinlerdeki kontaminasyonlar1 azaltmak i¢in tasarlanmistir. Ardistk iki PCR
calismasinda iki primer seti kullanilir; ikinci set, ilk ¢alistirma {irlinii i¢inde ikincil bir
hedefi biiyiitmeyi amaclar. Bu ¢ok basarili, ancak ilgili diziler hakkinda daha ayrintili
bilgi gerektiren bir PCR tirtdiir [161].

» Ters PCR
Ters PCR, yalnizca bir dahili dizi bilindiginde PCR yapilmasia izin vermek icin
kullanilan bir yontemdir. Bu, Ozellikle ¢esitli genomik sekanslarin yan dizilerinin
tanimlanmasinda yararhidir. Bu, yontem bir endoniikleaz ile kesmeden once bir dizi

parcalama ve kendi kendine ligasyon islemlerini igerir. [162].

» RT-PCR (Ters Transkripsiyon PCR)
Ters Transkripsiyon PCR, bir hiicre veya doku igerisinde RNA kiitiiphanesi bilinen bir
sekans1 biiylitmek, izole etmek veya tamimlamak ic¢in kullanilir. Esas olarak, Ters

transkriptaz (RNA'y1 cDNA'ya doniistiirmek icin) tarafindan transkripsiyonla dnceden
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hazirlanmis PCR, belirli genlerin ne zaman ve nerede eksprese edildigini belirlemek icin

ekspresyon haritalamasinda yaygin olarak kullanilir. [162].

» Asimetrik PCR
Asimetrik PCR, orijinal DNA'nin bir sarmalin1 digerine tercihen daha fazla ¢ogaltmak
i¢in kullanilir. Iki tamamlayic1 iplikten sadece birisinin ideal oldugu bazi siralama ve
hibridizasyon ¢alismalarinda kullanim bulmaktadir. PCR her zamanki gibi yapilir, ancak
secilen iplik¢ik i¢in primerlerin ¢ok fazla olmasi ile gerceklestirilir. Siirlayict primer
tutulduktan sonraki reaksiyonda daha sonra yavas (aritmetik) yiikselme nedeniyle, ilave
PCR g¢evrimleri gerektirir. “LATE-PCR” olarak bilinen islemde yapilan son bir
degisiklik, sinirlayict primer konsantrasyonu azaldik¢a reaksiyon verimini korumak i¢in

fazla primerden daha yliksek erime sicakligina (Tm) sahip sinirlayici primer kullanimi

gerektirir [163].

» Kantitatif PCR (Q-PCR)
Kantitatif PCR, PCR firiiniiniin (tercihen gercek zamanli) miktarin1 hizli bir sekilde
6lemek i¢in kullanilir, dolayisiyla baglangic DNA, cDNA veya RNA miktarlarini nicel
olarak dl¢mek i¢in dolayli bir yontemdir. Bu PCR tipi yaygin olarak, bir sekansin olup

olmadigini belirlemek amaciyla kullanilir ve numunedeki kopya sayisini gosterir [164].

» Kantitatif Ger¢cek Zamanh PCR (RTQ-PCR)
Genellikle kafa karistiric1 olarak RT-PCR (Gerg¢ek Zamanli PCR) olarak bilinir. QRT-
PCR veya RTQ-PCR daha uygun kisaltmalardir. Bu ydntem, biiyiitiilmis {iirliniin

miktarini gergek zamanli olarak 6lgmek igin floresan boyalari ve problart kullanir[165-
166].

» Touchdown PCR
Touchdown PCR, dongiileri arasindaki tavlama sicakligini diisiirerek spesifik olmayan

primer baglanmasini azaltan bir PCR ¢esididir [167].

» Koloni PCR
Bakteriyel klonlarda (E.coli) dogru ligasyon iiriinleri taranmasi igin kullanilir. Segilen

koloniler bir agaroz plakasindan steril bir 6ze ile toplanir ve ana karisim veya steril suya
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yerlestirilir. Primerler (ve ana karisim) eklenir - PCR protokoliiniin 95 °C'de uzun siire

baslatilmasi gerekir [168].

> Allele Ozgii PCR:
Tek niikleotid Polimorfizmlerine (SNP'ler) dayanan bir teshis veya klonlama tekniginde
(DNA'daki tek baz farkliliklar1) kullanilir. Alleller arasindaki farklari iceren bir DNA
sekans1 hakkinda 6nceden bilgi sahibi olmay:1 gerektirir ve 3 'uclart SNP'yi kapsayan
primerleri kullanir. Siki kosullar altinda PCR amplifikasyonu, sablon ve primer
arasindaki bir uyumsuzluk varliginda ¢ok daha az etkilidir, bu nedenle SNP'ye 6zgii bir

primer ile basarili amplifikasyon, bir sekansta spesifik SNP'nin varligini isaret eder [169].

» Polimeraz Dongii PCR (PCA-Assembly or Polymerase Cycling Assembly)
Kisa tist iiste binen segmentleri olan uzun oligontikleotitlerin bir havuzu iizerinde PCR
gerceklestirerek uzun DNA sekanslarinin yapay sentezini saglar. Oligoniikleotitler,
hassasiyet durumlarina gore gegis yapar ve ortlisen boliimler, PCR fragmanlarinin sirasini

belirler, boylece nihai uzun DNA iiriinii se¢ici olarak tiretilir [170].

» After-The-Exponential PCR (LATE PCR)

(LATE-PCR) olarak bilinen bu PCR tipinde sinirlayici primer konsantrasyonu orta
reaksiyonu azaltirken, reaksiyon etkinligini korumak i¢in fazla primerden daha yiiksek

bir erime sicakligina sahip bir sinirlayici primer kullanilir [171].

» Cevirmeli PCR
Gen sentezinde dogru DNA molekiillerini elde etmek i¢in kullanilan paralel bir
yontemdir. Karmasik bir siralamadan 6nce, DNA molekiilleri kiitiiphanesi, benzersiz
olarak olusturulur. Tag-yonlendirilmis primerler daha sonra PCR ile istenen sekanslara

sahip molekiillerin ¢ogaltimini saglarlar [172].

» Helikaz Bagimh PCR
Geleneksel PCR'a benzer, ancak denatiirasyon ve tavlama/uzatma dongiileri arasinda
gecis yapmak yerine sabit bir sicaklik kullanir. DNA'y1 ¢ozen bir enzim olan DNA

helikaz, termal denatiirasyon yerine kullanilir [173].
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» Sicak Baslangic PCR
PCR'nin ilk baglatma asamalar sirasinda spesifik olmayan amplifikasyonu azaltan bir
tekniktir. Polimeraz eklenmeden once reaksiyon bilesenlerinin denatiirasyon sicakligina
(6rnegin 95 °C) isitilmasiyla gerceklestirilebilir. Polimerazin, ortam sicakligindaki
aktivitesini, bir antikorun baglanmasiyla veya sadece yiiksek sicaklik aktivasyon
asamasindan sonra ayrisan kovalent olarak bagli inhibitérlerin mevcudiyeti ile inhibe
eden 6zellesmis enzim sistemleri ile gelistirilmistir. Sicak baslangi¢ / soguk bitis PCR,
ortam sicakliginda inaktif olan ve uzama sicakligi aninda aktive edilen yeni hibrit

polimerazlarla elde edilir [174].

> Eslige Ozgii PCR (ISSR PCR)
DNA parmak izi i¢in, basit dizi tekrarlar1 arasindaki bolgeleri biiyiiten, ¢ogaltilmis parca
uzunluklarinin benzersiz bir parmak izini iiretmek i¢in kullanilan bir PCR yontemidir

[175].

» Ligasyon Aracih PCR
flgilenilen DNA'ya baglanan kiiciik DNA baglayicilarii ve DNA baglayicilarina
baglanan ¢oklu primerleri kullanir; DNA dizilimi ve DNA ayak izi i¢in kullanilmistir
[175].

> Metilasyona Ozel PCR (MSP PCR)

Johns Hopkins Tip Okulu'nda Stephen Baylin ve Jim Herman tarafindan gelistirilmistir
ve genomik DNA'daki CpG adalarinin metilasyonunu saptamak i¢in kullanilmaktadir.
DNA ilk olarak metillenmemis sitozin bazlari urasil'e doniistiiren sodyum bistilfit ile
muamele edilir ve bu da PCR primerleri tarafindan timin olarak taninir. Daha sonra,
primer dizileri ig¢indeki herhangi bir CpG adasi disinda ayni olan primer setleri
kullanilarak, degistirilmis DNA iizerinde iki PCR gergeklestirilir. Bu noktalarda, bir
primer seti, metillenmis DNA'y1 biiylitmek icin sitozinlerle DNA'y1 tanir ve bir set,
metillenmemis DNA'y1 ¢ogaltmak i¢in uracil veya timin tizerinden DNA'y1 tanir. QPCR
kullanan MSP, metilasyon hakkinda nitel bilgi yerine nicel bilgi elde etmek icin de
kullanilabilmektedir [176].
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» Miniprimer PCR
9 veya 10 niikleotit kadar kisa primerlerden ("smalligos") uzayabilen termostabil bir
polimeraz (S-Tbr) kullanir. Bu yontem, daha kiiglik primer baglanma bolgelerine PCR’1n
hedeflemesine izin verir ve 16S (veya okaryotik 18S) rRNA geni gibi korunmus DNA
sekanslarini biiylitmek i¢in kullanilir [177].

2.14. DNA Sekanslama

Watson ve Crick, 1953'te Rosalind Franklin ve Maurice Wilkins tarafindan gelistirilen
kristalografiyi kullanarak deneysel Ol¢limlerinden iiretilen kristalografik verilerden, ii¢
boyutlu DNA yapisini ortaya ¢ikarmislardir [178-179]. Bu molekiiler biyoloji alaninda
cok biiyiik bir yenilik olarak karsilanmistir, bununla birlikte arastirmacilar DNA'y1
'okuma' veya dizileme islemleri i¢in yeni tekniklerin gelistirilmesine ihtiya¢ duymuslardir
[180].

[k ¢abalar, mikrobiyal ribozomal tRNA ve transfer tRNA gibi nispeten daha saf ve
erisimi daha kolay RNA molekiilleri iizerinde denemelerin yliriitiilmesiyle baslamistir.
En hazir kaynaklardan veya tek iplikli RNA bakteriyofajlarinin genomlarmin
diziliminden faydalanilmistir (Saccharomyces cerevisiae kaynakli tRNA bunlardan
birisidir) [181]. Buna paralel olarak, Fred Sanger ve meslektaglari, iki boyutlu
fraksiyonlamadan faydalanarak [182] radyokimyasal isaretli RNA fragmentlerinin
tespitine dayanan bir teknik gelistirmislerdir [183]. Walter Fiers'in laboratuvari, 1972'de,
bu iki boyutlu fraksiyonlama yontemini kullanarak, bakteriyofaj MS2'in ilk tam protein
kodlayan gen sekansini ¢ikarmislardir [184].

Bununla beraber Ray Wu ve Dale Kaiser arastirmalarinda, Enterobacteria faj A'nin 5 '
yapiskan uca sahip oldugu gozlemini kullanarak ve bu fikirden faydalanarak radyoaktif
niikleotit zincirine ekleme islemi igin DNA polimerazi kullanmiglardir [185]. Bu
aragtirmay1 spesifik oligoniikleotidler kullanilarak uygulamanin genellestirilme siireci
takip etmistir. Radyoaktif niikleotidlerin dahil edilmesi, sadece bakteriyofajlarda degil,
biitin canli DNA’larinda niikleotidlerin sirasin1 ¢ikarmak icin kullanilabilme sansi
saglamistir [186].

Biiyilik bir etki yaratacak bir sonraki pratik degisiklik, iki boyutlu fraksiyonlamadan
(genellikle hem elektroforez hem de kromatografiden olusuyordu ), cok daha fazla ¢6zme
giicli saglayan poliakrilamid jeller yoluyla tek bir ayirma ile degistirilmesi olmustur.

Yaygin olarak 1970'lerin ortalarinda Alan Coulson ve Sanger'in 'arti’ ‘eksi' sistemini ve
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Allan Maxam ve Walter Gilbert'in kimyasal klevaj teknigi kullanilmigtir [187]. DNA
parcalarin1 ¢ozmek icin hala poliakrilamid jeller kullanirlirken, Maxam ve Gilbert teknigi
kullanilan yaklasimlarda 6nemli farkliliklar gdstermistir. Ekleme iglemlerinde DNA
polimeraza dayanmak yerine, radyo-etiketli DNA zincirini belirli bazlarda parcalayan
kimyasallarla muamele edilmistir; sistem bir poliakrilamid jeli lizerinde calistirildiktan
sonra, par¢alanmis fragmanlarin uzunlugu (ve boylece spesifik niikleotitlerin pozisyonu)
belirlenmis ve bu sekilde sonug elde edilmistir. Bu yaygin olarak benimsenen ilk teknik
olmustur ve bu nedenle 'ilk nesil' DNA diziliminin gercek dogusu olarak
diistiniilmektedir.

Bununla birlikte, DNA siralama teknolojisinin ilerlemesini sonsuza dek degistiren biiytik
atilim, Sanger'in “zincir sonlandirmasi” ya da dideoksi tekniginin gelismesiyle birlikte
1977'de ortaya cikmistir [188]. Zincir sonlandirma teknigi, DNA iplik¢iklerinin
monomerleri olan deoksiriboniikleotitlerin (ANTP'ler) kimyasal analoglarini kullanmastir.
Dideoksintikleotitler (ddNTP'ler), DNA zincirlerinin uzatilmasi i¢in gereken 3 " hidroksil
grubundan yoksundur ve bu nedenle sonraki dNTP'in 5 ' fosfat1 ile bir bag olusturamaz
[189]. Radyo-etiketli ddNTP'lerin, standart dNTP karistmindaki DNA uzatma
reaksiyonuna karistirilmasi, dideoksi niikleotitler, iplik¢ik uzadik¢a rasgele dahil
edilirken, radyo-etiketli ddNTP'ler eklendiginde daha fazla uzamayi durdurarak, olasi
uzunluktaki DNA iplik¢ikleri ile sonuglanmaktaydi. Bu sekilde her bir ddNTP bazini
iceren dort paralel reaksiyon gergeklestirerek ve sonuglarin bir poliakrilamid jelin dort
seridi lizerinde calistirilmasiyla, ilgili sablonda bir radyoaktif bant olacagindan, orjinal
sablondaki niikleotit dizisinin ne oldugunu ortaya ¢ikarmak icin otoradyografi
kullanilmistir. Diger tekniklerle aynmi prensipte calisirken (olasi tiim artimli uzunluk
sekanslarinin iretilmesi ve nihai niikleotidin etiketlenmesi), dogruluk, saglamlik ve
kullanim kolayligi, dideoksi zincir sonlandirma yontemine (ya da basitge, Sanger
sekanlama) yol agmistir. Bu sistem DNA'y1 siralamak i¢in yillarca kullanilan en yaygin
teknoloji olmustur.

Ilerleyen yillarda Sanger sekanslamada bir dizi iyilestirme yapilmustir; bunlar, esas olarak
florometrik tabanli algilama ile fosfor veya tritium-radyo-etiketlemenin (reaksiyonun
dort yerine bir kapta meydana gelmesi saglanmis) ve kilcal bazli elektroforez sistemi ile
birlestirme yoluyla daha gelistirilmis bir belirleme yontemi saglanmistir. Bu gelismelerin
her ikisi de, gittikce daha otomatik hale getirilmis DNA siralama makinelerinin [190] ve

ardindan ilk ticari DNA sekans belirleme cihazlarinin gelistirilmesine katkida
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bulunmustur. Giderek artan karmasik tiirlerin genomlarini dizmek i¢in kullanilan farkh
tasarimlarda dizilim makineleri gelistirilmistir [191] .

Bu birinci nesil DNA dizilim makineleri, uzunluk olarak bir kilobaz (kb) 'dan biraz daha
az sekans okumalar1 iiretmekteydiler: daha uzun pargalart analiz etmek igin
arastirmacilar, {ist liste binen DNA parcalarinin ayr1 ayri klonlandigi ve dizildigi ve daha
sonra birlestirildigi "av tiifegi dizilimi" gibi tekniklerden yararlanmislardir [192].
Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) [193] ve rekombinant DNA teknolojileri [194] gibi
tekniklerin gelistirilmesi, sekanslama i¢in gereken yiiksek saf DNA konsantrasyonlarinin
iiretilmesi i¢in araclar saglayarak genomik devrime yardimci olmuslardir. Bundan sonraki
takip eden gelismeler, daha az dogrudan yollardan da gergeklesmistir. [195] [196].
Omegin Leroy Hood'un Applied Biosystems [197] tarafindan iiretilen, yiizlerce
numunenin ayni anda siralanmasina izin veren [198] ABI PRISM serisi gibi ikinci nesil
ve ligiincii nesil sekanslama teknolojileri daha yeni dideoksi sekansirlari, Insan Genom

Projesinde kullanilmaya baslanmistir [199],[200].

2.15. Matriks Destekli Lazer Desorpsiyon/iyonizasyon-Ucus Zamanh Kiitle
Spektrometresi (MALDI-TOF MS)

Gliniimiizde mikroorganizmalarin tanimlanmasinda kullanilan yontemler arasinda en
geliskin yontem olarak 16S rRNA ve 18S rRNA gen dizilimi kullanan molekiiler genetik
yontemler kabul edilmektedir. Bununla birlikte, son yillarda matris destekli lazer
desorpsiyonu iyonlasma-ugus zamanli kiitle spektrometrisi (MALDI-TOF MS)
mikrobiyal tan1 ve teshis i¢in potansiyel bir arag olarak goriilmektedir. MALDI-TOF MS
analizlerinde, mikroorganizmalar tiim hiicreler veya bunlarin hiicre 6ziitleri seklinde
kullanilarak analiz edilip tanimlanirlar. Siire¢ hem emek hem de maliyetler agisindan
hizli, hassas ve ekonomiktirr MALDI-TOF MS'nin mikrobiyal tanimlama,
epidemiyolojik ¢alismalar, biyolojik savas ajanlarinin tespiti, su ve gida kaynakli
patojenlerin tespiti, gibi bir dizi amag i¢in kullanimi mikrobiyologlar tarafindan kabul
gormektedir. Yeni izolatlarin tanimlanmasi ancak, spesifik cins/tiir/alt-tiir/tiirlerin tip
suslariin spektral veri tabaninin ve parmak izlerininin mevcut olmasi halinde miimkiin

olmaktadir [201].

Mikrobiyal proteomun karakterizasyonu ve farklilasmasi, hem jel bazli hem de jel
icermeyen protein ayirma yontemlerinin kullanilmas: ile ortaya c¢ikmustir.

Mikroorganizmalarin tanimlanmasi ve siniflandirilmasi i¢in birkag ¢aligmada bilgisayar
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destekli analiz ile birlestirilmis, hiicre proteinlerinin SDS- PAGE dagilimlar1 dikkate
almmustir [202].

Kiitle spektrometrisi, molekiillerin iyonize edildigi ve kiitlelerinin yiiklenme oraninin
(m/z) bliildiigli analitik bir tekniktir. Ilk ortaya ¢ikmis oldugu 1900'lerin basinda
kullanim kapsami kimya bilimleriyle sinirliydi. Bununla birlikte, 1980'lerde elektron
sprey iyonizasyonunun (ESI) ve matris destekli lazer desorpsiyon iyonlagsmasinin
(MALDI) gelistirilmesi, kiitle spektrometresinin daha biiylik biyolojik molekiillere
(protein, hiicre) uygulanabilirligini arttirdi. Hem ESI hem de MALDI'da peptitler,
molekiil lizerine bir veya daha fazla protonun eklenmesi veya kaybi ile iyonlara
doniistiirtiliir. Her iki yontem de, iyon olusumunun énemli bir numune biitiinliigli kaybina
yol agmadig1 “yumusak iyonlagsma” yontemlerine dayanir. MALDI-TOF MS, ESI-MS'e
gore bazi avantajlara sahiptir. MALDI-TOF MS, tek sarjli iyonlar iiretir, bu nedenle
verilerin yorumlanmasi ESI-MS ile karsilastirilmas: kolaydir [203]. Bu sistemlerde
kullanilan tam otomasyon sayesinde yiiksek verim ve hiz saglamaktadir ve MALDI-TOF
kiitle spektrometresini biiyiik 6l¢ekte proteomik caligsmalar i¢in bariz bir segenek haline

getirmistir [204].

MALDI MS sisteminde analiz edilecek numune, matris olarak bilinen enerji emici,
organik bir kimyasal bilesik ¢o6zeltisi ile karistirilarak ve yiizeyi kaplanarak
hazirlanir. Matris kuruma sonrasinda kristallestiginden, matrisin i¢ine hapsolmus olan
ornek de aym zamanda kristallesir. Matris i¢indeki numune, bir lazer 1smiyla
otomatiklestirilmis bir modda iyonize edilir. Lazer 1simniyla desorpsiyon ve iyonlagsma,
numunedeki analitlerden tek tek protonlanmis iyonlar iiretir. Protonlanmis iyonlar daha
sonra sabit bir potansiyelde hizlandirilir, bu parcaciklar kiitle/sarj oran1 (m/z) temelinde
birbirlerinden ayrilirlar. Yiiklenen pargaciklar daha sonra dortlii kiitle analizorleri, iyon
tuzag analizorleri, ugus siiresi (TOF) analizorleri gibi farkl kiitle analiz dedektorleri
kullanilarak tespit edilir ve Ol¢iiliir. Sistemin ¢alisma prensibini veren is akis diyagrami

asagida (Sekil 2. 2) verilmistir.
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Sekil 2.2. MALDI-TOF MS'de is akisini1 gosteren sematik diyagram.

Mikrobiyolojik uygulamalar icin ¢ogunlukla TOF kiitle analiz dedektorleri
kullanilir. MALDI-TOF analizi sirasinda, iyonun m/z orani, ugus tiipi boyunca hareket
icin gereken siireyi belirleyerek ol¢iiliir. Birkag TOF analizoriinde, ugus tiipiiniin arka
ucunda bir iyon aynasi bulunur ve bu, iyonlari ugus tiiptinden bir dedektore yansitmaya
yarar. Boylece, iyon aynasi sadece ugus tiipiiniin uzunlugunu artirmakla kalmaz, iyonlar
arasindaki enerji farkliligini da diizeltir [205]. Mikroorganizmalarin MALDI-TOF MS ile
tanimlanmasi, ya bilinmeyen organizmanin peptid kiitle parmak izinin (PMF),
veritabaninda bulunan peptid kiitle parmak izleri ile karsilastirilmasiyla ya da bilinmeyen
organizmanin biyobelirteclerinin kiitlelerinin proteome veritabani ile eslestirilmesiyle
gergeklestirilir. TOF olctim bilgilerine dayanarak ve bir karakteristik spektrumdan

yararlanarak PMF’leri iizerinden numune belirlemesini gergeklestirir [205].

Mikroorganizmalarin tiir cinsinde tanimlanmasi i¢in, birka¢ matriks proteini ile birlikte
baslica ribozomal proteinleri temsil eden, 2/20 kDa'lik tipik bir kiitle araligindaki m/z
degerleri kullanilir. Mikrobiyal bir hiicrenin kuru agirliginin yaklasik % 60 ila % 70'ini
temsil eden yiiksek oranda bulunan ribozomal proteinlerin karakteristik yapisi, 2 ila 20
kDa'lik kiitle araligindadir [206]. Protein molekiiler kiitlelerinin bir veri tabaninin
Olusturulmasindan 6nce, bir organizmanin tam genom dizisi bilgisini gerektirmektedir

[206].
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Her ne kadar kiiltiir kosullar1 mikrobiyal fizyolojisiyi ve protein ekspresyon profilini
derinlemesine etkilesede MALDI-TOF MS tarafindan mikrobiyal tanimlamay1
etkilememektedir. Valentine ve arkadaslart dort farkli kiiltlir ortaminda ii¢ bakteri tiirii
elde etmis ve mikrobiyal MALDI-TOF MS tanimlamasinin kiiltiir kosullarindan bagimsiz
oldugunu bulmuslardir [207]. Baska bir arastirma grubu da ise hem kiiltiir kosullarinin
hem de kiiltiir stiresinin MALDI-TOF MS tarafindan mikrobiyal tanimlamay1
etkilemedigini bildirmislerdir [208].

MALDI-TOF MS i¢in matris olarak bir c¢ok organik bilesik kullanilmig, ancak
mikrobiyolojik uygulamalar, a-siyano-4-hidroksisinamik asit (CHCA), 2,5-dihidroksi
benzoik asit (DHB) ve 3,5-dimetoksi; 4-hidroksisinamik asidin (sinapik asit) en faydali
oldugu bulunmustur. Matris ¢dzeltisi, su ve etanol/metanol veya asetonitril iceren organik
coziiciiler ve matrisi ¢ozen trifloro asetik asit (TFA) gibi gii¢lii bir asit karisimindan
olusur. Solventler, mikroorganizmalarin hiicre duvarma niifuz eder ve hiicre i¢i
proteinleri ¢ikarir. Coziicii buharlastiginda, protein molekiillerinin ve matris ¢ozeltisi
icinde tutulan diger hiicresel bilesiklerin "birlikte kristallesmesi" ger¢eklesir [209].
MALDI-TOF MS tarafindan mikroorganizmalarin tanimlanmasi i¢in numune hazirlama
islemi, izole edildigi kaynaga veya hiicre duvarinin bilesenlerinin kimyasal dogasina
baglidir. Arastirmacilar, farklt mikroorganizma gruplari i¢in farkli numune hazirlama
yontemlerini degerlendirmislerdir. Bazi mikroorganizmalar, dogrudan hiicre profili
olarak adlandirilan dogrudan MS tarafindan tanimlanabilir, bazilar1 i¢in ise biitlin hiicre
lizatlar1 veya ham hiicre Oziitleri hazirlanir. Dogrudan hiicre profillemede, tek bir
mikroorganizma kolonisi toplanir ve dogrudan numune plakasina yerlestirilir ve hemen
matris ¢ozeltisi ile kaplanir. Neisseria spp. gibi gram negatif bakteriler [210], Yersinia
spp. [211] ve Vibrio spp. [212], dogrudan hiicre profili kullanilarak MALDI-TOF MS ile
tanimlanmastir.

Hiicre duvarlarinin kompleks yapilari nedeniyle aerobik actinomycetes, nocardia ve
mikobakteri MALDI-TOF analizinden dnce 6zel islem prosediirleri gerektirir [201].
Bakterilerde oldugu gibi, mayalarin MALDI-TOF MS tarafindan tanimlanmasi igin
¢esitli numune isleme yontemleri arastirilmistir, bunlarin disinda formik asitle 'hazirlama
ekstraksiyonunun' en uygun oldugu bildirilmistir [213-214].

“MALDI Biotyper” olarak adlandirilan mikrobiyal tanimlama yapabilen ilk MALDI-
TOF MS sistemi Bruker Daltonics tarafindan gelistirilmistir. MALDI Biotyper, temel bir
MALDI-TOF platformu, uygulama ve analiz yazilimlari, saha i¢i bir veritabani ve

numunenin ¢ikarilmasi/hazirlanmasi i¢in basit bir yontemden olusmaktaydi [215]. Bruker

48



MALDI-TOF cihaz1 ve isgletim ve analiz yazilimlar ile yazilim ve veritabani kolayca
entegre edilebilmistir. Bu sistem ayni zamanda dahili organizma kiitiiphaneleri ekleme
secenegi saglayarak derecelendirmeye izin vermekteydi. Mikrobiyal tanimlama igin
baska bir MALDI platformu bioM¢érieux ile isbirligi icinde Shimadzu tarafindan tanitild.
Shimadzu, enstriimantasyon ve analiz yazilimi “Launchpad” i sunarken, bioM¢érieux
merkezi olarak giincellenen “SARAMIS” veritabanini da sagladi. Daha sonra, Andromas,
Bruker ve Shimadzu enstriimanlariyla uyumlu olan rutin bakteriyolojik tanimlama i¢in
farkli tiirde bir veritaban1 ve yazilim sunmustur [216]. MALDI-TOF MS'nin
gelistirilmesinde en biiylik ¢i8ir agic1 asama klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
bakteri ve mantarlarin rutin tanimlanmasi i¢in diizenleyici onay gelmesi ile olmustur.
MALDI Biotyper Sistemi (Bruker Daltonics Inc.), insan drneklerinden kiiltiirlenmis
bakterilerin tanimlanmasi icin ABD Gida ve Ilag Idaresi (FDA) tarafindan onaylanmistir
(in vitro tan1). Benzer sekilde, VITEK ® MS (bioMerieux Inc.) kiiltiirlenmis bakteri ve
mayalarin tanimlanmasi i¢in, ABD FDA tarafindan onaylanmistir [217]. Tanimlanmasi
icin onaylanan bu mikroorganizmalarin listesi bireysel sisteme 6zgiidiir [217]. MALDI-
TOF MS, ilk olarak 2012 yilinda bioMérieux VITEK MS sisteminin Cin Devlet FDA's1
tarafindan in vitro diagnostik (IVD) amagla kullanimi i¢in Cin'deki klinik kullanimda
onaylanmistir [218]. Daha sonra, Cin Devleti FDA ayrica insan kaynakli érneklerinden
izole edilen mikroorganizmalarin rutin tanimlanmasi i¢in Bruker IVD MALDI Biotyper
Sistemini de onaylamistir. Bununla birlikte, birkag aragtirma grubu, bilimsel topluluk i¢in
serbestee kullanilabilen bazi acik kaynakli yazilimlar ve veritabanlari gelistirmistir.
Bunlar arasinda mMASS, Mass-Up, pkDACLASS, MALDIquant, SpectraBank,
BIOSPEAN, vb. bulunmaktadir [219-222].

MALDI-TOF MS'nin mantar izolatlarinin sus tiplemesinde kullanimi heniiz baslangi¢
asamasindadir ve bakterilerde oldugu kadar basarili degildir. Mayalarin aksine, kiifler
tamimlamak zordur ¢iinkii karmasik filogenetik iligkileri [223] ve daha karmagsik
morfolojileri vardir. Bununla birlikte, MALDI-TOF MS ile yapilan sus tiplemesinin C.

albicans ve C. parapsilosis tiirlerinde miimkiin oldugu bildirilmistir [224-225].

Tek hiicreli mantar karakterizasyonu ve tanimlanmasi icin MALDI-TOF MS kullanimini
tarif eden ilk ¢alisma, Saccharomyces cerevisiae olarak bildirilmistir [226]. Mantarlar
arasinda Candida, Cryptococcus ve Pichia gibi organizmalar dahil askomisetes ve
basidiomisetes grubu mayalar ic¢in yiiksek oranda tekrarlanabilir PMF spektrumlari

bildirilmistir . Bununla birlikte, mayalarin MALDI-TOF MS tanimlamasi i¢in ¢esitli 6n
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islem prosediirlerini degerlendirilmis ve emek yogun olmasma ragmen, formik
asit/asetonitril ile tam ekstraksiyonun daha iyi tamimlama sonuglar1 verdigini
bildirmislerdir [227]. Cesitli arastirmacilar MALDI-TOF MS'nin kan dolagimi
enfeksiyonlarindaki ¢esitli maya tiirlerinin tanimlanmasi i¢in giivenilir ve zaman

kazandiran bir yaklasim oldugunu bildirmislerdir [228-230].

2.16. Funguslarda DNA Barkodlama

Funguslar morfolojik ve fizyolojik olarak, tek hiicreli mikro ve makro organizmalara
kadar cok cesitli organizmalar1 temsil ederler. Fungus tiirlerinin tanimlanmasi ¢ogu
zaman zordur, ¢linkii yalnizca zaman zaman tanimlamaya uygun morfolojik karakterler
gosterirler [57]. Molekiiler tekniklerin gelismesiyle, tiir diizeyinde taksonomi biiyiik
Olciide degismis ve birgok bilinmeyen tiir belirlenmistir. Bununla birlikte, molekiiler
markorlere dayali tanimlamanin ¢ogu zaman uygun tanimlayici materyal ile
birlestirilmesi daha uygun goriilmektedir [58].

Funguslar hayatin birgok alaninda bitkiler, hayvanlar ve insanlar i¢in yararl veya zararh
(patojenik ve toksijenik) etkilere sahiptirler. Funguslarin tiir diizeyinde siniflandirilmalari
eski zamanlarda taksonomik yollarla yapilmaktayken giliniimiizde daha etkili bir
tanimlama yapabilmek i¢in molekiiler biyolojik ¢aligmalar 6nem kazanmaktadir. DNA
barkodlama bu konuda giiniimiizde iizerinde en ¢ok durulan tanimlama yontemi olarak
ortaya ¢ikmaktadir.

Farkl1 gen bolgelerinin hangi takson gruplari tizerinde yaygin kullanildigini veren tablo
yukarida  (Cizelge2.1)  verilmistir.  Uluslararas1  Mantar  Calisma  Grubu
(http://www.fungalbarcoding.org) tarafindan yonetilen Mantar Barkod Veri Tabani,
mantar DNA barkodlama i¢in kullanilan bir dizi bolge belirlemistir. Her ikisi de niikleer
ribozomal RNA genleri grubuna ait olan ITS bolgesi ve niikleer biiytik alt birimin (LSU)
D1 / D2 bolgesi, en yaygin sekilde siralananlar arasindadir ve tiim mantar taksonomik
gruplarinda kullanilabilmektedir. Bu iki bdlge, iiniversal primerler kullanilarak kolayca
biiytitiilebilir ve benzer protokoller, farkli mantar gruplarinda kullanilabilir. Bu iki bolge
referans verisi en fazla bulunan bolgelerdir. Bununla birlikte, bu iki bolge bile ¢cogu
zaman tiir diizeyini ayirt edememektedir [58]. Diger bolgeler, niikleer kiiglik alt birim
(SSU) ve t¢ distk kopya protein markori (RPB1, RPB2 veya MCMY7) gibi secilmis
taksonomik gruplarda uygulanmaktadir. Ayrica COI gen bdlgesi GenBank

sorgulamalarina gore funguslarda en ¢ok sorgulama ve arastirma yapilan gen bolgesi
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olarak ilk siralarda yer almaktadir [59-60]. CBOL mantarlar i¢in barkodlamada kullanilan
uygun DNA markérlerini belirleme ve onaylama ¢alismalarini siirdiirmektedir. BOLD ise
yaygin olarak ITS gen bolgesine dayanan bir kimlik sunmaktadir [61].Funguslarda
yapilan ¢alismalarda ¢ekirdek ribosomal genleri, 16S rRNA, cpn60, rpoB, COI, rbcL,
tutA, RPB1, RPB2, 5.8S, 18S RNA SSU, 28S RNA LSU, ITS’ler LSU D1/D2 markérleri
ve ¢oklu bolge sekans analizleri kullanilarak yapilmaktadir [231-236]. Asagida (Cizelge
2.3.) funguslarda DNA barkodlamada yaygin kullanim yeri bulan gen boélgeleri ve

primerler gosterilmistir.

Cizelge 2.4. Funguslarda DNA barkodlamada yaygin kullanim yeri bulan gen bolgeleri
ve primerler [229-234]

Bolge ve Primerlerin Adi Sekans (5°-3%)
ITS

ITS1 ileri yonli 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3'

ITS 1F ileri yonli 5-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3'
ITS4 geri yonli 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'
ITS4BR geri yonlii 5-TCAACAGACTTGTACATGGTCC-3'
ITS4BR2 geri yonlii 5'-GGATTATCACCCTCAATGAT-3'
ITS3R2 geri yonli 5-AAGGTACACCTGTTTGAGTGTC-3'
ITS3 GCATCGATGAAGAACGCAGC

ITS2 GCTGCGTTCTTCATCGATGC

ITS2R2 geri yonli

5-GACACTCAAACAGGTGTACCTT-3'

ITSS ileri yonlii

5'-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3'

ITS3R3 ileri yonlii

5-CACATCGATGAAGAACACAGT-3'

5.88S ileri yonlii

5'-CGCTGCGTTCTTCATCG-3'

5.8SR geri yonlii

5'-TCGATGAAGAACGCAGCG-3'

UN-UP18S42 ileri yoénlii

5-CGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAAC-3'

UN-LO28S22" geri yonli

5-GTTTCTTTTCCTCCGCTTATTGATATG-3'

LSU (D1-D2)

LROR ileri yonlii 5-ACCCGCTGAACTTAAGC-3'

NL-1 5--GCA TAT CAA TAA GCG GAG GAA AAG-3'
NL-4 5°-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3'

LR5 geri yonli

5-TCCTGAGGGAAACTTCG-3'

LR16 geri yonlii

5-TTCCACCCAAACACTCG-3'

SSU

SRIR ileri yonlii

5-TACCTGGTTGATQCTGCCAGT-3'

NS1 ileri yonli

5-GTAGTCATATGCTTGTCTC-3'

NS4 geri yonli

5-CTTCCGTCAATTCCTTTAAG-3'

PNSI ileri yonli

5’-CCAAGCTTGAATTCGTAGTCATATGCTTGTC-3’

NS41 geri yonlii

5’-CCCGTGTTGAGTCAAATTA-3’

RPB1

RPB1-Af, RPB1-Ac ileri yonlii

5’-GARTGYCCDGGDCAYTTYGG-3’

RPB1-Cr geri yonlii

5’-CCNGCDATNTCRTTRTCCATRTA-3’
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RPB2

fRPB2-5F ileri yonlii

GAYGAYMGWGATCAYTTYGG

RPB2-7R geri yonlii

CCCATWGCYTGCTTMCCCAT

bRPB2-7.1R geri yonlii

5'-CCCATRGCYTGYTTMCCCATDGC-3'

TEF1la

EF1-1018F GAYTTCATCAAGAACATGAT
EF1-1620R GACGTTGAADCCRACRTTGTC
EF1-1002F TTCATCAAGAACATGAT
EF1-1688R GCTATCATCACAATGGACGTTCTTGGAG
Al33_alternative_f GARTTYGARGCYGGTATCTC
EF1_alterantive_3f TTYGARGCYGGTATCTC
EF1_alternative_3r GAVACRTTCTTGACGTTGAA
60S L10 (L1)
60S-908R CTTVAVYTGGAACTTGATGGT
60S-506F GHGACAAGCGTTTCTCNGG
TEF3 EF3-3185F TCYGGWGGHTGGAAGATGAAG
EF3-3538R YTTGGTCTTGACACCNTC
EF3-3188F GGHGGHTGGAAGATGAAG
EF3-3984R TCRTAVSWGTTCTTGAACTT
EF3-3186F CYGGHGGHTGGAAGATGAAG
EF3-3984R2 TCRTAVSWGTTCTTGAAC
PGK
PGK 480-F TGTAAAACGACGGCCAGTACGAT
- ATCCGAGTCGACTTCAAYGTCCC
PGK_480R CAGGAAACAGCTATGAC
TCGAAGACACCRGGGGGACCGTTCCA
PGK 483.F TGTAAAACGACGGCCAGTACGATGAGAACYTGCGHTTCCACRYY
- GAGGAGGARGG
PGK_483-R CAGGAAACAGCTATGACCTTCTTGAAGGTGAARGCCAT
PGK_511-F GTYGSTGCYYTGCCMACCATCAA
PGK_511-R ATCTTGTCRGMRACCTTRGCACC
PGK_533-F GTYGAYTTCAAYGTYCC
PGK_533-R ACACCDGGDGGRCCGTTCCA

TOP1 TOP1_501-F

TGTAAAACGACGGCCAGTACGAT
ACTGCCAAGGTTTTCCGTACHTACAACGC

TOP1

TOP1-501F ACTGCCAAGGTTTTCCGTACHTACAACGC
TOP1-501R CCAGTCCTCGTCAACWGACTTRATRGCCCA

LNS2

LNS2-468F GGCCATGTGCTGAACATGATCGGHCGWGAYTGGAC
LNS2-468R CGGTTGCCRAAKCCRGCATAGAAKGG

TEF3

EF3-3185F TCYGGWGGHTGGAAGATGAAG

EF3-3538R YTTGGTCTTGACACCNTC
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D.Vu ve arkadaglar1 tarafindan 2018 yilinda yapilan ¢alismada hifli funguslar tlizerinde
veri tabanlarinda yer alan veriler iizerinde tanimlamada LSU ve ITS kullanilmasi
sonucunda LSU gen bolgesinin daha etkili oldugunu ortaya koymuslardir [237].
Goulamova ve ark. tarafindan 2012 yilinda Bulgaristan’da yapilan ¢aligmada geleneksel
iriinlerinden boza, yogurt ve peynirde izole ettikleri kiiltiirlerde 14 farkli maya cinsini
26s rDNA analizleri ve GenBank karsilastirmalariyla belirlemislerdir [238]. Ayrica 2016
yilinda yapmis olduklart ¢alismada ITS ve LSU gen bolgelerini kullanarak yeni bir
askomisetes cinsine ait bes tiir belirlediklerini belirtmiglerdir [239].

Niikler ITS bolgelerinin kullanimi genel olarak funguslarda kullanilan bir bolge iken ITS
ile birlikte 5,8 SRNA D1/D2 boélgelerinin kullanimi gen ¢esitliligi (farklilig1) agisindan
Saccharomytecea grubu icin % 1 civarlarinda iken baz1 fungus gruplari i¢in %] in lizerine
cikabildigni belirtmislerdir [240]. Pierce ve ark. 2007 yilinda yapmis olduklar1 S.
cerevisiae tiirtinde 20 bazlik genetik delesyonlarin gen ¢alisma fonksiyonlar1 tizerindeki
etkilerini S. cerevisiae kiiltir havuzunda tiirlerin basariyla belirlenebilecegini
gostermiglerdir [241].

Wolf ve ark. benzer tiirler arasindaki gen farkliligindaki diisiisten dolayr ayrimda
meydana gelen zorluklardan dolayr Oneri olarak tiim genom analizleri veya g¢oklu
bolgelerin ayni anda karsilagtirmada kullanilmasi nerilmektedir [242]. Francisco ve ark.
2009 yilinda genom sekanslama projesinde kullanilmis ve sekans bilgileri olan 55 adetlik
S. cerevisiae ve Saccharomycess paradoxus’un haploid setleri ile yaptiklari barkodlama

caligmasinda spesifik barkodlar iizerinden ayrim yapilabilecegini gostermislerdir [243].

2.17. Veri Tabanlar1 Yonetimi

Biyoloji, mikrobiyoloji, biyoteknoloji ve molekiiler biyoloji alanlarinda g¢aligmalar
ylriiten arastirma ekipleri elde etmis olduklar1 arastirma bulgularini yaygin olarak kendi
amaglart dogrultusunda kayit altina almaktadirlar . Bu amacla gelistirmis olduklar1 veri
tabanlar1 ve veri yonetim sistemleri temelde kendi calismarini kapsayici yonde
olmaktadir. Elde edilen verilere gerekli ek verilerde eklenerek meta veri setleri seklindede
kullanicilara sunulmaktadir. Bu alanda mikrobiyoloji ¢alismalar yiiriiten kuruluslar elde
ettikleri izolasyonlarin tanimlayici bilgilerini (izolasyon kaynaklari, tanimlama test
sonuglari, izolasyon kimlik numaralari, yillar1 vb.) sunmaktadirlar. Molekiiller biyoloji
alaninda c¢alisma yiiriiten arastirma gruplart ise genomik bilgileri, sekans verilerini,

protein kodlayic1 genleri, enzim kodlayict genleri ve gen interaksiyon aglarini farkl veri
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tabanlar1 ile iligkilendirerek veya Ozel arastirma sonuglar1 olarak sunmaktadirlar.
Mikrobiyal veri bankalari mikrobiyologlar i¢in biiyiik veri setleri kullanarak yeri
geldiginde farkli veri tabanlari ile entegre bilgi hizmetleri sunmaktadirlar[244-245].

Bu noktada ¢aligma gosteren mikrobiyal veri bankalarinin bir kismi1 ¢alismalarinda FIMS
(field information management system/arastirma bilgi yonetim sistemi) veya LIMS
(labratory information management system/labratuvar bilgi yonetim sistemi) gibi bilgi
yonetim sistemi ve protokolleri uygulamaktadirlar[246-247].

Bu tip arastirmalarda FIMS yonetim sistemi dikkate alinirken, Voucher 6zgiin tiir
tanimlamalarinin yapilmasi, tiir isilerinin verilmesi, tiir orijini ve zamani, cografik enlem
boylam bilgileri, elde edilme zaman1 ve bilgisi, izolasyonlarin kaynagi, izolasyonu elde
eden kisi, tamimlamalar1 yapan kisi gibi prosediirlerin agik¢a belirtilmesini
gerektirmektedir[246].

LIMS yonetimi dikkate alinarak ytiriitiilen sistemlerde ise ekstraksiyon, PCR, sekanslama
ve derleme prosesleri boyunca proses takibi, uygun biyoinformatik yazilimlar
kullanilarak agik erisim veri tabanlarina ekleme, son veri isleme prosesleri, yap1 bildirimi,
diizenlemelerin objektif olabilmesi ve tekrarlanabilmesi i¢in goriiniir a¢ik diizenlemelerin
ve prosediirlerin olmasi yoniinde hareket etmektedirler[246-247].

DNA barkodlama c¢alismalrinda barkodlamada kullanilan izolasyonlarin kaynagi,
izolasyonu yapan kisiler, izolasyon zamani, ekstraksiyon prosediirii, kullanilan primerler
ve gen bolgeleri, elde edilen jel goriintiileri, sekans datalari, datalar1 isleme araglari, elde
edilen sorgulama sonuglart ve barkod yapilar1 gibi bilgilerin sunulmasi gerekmektedir
[246].

Bu hususta evrensel olan kabul edilen ve bu alanin Onciilerinin ¢alismalarina
baktigimizda Diinya Mikroorganizmalar Veri Merkezi (WDCM/World Data Center for
Microorganisms), 50 y1l 6nce Diinya Kiiltiir Koleksiyonlar1 Federasyonu (WFCC/World
Federation of Culture Collection) -Microbial Arastirma Merkezi'nin (MIRCEN/Microbial
Research Center) veri merkezi olarak kurulmustur. WDCM, tiim diinyadaki mikrobiyal
kaynak merkezlerini ve mikrobiyologlar i¢in biiyiik veri teknolojisini kullanarak entegre
bilgi hizmetleri sunmayr amaglamaktadir. Diinya Kiiltiir Koleksiyonlar1 Federasyonu
(WECC), Uluslararas1 Mikrobiyolojik Topluluklar Birligi'nin (IUMS/ International
Union of Biological Sciences)), COMCOF (Committees, Commissions and
Federations/Komiteler, Komisyonlar ve Federasyonlar) ve Uluslararast Biyolojik
Bilimler Birligi'nin (IUBS/ International Union of Biological Sciences) bir bilimsel
tiyesidir. Diinya Kiiltiir Koleksiyonlar1 Bilgi Sistemi (CCINFO/Culture Collections
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Information Worldwide), WDCM nin biinyesinde bir meta veri kaydedici olarak gorev
yapan bir veritabanidir[248-249]. Her kiiltiir koleksiyonu i¢in benzersiz bir tanimlayici
saglamakta ve koleksiyonun sahip oldugu tiirlerin adlarini listelemektedir. CCINFO 72
tilke ve Dbolgeden 708 kiltiir koleksiyonuyla ilgili meta veri bilgileri
saglamaktadir. CCINFO tarafindan sunulan istatistiklere gore, 708 kayith kiiltir
koleksiyonundan sadece 60'1 ¢evrimigi katalog yayinlamig, 96'simnin katalogu ise
bilgisayar ortamida yer almaktadir. Kiiresel Mikroorganizma Katalogu (GCM/Global
Catalogue of Microorganism), katalog bilgilerini toplamakta ve mikrobiyal kaynaklarin
verilerini almakta, analiz ve gorsellestirme sistemi saglamaktadir. Su anda GCM, 43 iilke
ve bolgede 103 kiiltiir koleksiyonundan 368000 sus icermektedir. Referans Tiir Katalogu
(RSC/Reference Strain Catalogue) Uluslararas: Standartlar Orgiitii (ISO/ International
Standards Organization) ve diger uluslararasi veya bolgesel standartlarda listelenen
soylarin veritabanini tutmaktadir. RSC, teshis ve kalite kontroliinde kullanilmas1 6nerilen
suslara benzersiz bir tanimlayici tahsis eder ve bu nedenle degerli bir capraz platform
referansi olarak hizmet etmektedir[248-249].

WDCM soy sayilari ve tiir adlarini kullanan, Pubmed, WIPO, Genome Online veritabani
ve NCBI niikleotit sekansi1 veritabani gibi kamu kaynaklarindan bilgi elde etmek icin bir
veri madenciligi aract olan Bioresource Citation (ABC) Analizoriinii gelistirmistir.
Bioresource Yayimn Analizorii (ABC/ Analyzer of Bioresource Citation), WDCM’nin
bilgi tabani1 olusturmak {izere kullandig1 halka agik veri kaynaklarindan suslarla ilgili
yayinlari, patentleri, niikleotit sekanslarini ve genom bilgilerini ¢ikaran bir veri
madenciligi aracidir. ABC mikrobiyal kaynakla ilgili veri ve bilgileri bilimsel
literatlirden, patentlerden ve biyoinformatik verilerinden etkin ve kesin bir sekilde
cikarmak ve daha sonra kolayca erisilebilir bir veri ambar1 olusturmak i¢in bu verileri
entegre etmektir. Bireysel kiiltiir koleksiyonundan katalog bilgileri gonderildikten sonra,
WDCM, bu katalog bilgilerini otomatik olarak ABC tarafindan ¢ikarilan her bir sus
tizerinde mevcut bilgilerle iligkilendirmekte; bunu daha sonra Kiiresel

Mikroorganizmalar Katalogu (GCM) araciligiyla kullanima agmaktadir[244,249].
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Sekil 2.3. WCDM veritabaninin ¢alisma sistemini 6zetleyen is akis semasi [271]

Diinya Kiiltiir Koleksiyon Bilgi Sistemi (CCINFO) diinya ¢apinda kiiltiir koleksiyonlar
icin bir kayit sistemi ve meta veri arsividir. WFCC, her kiiltiir koleksiyonunun kamu
hizmeti sunmadan 6nce CCINFO veritabanina kaydolmasini onerir. Bir bagvuru formu
aldiktan sonra, WDCM koleksiyona benzersiz bir kimlik numaras1 atamaktadir. ilk
WDCM numarast 'WDCM1' 1981'de ATCC'ye atandigindan beri, WDCM 1130
benzersiz tanimlayici atama barindirmaktadir. WDCM numarasimin yani sira, bagvuru
formu ayrica normal olarak kiiltiir koleksiyonu adimin kisaltmast olan kiiltiir
koleksiyonunun kisaltmas: hakkinda bilgi igerir; Ornegin, 'Amerikan Tipi Kiiltiir
Koleksiyonu' i¢in 'ATCC' ve 'Japonya i¢in' JCM ' gibi. WDCM yonetim sistemi
kisaltmanin benzersiz olmasini saglamaktadir, ¢linkii kiiltiir koleksiyonunda korunan
suslara atanan sistematik bir numara ile birlikte kisaltma tutulan her bir sus i¢in benzersiz
tanimlayicilik saglar, 6rnegin 'ATCC 6051' ve 'JCM 1002'. Tiriin kiiresel olarak
tanimlanmasi, kullanimmin izlenmesi ve tiirlin ¢esitli veri kaynaklar1 arasinda
kullanilmasinin benimsenmesi igin benzersiz bir tiir sayisi ¢gok 6nemlidir[249].

ABC yazilimi, CCINFO'da kayith tim kiltiir koleksiyonlarimin kisaltmalar1 ve bu
koleksiyonlarda korunan tiir isimlerinin listesini segerek calisir. Kisaltma listesi ve tiir
adlar1 listesi, yayinlarin, patentlerin, genomlarin ve niikleotit dizilerinin veri kaynaklarina
kars1 arama yapmak i¢in anahtar kelimeler olarak kullanilir. Veri madenciligi sonuglari
bir veri ambar1 olusturmak tizere birlestirilir. Temiz bir veri tabani olusturulduktan sonra,
koleksiyona 06zgli tanimlama numaras1 kullanilarak veriler her bir belirli susa

baglanir[249].
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Sekil 2.4. CCINFO tarafindan kullanilan veri madenciligi akis semas1 [271]

Kiiltiir koleksiyonlarinin ¢evrimigi bir katalog olusturmalarina ve kullanicilara hizl,
dogru ve uygun veri erisilebilirligine sahip bir sistem sunmalarina yardimci olmak icin
WDCM, 2012 yilinda Kiiresel Mikroorganizmalar Katalogu (GCM/ Global Catalogue of
Microorganisms) projesini baslatmistir. Proje, pilot asamasinda ¢esitli gondillii kiiltiir
koleksiyonlariyla baslatilmistir. GCM'nin su anki versiyonu, 43 iilke ve bolgedeki 103
koleksiyondan 46600 bakteri, mantar ve archaea tiirii iceren 368982 sus hakkinda bilgi
icermektedir. 103 kiiltiir koleksiyonundan sadece ligte biri bagimsiz bir ¢evrimigi katalog
olusturmaktadir. GCM web sayfasinda yayinlanmadan once, sistem, veri formati ve
iceriginin dogrulanmasi1 ve tiir adlarinin filogenetik durumu da dahil olmak {iizere

otomatik veri kalitesi kontrolii gerceklestirmektedir. GCM sadece kiiltiir
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koleksiyonlarindan katalog bilgilerini degil, ayn1 zamanda ABC veri madenciligi
sonuglariyla olan baglantisindan dolay1 kamuya agik veri tabanlarindan ¢ikarilan tiirler
ve bu tiirler hakkindaki bilgileri de igermektedir. Cevrimigi sistem ¢oklu arama islevleri
saglamaktadir. Tir isminin ve tiir sayisinin temel aramasinin yani sira, gelismis arama
yayinlarda veya patentlerde marker gen dizisi benzerligi ve anahtar kelimeler gibi ¢oklu
veri alanlarmi birlestirebilmektedir. Bu, GCM igeriginin arastirilmasini biiyiik 6l¢iide
kolaylastirmakta ve verilerin farkli veri kaynaklarindan entegrasyonunu gerektiren
sorular1 cevaplama imkani sunmaktadir [249].

Bu tiir sistemlerde tek tip veri formatlar1 saglamak i¢in veri standartlar1 kullanimina
bagvurulmaktadir. Mevcut durumda, kiiltiir koleksiyonlarinin kataloglarinda veriler
cesitli veri bi¢imlerinde yer almaktadir. Farkli koleksiyonlarin farkli veri alanlari
vardir. Ayni biyolojik igerik igin bile farkli bir alan adina sahip olabilmektedirler. Bu
nedenle, katalog bilgisini entegre etmek icin bir veri standardina sahip olmak cok
onemlidir. Mevcut veri standartlariin ve c¢evrimic¢i katalogun kapsamli bir
karsilastirmasindan sonra GCM, WDCM minimum veri setlerini (MDS/ minimum
datasets ) ve OECD biyolojik kaynak merkezleri icin “En Iyi Uygulama Kilavuzlari’ndan
yararlanmaktadir. “Microbial” gibi yaygin olarak uygulanan standartlara dayanan
onerilen veri setleri (RDS) sistemince gelistirmistir. Avrupa Mikrobiyoloji Bilgi Agi
(MINE/ Microbial Information Network Europe) WFCC onerilen veri standartlarinin

yan1 sira Biyolojik Kaynaklara ve Bilgiye Ortak Erisim (CABRI) sistemini yayinlamastir.

Bu tiir sistemlerde filogenetik agacin g6z attig tiirler veri ambarinda, alt tiirlerin yani sira
ayni tiire ait tiirler de otomatik olarak filogenetik bir agagtaki bir tiir seviyesine
baglanir. Yasam Katalogu taksonomik agaci, mikroorganizmalar1 diizenlemek ve bilgileri
iligkilendirmek i¢in kullanilir. Bu yerlesik yap1 nedeniyle, kullanicilar agag lizerindeki tiir

adma veya soy sayisina gore goz atabilir veya arama yapabilir [250].

WDCM  veritaban1 glinlimiizde veri entegrasyonu i¢in merkezi bir model
kullanmaktadir. Semantik web veya baglantili veri iceren 'BIG DATA' teknolojisi gibi
gelecekteki gelismeler, sistemin daha genis veri kaynaklariyla daha esnek veri
entegrasyonu saglayacagi diisiniilmektedir. WDCM iligkili verilerini ¢evre, kimya ve
arastirma literatiirii gibi daha genis veri kiimelerine baglamak, veri madenciligine deger
katabilir ve yeni ilaglarin veya endiistriyel {irtinlerin potansiyel kaynaklari olarak

mikroorganizmalarin yeni tilirlerini hedefleyebilmektedir. Mikrobiyal tiir verilerini iklim
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bilgisine, tarimsal ve cevresel verilere baglamak, iklime duyarli tarim ve gida gilivenligi
icin araglar saglayabilmektedir. WDCM, verilerin birlikte ¢alisabilirligini ve arastirma ve
gelistirme icin geligsmis araclarin saglanmasina olanak kilmak i¢in arastirma altyapilari,
yayincilar, arastirma fonlari, veri sahipleri ve bireysel koleksiyonlar ve arastirmacilarla

birlikte ¢alismaktadir [251-252].

2.18. Calismanin Amaci

DNA barkodlama yaklasimi kullanilarak elde edilecek avantajlar asagidaki sekilde
siniflandirilabilir;
> Uriin kalitesinin siirdiiriilebilirliginin saglanmas1

-Daha etkili ve dogru bir tanimlama yapma

-Bilinmeyen tiirleri ortaya ¢ikarabilme

-Izlenebilirligin gii¢lendirilmesi
> Uriin patent haklarinin korunmasi

- DNA sekans (dizi) bilgisine sahip olma ve etkili bir sekilde kayit altina alma
> Inovasyona kaynak veri olusturulmasi

-Biiyiik veriyi kolay saklama ve erigebilirlik
> Tiiketici giivenligini artirma
> S. cerevisiae DNA barkod caligmalarina ulusal diizeyde katki saglama
> Maya iiretiminde kalitenin siirdiiriilebilirligini saglamak
> Daha hizli, etkili ve dogru bir tanimlama yontemi gelistirerek maya tireticisi ve
kullanicisi olan endiistri gruplari i¢in izlenebilirligi giiglendirmek.
Bu c¢alismanin temel amaci geleneksel ve biyoteknolojik proseslerde ve gida
endiistrisinde olduk¢a 6nemli yer tutan ve ayni zamanda model bir mikroorganizma olan
S.cerevisiae tiirlerinin tanimlanmasinda kullanilacak DNA barkod gen bdlgelerinin ve
etkili barkod sekanslarinin ortaya konmasi, ayrica farkli kaynaklardan izolasyon ve
temini yapilan mikroorganizmalarin kayit bilgilerinin bir web tabanli veri bankasinda
saklanmasidir. Bu amagla farkli kaynaklardan izolasyon ve temini saglanan maya
izolatlar1 klasik tanimlama yontemleri (makroskobik, mikroskobik, biyokimyasal),
MALTI TOF MS tanimlama ydntemleri ve molekiiler yontemlerle ile tiir ve alt tiir
diizeyinde tanimlamalarinin yapilmasi, DNA barkodlarinin olusturulmasi ve elde edilen
bilgiler dogrultusunda bir veritabaninin olusturulmasi amaglanmistir. Calisma

kapsaminda temin edilen maya suslarinin 6n denemelerle belirlenmis gen bolgeleri (ITS,
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LSU, RPB2) kullanilarak ileri dizileme yontemleri araciligi ile tanimlama ve barkodlama
caligmalarinin gergeklestirilmesi ve barkod bdlgelerinin basarilarinin  belirlenmesi

hedeflenmistir.
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3 MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Saccharomyces cerevisiae DNA barkodlarinin ortaya konulmasinda kullanilacak maya
izolasyonlarmin elde edilmesi i¢in farkli kaynaklardan yararlanilmistir. Hedeflenen farkl
kaynaklar 4 grup altinda toplanmistir. Belirlenen bu gruplar (Grup 1, Grup 2, Grup 3,
Grup 4) su sekilde adlandirilmistir;

Grup-1 = Ticari kaynaklardan (Ulusal ve uluslararast maya iireticisi firmalardan) temin
edilen izolatlar.

Grup-2 = Kiiltir kuruluslarindan (Ulusal ve uluslararas1 kiiltiir koleksiyonu
kuruluglarindan) temin edilen izolatlar.

Grup-3 = Universite arastirmacilarindan (Ulusal iiniversite arastirmacilarindan) temin
edilen izolatlar.

Grup-4 = i¢ Anadolu Bolgesi sehirleri {iziim baglarindan toplanan {iziim 6rneklerinden
izole edilen izolatllar.

Toplanan ve izole edilen biitiin ornekler sirasiyla klasik metotlar (makroskobik,
mikroskobik ve biyokimyasal) ve Matriks Destekli Lazer Desorpsiyonu / Iyonizasyon-
Ugus Zamanh Kiitle Spektrometresi (MALDI-TOF MS)  metodu kullanilarak
tanimlanmis ve DNA izolasyonlar1 tamamlanarak PCR temelli DNA barkodlama

analizine tabi tutulmustur.

3.1.1. Ulusal ve Uluslararas1 Maya Ureticisi Firmalardan S. cerevisiae Suslarinin

Temin Edilmesi (Grup 1)

Grupl’de yer alan maya suslar1 ulusal ve uluslararas1 maya {ireticisi firmalardan temin
edilmistir. Grup 1 mayalar 9 adet ulusal firmalardan 10 adet yabanci firmalardan temin
edilmistir. Temin edilen suslar sivi besiyerinde NB (Nutrient Broth) canlandirilmis ve
ardindan YGC (Yeast Extract Glucose Chloramphenicol) besiyerine tek koloni diisiirme
teknigi ile ekimler gerceklestirilmistir. Ekim yapilan petri kutulari, aerobik kosullarda 28-
30 °C’de 2-7 giin inkiibe edildikten sonra besiyerinde gelisim gosteren ve uygun
morfolojik dzelliklere sahip koloniler secilmistir. Iki kez tekrarlanan bu islemden sonra
saf olduguna karar verilen kiiltiirlerden, tlipteki yatik agarli besiyerlerine ekimler

yapilmis ve ayni kosullarda inkiibe edilerek bu izolatlarin stok kiiltiirleri elde edilmistir.

61



Elde edilen kiiltiirlerin 6n tanimlamalar1 yapildiktan sonra uygun sartlarda (yatik agarl
besiyerlerinde (YGC) 4 °C ve % 50 gliserollii besiyerlerinde -18 °C’de ) stok kiiltiirleri

hazirlanarak muhafaza altina alinmistir [253-255].

3.1.2. Ulusal ve Uluslararas1 Kiiltiir Koleksiyonu Kuruluslarindan S. cerevisiae

Suslarimmin Temin Edilmesi (Grup 2)

Grup 2’de yer alan maya suslar1 ulusal ve uluslararasi kiiltiir kolleksiyonu kuruluslarinin
stoklarinda bulundurduklar kiiltiirlerden temin edilmis ve bu suslar i¢in baslik 3.1.1°de
ki izolasyonlara (ulusal ve uluslararasi maya lireticisi firmalardan temin edilen suslar)
uygulanan saflastirma islemleri benzer sekilde uygulanmistir. Elde edilen kiiltiirlerin 6n
tanimlamalar1 yapildiktan sonra uygun sartlarda (yatik agarl besiyerlerinde (YGC) 4 °C
ve % 50 gliserollii besiyerlerinde, -18 °C ) stok kiiltiirleri hazirlanarak muhafaza altina
almmustir [253-255]. Bu kuruluslardan temin edilen suslardan kontrol olarak kullanilacak
referans mikroorganizmalar S. cerevisiae ATCC® 9763™, S.
cerevisiae ATCC® 6328™, S, cerevisiae RSK 08022 olarak se¢ilmistir.

3.1.3. Ulusal Universite Arastirmacilarindan S. cerevisiae Suslarimn Temin

Edilmesi (Grup 3)

Grup 3°de bulunan maya suslar1 ulusal iiniversite arastirmacilarinin stoklarinda
bulundurduklar1 kaynaklardan temin edilmis ve bu suslar icin de baslik 3.1.1°de ki
izolasyonlara (ulusal ve uluslararasi maya {ireticisi firmalardan temin edilen suslar)
uygulanan saflastirma islemleri benzer sekilde uygulanmistir. Ulusal iiniversite
arastirmacilarindan temin edilen suslar Hacettepe Universitesi Biyoloji Boliimii’nden 16
adet, Cukurova Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii'nden 31 adet ve Ankara
Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii’'nden 15 adet saglannugtir. Elde edilen
kiiltiirlerin 6n tanimlamalar1 yapildiktan sonra uygun sartlarda (yatik agarli besiyerlerinde
(YGC) 4 °C ve %50 gliserollii besiyerlerinde, -18 °C ) stok Kkiiltiirleri hazirlanarak
muhafaza altina alinmistir [253-255].

3.1.4. i¢c Anadolu Bélgesi Sehirleri Uziim Baglarindan Toplanan Orneklerden S.

cerevisiae Suslarimn izole Edilmesi (Grup 4)

Grup 4’de yer alan maya suslarinin izolasyonunda kullanilacak {iziim &rneklerinin, I¢

Anadolu Bolgesi sehirlerinde her bir izolasyon alaninda toplanan toprak ve {iziim
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orneklerinden gerceklestirilmistir. Orneklerin hangi miktarlarda toplandig1 bir rnekleme
plan1 (Cizelge 3.1.) dogrultusunda gergeklestirilmistir. Ornekleme islemi rastgele ¢coklu
ornekleme yontemi kullanilarak yapilmistir [155-156].

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan 6rnekleme plant

Ornekleme Plam

Ornek Kaynag Bolge Orneklem
Her bir sehir i¢in
Uziim  baglarindan i¢c Anadolu 6 adet (600g)

(Olgun Giziim) Bolgesi Hehirleri (1 bagdan 3 farkli noktadan 2 tekrarli drnek alinmistir)

Uziim  baglarindan 6 adet (600g)

(Toprak)

I¢ Anadolu

Bolgesi Sehirleri (1 bagdan 3 farkli noktadan 2 tekrarli drnek alinmugtir)

I¢c Anadolu bolgesi sehirlerinden ii¢ yil iist iiste (2016, 2017 ve 2018) hasat dénemlerinde
ornek toplama iglemleri gergeklestirilmistir. Gergeklestirilen bu 6rnek toplama siirecinde
orneklerin hangi sehir bolgelerinden ve hangi konumlardan alindigina dair bilgiler

asagida (Cizelge 3.2) verilmistir.

Cizelge 3.2.

bolgeleri ve GPS konumlari

Ic Anadolu Bélgesi’nden iiziim ve toprak orneklerinin toplandigi sehir

Sehir-1 Kayseril Kayseri2 Kayseri3

38°45'06.4"N 38°43'55.5"N 38°52'12.3"N
GPS Kodu

35°18'25.1"E 36°23'37.9"E 35°33'34.2"E
Sehir-2 Kirikkalel Kirikkale2 Kirikkale3

39°45'45.9"N 39°40'46.9"N 39°35'37.0"N
GPS Kodu

33°30'59.5"E 33°4221.4"E 33°23'09.0"E
Sehir-3 Kirsehirl Kirsehir2 Kirsehir3

39°05'02.8"N 39°22'26.0"N 39°2726.1"N
GPS Kodu

34°22'50.3"E 33°4321.5"E 33°5737.1"E
Sehir-4 Nevsehirl Nevsehir2 Nevsehir3

38°43'40.4"N 38°29'33.6"N 38°34'22.9"N
GPS Kodu

34°5722.1"E 34°54'42.5" 34°36'59.8"E
Sehir-5 Aksarayl Aksaray?2 Aksaray3
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38°31'04.9"N 38°32'15.3"N 38°15'15.2"N
GPS Kodu

33°51'01.0"E 34°23'52.2"E 33°26'54.0"E
Sehir-6 Ankaral Ankara2 Ankara3

40°0520.3"N 40°0725.2"N 39°51'35.0"N
GPS Kodu

32°28'45.6"E 33°02'13.9"E 32°44'31.5"E
Sehir-7 Eskisehirl Eskisehir2 Eskisehir3

39°48'12.8"N 39°31'18.8"N 39°31'29.3"N
GPS Kodu

30°35'36.9"E 31°37'52.1"E 30°49'50.4"E
Sehir-8 Cankiril Cankir12 Cankiri3

40°42'09.1"N 40°3124.1"N 40°49'28.4"N
GPS Kodu

33°3122.6"E 33°29'40.4"E 32°53'40.8"E
Sehir-9 Karamanl Karaman?2 Karaman3

37°27'06.5"N 37°19'15.9"N 36°57'42.2"N
GPS Kodu

34°08'18.2"E 33°19'46.4"E 33°01'54.1"E
Sehir-10 Sivasl Sivas2 Sivas3

39°5724.1"N 39°47'54.9"N 39°20'46.7"N
GPS Kodu

37°44'02.8"E 36°15'31.5"E 37°06'37.4"E
Sehir-11 Konyal Konya?2 Konya3

38°11'30.3"N 37°3323.0"N 38°42'02.4"N
GPS Kodu

33°09'40.5"E 32°46'11.5"E 32°45'46.9"E
Sehir-12 Yozgatl Yozgat? Yozgat3

39°21'10.2"N 39°59'47.2"N 39°57'17.7"N
GPS Kodu

35°05'54.2"E 34°39'02.0"E 35°42'45.3"E

Ornek toplama islemi yapilirken I¢ Anadolu Bélgesi’nde yukarida GPS konumlar1 verilen

sehir bolgelerinin gorsel konumlart asagida (Sekil 3.1) verilmistir.
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Sekil 3.1. I¢ Anadolu Bolgesi sehirlerinden toplanan 6rneklerin toplandigi noktalari

gosteren GPS konumlari

Ornekleme yapilirken her bir sehirdeki uygun bulunan iiziim bagindan 6rnek toplama
islemi 3 farkli noktadan ve her noktadan 2 paralel toprak ve 2 paralel {iziim olmak iizere
bir arazi bolgesinden toplam 12 6rnek olacak sekilde gerceklestirilmistir. Asagida (Sekil
3.2.)’de wverilen Ornekleme planmna uygun rastgele c¢oklu Ornekleme islemi

gerceklestirilmistir [155-156].

Sekil 3.2. Bir yetistiricilik arazi bolgesinde rastgele ii¢ farkli noktadan 6rnekleme.
Toplanan 6rneklerin diizenli kayitlarinin olusturulmasi i¢in bir 6rnek kodlama plani

olusturulmugtur. Belli bir sehir bolgesinde uygulanan rastgele ornekleme plani igin

kullanilan kodlama plani asagida (Cizelge 3.3.)’de verilen sekilde hazirlanmistir.

65



Cizelge 3.3. Toplanan 6rnekleri tanimlamada kullanilan 6rnek kodlama plani
Uziim Ornekleri (U) Toprak Ornekleri (T)
1.nokta 2.nokta 3.nokta 1.nokta 2.nokta 3.nokta
1.Paralel Al Bl C1 Al B1 C1
2.Paralel A2 B2 c2 A2 B2 c2
1.nokta 2.nokta 3.nokta

UA1=1.parelel {iziim &rnegi UBI1=1.parelel iiziim 6rnegi UCI1=1.parelel iiziim 6rnegi

UA2=2.parelel {iziim &rnegi UB2=2.parelel iiziim 6rnegi UC2=2.parelel iiziim 6rnegi

TA1=1.parelel toprak 6rnegi TB1=l1.parelel toprak 6rnegi TC1=1.parelel toprak 6rnegi

TA2=2.parelel toprak 6rnegi TB2=2.parelel toprak 6rnegi TC2=2.parelel toprak 6rnegi

Arazi bolgelerinden toplanan iiziim ve toprak Ornekleri i¢in ortalama 500 g - 600 g
araliginda drnekleme yapilmistir [155-156]. Ornekler toplanirken aseptik kosullar dikkate
almarak c¢alisilmis, bu kapsamda ornekler toplanirken kilitlenebilir steril naylon
buzdolab1 posetleri (Ser marka, Tiirkiye), steril eldiven ve steril bistiiri kullanilmistir.
Orneklerin en kisa siirede bozulmadan laboratuvar ortamina ulastirilmasi igin soguk
zinciri saglayacak (Sekil 3.3.) arag i¢i sogutma kabi ve 1s1 yalitimi saglamast igin strafor

kutu kullanilmistir.

Sekil 3.3.

Orneklerin tasinmasinda kullanilan arag i¢i sogutma kabi

Laboratuvara getirilen toprak ve Tlziim Ornekleri maya izolasyon islemlerinin
gergeklestirilmesi i¢in hazirlanmistir. Bu amagla ayr1 ayr1 100 g tartilan toprak ve iiziim

orneklerine homojenizasyon ve seri dillisyon islemleri uygulanmistir. Seri diliisyonlari
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hazirlanmis 6rneklerden YGC (Yeast Extract Glucose Chloramphenicol) besiyerine
ylizeye yayma yontemi ile ekimler gerceklestirilmistir. Petri kutulari, aerobik kosullar
altinda 28-30 °C’de 2-7 giin inkiibe edildikten sonra besiyerinde gelisim gosteren ve
uygun morfolojik 6zelliklere sahip koloniler se¢ilmistir. Bu kolonilerden saf kiiltiir elde
etmek amaciyla yine YGC besiyerine tek koloni diisiirme teknigi ile ekimler yapilmis ve
28-30 °C’de inkiibasyon islemleri gergeklestirilmistir. iki kez tekrarlanan bu islemden
sonra saf olduguna karar verilen kiiltlirlerden, tiipteki yatik agarli besiyerlerlerine ekimler
yapilmis ve 28-30 °C’de inkiibe edilerek izolatlarin stok kiiltiirleri elde edilmistir. Elde
edilen kiiltiirlerin 6n tanimlamalar1 yapildiktan sonra uygun sartlarda (yatik agarli
besiyerlerinde (YGC) 4 °C ve % 50 gliserollii besiyerlerinde -18 °C) stok kiiltiirleri

hazirlanarak muhafaza altina alimmistir [253-255].

3.2. Metot
3.2.1. Mayalarn izolasyonu

Toplanan ve soguk zinciri korunarak laboratuvara ulastirilan 6rneklerdeki mayalarin
izolasyonu icin diliisyon ve canlandirma amaciyla Nutrient Broth (Merck, Almanya)
ortami kullanilmistir. Stomacher cihazinda (Seward, Almanya) homojenizasyon islemi
gerceklestirilmistir. Homojen karisimdan 1 mL 6rnek alinarak seyreltme sivisi (Nutrient
Broth) ile tliplerde desimal seyreltme (1/10) derecelerinde seri diliisyonlar hazirlanmistir.
Mayalarin izolasyonunda seyreltilmis 6rneklerden 0,1 mL alinarak uygun bir segici
mikolojik besiyeri (YGC (Merck, Almanya)) lizerine yiizeye yayma yontemi ile ekim
yapilmistir. Ekim yapilan petri kutulari, aerobik kosullarda 28-30 °C’de 2-7 giin inkiibe
edildikten sonra, gelisimin gozlemlendigi uygun diliisyonlu petrilerden tipik morfolojik
goriiniise sahip kolonilerin izolasyonu gerceklestirilmistir. izole edilen bu kolonilerin tek
koloni diisiirme teknigi kullanilarak saf kiiltiirleri elde edilmistir. Elde edilen saf kiiltiirler
yatik agarli besiyerinde 4 °C’de ve % 50 gliserol igeren ortamda, -80 °C’de
stoklanmiglardir [253-255].

Ayrica ticari kaynaklardan, wulusal {niversite arastirmacilarindan ve kiiltiir
kolleksiyonlarindan elde edilen kiiltiirlerin direk olarak Nutrient Broth besiyerinde
canlandirmalari saglanmistir. Ardindan tek koloni diisiirme yontemiyle saf kiiltiirleri elde
edilip benzer sekilde yatik agarli besiyerinde 4 °C’de ve % 50 gliserol igeren ortamda,
-80°C’de stoklanmiglardir [253-255].
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3.2.2. Suslarin Klasik Yontemlerle Tanimlamasi

Izolasyonlar1 yapilan maya suslari fenotipik tamimlamalar1 yapilmasi amaciyla
makroskobik ve mikroskobik testlere tabi tutulmustur. Makroskobik degerlendirmede
koloni gelisim sekli, rengi, karakteristik 6zellikleri, mikroskobik degerlendirmede ise
hiicre tipi, hiicre dizilisi, sekli, biiyiikliigii gibi 6zelliklere bakilmistir. Ayrica tanimlama

amaciyla biyokimyasal testler de uygulanmistir [253-256].

3.2.2.1. Makroskobik Morfolojilerin Belirlenmesi

Makroskobik morfolojilerin belirlenmesi i¢in Oncelikle izole edilen maya kiiltiirleri
Nutrient Broth besiyerinde canlandirilmistir. Canlandirma yapilan sivi kiiltiirlerden bir
0ze dolusu kiiltiir alinarak, tek hiicre diislirme teknigi ile uygun olarak mikolojik
besiyerine ((YGC) Yeast Extract Extract Glucose Chloramphenicol) ekim yapilmistir.
Petri kutulari, aerobik kosullarda 28-30 °C’de 2-7 giin inkiibe edildikten sonra koloni
morfolojileri tek tek incelenmistir [253-255].

3.2.2.2. Mikroskobik Morfolojilerin Belirlenmesi

izole edilen suslarin tanimlanmasinda mikroskobik morfoloji incelemelerinden ayrica
yararlanilmistir. Mikroskobik morfoloji i¢in basit boyama yontemi kullanilmistir.
Izolasyonu ve saflastirilmasi gergeklestirilen canlandirilmis maya kiiltiirlerinden basit
boyama i¢in lam iizerine bir 6ze dolusu kiiltiir aktarilarak tespit islemi gergeklestirilmistir.
Hazirlanan preparat ilizerine boya soliisyonundan (metilen mavisi) dokiilerek 20-30
saniye kadar bekletilmis siirenin sonunda boya dokiiliip, preparat su ile yikanmustir.
Laboratuvar ortaminda preparatlarin  kurumast beklenmis ardindan iizerlerine

immersiyon yagi damlatilarak immersiyon objektifi ile incelemeler yapilmistir [253-255].

3.2.2.3. Biyokimyasal Testler

Suslarin tanimlanmasinda kullanilan biyokimyasal testler temel olarak karbonhidrat
fermantasyon testleri ve nitrat indirgenmesi testleridir. Karbonhidrat testlerinden glukoz,
galaktoz, maltoz, sellobiyoz, rafinoz testleri uygulanmistir. Karbonhidrat fermantasyon
testlerinde asit ve gaz olusumu takip edilirken, nitrat indirgenme testinde nitratin nitrite
indirgenmesi ve varsa nitritten azot gazi olusumu incelenmistir. Biyokimyasal

tanimlamada suglarin ayirt edilmesinde biyokimyasal temel ayrim degerlendirmeleri
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dikkate alinmistir [253-257]. Bu temel ayrimda kullanilacak ayrim agaci goésterimi
asagida (Sekil 3.4.)’de verilmistir.

MALTOZ
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Fe I -
RAFINOZ GALAKTOZ
+ - + E
- - > -
| GLUKOZ | | NITRAT | CELLOBIOSE GLUKOZ
-+ - - +
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CELLOBIOSE GALAKTOZ GLUKOZ CELLOBIOSE
- + - g
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I S.cerevisiae ” S.cerevisiae “ S.cerevisige l S.cerevisiae

Sekil 3.4. S. cerevisiae suslarin1 tanimlamada kullanilan biyokimyasal testler ve
ayrim agaci

Biyokimyasal testlerde incelenecek canlandirilmasi yapilmis maya kiiltiiriinden pipet ile
0.1 ml alinip asagida (Cizelge 3.4.)’de hazirlanig formiilasyonlar1 verilen igerisinde
Durham tiipleri bulunan tiipteki besiyerlerine ekimler gergeklestirilmistir. Etiivde, 28-
30°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. Her giin bu kiiltiirlerdeki, asit olusumu
(renk degisimi yesilden-sariya) ve gaz olusumu (Durham tiipii gaz kabarcig1) yoniinden
incelenmistir. Tipiin dibindeki sariya donen renk degisimi, karbonhidratlarin

kullanildigini gostermektedir [253-257].

Cizelge 3.4. Biyokimyasal test ortam kompozisyonlari

Uygulanacak Biyokimyasal Testler

Maltoz Fermantasyon Testi (100 ml igin)

- 1g Tripton (Pepton)

- 19 Maltose

- 1ml (% 0.4) Bromotimol mavisi
- 0.5gNacCl

- Durham Tiipi

Rafinoz Fermantasyon Testi (100 ml i¢cin)

- 1g Tripton (Pepton)

- 1gRafinoz

- 1ml (% 0.4) Bromotimol mavisi
- 0.5gNacCl

- Durham Tiipii

Glukoz Fermantasyon Testi (100 ml i¢in)

69



- 1g1g Tryptone (Pepton)

- 1gGlukoz
- 1ml (% 0.4) Bromotimol mavisi
- 0.5gNacCl

- Durham Tiipi

Nitrat indirgenme Testi (100 ml igin)

- Nitrat Broth veya 1 g Tripton (Pepton)
- Indikatorler
- Asetik asitte ¢oziindiiriilmis siilfanilik asit

- Asetik asit (30%) 200 ml

- Sulfanilik asit 1.6 g

- Asetik asitte ¢6ziindiiriilmiis Dimetil-naftilamin ya da alfa-nafthilamin

- Asetik asit 5 N 200 ml
- a-naftilamin, 1 g

- 1 g Potasyum Nitrat

- 0.5gNacCl

- Durham Tiipi

Sellobioz Fermantasyon Testi (100 ml i¢in)

- 19 Tripton (Pepton)
- 1g Sellobioz

- 1ml (% 0.4) Bromotimol mavisi
- 0.5gNacCl

- Durham Tiipa

Galaktoz Fermantasyon Testi (100 ml i¢in)

- 1g Tripton (Pepton)
- 19 Galaktoz

- 1ml (% 0.4) Bromotimol mavisi
- 0.5gNacCl

- Durham Tiipii

3.2.2.4. izole Edilen Suslarin Kodlanmasi

Izolasyonu gerceklestirilen suslarin gerek stok kiiltiirlerinin muhafazas1 ve erisimi
gerekse kayitlarin uygun bir veri tabani altinda basariyla saklanabilmesi i¢in izolasyon
saglayict kurulusu, izolasyonun yapildigi kaynagi, tarihi, alt kaynagi ve izolasyon

numarasini belirtecek bir kodlama sistemi asagida (Sekil 3.5.)’de gosterilen sekilde

olusturulmustur [256].

HU F 17 M 3 A 1 0 | 0 ‘ 1
Hacettepe Gida Yil izolasyonu | Grup Bdlge, | Alt Sus numarasi
Universitesi | Mihendisligi Yapan Kisi Uriin Grup

Laboratuvari tara
vb.
Sekil 3.5. Suslarin kayit altinda tutulmasinda kullanilacak kodlama sistemi
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3.3.  Matriks Destekli Lazer Desorpsiyonu/iyonizasyon-Ucus Zamanh Kiitle
Spektrometresi (MALDI-TOF MS) Metodu ile Tanimlama

On tanimlamalar1 yapilmis ve % 50 gliserol ortaminda -80 °C'de muhafaza edilen
izolatlar Nutrient Broth s1v1 besiyerinde canlandirilmis ve ardindan YGC (Yeast Extract
Glucose Chloramphenical) kati1 agarli besiyerine ekimleri yapilarak saflik kontrolleri
yapilmistir ve saf koloniler elde edilmistir. Biitiin izolatlarin 28 °C'de 48 saat
inkiilbasyonun ardindan 72 ile 120 saat iginde MALDI-TOF MS ile analizleri
yapilmistir. Bu calismada Tarim ve Orman Bakanligi, Bursa Gida ve Yem Kontrol
Merkez Arastirma Enstitiisti, Ulusal Gida Stater Kiiltiir Gen Bankas1 altyapisinda bulunan
matriks destekli lazer desorpsiyon iyonlastirma ugus zamani teknolojisine dayali
calisan VITEK® MALDI-TOF MS (bioMérieux, SA, Marcy I'Etoile, France) otomatik

mikrobiyal tanimlama sistemi kullanilmistir.

3.3.1. MALDI-TOF MS Analizleri icin Ornek Hazirlama

Maya izolatlari, drneklerden protein ekstraksiyonu yapmaya gerek kalmaksizin dogrudan
hedef iizerinde ekstraksiyon yontemi kullanilarak MALDI-TOF MS analiz ig¢in
hazirlanmistir. Burada tek bir koloninin bir kism1 6ze ile paslanmaz ¢elik katmana sahip
bir polipropilen tasiyicidan olusan tek kullanimlik bir hedef plaka (target slide,
bioMérieux, Marcy Etoile, Fransa, triin no. 410893;) iizerine dogrudan
uygulanmistir. Hedef plakaya uygulandiktan hemen sonra 0.5 pl formik asit (% 25 [v/v],
iirin no:411072; bioM¢érieux, Fransa) Ornegin {iizerine dogrudan uygulanarak lize
edilmistir. Formik asit kaplamasinin oda sicakliginda yaklasik 3-5 dakika stire ile
kurumasindan sonra 6rnegin lizerine 1 pl matris ¢ozeltisi (% 3.1 [w/v] a-Siyano-4-
hidroksisinnamik asit (CHCA), iiriin no 411071; bioM¢érieux, Fransa) uygulanmistir ve
yeniden kurutmaya birakilmistir. izolatlar, Vitek MS hazirlama istasyonunda kiitle
spektrometrik analizi i¢in hazirlanmis ve izolat bilgileri Shimadzu Biotech Launchpad™,
v.2.8 (Shimadzu-Biotech Corp., Kyoto, Japonya) kullanilarak Vitek MS alic1 istasyonuna
aktarilmistir [212,258-259].

3.3.2. MALDI-TOF MS Analizi

Numune hazirlamanin ardindan 6rnekler, dogrusal pozitif iyon modunda, 2.000 ila 20.000

Da arasindaki kiitle-sarj oran1 araligindaki Vitek MS MALDI-TOF kiitle spektrometresi
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ile analiz edilmistir. Her nokta 50 Hz'de 500 lazer ¢ekimi ile 1smlanmistir. Hedef
plakalar, Escherichia coli ATCC 8739 kullanilarak, hem veri toplama oncesi hem de
sonrasinda kalibrasyon ve kalite kontrolleri yapilmistir. Spektrumlarin elde edilmesinden
sonra veriler Vitek MS alici1 istasyonundan Vitek MS analiz sunucusuna aktarilmistir ve
Shimadzu Biotech Launchpad™, v.2.8 kullanilarak tanimlama sonuglar1 gosterilmistir

[212,258-259].

3.3.3. MALDI-TOF MS Olciimlerinin Veri Analizi

Vitek MS tanimlama sistemi, Shimadzu Biotech Launchpad™, v.2.8 veritabani ile elde
edilen spektrumlarin 6zelliklerinin karsilastirilmasina dayanmaktadir. Bu veritabani
bilinen her tiir ve alt tiir i¢in spektrumlar kullanilarak olusturulmustur. Toplanan verilere
dayanarak, her bir tiire 6zgili bir tepe agirlig1 verilir. Tanimlama siirecinin bir pargasi
olarak, yazilim, talep edilen her tiir i¢cin tanimlanan tepe agirliklar ile elde edilen
spektrumlari karsilastirir. Elde edilen nicel deger, gliven degeri, bilinmeyen organizma
ile veritabanindaki her organizma veya organizma grubu arasindaki benzerlik hesaplanir
ve ifade edilir. Onemli bir organizma veya organizma grubu korunursa, % 60.0'dan %
99.9'a kadar bir giiven degeriyle tek bir tanimlama goriintiilenir. “Diisiik ayrim” tanimlari,
birden fazla fakat en fazla dort 6nemli organizma veya organizma grubu korunursa
gosterilir. Bu durumda, giiven degerlerinin toplam1 100'e esittir. Dort organizmadan veya
organizma grubundan daha fazlasi bulundugunda veya herhangi bir eslesme

bulunmadiginda, organizmanin tanimlanmamis oldugu distiniiliir [212,258-259].

3.4. PCR Temelli DNA Barkodlama Analizi

Bu ¢alismada S. cerevisiae suslarinin barkodlarinin olusturulmasi amaciyla PCR temelli
DNA barkodlama stratejisi izlenmistir. Buna gore orneklerden oncelikle genomik DNA
izolasyonu ve DNA saflastirma islemleri gerceklestirilmistir. Her bir maya toplam
DNA’s1 secilen gen bolgeleri i¢in spesifik primerler kullanilarak ayri ayri PCR
reaksiyonlar1 ve elde edilen PCR iirlinlerinin DNA dizi analizleri ger¢eklestirilmistir.
Elde edilen DNA dizileri barkod yapilarinin ortaya konmasi i¢in veri analizlerine tabi

tutulmustur.
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3.4.1. DNA izolasyonu

Tiir diizeyinde tanimlamasi yapilan S. cerevisiae suslarindan genomik DNA izolasyonu
GeneMATRIX Bacterial & Yeast Genomic DNA Purification Kit (EURX Ltd., Polonya)
kullanilarak, kit protokoliinde verilmis olan metot {izerinde bazi kiigiik modifikasyonlar
yapilarak gergeklestirilmistir [260].

GeneMATRIX Bacterial & Yeast Genomic DNA Purification Kit (EURXx Ltd., Polonya)
ile DNA izolasyonu i¢in stok kiiltiirden alinan izolatlar aktiflestirilmis steril kosullar
altinda 30 °C’de 24 h inkiibe edilmistir. Tek hiicre diisiirme teknigiyle elde edilen saf
kiiltiirlerin Nutrient Broth sivi besiyerine inokiilasyonlar1 gergeklestirilmistir. 10°
KOB/ml oraninda hiicre sayisina ulagan sivi kiiltiirler kullanilarak (EURx®Genematrix
Bacteriai & Yeast Genomic DNA Purification Kit) genomik DNA saflagtirma kitinin
protokolii dogrultusunda genomik DNA izolasyonlar1 gergeklestirilmistir. Izole edilen ve
saflastirilan genomik DNA’larin miktar ve saflik kontrolleri spektrofotometrede
(Nanodrop 2000c, Thermoscientific, ABD) 260/280 nm dalga boylarinda alinan
absorbans degerleri ile kontrol edilmistir.

DNA izolasyonu kit protokolii dogrultusunda uygun hacimde (yaklasik 4 ml) olan sivi
kiiltiirler (pellet agirligi 50 mg gegmeyecek sekilde), Eppendorf tiiplerde 11000 devir/dk
hizinda 2 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi tistte kalan siv1 kisim uzaklastirilmistir.
Pellet tizerine 300 ul Lyse BG koyularak 11000 devirde, 1 dk santrifiij edilmis ve santrifiij
sonrasi iist kisimda kalan s1vi uzaklastirilmistir. Ardindan pellet igerisine 250 pl Lyse BG
eklenmistir. Uygun enzim (Lyticase) 1 pl ve 2 ul RNaseA karisim {izerine eklenmis ve
vorteks yardimiyla 15 saniye karistirilmistir. Karisim 30 °C’de 30 dk inkiibasyona
birakilmistir. Ardindan karigimin iizerine 15 pl ProteinaseK enzimi eklenmis ve karisim
3 sn vortekslenmistir. Ardindan karisim iizerine 350 pl Buffer Sol BG ilave edilip 15 sn
vortekslenmis ve 55 °C’de 30 dk inkiibasyona birakilmistir. Elde edilen lizat 11000
devirde 2 dk santrifiij edilmis iist faz mikropipet yardimi ile spin-kolona transfer
edilmistir. Spin kolon 11000 devirde 1 dk santrifiij edilmistir. Spin-kolon alinip dipteki
stizlintii uzaklastirilmis ve pellet alic1 (receiver) tiipe yerlestirilerek tizerine 600 pul Wash
BG buffer eklenip 11000 devirde 1 dk santrifiij edilmistir. Alta gecen siiziintii tekrar
uzaklagtirilarak spin column yeniden receiver tiipe yerlestirilmistir. DNA’y1 yapisina
baglamis olan spin kolon iizerine 80 °C ‘ye 1sitilmis olan 50 pul elution buffer eklenerek
spin kolon/alict tlip birlestirilmis ve oda sicakliginda 2 dk inkiibasyona birakilmistir.

Ardindan 11000 devirde 2 dk santrifiij edilerek izolasyonu yapilmasi istenen genomik
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DNA alic1 tiipte toplanmistir. Genomik DNA izolasyonu tamamlanmis ve elde edilen
DNA izolasyonlar1 -18 °C de depolanmustir [260].

izole edilen ve saflagtirilan genomik DNA’larin miktar ve saflik kontrolleri
spektrofotometrede (Nanodrop 2000c, Thermoscientific, ABD) 260/280 nm alinan
absorbans degerleri ile kontrol edilmistir. Buna gore absorbans degeri A260 = 1
oldugunda DNA miktar1 50 ug/mL’dir. DNA saflig1 i¢in ise A260 / A280 = 1.8 formiilii
kullanilmis ve bu degerin genellikle 1.8-2.0 arasinda olmasi saglanmaya calisilmistir
[260-261].

3.4.2. PCR Reaksiyonlari

Bu ¢aligma kapsaminda oOncelikle S. cerevisiae barkod bolgeleri olarak ITS (internal
transcribed spacer), RPB2 (RNA polymerase Il), LSU (Long Sub Unit), SSU (Short Sub
Unit), RPB1 (RNA polymerase I) ve TOP1 (DNA topoisomerase I) gen bolgeleri deneme
amaciyla ileri ¢aligmalar igin literatiir taramasi dogrultusunda segilmistir [231,262-264].
Bu alt1 farkli gen bolgesine spesifik primerler kullanilarak PCR teknigi ile ilgili gen
bolgelerinin amplifikasyonlar1 gergeklestirilmistir. PCR’da kullanilacak primer dizileri

Cizelge 3.5.’de verilmistir.

Cizelge 3.5. DNA barkodlama ¢alismasinda kullanilan gen bolgelerine 6zgii primerler

Bolge ve Primerlerin Adi Sekans (5°-3%)
ITS
ITS1 ileri yonlii 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3'
ITS4 geri yonli 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'
LSU (D1-D2)
LROR ileri yonlii 5-ACCCGCTGAACTTAAGC-3'
LRS5 geri yonli 5-TCCTGAGGGAAACTTCG-3'
SSuU
PNSI ileri yonlii 5’-CCAAGCTTGAATTCGTAGTCATATGCTTGTC-3’
NS41 geri yonlii 5’-CCCGTGTTGAGTCAAATTA-3’
RPB1
RPB1-Afileri yonlii 5’-GARTGYCCDGGDCAYTTYGG-3’
RPB1-Cr geri yonli 5’-CCNGCDATNTCRTTRTCCATRTA-3’
RPB2
fRPB2-5F ileri yonlii 5’-GAYGAYMGWGATCAYTTYGG-3’
RPB2-7R geri yonli 5’-CCCATWGCYTGCTTMCCCAT-3’
TOP1
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TOP1-501F 5’-ACTGCCAAGGTTTTCCGTACHTACAACGC-3’
TOP1-501R 5’-CCAGTCCTCGTCAACWGACTTRATRGCCCA-3’

PCR’da kullanilan primer dizilerinin 6zellikleri asagida (Cizelge 3.6.)’da verilmistir.

Cizelge 3.6. DNA Dbarkodlama ¢alismasinda kullanilan gen bolgelerine 06zgi

primerlerin teknik 6zellikleri

Bilgeve | GC Oram | Molekiiler O[\)/ e(gg'tik Olgek |  Erime Sicakhg

Primer Ad1 (%) agirhik (Da) dansidite) (umol) Tm (°C)
ITS Hesaplanan | OD Konst.
ITSlileriyonlii | 63.16 5844.80 510 | 25nmol | 0.03 61.70
ITS4 geri yonlii 45.00 6034.00 5.00 | 25nmol 0.03 56.40
LSU (D1-D2)
LROR iler 52.94 5139.40 460 | 25nmol | 0.03 52.40
yonlii
LRS geri yonli 52.94 5210.40 4.70 25 nmol 0.03 52.40
SsuU
PNSL ileri 41.94 947620 | 830 | 25nmol | 0.03 69.70
yonlii
NSA4L geri 42.11 5802.80 520 | 25nmol | 0.03 53.00
yonlii
RPB1
RFB1-Afileri 45.00 616210 | 530 | 25nmol | 0.03 56.40
yonli
RPB1-Cr geri 30.43 696850 | 6.00 | 25nmol | 003 55.70
yonli
RPB2
fRPB2-5Fleri | 45 5 616900 | 570 | 25nmol | 0.03 52.30
yonlii
RPB2-7R geri 50.00 506850 | 4.90 | 25nmol | 003 58.40
yonlii
TOP1
TOP1-501 ileri 48.28 8810.80 7.70 25 nmol 0.03 70.40
TOP1-501 geri 50.00 9096.00 8.00 25 nmol 0.03 72.10

Her bir primer bolgesinin ¢ekirdek DNA’s1 tizerindeki konumlanmis oldugu gen bolgesi
farklilik gostermektedir ve bazi durumlarda bir primerin birden fazla bolgeye denk

gelmesi s6z konusu olabilmektedir [231,262-264].
Her bir gen bolgesi icin gerceklestirilen PCR reaksiyon karigimi (5 x FIREPol® Master

Mix Solis BioDyne, Estonia) asagida (Cizelge 3.7.) verilen bilesen konsantrasyonlari
dikkate alinarak hazirlanmistir[265].
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Cizelge 3.7. PCR reaksiyon karisimi

Bilesenler Hacim
5x FIREPol® Master Mix 6 ul
Forward Primer (10 pmol/ul) 1.5l
Reverse Primer(10 pmol/ul) 15ul
Kalip DNA 5.2 ul
Eklenen H,O 27 ul
Toplam karisim(2 6rnek +NTC) 41.2 pl

Toplam karisim hazirlama islemi sirasinda ilk olarak kullanilacak olan tiim soliisyonlar
vortekslenmistir. Sirayla soliisyonlar Cizelge 3.7.’de verildigi diizene gore PCR tiiplerine
eklenmistir. Tiipler termal dongii cihazina (Cube Cycler, NANODbiz® Tekn.A.S., Tiirkiye)
konulup PCR programi hazirlanmig, PCR baslatilmis ve PCR tamamlandiktan sonra
ornekler almmistir. Cogaltma islemi sirasinda kullanilan PCR protokolii ilgili gen
bolgeleri icin su basamaklardan olusmaktadir: 95 °C de 5 dakika 1 dongii baslangig
denaturasyon asamasi, 95 °C°de 25-30 saniye 25-30 dongii denaturasyon, 54 °C-66°C°de
1 dakika 25-30 déngii baglanma ve 72 °C de 1 dakika 25- 30 dongii uzama asamalari ve
72 %C’de 10 dakika son uzama asamasi olacak sekilde gerceklestirilmistir.

Gergeklestirilmis olan PCR ¢evrimi asagida Cizelge 3.8.’de verilmistir.

Cizelge 3.8. Gen bolgeleri dikkate alinarak gergeklestirilen PCR programlari

ITS, LSU, RPB1, RPB2 gen bdlgeleri i¢i gerceklestirilen PCR programi

Islem Sicakhk Siire Déngii
[k Denatiirasyon 95C 5dk 1
Denatiirasyon 95C 40s 35
Tavlama 62 C 45s 35
Uzama 72C 455 35
Son uzama 72C 10 dk 1
SSU, TOP1 gen bolgeleri i¢i gergeklestirilen PCR Programi
Islem Sicaklik Siire Dongii
[k Denatiirasyon 95C 5dk 1
Denatiirasyon 95C 40s 35
Tavlama 72 C 455 35
Uzama 72C 45s 35
Son uzama 72C 10 dk 1
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3.4.3. PCR Uriinleri i¢in Jel Elektroforez Goriintiileme

PCR reaksiyonlarinda elde edilen DNA fragmanlart %1,5 ’lik agaroz jel (Sigma,
Almanya) iizerinde elektroforez sisteminde yiiriitiilmiis ardindan DNA goriintiileme
sisteminde (Vilber Lourmat, Fransa) UV 1sik altinda 312 nm’de incelenmistir. Bu sistem
icin 1XTAE tampon ile agaroz (%]1,5) karistirilarak mikrodalga firinda eritilmis ve eriyen
jel tizerine etidyum bromiir (0,5 pg/ml) eklenmistir. Kullanilacak jel dokme standi
hazirlanip agaroz jel standin lizerine dokiilmiis, 6rnek kuyucuklarini iceren tarak jel
yiriitme standina yerlestirilmistir. Daha sonra DNA marker (DNA ladder 100-3000bp)
hazirlanmis ve DNA marker agaroz jel kuyusuna yliklenmistir. PCR {iriinleri ile BioShop
marka yiikleme boyasi1 karistirilarak jel kuyucuklara yerlestirilmistir. Elektroforezin
giic kaynagi acilarak 110 Voltta 50 dakika yiiriitme islemi gergeklestirilmistir. Yiiriitme
islemi tamamlandiktan sonra giic kaynagi kapatilip agaroz jel iizerinde olusan goriintii
UV 51k altinda 312 nm’de (Vilber Lourmat, Fransa) incelenmistir ve ilgili bantlar

kaydedilmistir [266].

3.4.4. Jelden DNA Uriinlerinin Saflastirilmasi

Jel ekstraksiyonu GeneMATRIX Agarose-Out DNA Purification Kit (EURX Ltd.,Poland)
kullanilarak gergeklestirilmistir [267]. Kit protokolii dogrultusunda ekstraksiyonda
kullanilacak agaroz jelinin ¢oziindiirilmesi islemi i¢in dondiirme kolonuna 30 pul
aktivasyon Tampon A uygulanmis ve ¢Oziinmiis agaroz soliisyonunu spin-kolonuna
aktarana kadar oda sicakliginda tutulmustur. Tampon A'min reginenin merkezine
eklenmesi, zarlarin tamamen 1slanmasini ve DNA'nin maksimum baglanmasini saglamak
amaciyla yapilmistir. Prosediire baslamadan 6nce membran aktivasyonu yapilmistir.
Agaroz jelden DNA igeren kisim kesildikten sonra agaroz parcasi tartilarak; agirliginin
250 mg'1 ge¢memesine dikkat edilmistir. Agaroz dilimi Eppendorf tiipiine
yerlestirilmistir. Jel diliminin agirligi 250 mg" gegmesi durumunda birden fazla agaroz
jel kullanilmistir.

Elektroforez tamponu, bir jelden DNA izolasyonunu olumsuz yonde etkileyen pH
degisikliklerine bagl olarak tek seferlik kullanilmistir. 1 hacim jele (100 mg ~ 100 ul)
2.5 hacim turuncu renkli Turuncu A tamponu eklenmistir. Ug kez ters diiz gevirerek
karistirma islemi gergeklestirilmistir. Isitma blogu veya su banyosunda 55 ° C'de inkiibe

edildikten sonra, agaroz tamamen eriyene kadar her 1-2 dakikada bir iki kez ters ¢evirerek
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karistirilmistir. Diizgiin, turuncu renkli ¢ozeltinin goriiniimii, islemin tamamlandigin
ifade etmektedir. Agaroz dilimleri kullanilan agaroz jel konsantrasyonuna ve agaroz
pargasinin agirligina bagli olarak 5 ila 10 dakika i¢inde ¢oziilmistiir [267].

Membrana adsorpsiyonlu, DNA fragmanlarinin yikanmasi ve eliisyonu islemleri
yapilirken DNA baglama spin-kolonuna 600 pl ¢6ziinmiis agaroz ¢ozeltisi uygulanmis ve
1 dakika boyunca 11 000 x g'de santrifiijlenmistir. Spin siitunu ¢ikarildiktan sonra,
stipernatant dokiilmiis ve alic1 tiipiine geri yerlestirilmistir. Kalan karisim ayn1t DNA
baglayict spin-kolonuna aktarildiktan sonra ve 1 dakika boyunca 11000 x g'de
santrifiijlendikten sonra spin siitunu ¢ikarilmis, slipernatan tekrar dokiilmiis ve alict
tiipline geri yerlestirilmistir. Yikama Al tamponu 500 pl eklenmis ve 1 dakika boyunca
11000 x g'de santrifiij edilmistir. Daha sonra spin siitunu c¢ikarilmis, silipernatant
dokiilmiis, spin kolonunu degistirilmistir.

Yikama islemi igin AX2 tamponundan 600 pl eklenmis ve 1 dakika boyunca 11000 x g'de
santrifiij —edilmistir. Spin-stitun  ¢ikarilmig, sitipernatant dokiilmiis, spin-kolon
degistirilmistir. AX2 yikama tamponunun kalintilarin1 ¢ikarmak i¢in 1 dakika boyunca
11000 x g'de santrifiij islemi gergeklestirilmistir. Spin-siitunu yeni alici tiipiine (1.5-2 ml)
yerlestirilmistir. Bagli DNA'y1 ayirmak i¢cin 50-80 pl eliisyon tamponu eklenmistir.
Eliisyon tamponunun dogrudan membranin merkezine eklenmesi DNA verimini
arttirmaktadir. Daha bliylik DNA parcalarmin (5 kb iizerinde) geri kazanimin
tyilestirmek i¢in 80 °C'ye 1sitilmis tampon ile eliie edilmesi onerilmektedir. Tampon, eser
tamponlama bilesiklerinin eklenmesiyle ultra saf su kullanilarak hazirlanmistir. Eliisyon
tamponu, DNA dizilemesi, ligasyon gibi sonraki DNA manipiilasyonlarinda olumsuz bir
etkiye sahip degildir. Spin-kolon/alic1 tiip tertibati oda sicakliginda 1 dakika inkiibe
edildikten sonra 1 dakika boyunca 11000 x g'de santrifiij edilmistir[267].

Bu sekilde izole edilen DNA ileri analizler i¢in hazir hale getirilmis olur ve 2—8 ° C'de

veya -20 ° C'de saklanmasi tercihine bagl olarak -18 © C'de saklanmistir [267].

3.5. DNA Dizi Analizi

Elde edilen ve g¢ogaltilan PCR iiriinleri sekans analizi yapilincaya kadar -18 °C'de
saklanmistir.  Sekanslama islemine baslanmadan DNA saflastirma islemi
gerceklestirilmistir. ilk asamada % 1-agaroz jel iizerinde gorsel incelemeden sonra, 5 pl
PCR firtinii ExoSAP-IT (USB Europe GmBH, Staufen, Almanya) kiti ile saflastirilmistir
[268]. Kitin kullanimina ge¢ilmeden 6nce ExoSAP-IT reaktifi -20 °C derin dondurucudan
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cikartilmis saflastirma islemi boyunca buzda tutulmustur. Daha sonra, 5 ul'lik PCR-
sonrasi reaksiyon triinii, 2 ul ExoSAP-IT reaktifi karistirilip, 7 pl reaksiyon hacminde
reaktif elde edilmistir. PCR iirlin hacimlerimiz 5 pl'yi astigt durumlarda ExoSAP-IT
reaktifi orantili olarak arttirilmistir. Bir sonraki adimda, bu karisimdaki kalint1 primerler
ve niikleotidlerin pargalanmasi i¢in 37 °C'de 15 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan
EXOSAP-IT reaktifinin inaktivasyonu igin, 80 °C'de 15 dakika inkiibe edilmistir. Son
durumda kullanilacak olan PCR Uriinleri DNA dizilemesin i¢in kullanima hazir hale
getirilmistir [268].

Hazir hale getirilen PCR iiriinler1 3730XL ABI otomatik dizilim cihaz1 (Applied
Biosystems, Foster City, CA) kullamilarak BigDye sonlandiricili v3.1 Cevrim
Sekanslama Kiti (Applied Biosystems) ile BM Yazilim Danis. ve Lab. Sis. Ltd. $ti.’nden
hizmet alim1 yolu ile sekanslanmistir [27].

Tekrarlanabilen sonug¢ veren barkod gen bolgelerinin belirlenmesi amaciyla ilk olarak
secilen gen bolgelerinin dizi analizleri her biri farkli gruplardan (Grup 1, Grup 2, Grup 3,
Grup 4) secilen dért sus iizerinden gerceklestirilmistir. On deneme amaglh gerceklestirilen
dizi analizlerinde primerler ileri ve geri yonlii kullanilmistir. On deneme sonuglarina gére
daha yiiksek dogrulukta analiz sonuglart almak i¢in ITS gen bolgesi igin ileri ve geri
yonlii, LSU ve RPB2 gen bolgeleri i¢in ileri yonlii sekanslama dizileri kullanilmistir.
Calisilan bolgeler i¢in elde edilen DNA sekans verileri 1yi kalitede elde edildiginden
kromatogram verilerine gore bazlarin tanimlanmasi sirasinda zorluklar olusmamastir.
PCR temelli barkodlama caligma siirecini 6zetleyen sematik gosterim asagida (Sekil

3.6.)’da verilmistir.
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Maya Genomik DNA Izolasyonu

=

Tlgili Gen Bolgeleri Igin PCR Reaksiyonlan

On Deneme
ITS, RPB1, RPB2, 55U,
TOP1, L5U

—

Asil Deneme

ITS, LSU, RPB2

PCR Uriinleri I¢in Jel Elektroforez Gériintiilemesi

=

DNA Dizi Analizi

U

Veri Analizi

Sekil 3.6. PCR temelli barkodlama analizleri siirecini 6zetleyen is akis semasi

3.6. Veri Analizi

Sekans bilgileri elde edildikten sonra suglara ait bu sekans bilgileri kendi aralarinda,
kontrol suslar ile ve veri tabanlarindaki kayitlarla karsilastirilmistir. DNA barkodlarinin
belirlenmesi i¢in tiir diizeyinde etkili ayrimi saglayacak gen bolgeleri tespit edilmeye

calisilmistir. Bu calismada kullanilan veri analiz stratejisi asagida 6zetlendigi gibidir.

3.6.1. FinchTv programi kullanilarak Sekanslarin Okunmasi

FinchTV (https://digitalworldbiology.com/FinchTV) programi kullanilarak sekans

verilerinin diizglin okuma bolgelerinin belirlenmesi ve NCBI da taranacak kisimlarin

ortaya konulmasi saglanmistir [269].
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3.6.2. BioEdit Programn ile Sekans Verilerinin Diizenlenmesi

BioEdit  programi  (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html)  kullanilarak
islenecek sekans dizilerinin siralanmasi ikili ve ¢oklu karsilagtirmalarin yapilmasi
FASTA formatlarinin olusturulmasi, ileri ve geri yonlii sekans bilgilerinin, konsensus

sekans bilgilerinin olusturulmasi islemleri gergeklestirilmistir [270].

3.6.3. BLAST ile Sekans Bilgilerinin Taranmasi

TheBasicLocalAlignmentSearchTool (BLAST) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
programu diziler arasindaki bolgesel benzerlikleri dikkate alarak karsilastirma yapan bir
yazilimdir. Program niikleotid dizilerini dizi veri tabanlar1 ile karsilastirir ve
karsilastirilan diziler izerinden maksimum skor, toplam skor, yiizde sorgu kapsayiciligi,
E degeri, benzerlik ve erisim bilgisi gibi istatistiksel degerleri hesaplar. BLAST gen
familyalarini1 tanimlamada yardim ettigi gibi diziler arasindaki fonksiyonel ve evrimsel

iliskileri anlamak i¢in de kullanilmaktadir [271].

3.6.4. CLUSTALVW ile Filogenetik iliski Agaclarinin Olusturulmas:

BLAST ile S. cerevisiae tiirleri ile ayn1 familyaya ait olan ve yakin dizi benzerligi
gosteren tiirlere ait diziler CLUSTALW Multiple Sequence Alignment (Coklu Dizi
Siralama, https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw ) programinda kullanilmak tizere
secilmistir [272]. CLUSTALW programlarinda kullanilmak iizere ham veriler BioEdit
programinda FASTA formatina g¢evrilmistir. CLUSTALW programi bir¢ok dizinin
birlikte siralanmasi (alignment) i¢in kullanilan programdir. Program, dizilere ait
korunmus dizi bolgelerini iizerinden tiirler arasindaki iligkiyi ortaya koyacak filogenetik
aga¢ olusturmada kullanilmaktadir. Bu program niikleotid ve protein dizilerini
siralayabilmektedir. Tiirlere ait diziler CLUSTALW programina konulmus ve elde edilen
sonuglar ‘.aln’ dosyasi seklinde kaydedilmistir. Program kullaniminda secenege baglh
parametreler girilirken, dizi siralayicisi olarak “Aligner=mafft default” secenegi, dizi
temizleyicisi olarak “Alighment cleaner=trimal05”, model test edicisi olarak “Model
tester=none” secenegi, agac olusturucu olarak ise “Tree builder=bionj default” segenegi
secilmistir [273]. Biitiin bu segimler 6n denemelerle en iyi ayrimi saglayacak
parametrelerin belirlenmesi yolu ile yapilmistir. CLUSTALW programinin GenomeNet
(https://www.genome.jp/tools/ete/) {izerinde de uygulama bulan ETE3 yaklagimini
kullanarak aga¢ yapilar1 ortaya konulmustur [274-276]. DNA barkod temelli agacin
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eldesi icin mesafe tabanli “neighbor joining” metodu kullanilmis ve elde edilen
filogeninin test edilmesi i¢in bootstrap se¢ilmis ve 1000 replikasyon yapilmistir. Hem ITS
sekans verilerini igeren tiirlere ait dizilerin hem de LSU, RPB2 sekans verilerini igeren
tiirlere ait dizilerin filogenetik iligkilerinin kurulmasinda dallara ait desteklerde, yaklasik
olabilirlik orani testinin (likelihood) getirdigi Chi2 bazli parametrik degerlendirme

yapilmistir[274-276].

3.6.5. MEME-Suit Programi ile Barkod Olarak Killanilabilecek Gen Bolgelerinin

Belirlenmesi ve Filogenetik Iliski Agaclarimin Olusturulmasi

Multiple Em for Motif Elucidation (MEME suite - http://meme-suite.org), hizalanmamis
DNA dizilerindeki motifleri kesfetmenin yani sira bu motiflerin yerlerini veritabaninda
dizi veya genomda tanimlayabilen bir dizi motif bazli analiz aracidir [277]. MEME suit
programi (http://meme-suite.org/) ile izolasyonu ve 6n tanimlamalari yapilan izolatlarin
tamami ve S. cerevisiae olarak tanimlanan tiirlerin DNA barkod bolge belirlemeleri ayri
ayr1 denenmistir. MEME suit programinda kullanilmak iizere ham veriler BioEdit
programinda FASTA formatma g¢evrilmistir. MEME suit yazilimi motif bulma, motif
giiclendirme, motif tarama gibi farkli uygulamalar1 biinyesinde barindiran paket bir
yazilimdir. Motif bulma (barkod bolgelerinin tespitinde) konusunda klasik mod (classic
mode), ayrisim saglama modu (discriminative mode), farkliliklar1 giiclendirme modu
(differantial enrichment mode) seceneklerini sunabilmektedir. Program bir¢ok dizinin
oncelikle hizalanmasimni saglamakta ve elde edilen sonuglari anlamliliklart yoniinden
istatistiki olarak degerlendirmektedir. Program, dizilere ait korunmus ve anlamli farkli
bolgeleri vermektedir.

MEME-suit programi ile calisilirken sekans tipi olarak DNA, sekans basina yan grup
dagilimlar sifir ya da bir, motif sayis1 anlamli ayrimi saglayacak sayida (burada 10), arka
plan modeli olarak sifirinci derece sekans modeli secilmistir. Her bir motifin en az 2, en
fazla 600 yan grup barindirmasina izin verilmis, tek zincir iizerinde polindromlar
taranmadan sadece sekanslar taranmis ve sekans karistirma secilmeden motifler
belirlenmigtir. Tlim bu parametrelerin se¢cimi 6n denemeler yapilarak gerceklestirilmistir.
MEME-suit yazilimindan elde edilen barkod motifleri daha sonra CLUSTALW
programinda filogenilerin tekrar olusturulmasi yoluyla izolasyon ham sekans filogenileri
ile basar1 saglama acisindan karsilastirtlmistir. CLUSTALW yaziliminda izolasyonlarin

ham sekans filogenetik aga¢larinin ¢ikarilmasinda uygulanan parametreler, MEME suit
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programinda elde edilen barkod sekanslarina da uygulanmistir. Veri analizi ve DNA
barkodu belirleme stratejisine ait islem akim semasi asagida (Sekil 3.7)’de verilmistir

[277].

| Sakans Verilerinin Ezlite Eonmoli ve On Veri Temizleme Islemleri

Finch TV
{hitps:/dizitalworldhiology. com FinchTV)

On Islenmis Verilarin flari Analizler igin Diizenlsnmesi

BioEdit
(httpc . mbio.nczo. edu/ BicE ditbioedit hibmT)

=

Gen Bdlzelari Selcans Diatalan ile holeddiler Tanmnlama

MCBI (BLAST)
{Inttpa: Vblast nokbi nlm nih goanBlast.czi)

¢

Filogenetik THsld A gaclarmm Olustomlbmas:

CLUSTALW
{brpes o, Semomse it ls-bin clostalwg)

¢

Tiir Iri ve Tiirler Aras Filogenetik Tligki

CLUSTALW
(Ibtpes O wranr, gemomse jpteols-bin clostalw)

¢

Sekans Gen Bdlgeleri Ifin Barkod Yapilannm Belirlenmesi

MEMNE -zmit
(Ibtpememe-snite org)

Filogenilarin Karsilagtmimaz

CLUSTALW
(ke . gemomse jptools-binclostale)

Werilerin Kayat Alina Ahnma=n

Sekil 3. 7. Veri analizi ve DNA barkodu belirlemesinde izlenen yolu gosteren is akis

semasi
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3.6.6. Verilerin Kayit Altina Alinmasi

Tez ¢alismasi kapsaminda izolasyonu ve temini saglanan klasik yontemler, MALTI-TOF
MS yontemi ve molekiiler yontemlerle tanimlamalar1 yapilan izolasyonlarin tamamina ait
kayit veri tabanlart olusturulurken iki farkli yaklasim benimsenmistir. Bunlardan ilki
barkod calismasinda kullanilan izolatlar i¢in (120 adet) izolat bilgi formlarinin
diizenlenmesidir. Ikincisi ise izolatlarin tamamu igin kayit ve klasik tanimlama bilgilerinin
sorgulanmasina dayali veri tabani olusturulmasidir. Bilgi formlar1 ve tanimlama test
sonuglarini igeren kayit verileri bir SQL veri tabant HTML, PHP, web arayiizii sisteminde
kayit edilmistir. Olusturulan sistemin daha sonra uluslar arasi kayit sistemleri ile entegre
edilebilmesi i¢in bunlara uygun olarak tasarlanmasina dikkat edilmistir. Olusturulmus
olan bu kayit sorgulama siteminde izolasyonlara ait sira numaralari, ID numaralari,
tanimlanan tiir ismi, takson adi, takson kodu, grubu, grup kodu, 6rneklem kodu ve klasik
tanimlama sonuglarindan makroskobik, mikroskobik, biyokimyasal test sonuglar1 yer
almaktadir. Makroskobik tanimlama sonuglari sorgulamalarinda alt tanimlama
karekteristikleri olarak renk, vizkozite, parlaklik-saydamlik, form, yayilma durumlar
degerlendirmeleri yer alirken mikroskobik tanimlama sorgulamalar1 altinda ise hiicre
sekli ve hiizre dizilisi degerlendirmeleri yer almistir. Benzer sekilde biyokimyasal
degerlendirme sorgulamasi altinda ise izolasyonlarin maltoz, galaktoz, glukoz, rafinoz,
sellebiyoz karbonhidrat fermantasyon testleri ve nitrat indirgeme test sonuglar1 yer
almistir. izolasyonlar i¢in olusturulan kayit bilgi formlarinda ise izolasyon ID leri, klasik
tanimlama sonuglari, MALDI-TOF MS tanimlama sonuglari, gen bolgelerine spesifik
primerler, gen bolgelerinin sekans datalari, ayrim yapmada kullanilan agiklayict barkod
yapilari, taksonomik bilgiler yer almaktadir. Barkod yapilarinin ortaya konuldugu
izolasyonlar icin olusturulan kayit bilgi formuna ait bir 6rnek asagida (Cizelge 3.9)’da
verilmistir. Bu amagcla olusturulan veri kayitlarim1 igeren web veri bankasi

(“www.dnabarcodefoodomics.com”) tizerinden online erisim saglanabilmektedir.
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Cizelge 3.9. DNA barkodlamasi yapilan izolasyonlar i¢in kullanilan 06rnek
doldurulmamis kayit bilgi formu
Genel Bilgi Formu No:
ID
Kaynagi GPS Kodu:
Takson Adi Tarih

Takson Kodu

Siniflandiriima

Tur tayini

Giivenlik diizeyi

Uriin Formati

Depolama Kosullari

Besiyeri

Gelisme Sartlari

Siniflandiriima

Klasik Tanimlama Sonuglari

Mikroskobik
Makroskobik Tanimlama firoskonl Biyokimyasal Tanimlama
Tanimlama
Test Adi Degerlendirme
Maltoz Testi
Galaktoz Testi
Resim Resim Glukoz Testi

Rafinoz Testi

Cellobiyoz Testi

Nitrat
indirgeme Testi

Degerlendirme

Degerlendirme

Degerlendirme

MALDI-TOF MS Tanimlama Sonucu

Family Genus Species Similarity
Molekiiler Tanimlama Sonuglari
LSU (ileri-zeri

Primer Gen Bolgesi ITS (ileri-geri yon) yz:)(”en gerl RPB2 (ileri-geri yon)
Primer Sekansi
Sekans Datasi

ITS LSU RPB2
NCBI Blast Sorgulamasi:
DNA Barkod Yapisi

ITS LSU RPB2

Barkod Sekansi

Barkod Gorseli




3.7. Kimyasal ve Malzemeler

Kullanilan besiyerleri YGC (Yeast Extract Glucose Chloramphenicol), nutrient broth
(Merck, Almanya), steril naylon torba (Ser marka, Tiirkiye) temin edilmistir.
Biyokimyasal analizlerde kullanilan glukoz, maltoz, galaktoz, sellobiyoz, rafinoz
Triptofan (Pepton), asetik asit, bromtimol mavisi indikatorii , metilenindikatorii, metilen
mavisi boyasi, gliserol, NAOH, agaroz Merck (Darmstadt, Almanya)’dan temin

edilmistir.

3.8. Istatiksel Analiz

Elde edilen sonugclar degerlendirilirken filogenetik agac olusturan, motif yapilarini ortaya
koyan yazilimlar ve istatistiksel yazilimlar kullanilmistir. Filogenetik agaclarin
olusturulmasinda ve degerlendirilmesinde CLUSTALW (https://www.genome.jp/tools-
bin/clustalw) yazilimi kullanilmistir [272]. CLUSTALW programinin GenomeNet
(https://www.genome.jp/tools/ete/) tlizerinde de uygulama bulan ETE3 yaklagimini
kullanarak aga¢ yapilarini ortaya konmustur [274-276]. DNA barkodlarinin ortaya
konulmasinda (benzer ve farkli motiflerin degerlendirilmesi) MEME-suit programi
(http://meme-suite.org/) kullanilmis ve sonuglar 6zet ¢iktilar olarak verilmistir [277].
Elde edilen filogenetik agaclardaki grup dagilimlarinin benzerlik ve uzakliklariin
degerlendirilmesinde  MEGA7  (moleculer  evolutionary  genetics  analysis-
https://www.megasoftware.net/) yazilimi kullanilmistir [278]. Elde edilen filogenetik
gruplarin grup dagilimlarinin istatistiksel 6nemliliginin degerlendirilmesinde XLSTAT
2019.1.2 (https://www.xlstat.com/en/) istatistik programi kullanilmigtir [279]. Verilerin
analizinde grup dagilimlarinin gorsellestirilmesi i¢in XLSTAT kullanilarak ¢cok boyutlu
Olceklendirme MDS (multi dimentional scaling) yapilmis ve grup dagilimlarinin
anlamliliginin degerlendirilmesinde ise yine bu yazilima ait “k-means clustering”
kullanilmigtir [279]. Gen bolgelerine ve barkod sekanslarina bagli ayrim basarilari ayrica
taksonomik gruplara bagli olarak yiizde ayrim basarilar1 cinsinden hesaplanmistir [280].
Verilerin normal dagilima uygunlugu ve varyans homojenligi kontrol edilmistir.
Istatistiksel olarak anlamli bulunan farkliliklar degerlendirme kisminda ekte (EK1)

verilmistir. Veriler ortalama + standart sapma (SD) degerleri olarak verilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

S. cerevisiae DNA barkodlarinin ortaya konulmasi g¢alismasinda kullanilacak olan
izolatlar ilk asamada sadece koloni morfolojisi gbz onlinde bulundurularak dort farkl
kaynaktan (Grup 1, Grup 2, Grup 3, Grup 4) (toplam 287 adet) saglanmistir . Tanimlama
asamasinda, elde edilen bu izolatlar 6ncelikli olarak klasik tanimlamaya tabi tutulmus,
ardindan MALDI-TOF MS tanimlamalar1 yapilmistir. Bir 6n tanimlama asamasi olarak
kullanilan klasik tanimlama (makroskobik, mikroskobik, biyokimyasal) sonuglar1 dikkate
alinarak degerlendirmeye alinan izolasyonlar daha ileri bir tanimlama araci olarak
MALDI-TOF MS tanimlamasina tabi tutulmus ve biitiin sonuclar g6z Oniinde
bulundurularak degerlendirmeler yapilmistir. Yapilan bu tanimlamalarin ardindan PCR
tabanli DNA barkodlama ¢alismalar1 ig¢in 2016-2017 yili izolatlarindan DNA
ekstraksiyonlar1 gerceklestirilmistir. Bu DNA ekstraksiyonlar1 ile PCR ve sekans
analizlerinden elde edilen gen bolgeleri sekans verileri degerlendirmeye alinmistir. Elde
edilen sekans verileri tlizerinden veri isleme ¢alismalari yiiriitiilerek filogenetik iliskiler
ortaya konmus ve S. cerevisiae tiiriiniin ayrimini yapmada basarili bir sekilde

kullanilabilecek barkod gen bolgeleri tanimlanmustir.

4.1. Tzolasyon ve Saf Kiiltiiriin Eldesi

Bu caligmada, ticari maya Treticisi firmalardan (Grup 1 - 20 adet), farkhi kiiltiir
koleksiyonu kuruluglarindan (Grup 2 - 3 adet), ulusal {iniversite arastirmacilarindan
(Grup 3 - (16 adet 2016 yil1) + (46 adet 2018 yil1)), I¢c Anadolu Bélgesi’nde sehirleri
liziim baglarindan toplanan 6rneklerden yapilan izolasyonlardan ((Grup 4 - 52 adet 2016
yil1) + (Grup 4 - 88 adet 2017 yil1) + (Grup 4 - 62 adet 2018 y1l1)) olmak iizere toplam
287 adet kiiltiir izolasyonu eldesi gergeklestirilmistir. Elde edilen bu izolatlardan tek
koloni diisiirme teknigi kullanilarak saf kiiltiirler elde edilmistir. Saf kiiltiirlerin ilk
asamada klasik yontemler ile (makroskobik, mikroskobik, biyokimyasal) tanimlamalari
yapilmistir. Yapilan bu testler dogrultusunda S. cerevisiae maya karakteristigine uygun
ozellikler tasiyan suslar belirlenip ileri tanimlama (MALDI-TOF MS) analiz islemlerinin

yapilmasi amaciyla stok kiiltiirleri olusturulmustur.
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4.2. izolasyonu Yapilan Suslarin Makroskobik-Mikroskobik Degerlendirilmesi ve
Uygun Sartlarda YGC Besiyerinde Gelisim Durumlari

Suslarin klasik tanimlama islemlerinin ilk asamasinda fenotipik degerlendirme de dikkate
alinacak olan makroskobik-mikroskobik incelemeler ve uygun sartlarda besiyerinde
gelisim durumlarn incelenmistir. Petri kutularinda YGC besiyerlerinde tek koloni
distirme teknigine uygun olarak gelistirilen suslarin makroskobik degerlendirmeleri
yapilirken renk, vizkozite, parlaklik/saydamlik, form (iistten/kenardan), kuruluk/yayilma
durumlart géz 6niinde bulundurulmustur. S. cerevisiae suslarinin YGC besiyerlerinde
tipik makroskobik gelisim karakteristiklikleri krem renginde gelisim, krem formunda ve
kivaminda, yar1 parlak-yart mat, yuvarlak kremsi piiriizsiiz, yamusak nemli ve diizgiin
oldugu belirtilmektedir [3][4][8].

Elde edilen izolatlarin mikroskobik degerlendirmeleri yapilirken basit boyama yontemi
ile hiicre sekli ve hiicre dizilislerine bakilmig ve S. cerevisiae tiiriiniin mikroskobik
morfolojilerine uygun (kiiresel, eliptik, uzun, tomurcuklanmali hiicre sekline sahip ve
dagilimi  ise seklinde)
beklenmektedir[3][4][8]. Elde edilen biitiin bu izolatlarin asagida (Cizelge 4.1, Cizelge
4.2, Cizelge 4.3, Cizelge 4.4, Cizelge 4.5, Cizelge 4.6 )’da tanimlamalarinda kullanilacak

hiicre rasgele dagmik veya kiimelesme olmasi

izolasyon kayit kodlar1 (ID’leri), elde edilmis olduklar1 kaynaklari, varsa 6rnege ait GPS
kodu, makroskobik-mikroskobik degerlendirme sonuglar1 ve 30 °C’de YGC besiyerinde
gelisim durumlart verilmistir. Elde edilen sonuglarin (makroskobik, mikroskobik,

biyokimyasal) degerlendirmeleri asagida (Bashik 4.1., 4.2., 4.3. ,4.4., ve 4.5.) de

yapilmustir.
Cizelge 4.1. Grup 1 - ticari kaynaklardan elde edilen mikroorganizma suslariin
makroskobik ve mikroskobik morfolojileri ile 30 °C’de gelisme durumlari
30°C’ de
30°C’de YGC . . YGC
No | izolasyon Kodu Kaynag Besiyerinde 2 Giinde M Iélzl)issl:?nblk Besiyerinde
Makroskobik Gelisim - 2-7 Giinde
S Morfolojileri . .
Morfolojileri Gelisim
Durumu
Krem rengi

Eliptik veya uzun
Rastgele dagihim

Yari parlak-yar1 mat
Yuvarlak kremsi/piiriizsiiz
Yumusak nemli/diizgiin

1 HUF16M0T10001 +

Efsane yas maya

Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat

Kiiresel,
Eliptik veya uzun

Yumusak nemli/diizgiin

2 HUF16MOT10002 Dorbi yas maya Yuvarlak kremsi/piiriizsiiz Rastgele dagilhim *
Yumusak nemli/diizgiin
Krem rengi Kiiresel,
Yari parlak-yar1 mat Eliptik veya uzun

3 HUF16MO0T10003 Pak yas maya Yuvarlak kremsi/piirtiizsiiz Rastgele dagilim *
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Krem rengi Kiiresel,
4 HUF16MOT10004 Germ Mautner Yari parlak-yan.m;}t o Eliptik veya uzun +
markhof yas maya Yuvarlak kremsi/piiriizsiiz tomurcuklanma
Yumusak nemli/diizgiin Rastgele dagilim
Krem rengi Eliptik veya uzun
Pak instatn maya Yari parlak-yar1 mat tomurcuklanma
5 HUF16MOT10005 125g Yuvarlak kremsi/piiriizsiiz Rastgele dagilim *
Yumusak nemli/diizgiin
Krem rengi Kiiresel,
Dr.Oetker Instant Yari parlak-yar1 mat Eliptik veya uzun
6 HUF16MOT10006 kuru maya 10g Yuvarlak kremsi/piiriizsiiz Rastgele dagilim *
Yumusak nemli/diizgiin
Krem rengi Kiiresel,
Pak Instant kuru Yari parlak-yar1 mat Eliptik veya uzun
l HUF16MOT10007 hamur maya 10g Yuvarlak kremsi/ptiriizsiiz Rastgele dagihim *
Yumusak nemli/diizgiin
Krem rengi Kiiresel,
Yuva Instant kuru Yari parlak-yar1 mat Eliptik veya uzun
8 HUF16MOT10008 hamur maya 10g Yuvarlak kremsi/piiriizsiiz Rastgele dagilim *
Yumusak nemli/diizgiin
Krem rengi Kiiresel,
Pak kuru hamur Yari parlak-yar1 mat Eliptik veya uzun
9 HUF16MOT10009 mayas1 100g Yuvarlak kremsi/piiriizsiiz Rastgele dagilim *
Yumusak nemli/diizgiin
Krem rengi Kiiresel,
Yuva aktif kuru Yari parlak-yar1 mat Eliptik veya uzun
10 HUF16MO0T10010 hamur mayas1 100g Yuvarlak kremsi/ptiiriizsiiz Rastgele dagilim *
Yumusak nemli/diizgiin
Krem rengi Kiiresel,
11 HUF16MOT10011 Dr.Oetker eksi kuru | Yar parlak-yarllmet o EI.!ptlk veya uzun +
hamur mayasi1 35g Yuvarlak kremsi/piiriizsiiz Kiimelenme dagilimi
Yumusak nemli/diizgiin
Krem rengi Kiiresel,
12 HUF16MOT10012 Piyale Instant kuru Yari parlak-yarl.m'it o Eliptik veya uzun +
hamur mayasi Yuvarlak kremsi/piiriizsiiz tomurcuklanma
Yumusak nemli/diizgiin Rastgele dagilhim
Krem rengi Kiiresel,
TIB/Dibosh winw Yari parlak-yar1 mat Eliptik veya uzun
13 HUF16MOT10013 109 Yuvarlak kremsi/piiriizsiiz Rastgele dagilim *
Yumusak nemli/diizgiin
Krem rengi Kiiresel,
Angel Instant kuru Yari parlak-yar1 mat Eliptik veya uzun
14 HUF16MOT10014 hamur mayas: 100g Yuvarlak kremsi/piiriizsiiz Rastgele dagilim *
Yumusak nemli/diizgiin
15 HUF16M0T10015 Angel rice leaven 8¢ Gelisim yok Gelisim yok Gelisim yok
Krem rengi Kiiresel,
16 HUF16MOT10016 Dibosh aktif kuru Yari parlak—yan'mﬁt o Eliptik veya uzun +
sarap mayasi 12g Yuvarlak kremsi/piiriizsiiz tomurcuklanma
Yumusak nemli/diizgiin Rastgele dagilim
Krem rengi Kiiresel,
Danboili/Lesaffre Yari parlak-yar1 mat Eliptik veya uzun
_ HUF16MOT10017 yeeast 13g Yuvarlak kremsi/piiriizsiiz tomurcuklanma *
Yumusak nemli/diizgiin Rastgele dagilim
Krem rengi Kiiresel,
18 HUF16MOT10018 Dr oetker germ I§e|n Yari parlak-yarl.m'ﬁt o Eliptik veya uzun +
dampel netwending Yuvarlak kremsi/piiriizsiiz tomurcuklanma
Yumusak nemli/diizgiin Rastgele dagilim
Krem rengi Kiiresel,
Buggeman Instan Yari parlak-yar1 mat Eliptik veya uzun
19 HUF16MOT10019 5009 Yuvarlak kremsi/piiriizsiiz tomurcuklanma *
Yumusak nemli/diizgiin Rastgele dagilim
Krem rengi Kiiresel,
Yari parlak-yar1 mat Eliptik veya uzun
20 HUF16M1C0004 Saraperlik Yuvarlak kremsi/ptiriizsiiz Rastgele dagilhim *
Yumusak nemli/diizgiin

Grup 1 (ticari kaynaklardan elde edilen mikroorganizma suslar1) izolatlarinin

makroskobik ve mikroskobik morfolojileri ile 30 °C’de gelisme durumu incelendiginde
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bir adet izolasyon (HUF16M100015) uygun sartlar altinda YGC besiyerinde gelisim
gosteremedigi gozlemlenmistir. Geriye kalan 19 adet izolasyonun tamaminin hem
makroskobik gelisim agisindan hemde mikroskobik gelisim agisindan S. cerevisiae

tiirtine uygun gelisim karakteristikleri gosterdigi belirlenmistir.

Cizelge 4.2. Grup 2 - farkh kiltiir kolleksiyonlarindan elde edilen mikroorganizma
suslarinin makroskobik ve mikroskobik morfolojileri ile 30 °C’de gelisme
durumlari

30°C’de
0
, 30 (Crde YGC Mikroskobik | . YCGC
No Izolasyon Kaynag Besiyerinde 2 Giinde Gelisim Besiyerinde
Kodu Makroskobik Gelisim L 2-7 Giinde
s Morfolojileri ..
Morfolojileri Gelisim
Durumu
Krem rengi Kiiresel,
RSK/Instant kuru maya Yar1 parlak-yar1 mat Eliptik veya uzun
! HUF16M1C0001 (08022) Yuvarlak kremsi/piiriizsiiz Rastgele dagilim *
Yumusak nemli/diizgiin
S. cerevisiae Krem rengi Kiiresel,
2 HUF16M1C0002 ATCC® 9763™ Yar parlak-yarl‘mzhi.t o Eliptik veyavuzun +
Yuvarlak kremsi/piiriizsiiz Rastgele dagilim
Yumusak nemli/diizgiin
S. cerevisiae 52:“ erli?fkl- arl mat Iéllil[r;t:islfl\}eya uzun
3 HUF16M1C0003 ATCC® 6328™ P yarimat - - +
Yuvarlak kremsi/piiriizsiiz Rastgele dagilim
Yumusak nemli/diizgiin

Grup 2 (farkli kiiltir kolleksiyonlarindan elde edilen mikroorganizma suslari)
izolatlarmin makroskobik ve mikroskobik morfolojileri ile 30 °C’de gelisme durumu
incelendiginde tiim izolatlarin uygun sartlar altinda YGC besiyerinde gelisim gosterdigi
gozlemlenmistir. Elde edilen ii¢ izolatin tamami hem makroskobik hem de mikroskobik

gelisim agisindan S. cerevisiae tlirine uygun karakteristik gelisim ozellikleri

sergilemistir.

Cizelge 4.3. Grup 3 - ulusal iiniversite aragtirmacilarindan elde edilen mikroorganizma
suslarinin makroskobik ve mikroskobik morfolojileri ile 30 °C’de gelisme
durumlari

30°C’de
(Ve
: 30 Cde YGC Mikroskobik Yec
Izolasyon . Besiyerinde 3 Giinde .. Besiyerinde
No Kaynag - Gelisim -
Kodu Makroskobik Morfoloiileri 2-7 Giinde
Gelisim Morfolojileri ) Gelisim
Durumu
Krem rengi Kiiresel,
Yari parlak-yar1 mat Kiigiik
1 HUF16M2K10001 HUBB Yuvarlak Rastgele dagilim +
kremsi/piirlizsiiz
Yumusak nemli/diizgiin
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Kahverengimsi

Akiskan/yapiskan Kiiresel,
2 HUF16M2K10002 HUBB Parlak Eliptik veya uzun +
Crvik/diizensiz tomurcuklanma
Sulu/yayvan Rastgele dagilim
Krem rengi Kiiresel,
Yari parlak-yar1 mat Eliptik veya uzun +
3 HUF16M2K10003 HUBB Yuvarlak tomurcuklanma
kremsi/piirlizsiiz Rastgele dagilim
Yumusak nemli/diizgiin
Krem rengi
Yart parlak-yart mat Kiiresel,
4 HUF16M2K10004 HUBB Yuvarlak Eliptik veya uzun +
kremsi/piiriizsiiz tomurcuklanma
Yumusak nemli/diizgiin Rastgele dagilim
Krem rengi
) Yari parlak-yar1 mat Kiiresel, 4
5 HUF16M2K10005 HUBB Yuvarlak Eliptik veya uzun
kremsi/piirtizsiiz tomurcuklanma
Yumusak nemli/diizgiin Rastgele dagilim
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat Kiiresel,
6 HUF16M2K10006 HUBB Yuvarlak Eliptik veya uzun +
kremsi/piirtizsiiz tomurcuklanma
Yumusak nemli/diizgiin Stafilokok
Krem rengi
Yart parlak-yar1 mat Kiiresel,
7 HUF16M2K10007 HUBB Yuvarlak Eliptik veya uzun +
kremsi/piiriizsiiz tomurcuklanma
Yumusak nemli/diizgiin Rastgele dagilhim
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat Kiiresel,
8 HUF16M2K10008 HUBB Yuvarlak Eliptik veya uzun +
kremsi/piiriizsiiz tomurcuklanma
Yumusak nemli/diizgiin Rastgele dagihim
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat Kiiresel,
9 HUF16M2K10009 HUBB Yuvarlak Eliptik veya uzun +
kremsi/piiriizsiiz tomurcuklanma
Yumusak nemli/diizgiin Rastgele dagilhim
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat Kiiresel,
10 HUF16M2K10010 HUBB Yuvarlak Eliptik veya uzun +
kremsi/piiriizsiiz tomurcuklanma
Yumusak nemli/diizgiin Rastgele dagilhim
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat
11 HUF16M2K10011 HUBB Yuvarlak Kiiresel, +
kremsi/piirtizsiiz Eliptik veya uzun
Yumusak nemli/diizgiin Rastgele dagilim
Krem rengi
Yart parlak-yar1 mat
12 HUF16M2K10012 HUBB Yuvarlak Kiiresel, +
kremsi/piiriizsiiz Eliptik veya uzun
Yumusak nemli/diizgiin Stafilokok
Krem rengi
Yart parlak-yar1 mat
13 HUF16M2K10013 HUBB Yuvarlak +
kremsi/piiriizsiiz Streptobasil
Yumusak nemli/diizgiin
14 HUF16M2K10014 HUBB Gelisim yok Gelisim yok Gelisim yok
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat
15 HUF16M2K10015 HUBB Yuvarlak Kiiresel, +
kremsi/piirlizsiiz Eliptik veya uzun
Yumusak nemli/diizgiin Stafilokok
Pembemsi
Pitlirimst Kiiresel,
16 HUF16M2K10016 HUBB Mat Eliptik veya uzun +
Tirtikly/diizensiz tomurcuklanma
Kuru/dagmik Stafilokok
17 HUF18M2Y10001 AUGMB Krem rengi Kiiresel, +

Yari parlak-yar1 mat

Eliptik veya uzun
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Yuvarlak Rastgele dagilhim
kremsi/piirtizsiiz
Yumusak
Nemli/diizgiin
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat .
" Yuvalilak g Kiiresel,
18 HUF18M2Y10002 AUGMB R, Eliptik veya uzun
kremsi/pliriizsiiz Rastgele dagilim
Yumusak g &
Nemli/diizgiin
Krem rengi
Yart parlak-yart mat .
. YuvaI;Iak Y Kiiresel,
19 HUF18M2Y10003 AUGMB R, Eliptik veya uzun
kremsi/piriizsiiz Rastgele dagilim
Yumusak g &
Nemli/diizgiin
Krem rengi
Yart parlak-yar1 mat .
. Yuvalilak Y Kiiresel,
20 HUF18M2Y10004 AUGMB A, Eliptik veya uzun
kremsi/piriizsiiz Rastgele dagilim
Yumusak g &
Nemli/diizgiin
Krem rengi
Yart parlak-yar1 mat .
- Yuvaprlak Y KL.lre.Sel’
21 HUF18M2Y10005 AUGMB D, Eliptik veya uzun
kremsi/pliriizsiiz Rastgele dagilim
Yumusak g &
Nemli/diizgiin
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat .
- Yuvarslak ! Kiresel,
22 HUF18M2Y10006 AUGMB D, Eliptik veya uzun
kremsi/piirlizsiiz Rasteele dagilim
Yumusak g &
Nemli/diizgiin
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat .
" YuvaI?IaK g Kiresel,
23 HUF18M2Y10007 AUGMB R, Eliptik veya uzun
kremsi/piiriizsiiz Rasteele dagilim
Yumusak g &
Nemli/diizgiin
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat .
. Yuvalilak g Kiiresel,
24 HUF18M2Y10008 AUGMB R, Eliptik veya uzun
kremsi/piiriizsiiz Rastecle dagilim
Yumusak g &
Nemli/diizgiin
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat .
" Yuva[;Iak g Kiiresel,
25 HUF18M2Y10009 AUGMB R, Eliptik veya uzun
kremsi/piiriizsiiz Rastecle dagilim
Yumusak g &
Nemli/diizgiin
Krem rengi
Yar1 parlak-yar1 mat .
- Yuval;lak g Kuresel,
26 HUF18M2Y10010 AUGMB R, Eliptik veya uzun
kremsi/piirlizsiiz Rastecle dagilim
Yumusak g &
Nemli/diizgiin
Krem rengi
Yart parlak-yar1 mat .
" Yuvalilak Y Kiiresel,
27 HUF18M2Y10011 AUGMB I, Eliptik veya uzun
kremsi/piirlizsiiz Rastecle dagilim
Yumusak g &
Nemli/diizgiin
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat .
" Yuvar;Iak Y Kiiresel,
28 HUF18M2Y10012 AUGMB R, Eliptik veya uzun
kremsi/piirlizsiiz Rastecle dagilim
Yumusak g &
Nemli/diizgiin
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat Kiiresel,
29 HUF18M2Y10013 AUGMB Yuvarlak Eliptik veya uzun
kremsi/piirlizsiiz Rastgele dagilim
Yumusak
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Nemli/diizgiin

Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat .
" YuvaI;Iak g Kiiresel,
30 HUF18M2Y10014 AUGMB R, Eliptik veya uzun
kremsi/piirlizsiiz Rastecle dagilm
Yumusak g &
Nemli/diizgiin
Krem rengi
Yart parlak-yar1 mat .
. YuvaI;Iak Y Kiiresel,
31 HUF18M2Y10015 AUGMB R, Eliptik veya uzun
kremsi/piiriizsiiz <
Rastgele dagilim
Yumusak
Nemli/diizgiin
Krem rengi
B Yart parlak-yar1 mat Kiiresel
32 | HUF18M2z10001 CUGMB Yuvarlak - Eliptik veya uzun
Kremsi/pliriizsiiz Rastgele dagilim
Yumusak g &
Nemli/diizgiin
Krem rengi
Yart parlak-yar1 mat .
. Yuvalilak Y Kiiresel,
33 HUF18M2Z10002 CUGMB R, Eliptik veya uzun
Kremsi/pliriizsiiz Rastgele dagilim
Yumusak g g
Nemli/diizgiin
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat .
. Yuvar:Iak Y Kl.lre.sel’
34 HUF18M2Z10003 CUGMB R, Eliptik veya uzun
kremsi/piirlizsiiz <
Rastgele dagihim
Yumusak
Nemli/diizgiin
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat -
. YuvaI;Iak 4 Kiiresel,
35 HUF18M2Z10004 CUGMB R, Eliptik veya uzun
kremsi/pliriizsiiz Rastgele dagilim
Yumusak g g
Nemli/diizgiin
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat .
" YuvaI;Iak g Kiiresel,
36 HUF18M2Z10005 CUGMB R, Eliptik veya uzun
kremsi/pliriizsiiz Rastgele dagilim
Yumusak g g
Nemli/diizgiin
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat .
. Yuva[;Iak Y Kiiresel,
37 HUF18M2Z10006 CUGMB R, Eliptik veya uzun
Kremsi/pliriizsiiz Rastgele dagilim
Yumusak g g
Nemli/diizgiin
Krem rengi
Yar1 parlak-yar1 mat .
. YuvaI;Iak Y Kl.lre.sel’
38 HUF18M2Z10007 CUGMB R, Eliptik veya uzun
kremsi/pliriizsiiz Rastgele dagilim
Yumusak g &
Nemli/diizgiin
Krem rengi
Yart parlak-yar1 mat .
. Yuvalilak Y Kiiresel,
39 HUF18M2Z10008 CUGMB A, Eliptik veya uzun
Kremsi/pliriizsiiz Rastgele dagilim
Yumusak g g
Nemli/diizgiin
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat .
. YuvaI;Iak g Kiiresel,
40 HUF18M2Z10009 CUGMB R, Eliptik veya uzun
kremsi/piiriizsiiz Rastgele dagilim
Yumusak g &
Nemli/diizgiin
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat -
" YuvaI:Iak ! Kiresel,
41 HUF18M2710010 CUGMB D, Eliptik veya uzun
kremsi/piirlizsiiz Rastocle dagilim
Yumusak g &
Nemli/diizgiin
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Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat
Yuvarlak

Streptobasil

42 HUF18M2Z10011 CUGMB I, +
kremsi/piirlizsiiz
Yumusak
Nemli/diizgiin
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat .
. YuvaI;Iak g Kiiresel,
43 HUF18M2Z10012 CUGMB R, Eliptik veya uzun +
kremsi/piirlizsiiz <
Rastgele dagilim
Yumusak
Nemli/diizgiin
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat .
. YuvaI;Iak Y que_sel,
44 HUF18M2Z10013 CUGMB R, Eliptik veya uzun +
Kremsi/plirdizsiiz Rastgele dagilim
Yumusak g &
Nemli/diizgiin
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat .
. YuvaI;Iak Y que_sel, +
45 HUF18M2Z10014 CUGMB R, Eliptik veya uzun
kremsi/plirtizsiiz Rastgele dagilim
Yumusak g &
Nemli/diizgiin
Pembe
Piitiirimsii/dagilgan Kiiresel,
46 HUF18M2Z10015 CUGMB Mat Eliptik veya uzun +
Kuru/diizenli Rastgele dagilhim
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat
47 | HUF18M2210016 CUGMB Yuvarlak - Streptobasil Gelisim yok
kremsi/piirtizsiiz
Yumusak
Nemli/diizgiin
Pembe
Piitiirtimsiti/dagilgan Kiiresel,
48 HUF18M2Z10017 CUGMB Mat Eliptik veya uzun +
Kuru/diizenli Rastgele dagilim
Pembe
Putiirimsii/dagilgan Kiiresel,
49 HUF18M2Z10018 CUGMB Mat Eliptik veya uzun +
Kuru/diizenli Rastgele dagilim
Pembe
} Putiirimsii/dagilgan Kiiresel, +
50 HUF18M2Z10019 CUGMB Mat Eliptik veya uzun
Kuru/diizenli Rastgele dagilim
Pembe
Piitiirtimsii/dagilgan Kiiresel,
51 HUF18M2Z10020 CUGMB Mat Eliptik veya uzun +
Kuru/diizenli Rastgele dagilim
Pembe
. Piitiirtimsii/dagilgan Kiiresel, +
52 HUF18M2Z710021 CUGMB Mat Eliptik veya uzun
Kuru/diizenli Rastgele dagilim
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat .
- Yuval;Iak g Kirresel,
53 HUF18M2Z10022 CUGMB . Eliptik veya uzun +
kremsi/piirtizsiiz Rasteele dagilim
Yumusak & &
Nemli/diizgiin
Pembe
Piitiirtimsii/dagilgan Kiiresel,
54 HUF18M2Z10023 CUGMB Mat Eliptik veya uzun +
Kuru/diizenli Rastgele dagilim
Pembe .
. Piitiiriimsi/dagilgan Kiiresel,
55 HUF18M2Z10024 CUGMB Mat Eliptik veya uzun +
- . Rastgele dagilim
Kuru/diizenli
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Pembe
Putiirimsii/dagilgan Kiiresel,
56 HUF18M2Z710025 CUGMB Mat Eliptik veya uzun +
Kuru/diizenli Rastgele dagilim
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat .
. Yuva[;Iak Y quegel,
57 HUF18M2Z10026 CUGMB R, Eliptik veya uzun +
Kremsi/plirtizsiiz Rastgele dagilim
Yumusak g g
Nemli/diizgiin
Pembe
) Putiirimsii/dagilgan Kiiresel, +
58 HUF18M2Z10027 CUGMB Mat Eliptik veya uzun
Kuru/diizenli Rastgele dagilim
Pembe
Piitiirtimsii/dagilgan Kiiresel,
59 HUF18M2Z710028 CUGMB Mat Eliptik veya uzun +
Kuru/diizenli Rastgele dagilim
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat .
- Yuvaprlak Y Kl.lre?’el’ +
60 HUF18M2Z10029 CUGMB R, Eliptik veya uzun
kremsi/piiriizsiiz <
Rastgele dagihim
Yumusak
Nemli/diizgiin
Pembe
Putirimsii/dagilgan Kiiresel,
61 HUF18M2Z10030 CUGMB Mat Eliptik veya uzun +
Kuru/diizenli Rastgele dagilhim
Pembe
Putiirimsii/dagilgan Kiiresel,
62 HUF18M2Z710031 CUGMB Mat Eliptik veya uzun +
Kuru/diizenli Rastgele dagilhim

HUBB* Hacettepe Universite Biyoloj Béliimii
AUGMB** Ankara Universitesi Gida Miithendisligi Boliimii
CUGMB*** Cukurova Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii

Grup 3 (ulusal {niversite arastirmacilarindan elde edilen mikroorganizma suslari)
izolatlarmin makroskobik ve mikroskobik morfolojileri ile 30 °C’de gelisme durumu
incelendiginde iki adet izolasyon (HUF16M300014, HUF18M2Z10016 ) uygun sartlar
altinda YGC besiyerinde gelisim gostermedigi belirlenmistir. Geriye kalan 60 adet
izolattan 45’1 makroskobik gelisim agisindan, 58 tanesinin ise mikroskobik gelisim
acisindan S. cerevisiae tirline uygun Karakteristik gelisim ozellikleri sergiledigi

gozlemlenmistir.

Cizelge 4.4. Grup 4 - 2016 yilinda i¢ Anadolu Bélgesi’ndeki iiziim baglarindan elde
edilen mikroorganizma suslarimin makroskobik ve mikroskobik

morfolojileri ile 30 °C°de gelisme durumlari

0 0
. Ornek Ahnan 30 C de YGC Mikroskobik 30 'Cde
Izolasyon o . . Besiyerinde 3 - YGC
No Kaynag Bolgenin GPS N Gelisim -
Kodu Kodu Giinde Morfoloiileri Besiyerinde
Makroskobik ! 2-7 Giinde

95



Gelisim
Morfolojileri

Gelisim
Durumu

HUF16M3A1001

Kayseri
Uziim

38°45'06.4"N
35°1825.1"E

Gelisim yok

Gelisim yok

Gelisim yok

HUF16M3A1002

Kayseri
Uziim

38°45'06.4"N
35°1825.1"E

Krem rengi
Yar parlak-yari
mat

Yuvarlak
kremsi/piiriizsiiz
Yumusak
nemli/diizglin

Kiiresel,

Eliptik veya uzun
tomurcuklanma
Rastgele dagilim

HUF16M3A1003

Kayseri
Uziim

38°45'06.4"N
35°1825.1"E

Krem rengi
Yar parlak-yari
mat

Yuvarlak
kremsi/piiriizsiiz
Yumusak
nemli/diizgiin

Streptobasil

HUF16M3A1004

Kayseri
Uziim

38°45'06.4"N
35°1825.1"E

Kahverengimsi
Akskan/yapiskan
Parlak
Civik/diizensiz
Sulu/yayvan

Streptobasil

HUF16M3A1005

Kayseri
Uziim

38°45'06.4"N
35°1825.1"E

Kahverengimsi
Akskan/yapiskan
Parlak
Civik/diizensiz
Sulu/yayvan

Streptobasil

HUF16M3A1006

Kayseri
Uziim

38°45'06.4"N
35°1825.1"E

Kahverengimsi
Akskan/yapiskan
Parlak
Civik/diizensiz
Sulu/yayvan

Streptobasil

HUF16M3A1007

Kayseri
Uziim

38°45'06.4"N
35°1825.1"E

Gelisim yok

Gelisim yok

HUF16M3A1008

Kayseri
Uziim

38°45'06.4"N
35°1825.1"E

Kahverengimsi
Akskan/yapiskan
Parlak
Crvik/diizensiz
Sulu/yayvan

Streptobasil

HUF16M3A2012

Kayseri
Toprak

38°45'06.4"N
35°1825.1"E

Krem rengi
Yar parlak-yari
mat

Yuvarlak
kremsi/piiriizsiiz
Yumusak
nemli/diizgiin

Kiiresel,
Eliptik veya uzun
Rastgele dagilim

10

HUF16M3A2013

Kayseri
Toprak

38°45'06.4"N
35°1825.1"E

Krem rengi
Yari parlak-yar1
mat

Yuvarlak
kremsi/piiriizsiiz
Yumusak
nemli/diizgiin

Kiiresel,

Eliptik veya uzun
tomurcuklanma
Rastgele dagilim

11

HUF16M3A2014

Kayseri
Toprak

38°45'06.4"N
35°1825.1"E

Krem rengi
Yar parlak-yari
mat

Yuvarlak
kremsi/piiriizsiiz
Yumusak
nemli/diizglin

Kiiresel,

Eliptik veya uzun
tomurcuklanma
Rastgele dagilim

12

HUF16M3B1016

Kl}‘lkkale
Uziim

39°45'45.9"N
33°30'59.5"E

Krem rengi
Yari parlak-yari
mat

Yuvarlak
kremsi/piirlizsiiz
Yumusak
nemli/diizgiin

Kiiresel,

Eliptik veya uzun
tomurcuklanma
Rastgele dagilim

13

HUF16M3B1016

Kirikkale
Uziim

39°45'45.9"N
33°30'59.5"E

Krem rengi
Yar parlak-yari
mat
Yuvarlak
kremsi/piirtizsiiz
Yumusak
nemli/diizgiin

Kiiresel,
Eliptik veya uzun
Rastgele dagilim
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14

HUF16M3B1018

Klpkkale
Uziim

39°45'45.9"N
33°30'59.5"E

Kahverengimsi
Akskan/yapiskan
Parlak
Civik/diizensiz
Sulu/yayvan

Streptobasil

15

HUF16M3B1019

Kirikkale
Uziim

39°45'45.9"N
33°30'59.5"E

Krem rengi
Yari parlak-yart
mat

Yuvarlak
kremsi/piiriizsiiz
Yumusak
nemli/diizgiin

Streptobasil

16

HUF16M3B1020

Kirikkale
Uziim

39°45'45.9"N
33°30'59.5"E

Krem rengi
Yari parlak-yari
mat

Yuvarlak
kremsi/piiriizsiiz
Yumusak
nemli/diizglin

Kiiresel,

Eliptik veya uzun
tomurcuklanma
Rastgele dagilim

16

HUF16M3B1021

Kirikkale
Uziim

39°45'45.9"N
33°30'59.5"E

Krem rengi

Yar parlak-yari
mat

Yuvarlak
kremsi/piiriizsiiz
Yumusak
nemli/diizgiin

Kiiresel,

Eliptik veya uzun
tomurcuklanma
Rastgele dagilim

18

HUF16M3B1022

Kirikkale
Uziim

39°45'45.9"N
33°30'59.5"E

Krem rengi
Yari parlak-yart
mat

Yuvarlak
kremsi/piirtizsiiz
Yumusak
nemli/diizgiin

Streptobasil

19

HUF16M3B1023

Kirikkale
Uziim

39°45'45.9"N
33°30'59.5"E

Krem rengi
Yari parlak-yart
mat

Yuvarlak
kremsi/piiriizsiiz
Yumusak
nemli/diizgiin

Kiiresel,

Eliptik veya uzun
tomurcuklanma
Rastgele dagilim

20

HUF16M3C1030

Kirsehir
Uziim

39°05'02.8"N
34°22'50.3"E

Krem rengi
Yar parlak-yari
mat

Yuvarlak
kremsi/piirlizsiiz
Yumusak
nemli/diizgiin

Streptekok

21

HUF16M3C1031

Kirsehir
Uziim

39°05'02.8"N
34°22'50.3"E

Krem rengi
Yari parlak-yar1
mat

Yuvarlak
kremsi/piiriizsiiz
Yumusak
nemli/diizgiin

Kiiresel,

Eliptik veya uzun
tomurcuklanma
Rastgele dagilim

22

HUF16M3C1032

Kirgehir
Uziim

39°05'02.8"N
34°22'50.3"E

Krem rengi
Yari parlak-yari
mat

Yuvarlak
kremsi/piiriizsiiz
Yumusak
nemli/diizglin

Kiiresel,
Eliptik veya uzun
Rastgele dagilim

23

HUF16M3C1033

K}rsehir
Uziim

39°05'02.8"N
34°22'50.3"E

Krem rengi

Yar1 parlak-yart
mat

Yuvarlak
kremsi/plirtizsiiz
Yumusak
nemli/diizgiin

Kiiresel,

Eliptik veya uzun
tomurcuklanma
Rastgele dagilim

24

HUF16M3C1034

Kirsehir
Uziim

39°05'02.8"N
34°22'50.3"E

Krem rengi
Yar parlak-yari
mat

Yuvarlak
kremsi/piiriizsiiz
Yumusak
nemli/diizgiin

Kiiresel,

Eliptik veya uzun
tomurcuklanma
Rastgele dagilim
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Krem rengi
Yar parlak-yari

. onct " mat Kiiresel,
25 | HUF1eM3c0zg | Krsehir 39°0502.8"N Yuvarlak Eliptik veya uzun
Toprak 34°22'50.3"E R, <
kremsi/piiriizsiiz Rastgele dagilim
Yumusak
nemli/diizgiin
Krem rengi
?]{'1:;1 parlak-yar1 Kiiresel,
Kirsehir 39°05'02.8"N Eliptik veya uzun
26 HUF16M3C2039 Toprak 34°22'50.3"E Yuvar!akn - tomurcuklanma
kremsi/plirtizsiiz Rastgele dagilim
Yumusak g g
nemli/diizgiin
Krem rengi
Yar parlak-yari
. onct " mat Kiiresel,
27 HUF16M3C2041 Kirgchir 39005,02'8 ,,N Yuvarlak Eliptik veya uzun
Toprak 34°22'50.3"E R, <
kremsi/piiriizsiiz Rastgele dagilim
Yumusak
nemli/diizglin
Krem rengi
Yari parlak-yari
. onct " mat Kiiresel,
28 HUF16M3C2042 Kirsehir 39 05,02'8 ,,N Yuvarlak Eliptik veya uzun
Toprak 34°22'50.3"E R, <
kremsi/piiriizsiiz Rastgele dagilim
Yumusak
nemli/diizgiin
Krem rengi
?T(]e;? parlak-yar1 Kiiresel,
Nevsehir 38°43'40.4"N Eliptik veya uzun
29 HUF16M3D1047 Uziim 34°5722.1"E Yuvar‘lak" N tomurcuklanma
kremsi/pliriizsiiz Rastgele dagilim
Yumusak g 8
nemli/diizgiin
Krem rengi
;{1;;1 parlak-yar1 Kiiresel,
Nevsehir 38°43'40.4"N Eliptik veya uzun
30 HUF16M3D1048 Uziim 34°5722.1"E Yuvar.lak“ - tomurcuklanma
kremsi/piiriizsiiz Rastocle dagrhm
Yumusak & &
nemli/diizgiin
Krem rengi
;{1';1 parlak-yar1 Kiiresel,
Nevsehir 38°43'40.4"N Eliptik veya uzun
31 HUF16M3D1049 Uziim 34°5722.1"E Yuvar.lak“ - tomurcuklanma
kremsi/piiriizsiiz Rastecle dasilim
Yumusak g g
nemli/diizglin
Krem rengi
Yari parlak-yari
. o par " mat Kiiresel,
32 HUF16M3D1052 N9V§.ehlr 38043 ,40'4,,N Yuvarlak Eliptik veya uzun
Uziim 34°5722.1"E o -
kremsi/piiriizsiiz Rastgele dagilim
Yumusak
nemli/diizglin
Kahverengimsi
. o par " Akskan/yapiskan
Nevsehir 38°43'40.4"N Streptekok
33 HUF16M3D2057 Toprak 34°5792 1'E Parlak ) -
Crvik/diizensiz
Sulu/yayvan
Krem rengi
:-,:? parlak-yari Kiiresel,
Aksaray 38°31'04.9"N Eliptik veya uzun
34 HUF16M3E1059 Uziim 33°51'01.0"E Yuvar.lak“ I tomurcuklanma
kremsi/piiriizsiiz Rastecle dagilim
Yumusak g g
nemli/diizgiin
Pembemsi
Piitiirtimsii
o 1 "
35 | HUF16M3E2066 AT';sarraalg’ gigg‘}%g Mat Streptekok
P ’ Tirtikli/diizensiz
Kuru/daginik
Aksaray 38°31'04.9"N Pembemsi Streptekok
36 HUF16M3E2070 Toprak 33°51'01.0"E Putiirtimsii
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Mat
Tirtikli/diizensiz
Kuru/daginik

37

HUF16M3E1076

Ap kara
Uziim

40°05'20.3"N
32°28'45.6"E

Krem rengi
Yar parlak-yari
mat

Yuvarlak
kremsi/piiriizsiiz
Yumusak
nemli/diizgiin

Kiiresel,

Eliptik veya uzun
tomurcuklanma
Rastgele dagilim

38

HUF16M3E1078

Ankara
Uziim

40°05'20.3"N
32°28'45.6"E

Krem rengi
Yari parlak-yar1
mat

Yuvarlak
kremsi/piiriizsiiz
Yumusak
nemli/diizgiin

Kiiresel,

Eliptik veya uzun
tomurcuklanma
Rastgele dagilim

39

HUF16M3G1085

Eskisehir
Uziim

39°48'12.8"N
30°35'36.9"E

Krem rengi
Yar parlak-yari
mat

Yuvarlak
kremsi/piiriizsiiz
Yumusak
nemli/diizglin

Kiiresel,

Eliptik veya uzun
tomurcuklanma
Rastgele dagilim

40

HUF16M3G1086

Es}dsehir
Uziim

39°48'12.8"N
30°35'36.9"E

Krem rengi
Yari parlak-yari
mat

Yuvarlak
kremsi/piirtizsiiz
Yumusak
nemli/diizgiin

Kiiresel,

Eliptik veya uzun
tomurcuklanma
Rastgele dagilim

41

HUF16M3G1087

Eskisehir
Uziim

39°48'12.8"N
30°35'36.9"E

Krem rengi
Yari parlak-yari
mat

Yuvarlak
kremsi/piirtizsiiz
Yumusak
nemli/diizgiin

Streptobasil

42

HUF16M3G1088

Eskisehir
Uziim

39°48'12.8"N
30°35'36.9"E

Krem rengi
Yari parlak-yart
mat

Yuvarlak
kremsi/piiriizsiiz
Yumusak
nemli/diizgiin

Kiiresel,

Eliptik veya uzun
tomurcuklanma
Rastgele dagilim

43

HUF16M3G1089

Eskisehir
Uziim

39°48'12.8"N
30°35'36.9"E

Krem rengi
Yar parlak-yari
mat

Yuvarlak
kremsi/piiriizsiiz
Yumusak
nemli/diizglin

Kiiresel,

Eliptik veya uzun
tomurcuklanma
Rastgele dagilim

44

HUF16M3G1090

Eskisehir
Uziim

39°48'12.8"N
30°35'36.9"E

Krem rengi
Yari parlak-yari
mat

Yuvarlak
kremsi/piiriizsiiz
Yumusak
nemli/diizgiin

Streptobasil

45

HUF16M3G1091

Eskisehir
Uziim

39°48'12.8"N
30°35'36.9"E

Krem rengi
Yar parlak-yari
mat

Yuvarlak
kremsi/piiriizsiiz
Yumusak
nemli/diizgiin

Streptekok

46

HUF16M3H1099

ankm
Uziim

40°42'09.1"N
33°3122.6"E

Krem rengi
Yar parlak-yari
mat

Yuvarlak
kremsi/piiriizsiiz
Yumusak
nemli/diizgiin

Streptekok

47

HUF16M3H1100

Cankirt
Uziim

40°42'09.1"N
33°3122.6"E

Krem rengi
Yar parlak-yari

Streptekok
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mat

Yuvarlak
kremsi/piiriizsiiz
Yumusak
nemli/diizgiin

48

HUF16M3H1101

Cankirt
Uziim

40°42'09.1"N
33°3122.6"E

Krem rengi
Yari parlak-yar1
mat

Yuvarlak
kremsi/piiriizsiiz
Yumusak
nemli/diizgiin

Kiiresel,

Eliptik veya uzun
tomurcuklanma
Rastgele dagilim

49

HUF16M3H1103

Cankirt
Uziim

40°42'09.1"N
33°3122.6"E

Krem rengi
Yari parlak-yari
mat

Yuvarlak
kremsi/piiriizsiiz
Yumusak
nemli/diizglin

Streptobasil

50

HUF16M3H1104

Cankirt
Uziim

40°42'09.1"N
33°3122.6"E

Krem rengi
Yar parlak-yari
mat

Yuvarlak
kremsi/piiriizsiiz
Yumusak
nemli/diizgiin

Kiiresel,

Eliptik veya uzun
tomurcuklanma
Rastgele dagilim

51

HUF16M3H1105

Cankiri
Uziim

40°42'09.1"N
33°3122.6"E

Krem rengi
Yari parlak-yar1
mat

Yuvarlak
kremsi/piirtizsiiz
Yumusak
nemli/diizgiin

Kiiresel,

Eliptik veya uzun
tomurcuklanma
Rastgele dagilim

52

HUF16M3H1106

C"anklrl
Uziim

40°42'09.1"N
33°3122.6"E

Krem rengi
Yari parlak-yar1
mat

Yuvarlak
kremsi/piiriizsiiz
Yumusak
nemli/diizgiin

Streptobasil

Grup 4 (2016 yilinda I¢ Anadolu Bolgesi’ndeki iiziim baglar1 drneklerinden izole edilen
mikroorganizma suglari) izolatlarinin makroskobik ve mikroskobik morfolojileri ile 30
°C’de gelisme durumu incelendiginde izolasyonlarin ikisinin (HUF16M4A1001,
HUF16M4A1007) uygun sartlar altinda YGC besiyerinde gelisim gosteremedigi
belirlenmistir. Geriye kalan toplam 50 adet izolattan izolatin 42°si makroskobik gelisim
acisindan, 31 tanesi ise mikroskobik gelisim acisindan S. cerevisiae tiiriine uygun gelisim

karakteristik 6zellikleri gostermistir.

Cizelge 4.5. Grup 4-2017 yilinda I¢ Anadolu Bolgesi’ndeki iiziim baglarindan elde
edilen mikroorganizma suslarmin makroskobik ve mikroskobik
morfolojileri ile 30 °C°de gelisme durumlari

Ornek 30°C’de YGC 30°C’ de
. Besiyerinde 2 Mikroskobik YGC
Izolasyon « Almnan N - Lo
No Kaynag .. . Giinde Gelisim Besiyerinde
Kodu Bolgenin . R .
Makroskobik Morfolojileri | 2-7 Giinde
GPS Kodu .. .
Gelisim Gelisim

100



Morfolojileri Durumu
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat - o
. Kiiresel, eliptik
o il " el
1 | HUF17M3az1001 | Kayser | 38°435S.5'N | vuvarlak = veya uzun +
Uziim 36°23'37.9"E | kremsi/piiriizsiiz Rastecle dagilim
Yumusak nemli/diizgiin g &
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat . o
. e " Kiiresel, eliptik
2 | HUF17M3a31013 | Kaysert | 3852123'N | vuvarlak — veya uzun +
Uziim 35°33'34.2"E | kremsi/piiriizsiiz Rastecle dagihm
Yumusak nemli/diizgiin g &
Alttan kahverengi
Beyaz renkte
Kayseri | 38es2123N | M tnce uzun
3 | HUF17M3A31014 Uziim | 35°3334.2"E ggﬁmu basiller *
Alttan kahverengi Rastgele dagilim
Orta koyu krem rengi
Yari parlak-yar1 mat . L
; 059119 3" Kiiresel, eliptik
4 | HUF17M3A32019 | [Kayseri | 389S2U23'N | Yuvarlak veya uzun +
Toprak 35°33'34.2"E | kremsi/piiriizsiiz Rastecle dagilim
Yumusak nemli/diizgiin g £
Alttan kahverengi
ﬁ:ﬁiakm renkte Kiigiik yuvarlak
Kayseri 38°52'12.3"N kok seklinde
5 HUF17M3A32022 Toprak 35°33'34.2"E ;?iyr:]lsgian Rastgele dagilhim *
Nemli/diizgiin
Saydam renkte
orcram A Parlak ince uzun
6 | HUF17M3B3io3g | iikkale | 3985370 Ty, vigan basiller +
Uziim 33°23'09.0"E I <
Jelimsi Rastgele dagilim
Nemli/diizgiin
Saydam renkte
. HUF17M3B3103g | Kirkkale | 39°3537.0'N za”alk Streptobasil )
Uziim 33°2309.0"E | . 971 &4
Jelimsi
Nemli/diizgiin
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat . s
025127 ()" Kiiresel, eliptik
8 | HUF17M3B32047 | Kimkkale | 39°3537.0°N | vuvarlak — veya uzun +
Toprak 33°23'09.0"E | kremsi/piiriizsiiz Rastecle dagilim
Yumusak nemli/diizgiin steele dag
Alttan kahverengi
Saydam renkte
. o s Parlak ince uzun
9 | HUFL7Mac21049 | Ksehir | 3992960 | yyoan basiller +
Uzlim 33°4321.5"E H .
Jelimsi Rastgele dagilhim
Nemli/diizgiin
Krem rengi Kiiresel,
Yar parlak-yar1 mat Eliptik veya
10 | HUF17M3czos0 | Kirsehir | 39°2226.0'N | Yuvarlak uzun +
Uziim 33°4321.5"E | kremsi/piiriizsiiz
e tomurcuklanma
Yumusak nemli/diizgiin Rasteele dasilim
Alttan kahverengi g gl
Saydam renkte
. oA Parlak ince uzun
11 | HUF17M3C21052 %mf"rl;” gfé;?gg Yayilgan basiller +
w ’ Jelimsi Rastgele dagilim
Nemli/diizgiin
Orta koyu krem rengi
Yari parlak-yart mat ince uzun
Kirsehir 39°2726.1"N | Yuvarlak -
12| HUF17M3C31062 Uziim 33°5737.1"E | Jelimsi giss't”eerle dasilim *
Yumusak nemli/diizgiin & &
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yar parlak-yart mat - o
. 0n At " Kiiresel, eliptik
13 | HUF17M3caioes | Kusehir | 39°2726.1'N | Yuvarlak veya uzun +
Uziim 33°57'37.1"E | kremsi/piiriizsiiz Rastecle dagilim
Yumusak nemli/diizgiin g &
Alttan kahverengi
14 HUF17M3C31064 Kirsehir 39°27'26.1"N | Krem rengi Kiiresel, eliptik +
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Uziim 33°57'37.1"E | Yar parlak-yar1 mat veya uzun
Yuvarlak Rastgele dagilim
kremsi/piiriizsiiz
Yumusak nemli/diizgiin
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yar parlak-yar: mat . o
. o0nAr " Kiiresel, eliptik
15 | HUF17Mac3ioes | Kimsehir | 39°2726.1'N | Yuvarlak veya uztn
Uziim 33°57'37.1"E | kremsi/piiriizsiiz Rastecle dagil
Yumusak nemli/diizgiin astgeic dagim
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat . o
; 097196 1" Kiiresel, eliptik
16 | HUFL7Macaloes | Kusehir | 39°2726.LN | Yuvarlak - veya uzun
Uziim 33°57'37.1"E | kremsi/piiriizsiiz Rasteele dasilim
Yumusak nemli/diizgiin g &l
Alttan kahverengi
Krem rengi
. o " Yar parlak-yar1 mat Kok seklinde
17 | HUF17M3ca20eg | Kusehir | 39°2726.1"N |y ijak Ufak
Toprak 33°57'37.1"E o -
kremsi/piiriizsiiz Rastgele dagilim
Yumusak nemli/diizgiin
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat . o
. oAt " Kiiresel, eliptik
18 | HUF17M3D31086 | Nevsehir | 38°3422.9'N | Yuvarlak veya uzun
Uziim 34°36'59.8"E | kremsi/piiriizsiiz Rastecle dagilim
Yumusak nemli/diizgiin & &
Alttan kahverengi
Orta koyu krem rengi
Yari parlak-yar1 mat . o
: 02419 gn Kiiresel, eliptik
19 | HUF17M3D31087 | Nevsehir | 38°3422.9'N | Yuvarlak veya uzun
Uziim 34°36'59.8"E | kremsi/piiriizsiiz Rastecle dagilim
Yumusak nemli/diizgiin g &
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yar parlak-yart mat . o
. Kiiresel, eliptik
o A\l " el
20 | HUF17M3D3108s | Nevsehir | 38°3422.9"N | Yuvarlak veya uzun
Uziim 34°36'59.8"E | kremsi/piiriizsiiz Rastecle dagihim
Yumusak nemli/diizgiin & &
Alttan kahverengi
Orta koyu krem rengi Kiiresel,
Yar parlak-yart mat Eliptik veya
3 o Al "
21 | HUF17M3D31089 | Nevsehir | 38°3422.9"N | Yuvarlak uzun
Uziim 34°36'59.8"E | kremsi/pliriizsiiz
R, tomurcuklanma
Yumusak nemli/diizgiin Rastecle dagil
Alttan kahverengi astgele dagiim
Orta koyu krem rengi
Yari parlak-yar1 mat . o
: o4 " Kiiresel, eliptik
22 | HUF17M3D31090 | Nevsehir | 38°3422.9"N | Yuvarlak veya uzun
Uziim 34°36'59.8"E | kremsi/piiriizsiiz Rastaele dagilim
Yumusak nemli/diizgiin g &
Alttan kahverengi
Orta koyu krem rengi
Yari parlak-yar1 mat . .
. oa A1 " Kiiresel, eliptik
23 | HUF17M3D32092 | Nevsehir | 38°3422.9"N | Yuvarlak veya uzun
Toprak 34°36'59.8"E | kremsi/pliriizsiiz Rasteele dagilim
Yumusak nemli/diizgiin g &
Alttan kahverengi
Orta koyu krem rengi
Yar parlak-yar1 mat Kiiresel, eliptik
Nevsehir 38°3422.9"N | Yuvarlak ’
24 | HUF17M3D32093 Toprak | 34°36'S9.8'E | kremsi/piiriizsiiz veyauzun -
e Rastgele dagilim
Yumusak nemli/diizgiin
Alttan kahverengi
Krem rengi
. oA " Yar1 parlak-yar1 mat Kiiresel, eliptik
25 HUF17M3D32094 Nevsehir 38034,22'9,,N Yuvarlak veya uzun
Toprak 34°36'59.8"E A <
kremsi/piiriizsiiz Rastgele dagilim
Yumusak nemli/diizgiin
Krem rengi
Nevsehir | 38934722.9"N | Yar parlak-yari mat Streptobasil
26 | HUF17M3D32095 Vs Saesd N yuvarlak P
Toprak 34°36'59.8"E o
kremsi/piiriizsiiz
Yumusak nemli/diizgiin
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Orta koyu krem rengi
Yari parlak-yart mat

Kiiresel, eliptik

Nevsehir 38°34'22.9"N | Yuvarlak
27| HUF17M3D32096 Toprak | 34°36'59.8"E | kremsi/piiriizsiiz ‘}fya “f”r('i -
Yumusak nemli/diizgiin astgele dagthm
Alttan kahverengi
Hafif koyu krem rengi
Yari parlak-yar1 mat Kiiresel. elintik
28 | HUF17M3E21100 | ARy | 38321S3'N ) Yuvarlak veya uzun ’
Uziim 34°23'52.2"E | kremsi/piiriizsiiz Rastgele dagilim
Yumusak nemli/diizgiin
Alttan kahverengi
Hafif koyu krem rengi
Yari parlak-yar1 mat Kiiresel. elintik
29 | HUF17M3E21110 | Aksaray | 38°32153'N | Yuvarlak veya uzun ’
Uziim 34°23'52.2"E | kremsi/piiriizsiiz Rastgele daglim
Yumusak nemli/diizgiin
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat Kiiresel. elintik
30 | HUFL7MaE2111p | AKSaay | 38EIISIING| Vuvarlak veyauzn
Uziim 34°23'52.2"E | kremsi/piiriizsiiz Rastgele daglim
Yumusak nemli/diizgiin
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat Kiiresel. elintik
31 | HUFI7M3eziiiy | ARy | 38SZISIING vuvarak veya uzin
Uziim 34°23'52.2"E | kremsi/piiriizsiiz Rastecle dagilim
Yumusak nemli/diizgiin g £
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yar parlak-yar: mat Kiiresel. elintik
32 | HUFl7M3E21114 | ARy | 38321S3'N ) Yuvarlak veya uzun ’
Uziim 34°23'52.2"E | kremsi/piiriizsiiz Rastgele dagilim
Yumusak nemli/diizgiin
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yar parlak-yar: mat Kiiresel. elintik
33 | HUFl7M3E21115 | ARy | 38321S3'N ) Yuvarlak veya uzun ’
Uziim 34°23'52.2"E | kremsi/piiriizsiiz Rastgele dagilim
Yumusak nemli/diizgiin
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat Kiiresel, eliptik
Aksaray 38°32'15.3"N | Yuvarlak veya uzun
34 HUFLIM3E22117 Toprak 34°23'52.2"E | kremsi/piiriizsiiz Tomurcuklanma
Yumusak nemli/diizgiin | Rastgele dagilim
Alttan kahverengi
Beyaz renkte :
Aksaray | 38°32153'N | Mat g;cs?”uezrun
85 | HUF17M3E22121 Toprak 34°23'52.2"E ]S)z:tuz"l Rastgele dagilim
Alttan agik krem renk
Krem rengi
Yar parlak-yar1 mat Kiiresel. elintik
36 | HUFl7M3ra112p | ATkara | 40°0725.2°N | Yuvarlak - veya uzun ’
Uziim 33°02'13.9"E | kremsi/piiriizsiiz Rastgele dagilim
Yumusak nemli/diizgiin
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yar parlak-yar1 mat Kiiresel. clintik
37 | HUF17M3Fa113 | Ankaa | 40°0725.2'N ) Yuvarlak veyauzun
Uziim 33°02'13.9"E | kremsi/piiriizsiiz Rastoele dagilim
Yumusak nemli/diizgiin g &
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat Kiiresel. eliptik
38 | HUFL7M3F21124 | Ankara | 40°07252°N J vuvarlak veyauzun
Uziim 33°02'13.9"E | kremsi/piiriizsiiz Rastecle dagihim
Yumusak nemli/diizgiin g &
Alttan kahverengi
Krem rengi Kiiresel, eliptik
Ankara 40°07'25.2"N | Yari parlak-yar1 mat veya uzun
39 HUFL7M3F21125 Uziim 33°02'13.9"E | Yuvarlak Tomurcuklanma
kremsi/piiriizsiiz Rastgele dagilhim
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Yumusak nemli/diizgiin
Alttan kahverengi

Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat

Kiiresel, eliptik

Ankara 40°0725.2"N | Yuvarlak
40 HUF17M3F21126 Uziim 33°02'13.9"E | kremsi/piiriizsiiz \lgey? u%urzi -
Yumusak nemli/diizglin astgele dagim
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yar parlak-yar1 mat . o
007195 AN Kiiresel, eliptik
41| HUFL7M3F211z7 | ANk | 40007252 Yuvarlak veya uzun
Uziim 33°02'13.9"E | kremsi/piiriizsiiz Rasteele dagilt
Yumusak nemli/diizgiin g siim
Alttan kahverengi
Orta koyu krem rengi
Yar parlak-yar1 mat Kiiresel, cliptik
42 | HUF17M3Fa112g | Ankara | 40°0725.2°N | Yuvarlak - veya uzun
Toprak 33°02'13.9"E | kremsi/piiriizsiiz <
e Rastgele dagilim
Yumusak nemli/diizgiin
Alttan kahverengi
Orta koyu krem rengi
Yari parlak-yar1 mat . L
o075 " Kiiresel, eliptik
43 | HUF17M3F21133 | Ankara | 40°07252'N ) Yuvarlak veya uzun
Toprak 33°02'13.9"E | kremsi/piiriizsiiz <
e Rastgele dagilim
Yumusak nemli/diizgiin
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat . L
007195 N Kiiresel, eliptik
44 | HUF17M3F21134 Ankara | 40°07252"N | Yuvarlak veya uzun
Toprak 33°02'13.9"E | kremsi/piiriizsiiz -
R Rastgele dagilim
Yumusak nemli/diizgiin
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yar parlak-yar: mat .. s
o9 " Kiiresel, eliptik
45 | HUF17M3F31135 Ankara | 40°4209.1"N | Yuvarlak veya uzun
Uziim 33°3122.6"E | kremsi/piiriizsiiz Rastecle dagilim
Yumusak nemli/diizglin g £
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yar parlak-yar: mat . s
o9 " Kiiresel, eliptik
46 | HUF17M3Fa1i3e | Ankara | 40°4209.1'N ) Yuvarlak veya uzun
Uziim 33°3122.6"E | kremsi/piiriizsiiz Rastecle dagihm
Yumusak nemli/diizgiin steele dag
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat fnce uzun
47 | HUFI7MgFait7 | Ankaa | 40°4209.1°N-) vuvarlak basiller
Uziim 33°3122.6"E | kremsi/piiriizsiiz Rastoele dasil
Yumusak nemli/diizgiin stg gtim
Alttan kahverengi
Orta koyu krem rengi
Yar parlak-yar1 mat ince uzun
48 | HUF17MaFaiisg | Ankara | 39°SUSSOING) wuvarlak basiller
Uziim 32°44'31.5"E | kremsi/piiriizsiiz Rasteele dasilim
Yumusak nemli/diizgiin & &l
Alttan kahverengi
Orta koyu krem rengi
Yari parlak-yart mat ince uzun
49 | HUF17M3F3igo | Amkara | 39°SI3SONT) Yuvarlak basiller
Uziim 32°44'31.5"E | kremsi/piiriizsiiz Rasteele dasilim
Yumusak nemli/diizgiin & &
Alttan kahverengi
Orta koyu krem rengi
Yari parlak-yart mat Kiresel, eliptik
50 | HUF17Marazuar | Ankara | 39°SI3S.0°N | vuvarlak - veya uzun
Toprak 32°44'31.5"E | kremsi/pliriizsiiz Rasteele dagihm
Yumusak nemli/diizgiin & &
Alttan kahverengi
Orta koyu krem rengi
Yar parlak-yar: mat Kiiresel. elintik
Ankara 39°51'35.0"N | Yuvarlak uresel, €llp
51 HUF17M3F32145 or A " e veya uzun
Toprak 32°44'31.5"E | kremsi/piiriizsiiz <
Rastgele dagilim

Yumusak nemli/diizglin
Alttan kahverengi

104




Krem rengi
Yari parlak-yart mat

Kiiresel, eliptik

Ankara 39°51'35.0"N | Yuvarlak
52| HUFL7TM3F32146 Toprak | 32°4431.5"E | kremsi/piiriizsiiz o “f”r('i -
Yumusak nemli/diizgiin astgele dagthm
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat - o
52 | HUFL7M3F32142 Ankara | 39°51'35.0"N | Yuvarlak iﬁ;iezlazhp“k
Toprak 32°44'31.5"E | kremsi/piiriizsiiz Rasteele dasilim
Yumusak nemli/diizgiin & &
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat Kiiresel. elintik
Eskisehir 39°3129.3"N | Yuvarlak » CHIP
54| HUF17M3G31147 Ozt 30°49'50.4"E | kremsi/piiriizsiiz veyauzun
Yumusak nemli/diizgiin Rastgele dagilim
Alttan kahverengi
Kiif benzeri miselli yap1
R o1t " Siyah renk Kiiresel, eliptik
55 | HUF17M3G31148 Eﬂ‘z‘ﬂ” gzoilgé%i,,g Ag benzeri dagilim veya uzun
’ Alttan beyaz kahverengi | Rastgele dagilim
lekeler
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat
Eskisehir 39°3129.3"N | Yuvarlak Streptobasil
%6 HUFL7M3G31149 Uziim 30°49'50.4"E | kremsi/piiriizsiiz
Yumusak nemli/diizgiin
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yar parlak-yar: mat Kiiresel. clintik
Eskisehir 39°3129.3"N | Yuvarlak » ¢Ip
57 | HUF17M3G31150 Uziim 30°49'50.4"E | kremsi/piiriizsiiz ‘lfya ”f”’(‘i -
Yumusak nemli/diizglin astgele dagtlim
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat Kiiresel. clintik
Eskisehir | 39°31'29.3"N | Yuvarlak » CIP
58 | HUF17M3G31151 Uziim 30°49'50.4"E | kremsi/piiriizsiiz ‘lfya ”f”’; -
Yumusak nemli/diizglin astgele dagtlim
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat . o
59 | HUF17M3G3llsz | Dskisehir [ 39°3129.3'N | Yuvarlak \Iial;r;suezlhﬁhpnk
Uziim 30°49'50.4"E | kremsi/piiriizsiiz Rastecle dagihm
Yumusak nemli/diizglin steele dag
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat Kiiresel, eliptik
Eskisehir 39°3129.3"N | Yuvarlak i
60 HUFL7M3G31153 Toprak 30°49'50.4"E | kremsi/piiriizsiiz veya UTUZ 5l
Yumusak nemli/diizgiin Rastgele dagilim
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yar parlak-yar1 mat Kiiresel, eliptik
Eskisehir 39°3129.3"N | Yuvarlak i
61 HUFL7M3G31157 Toprak 30°49'50.4"E | kremsi/piiriizsiiz veya UTUZ 5l
Yumusak nemli/diizgiin Rastgele dagilim
Alttan kahverengi
Kiif benzeri miselli Ince uzun
Cankiri 40°3124.1"N | yapilar basiller
62 HUFL7M3H21172 Uziim 33°29'40.4"E | Siyah renk Rastgele dagilim
Ag benzeri dagilim
Orta koyu krem rengi
Yari parlak-yar1 mat . L
63 | HUF17M3H1173 | Gankin | 40°31241'N - vuvarlak \I/(el;rgsuezlﬂﬁhpnk
Uziim 33°29'40.4"E | kremsi/piiriizsiiz Rastecle dagilim
Yumusak nemli/diizgiin astgelc dag
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yar parlak-yar: mat . o
64 | HUF17M3H21174 Cankiri | 40°3124.1'N | Yuvarlak \i‘ggzezlaﬁhp“k
Uziim 33°29'40.4"E | kremsi/piiriizsiiz <
Rastgele dagilim

Yumusak nemli/diizglin
Alttan kahverengi

105




Krem rengi
Yar parlak-yart mat

Kiiresel, eliptik

65 | HUFL7M3Hzu17s | Cankim | 40°31241°N° ) vuvarlak veya uzun
Uziim 33°29'40.4"E | kremsi/piiriizsiiz Rastgele dagilim
Yumusak nemli/diizgiin
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yar parlak-yar: mat Kiiresel. elintik
66 | HUF17M3H22179 Cankirt | 40°3124.1"N | Yuvarlak veya uzun ’
Toprak 33°29'40.4"E | kremsi/piiriizsiiz Rasteele dasilim
Yumusak nemli/diizgiin & &
Alttan kahverengi
Orta koyu krem rengi
Yari parlak-yar1 mat . L
67 | HUF17M3H22180 | Sankim | 4093124.1"N | Yuvarlak er“yraesleaﬁhp“k
Toprak 33°29'40.4"E | kremsi/piiriizsiiz Rastecle dagilim
Yumusak nemli/diizgiin g £
Alttan kahverengi
Orta koyu krem rengi
Yari parlak-yar1 mat . o
68 | HUF17M3H22181 | Sankim | 4093124.1"N | Yuvarlak \I/(eu;aesuezlhzhpnk
Toprak 33°29'40.4"E | kremsi/piiriizsiiz Rastecle dagilim
Yumusak nemli/diizgiin g £
Alttan kahverengi
Hafif koyu krem rengi
Yari parlak-yar1 mat . L
69 | HUF17M3H22182 | Senkimt | 40°3124.1'N ) Yuvarlak \I/(el;rgsuezlﬁﬁhpnk
Toprak 33°29'40.4"E | kremsi/piiriizsiiz Rastecle dagil
Yumusak nemli/diizgiin asigele dagiim
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yar parlak-yar: mat . o
70 | HUF17M3H311gs | Gankin | 40°4928.4"N | Yuvarlak \Ifel;r;suezlhﬁhptlk
Uziim 32°53'40.8"E | kremsi/piiriizsiiz Rastgele dagilim
Yumusak nemli/diizglin
Alttan kahverengi
Hafif koyu krem rengi
Yar parlak-yar: mat . o
71 | HUF17M3H32189 Cankirt | 40°49284"N | Yuvarlak \Ifel;rgsuezlhﬁhpnk
Toprak 32°53'40.8"E | kremsi/piiriizsiiz Rastecle dasilim
Yumusak nemli/diizglin stg &
Alttan kahverengi
Hafif koyu krem rengi
Yar parlak-yar: mat . o
72 | HUF17M3H32190 Cankirt | 40°49284"N | Yuvarlak \Ifel;/raesuezlhzhpnk
Toprak 32°53'40.8"E | kremsi/piiriizsiiz Rastgele dagilim
Yumusak nemli/diizgiin
Alttan kahverengi
Hafif koyu krem rengi
Yari parlak-yar1 mat . o
73 | HUF17M3H32191 Canki | 40°49284"N | Yuvarlak \]/(eu;aesuezlhzhpnk
Toprak 32°53'40.8"E | kremsi/piiriizsiiz Rastgele dagilim
Yumusak nemli/diizgiin
Alttan kahverengi
Hafif koyu krem rengi
Yari parlak-yar1 mat . o
74 | HUF17M3H32194 Cankirt | 40°4928.4"N | Yuvarlak \]/(eu;aesuezlhzhpnk
Toprak 32°53'40.8"E | kremsi/piiriizsiiz Rastgele dagilim
Yumusak nemli/diizgiin
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat Kiiresel. eliptik
75 | HUF17M3Hzi106 | K&raman | 3TOI91S.9N | Yuvarlak = veyuzin
Uziim 33°19'46.4"E | kremsi/pliriizsiiz Rastecle dagilim
Yumusak nemli/diizgiin g £
Alttan kahverengi
Hafif koyu krem rengi
Yar parlak-yar: mat Kiiresel, eliptik
76 | HUF17M3Hitg7 | K@raman | 37OI91S.9N | Yuvarlak - veya uzun
Uziim 33°19'46.4"E | kremsi/pliriizsiiz Rasteele dagihm
Yumusak nemli/diizglin astgelc dag
Alttan kahverengi
1o & On Krem rengi Kiiresel, eliptik
77 | HUF17M3H21199 Kg;?::” z;ollg,ﬁ‘z,,g Yari parlak-yar mat veya uzun
) Yuvarlak Rastgele dagilim
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kremsi/piiriizsiiz
Yumusak nemli/diizgiin
Alttan kahverengi

78

HUF17M3H21200

Karaman
Uziim

37°19'15.9"N
33°19'46.4"E

Hafif koyu krem rengi
Yari parlak-yar1 mat
Yuvarlak
kremsi/piiriizsiiz
Yumusak nemli/diizgiin
Alttan kahverengi

Kiiresel, eliptik
Veya uzun
Rastgele dagihim

79

HUF17M3H21208

Karaman
Uziim

37°19'15.9"N
33°19'46.4"E

Krem rengi

Yar parlak-yar1 mat
Yuvarlak
kremsi/piiriizsiiz
Yumusak nemli/diizgiin
Alttan kahverengi

Kiiresel, eliptik
veya uzun
Rastgele dagilim

80

HUF17M3H21209

Karaman
Uziim

37°19'15.9"N
33°19'46.4"E

Hafif koyu krem rengi
Yari parlak-yar1 mat
Yuvarlak
kremsi/piiriizsiiz
Yumusak nemli/diizgiin
Alttan kahverengi

Kiiresel, eliptik
veya uzun
Rastgele dagilim

81

HUF17M3H21210

Karaman
Uziim

37°19'15.9"N
33°19'46.4"E

Krem rengi

Yari parlak-yar1 mat
Yuvarlak
kremsi/piiriizsiiz
Yumusak nemli/diizgiin
Alttan kahverengi

Kiiresel, eliptik
veya uzun
Rastgele dagilim

82

HUF17M3H21211

Karaman
Uziim

37°19'15.9"N
33°19'46.4"E

Hafif koyu krem rengi
Yar parlak-yar: mat
Yuvarlak
kremsi/piiriizsiiz
Yumusak nemli/diizglin
Alttan kahverengi

Streptobasil

83

HUF17M3H21212

Karaman
Uziim

37°19'15.9"N
33°19'46.4"E

Krem rengi

Yari parlak-yar1 mat
Yuvarlak
kremsi/piiriizsiiz
Yumusak nemli/diizglin
Alttan kahverengi

Kiiresel, eliptik
Veya uzun
Rastgele dagilim

84

HUF17M3H21213

Karaman
Uziim

37°19'15.9"N
33°19'46.4"E

Hafif koyu krem rengi
Yar parlak-yar1 mat
Yuvarlak
kremsi/piiriizsiiz
Yumusak nemli/diizgiin
Alttan kahverengi

Streptobasil
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HUF17M3H22215

Karaman
Toprak

37°19'15.9"N
33°19'46.4"E

Krem rengi

Yar parlak-yar1 mat
Yuvarlak
kremsi/piiriizsiiz
Yumusak nemli/diizgiin
Alttan kahverengi

ince uzun
basiller
Rastgele dagilim

86

HUF17M3H22217

Karaman
Toprak

37°19'15.9"N
33°19'46.4"E

Orta koyu krem rengi
Yari parlak-yar1 mat
Yuvarlak
kremsi/piiriizsiiz
Yumusak nemli/diizgiin
Alttan kahverengi

Kiiresel, eliptik
veya uzun
Rastgele dagilim

87

HUF17M3H22218

Karaman
Toprak

37°19'15.9"N
33°19'46.4"E

Hafif koyu krem rengi
Yari parlak-yar1 mat
Yuvarlak
kremsi/piiriizsiiz
Yumusak nemli/diizgiin
Alttan kahverengi

Kiiresel, eliptik
veya uzun
Rastgele dagilim

88

HUF17M3H22219

Karaman
Toprak

37°19'15.9"N
33°19'46.4"E

Hafif koyu krem rengi
Yari parlak-yar1 mat
Yuvarlak
kremsi/piirtizsiiz
Yumusak nemli/diizgiin
Alttan kahverengi

ince uzun
basiller
Rastgele dagilhim

Grup 4 (2017 yilinda i¢ Anadolu Bélgesi’ndeki iiziim baglar1 drneklerinden izole edilen

mikroorganizma suslari) izolatlarinin makroskobik ve mikroskobik morfolojileri ile 30
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°C’de gelisme durumu incelendiginde izolasyonlarin tamamimin uygun sartlar altinda
YGC besiyerinde gelisim gosterdigi belirlenmistir. Toplam 88 adet izolattan 79’u
makroskobik gelisim agisindan, 69’u ise mikroskobik gelisim agisindan S. cerevisiae

tiiriine uygun gelisim karakteristikleri gosterdigi gézlemlenmistir.

Cizelge 4.6. Grup 4-2018 yilinda i¢ Anadolu Bolgesi’ndeki iiziim baglarindan elde
edilen mikroorganizma suslarinin  makroskobik ve mikroskobik

morfolojileri ile 30 °C’de gelisme durumlar

30°C’de YGC 30°C’ de
. Ornek Beswgrlnde 2 Mikroskobik _YG_C
No Izolasyon Kavnas: Alnan Giinde Gelisim Besiyerinde 2-
Kodu ynag Bolgenin Makroskobik Morfoloiileri 7 Giinde
GPS Kodu Gelisim ) Gelisim
Morfolojileri Durumu
Krem rengi
Yari parlak-yart mat . .
Kayseri | 38°45064'N | Yuvarlak 59‘5;?;?‘1’“1‘
1 HUF18M3A11001 Uniim 35°18725.1"E kremsi/piiriizsiiz Rastgele +
Yumusak dagilhim
nemli/diizgiin s
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yar parlak-yar: mat . .
kavseri | 38°45064'N | Yuvarlak Kiresel, cliptik
2 | HUF18M3A11003 "ayS 35°1825.1"E | kremsi/piiriizsiiz Y +
Uziim Rastgele
Yumusak dasihm
nemli/diizgiin £
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yar parlak-yar: mat . o
Kayseri 38°45'06.4"N | Yuvarlak &L;;zezlhﬁhp“k
o1 " S It Qi
3 HUF18M3A11005 Toprak 35°18725.1"E kremsi/piiriizsiiz Rastgele +
Yumusak dagilim
nemli/diizgiin g
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yar parlak-yar1 mat Kiiresel, cliptik
Kayseri 38°43'55.5"N Yuvarlak veya uzun
4 HUF18M3A21007 Uniim 36°2337 9" kremsi/piiriizsiiz Rastgele +
Yumusak dagilim
nemli/diizglin &
Alttan kahverengi
Krem rengi
zif/lapr?;ll(ak_yan mat Kiiresel, eliptik
Kayseri 38°43'55.5"N e veya uzun
5 HUF18M3A22009 Toprak 36°23137 9"E kremsi/piiriizsiiz Rastgele +
Yumusak o
R dagilim
nemli/diizgiin
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat . L
Kinkkale | 39°4545.9"N | Yuvarlak &‘rgsﬂhﬁ“pt‘k
6 HUF18M3B11002 P 33°30'59.5"E kremsi/piirtizsiiz Y +
Uziim Rastgele
Yumusak dasilim
nemli/diizgiin g
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yari parlak-yart mat . _
Kinkkale | 39°4545.9'N | Yuvarlak ﬁﬁaezezlhﬁhp“k
o) " S St Qi
7 HUF18M3B12004 Toprak 33°30'59.5"E kremsi/piiriizsiiz Rastgele +
Yumusak dasihm
nemli/diizgiin g
Alttan kahverengi
8 HUF18M3B12005 Kirikkale 39°45'45.9"N Krem rengi Kiiresel, eliptik +
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Toprak 33°30'59.5"E Yar parlak-yart mat | veya uzun
Yuvarlak Rastgele
kremsi/piirtizsiiz dagihim
Yumusak
nemli/diizgiin
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yar parlak-yar1 mat Kiiresel, eliptik
Kirikkale 39°35'37.0"N Yuvarlak veya uzun
9 HUF18M3B31006 Toprak 3392309 0" kremsi/piiriizsiiz Rastgele
Yumusak -
R dagilim
nemli/diizgiin
Alttan kahverengi
Krem rengi
iﬁf/lapral(ak_yan mat Kiresel, eliptik
Kirikkale 39°40'46.9"N e veya uzun
10 HUF18M3B21008 Uziim 33°422] 4" kremsi/piiriizsiiz Rastgele
Yumusak dasihim
nemli/diizglin st
Alttan kahverengi
Krem rengi
iﬁf/‘a?f‘;l(ak'ya“ Mat | giiresel, eliptik
Kirikkale 39°40'46.9"N O, veya uzun
11 HUF18M3B22010 Toprak 3304211 A"E kremsi/piirtizsiiz Rastgele
Yumusak dasilim
nemli/diizgiin 2
Alttan kahverengi
Krem rengi
isca‘;fgllfk'ya“ mat | giiresel, eliptik
12 | HUF18M3B22011 | Kimkkale | 39°4046.9"N |\ o tirizsiy | VEYAUZUN
Toprak 33°42721.4"E Rastgele
Yumusak dagilim
nemli/diizgiin &
Alttan kahverengi
Krem rengi
$33a$?;|iak-yarl mat Kiiresel, eliptik
Kirsehir 39°05'02.8"N S, veya uzun
13 HUF18M3C11001 Usiim 34922150 3" kremsi/piiriizsiiz Rastgele
Yumusak -
RN dagilim
nemli/diizgiin
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat Kiiresel, eliptik
Kirsehir 39°0502.8'N | Yuvarlak veya uzun
14 HUF18M3C11002 Usiim 34922150 3" kremsi/piiriizsiiz Rastgele
Yumusak dail
nemli/diizgiin astim
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat Kiiresel, eliptik
Kirsehir 39°05'02.8"N Yuvarlak veya uzun
15 HUF18M3C12005 Toprak 34°22'50 3"F kremsi/piirtizsiiz Rastgele
Yumusak dasil
nemli/diizgiin agtim
Alttan kahverengi
Krem rengi
:;3355 ?;ll(ak-yarl mat Kiresel, eliptik
Kirsehir 39°05'02.8"N R, veya uzun
16 HUF18M3C12006 Toprak 34°22'50 3" l\({remm/puruzsuz Rastgele
umusak dagilim
nemli/diizglin g
Alttan kahverengi
Krem rengi
$33a$?;|iak-yarl mat Kiiresel, eliptik
17 | HUF18M3c21008 | Kusehir | 39%2226.0°NC 1y o piiriizsiiz veya uzun
Uziim 33°4321.5"E Rastgele
Yumusak dasihm
nemli/diizgiin g
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yar parlak-yar mat | Kiiresel, eliptik
Kirsehir 39°2226.0"N Yuvarlak veya uzun
18 HUF18M3C22010 Toprak 33°4321.5"E kremsi/piiriizsiiz Rastgele
Yumusak dagilim
nemli/diizgiin
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Alttan kahverengi

Krem rengi
Yar parlak-yart mat

yuvarlak Kok seklinde
Kirsehir 39°2726.1"N R, Ufak
19 HUF18M3C32012 Toprak 3395737 1"E kremsi/piiriizsiiz Rastgele
Yumusak -
R, dagilhim
nemli/diizgiin
Alttan kahverengi
Krem rengi
SY{SCaprfgll(ak_yaH mat Kiiresel, eliptik
Nevsehir 38°43'40.4"N R, veya uzun
20 HUF18M3D11001 Uziim 34°5722 1" kremsi/piiriizsiiz Rastgele
Yumusak dagilhim
nemli/diizglin &
Alttan kahverengi
Krem rengi
iﬁf/‘aﬁfgll(ak'ya“ mat | Kiiresel, eliptik
Nevsehir 38°43'40.4"N o veya uzun
21 HUF18M3D11003 Uziim 3495799 1"E kremsi/piiriizsiiz Rastgele
Yumusak dagil
nemli/diizgiin agtm
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat Kiiresel, eliptik
Nevschir | 3829336'N | Yuvarlak veya uzun
22 | HUF18M3D21006 ovs: 39-0 N | Kremsi/piiriizsiiz Y
Uziim 34°54'42.5 Rastgele
Yumusak dasilim
nemli/diizgiin &
Alttan kahverengi
Krem rengi
gizlaprgll(ak-yarl mat Kiiresel, eliptik
M o] U "
23 | HUF18M3D2100g | NNevsehir | 3892933 6"N |\ o Gi/piiriizsiiz veya uzun
Uziim 34°54'42.5 Rastgele
Yumusak dasilim
nemli/diizgiin g
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yar parlak-yar: mat Kiiresel, eliptik
Nevschi 3822933.6"N | Yuvarlak veya uzun
24 | HUF18M3D22011 evsehir 27950 N | Kremsi/piiriizsiiz 4
Toprak 34°54'42.5 Rastgele
Yumusak dasihm
nemli/diizgiin €
Alttan kahverengi
Krem rengi
$3€ aprigll(ak—yarl mat Kiiresel, eliptik
Nevsehir 38°34'22.9"N R veya uzun
25 HUF18M3D32013 Toprak 34936'59 "F kremsi/piiriizsiiz Rastgele
Yumusak dagi]
nemli/diizgiin agrm
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat . .
Acsara 38°31'04.9'N | Yuvarlak edwescl, cliptik
26 | HUF18M3E11003 saray 33°51'01.0"E | kremsi/piiriizsiiz Y
Uziim Rastgele
Yumusak dagilim
nemli/diizglin sl
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yari parlak-yar: mat . .
Aksara 38°31'04.9"N | Yuvarlak i“rgsuezlhﬁhp“k
27 | HUF18M3E12005 Y 33°51'01.0"E | kremsi/piiriizsiiz Y
Toprak Rastgele
Yumusak dasihm
nemli/diizgiin st
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yar parlak-yar: mat Kiiresel, eliptik
28 | HUF18M3E21007 | Aksaay 38°3215.3'N Li\ssrllf k"ru sii veya uzun
Uziim 34°23'52.2"E purtizstz Rastgele
Yumusak dasilim
nemli/diizgiin s
Alttan kahverengi
Krem rengi Kiiresel, eliptik
o] il " el
29 | HUF1sM3Fiioor | ATk | 40°0520.3'N 1y o lak-yar mat | veya uzun
Uziim 32°28'45.6"E
Yuvarlak Rastgele
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kremsi/piiriizsiiz
Yumusak
nemli/diizgiin
Alttan kahverengi

dagilim

Krem rengi
Yar parlak-yar1 mat
Yuvarlak

Kiiresel, eliptik

Ankara 40°0520.3"N R, veya uzun
30 HUF18M3F11003 Ugziim 32°78'45 6"E kremsi/piiriizsiiz Rastgele
Yumusak dasil
nemli/diizgiin astim
Alttan kahverengi
Krem rengi
iﬁ?ﬁ‘;f‘;ﬂfk'ym mat | yiiresel, eliptik
Ankara 40°05'20.3"N e veya uzun
31 HUF18M3F11005 Uziim 3207845 6"F kremsi/piirtizsiiz Rastgele
Yumusak dasilim
nemli/diizgiin s
Alttan kahverengi
Krem rengi
isca‘?f;&ak'ya“ mat | Kiiresel, eliptik
Ankara 40°0520.3"N R, veya uzun
32 HUF18M3F12007 Toprak 32°78'45 6"E kremsi/piirtizsiiz Rastgele
Yumusak dagilim
nemli/diizglin &
Alttan kahverengi
Krem rengi
$33a$?;|iak—yarl mat Kiresel, eliptik
Ankara 40°07"25.2"N e veya uzun
33 HUF18M3F21010 Uziim 33°02'13.9"E kremsi/piirlizsiiz Rastgele
Yumusak dasihm
nemli/diizgiin g
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yar parlak-yar: mat Kiiresel, eliptik
34 HUF18M3F21012 Ankara 39°51'35.0"N ll(ri\rﬁsrll/akru i veya uzun
Uziim 32°44'31.5"E purdzstz Rastgele
Yumusak dasihm
nemli/diizgiin £
Alttan kahverengi
Krem rengi
izf/lapri’:gll(ak-yarl mat Kiiresel, eliptik
Ankara 40°07'25.2"N e veya uzun
35 HUF18M3F22018 Toparak 33°02'13.9"F kremsi/piiriizsiiz Rastgele
Yumusak -
A, dagihim
nemli/diizgiin
Alttan kahverengi
Krem rengi
$3€a$ f.;ll(ak-yarl mat Kiresel, eliptik
Eskisehir 39°48'12.8"N R, veya uzun
36 HUF18M3G11001 Uniim 30°3536.9"E kremsi/piiriizsiiz Rastgele
Yumusak dasilim
nemli/diizglin st
Alttan kahverengi
Krem rengi
zzfllaprla;l(ak—yarl mat Kiresel, eliptik
Eskisehir 39°48'12.8"N S, veya uzun
37 HUF18M3G11004 Uriim 30°3536.9"E kremsi/piiriizsiiz Rastgele
Yumusak o
R dagilim
nemli/diizgiin
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat Kiiresel, eliptik
Eskischir | 39°4g12.8'N | Yuvarlak veya uzun
38 HUF18M3G12006 Toprak 30°3536.9"E kremsi/piirtizsiiz Rastgele
Yumusak dasilim
nemli/diizgiin 3
Alttan kahverengi
Krem rengi
SY{'Ezllaprlaarll(ak-yarl mat Kiiresel, eliptik
Eskisehir 39°31'18.8"N R, veya uzun
39 HUF18M3G21009 Uziim 31°37'52 1" kremsi/piiriizsiiz Rastgele
Yumusak -
R, dagihim
nemli/diizgiin

Alttan kahverengi
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Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat

Kiiresel, eliptik

Cankirt 40°42'09.1"N Yuvarlak veva uzun
40 HUF18M3H11001 S 33°3122.6"E kremsi/piiriizsiiz Y
Uziim Yumusak Rastgele
nemli/diizgiin dagilim
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat . .
Cankn | 40°4209.°N | Yuvarlak iwssel, cliptik
41 HUF18M3H11004 P 33°31722.6"E kremsi/piiriizsiiz Y
Uziim Yumusak Rastgele
nemli/diizglin dagihm
Alttan kahverengi
Krem rengi
iﬁf/‘a?f;l(ak'ya“ mat | Kiiresel, eliptik
Cankiri 40°3124.1"N e veya uzun
42 A S Toprak 33°29'40.4"E lgzgzgfﬁmzsuz Rastgele
nemli/diizgiin dagilim
Alttan kahverengi
Krem rengi
iica‘;f;:fk'ya“ mat | Kiiresel, eliptik
Cankir1 40°49'28.4"N S, veya uzun
43 | HUF18M3H32012 Toprak 32°53'40.8"E lgjﬂ‘fﬁ;/f]?mzsuz Rastgele
nemli/diizgiin dagilim
Alttan kahverengi
Krem rengi
$3$a$?;|iak-yarl mat Kiiresel, eliptik
Karaman 37°27'06.5"N S veya uzun
44 HUF18M3111002 Uziim 34°08'18.2"E lﬁ({r:rrrrlllsllﬁ/:l?ruzsuz Rastgele
nemli/diizgiin dagilim
Alttan kahverengi
Krem rengi
$3{/‘a‘;f;|1fk'ya“ mat | giiresel, eliptik
Karaman 37°27'06.5"N R, veya uzun
45 HUF18M3111003 Uziim 34°08'18.2"E lgsﬁlsl;/fl?ruzsuz Rastgele
nemli/diizgiin dagilim
Alttan kahverengi
Krem rengi
$33 aprlaarll(ak-yarl mat Kiiresel, eliptik
Karaman 37°27'06.5"N R, veya uzun
46 HUF18M3122005 Toprak 34°08'18 2" lgsﬁlsl;/;)lilmzsuz Rastgele
nemli/diizgiin dagilim
Alttan kahverengi
Krem rengi
ianpr ?;ll(ak-yarl mat Kiiresel, eliptik
Karaman 37°19'15.9"N T, veya uzun
47 HUF18M3122006 Toprak 33°19'46 4" lgj&llslls/f]?mzsuz Rastgele
nemli/diizglin dagilim
Alttan kahverengi
Krem rengi
$3{/1aprla;|l(ak—yar1 mat Kiiresel, eliptik
Sivas 39°5724.1"N R, veya uzun
48 HUF18M3J11001 Usiim 3794402 8"E l\({rjﬁlsl;/ilmzsuz Rastgele
nemli/diizgiin dagilim
Alttan kahverengi
Krem rengi
:;EU a‘;f;‘(ak'ya“ mat | Kiiresel, eliptik
Sivas 39°5724.1"N e veya uzun
49 HUF18M3J11004 Toprak 3794402 8"E lggglslls/flzlruzsuz Rastgele
nemli/diizgiin dagihm
Alttan kahverengi
Krem rengi Kiiresel, eliptik
Sivas 39°47'54.9"N S\?arl p?rll(ak-yarl mat veya uzun
50 HUF18M3J21008 Uziim 36°15'31.5"E krlé\rlr?:i?pﬁrﬁzsﬁz Rastgele
Yumusak dagilim
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nemli/diizgiin
Alttan kahverengi

Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat
Yuvarlak

Kiiresel, eliptik

Sivas 39°47'54.9"N N, veya uzun
51 HUF18M3J22010 Toprak 36°1531 5" kremsi/piiriizsiiz Rastgele
Yumusak dagilim
nemli/diizgiin &
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yar parlak-yar1 mat Kiiresel, cliptik
Konya 38°11'30.3"N Yuvarlak veya uzun
52 | HUF18M3K11002 Ui 330000 svp | Kremsi/piriizsiiz Rastgele
Yumusak dagilim
nemli/diizglin &
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yar parlak-yar1 mat Kiiresel, eliptik
Konya 3801130.3'N | Yuvarlak veya uzun
53 HUF18M3K12004 Toprak 33°09'40 5"E kremsi/piiriizsiiz Rastgele
Yumusak dasihim
nemli/diizglin st
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat Kiiresel, eliptik
Konya 37330300 | Yuvarlak veya uzun
54 | HUF18M3K21007 ~ony 200 kremsi/piiriizsiiz Y
Uziim 32°46'11.5"E Rastgele
Yumusak dasil
nemli/diizgiin agtim
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yar parlak-yar: mat Kiiresel, eliptik
Yozgat 39°21'10.2"N Yuvarlak veya uzun
55 HUF18M3L11001 Uziim 35°05'54 2" kremsi/piiriizsiiz Rastgele
Yumusak dagilhim
nemli/diizgiin &
Alttan kahverengi
Krem rengi
$33a$?;|iak-yarl mat Kiiresel, eliptik
Yozgat 39°21'10.2"N R, veya uzun
56 HUF18M3L11003 Uziim 35°05'54 2" kremsi/piiriizsiiz Rastgele
Yumusak dasilim
nemli/diizgiin &
Alttan kahverengi
Krem rengi
$3€a$?;|£ak-yarl mat Kiresel, eliptik
Yozgat 39°21'10.2"N I, veya uzun
57 HUF18M3L12005 Toprak 35°05'54.2"E kremsi/piiriizsiiz Rastgele
Yumusak o
R dagilim
nemli/diizgiin
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yari parlak-yar1 mat Kiiresel, eliptik
Yozgat 39°21'10.2"N Yuvarlak veya uzun
58 HUF18M3L12007 Toprak 35°05'54.2"E kremsi/piirtizsiiz Rastgele
Yumusak dasilim
nemli/diizgiin as
Alttan kahverengi
Krem rengi
Yar1 parlak-yart mat Kiiresel, eliptik
Yozgat 39°59'47.2"N Yuvarlak veya uzun
59 HUF18M3L21008 Uziim 34°39'02.0"E kremsi/piiriizsiiz Rastgele
Yumusak dagilim
nemli/diizgiin g
Alttan kahverengi
Krem rengi
gﬁf/‘af;f‘;ll(ak'ya“ mat | Kiiresel, eliptik
Yozgat 39°59'47.2"N S veya uzun
60 HUF18M3L21010 Usiim 34°39'02.0"E kremsi/piirtizsiiz Rastgele
Yumusak dasil
nemli/diizgiin agtm
Alttan kahverengi
Krem rengi Kiiresel, eliptik
o ' " ¢l
61 | HUF1sm3L32011 | Yozdat | 39°STUTT'N | v\ parlak-yari mat | veya uzun
Toprak 35°42'45.3"E
Yuvarlak Rastgele
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kremsi/piiriizsiiz
Yumusak
nemli/diizgiin
Alttan kahverengi

dagilim

Krem rengi
Yar parlak-yar: mat Kiiresel, eliptik
Yozgat 39°57'17.7"N Yuvarlak veya uzun
62 HUF18M3L32014 Toprak 35042'45 3 kremsi/piiriizsiiz Rastgele +
Yumusak -
P dagilim
nemli/diizgiin

Alttan kahverengi

Grup 4 (2018 yilinda i¢ Anadolu Bélgesi’ndeki iiziim baglar1 drneklerinden izole edilen
mikroorganizma suglari) izolatlarinin makroskobik ve mikroskobik morfolojileri ile 30
C’de gelisme durumu incelendiginde izolasyonlarm tamaminin uygun sartlar altinda
YGC besiyerinde gelisim gosterdigi belirlenmistir. Toplam 62 adet izolattan 62’si
makroskobik gelisim agisindan, 61’1 ise mikroskobik gelisim agisindan S. cerevisiae

tiirtine uygun gelisim karakteristikleri gosterdigi gézlemlenmistir.

Petri kutularinda YGC besiyerlerinde tek koloni diisiirme teknigine uygun olarak

gelistirilen suslarin  makroskobik degerlendirmeleri yapilirken renk, vizkozite,
parlaklik/saydamlik, form (iistten/kenardan), kuruluk/yayilma durumlari géz Oniinde
bulundurulmustur. S. cerevisiae suslarinin YGC besiyerlerinde tipik makroskobik
gelisim karakteristiklikleri krem renginde gelisim, krem formunda ve kivaminda, yari
parlak-yar1 mat, yuvarlak kremsi piiriizsiiz, yumusak nemli ve diizglin olmasi
beklenmistir [3][4][8]. Yapilan izolasyonlarin makroskobik incelemeleri sonucunda

yaygin olarak asagida (Cizelge 4.7.)’de verilen morfolojik gelisim sekilleri

gozlemlenmistir.
Cizelge 4.7. YGC besiyerinde gelisim gosteren farkli makroskobik geligim tipleri
Krem rengi Kahverengimsi Pembemsi Pembe
Krem formunda Akiskan/yapigskan Piitlirimsti Akigkan
Yari parlak-yar1 mat Parlak Mat Parlak
Yuvarlak Civik/diizensiz Tirtikli/diizensiz Civik/diizensiz
Kremsi/piiriizsiiz Sulu/yayvan Kuru/daginik Sulu/yayvan
Yumusak
Nemli/diizdiin

Elde edilen izolatlarin mikroskobik degerlendirmeleri yapilirken basit boyama yontemi
ile hiicre sekli ve hiicre dizilislerine bakilmis ve S. cerevisiae tiiriiniin mikroskobik
morfolojilerine uygun (kiiresel, eliptik, uzun, tomurcuklanmali hiicre sekline rasgele
daginik veya kiimelesme seklinde) hiicre dagilimina sahip olmasi beklenmistir. Yapilan

mikroskobik analizlerde izole edilen suslardan temel olarak birka¢ farkli mikroskobik
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morfoloji gozlemlenmistir. Bu mikroskobik gelisim goriintiileri asagida (Sekil 4.1)

verilen morfolojik gelisim sekillerinde olmustur.

1- HUF17M3G31149 2-HUF17M3G31150 3-HUF17/M3H21213

4-HUF17M3H21215 5- HUF17M3G31148 6- HUF17M3H21219

Sekil 4.1. Elde edilen izolasyonlardan farkli tipteki mikroskobik morfoloji

goriintiileri

Tek basina makroskobik degerlendirme dikkate alindiginda Grup 1 igin 19 adet sus,
Grup 2 i¢in 3 adet sus, Grup 3 i¢in 45 adet sus ve Grup 4 i¢in ise birinci asama (2016
y1l1 ) izolasyonlar1 i¢in 42 adet sus, ikinci asama izolasyonlar1 (2017 yili) izolasyonlar1
icin 79 adet sus, ticlincii asama (2018 yil1) izolasyonlari i¢in 62 adet sus olmak iizere
toplam 250 adet susun YGC besiyerinde 30 °C’de 48 saatlik S. cerevisiae tiirii
makroskobik gelisim morfolojisine uygunluk gosterdigi belirlenmistir.

Tek basina mikroskobik degerlendirme dikkate alindiginda Grup 1 icin 19 adet sus, Grup
2 i¢in 3 adet sus, Grup 3 i¢in 58 adet sus ve Grup 4 i¢in ise birinci asama (2016 yil1 )
izolasyonlar1 i¢in 31 adet sus, ikinci asama izolasyonlar1 (2017 y1l1) izolasyonlari i¢in 69
adet sus, ti¢lincli asama (2018 yil1) izolasyonlar1 i¢in 61 adet sug olmak iizere toplam 241
adet susun YGC besiyerinde 30 °C’de 48 saatlik S. cerevisiae tiirii mikroskobik gelisim

morfolojisine uygunluk gosterdigi belirlenmistir.
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Biitiin izolasyonlar makroskobik ve mikroskobik koloni morfolojileri dikkate alinarak S.
cerevisiae uygunlugu yoniinden degerlendirmeye alindiginda, yapilan izolasyonlarin
(2016, 2017, 2018 yil1 iiziim bag1 izolasyonlar1 dahil) 229 adet susun tipik S. cerevisiae
gelisim karakteristiklerine uygunluk gosterdigi belirlenmistir. Yapilan 287 adet
izolasyondan alt1 (HUF16M100015, HUF16M300014, HUF16M4A1001,
HUF18M2Z710016, HUF18M2Z10017, HUF18M2Z10019) gelisim sorunu gostererek

tanesi

gelisimlerini kaybetmislerdir.

4.3. Izolasyonu Yapilan Suslarin Biyokimyasal Test Degerlendirmesi

Farkli kaynaklardan kiiltiirleri elde edilen mikroorganizmalarin biyokimyasal test
degerlendirmeleri yapilirken karbonhidrat fermantasyon testleri ve nitrat indirgeme
testleri uygulanmis ve biyokimyasal test ayrim agaci (Sekil 3.4.) kullanilarak
degerlendirmeye gidilmistir[3][4][7][8]. Bu testler maltoz, glukoz, galaktoz, rafinoz,
sellobiyoz gibi karbonhidrat fermantasyon degerlendirme testleri ve nitrat indirgeme
degerlendirmesi testlerinden olusmaktadir. Suslardan bazilarina uygulanan nitrat
indirgeme testinden net bir sonu¢ elde edilememistir bu suslar asagida (Cizelge 4.8)
verilmistir. Izolasyonu yapilan suslarm biyokimyasal test degerlendirme sonugclari
asagidaki (Cizelge 4.8, Cizelge 4.9, Cizelge 4.10 Cizelge 4.11 Cizelge 4.12, Cizelge 4.13,
Cizelge 4.14, ve Cizelge 4.15) verilmistir.

Cizelge 4.8. Nitrat indirgenme testine bagli olarak biyokimyasal degerlendirmesi
yapilmamuis izolasyonlar
HUF16M2K10008 HUF16M3A11004 HUF16M3A11005 HUF16M3A11006 HUF16M3A11008
HUF16M3A12012 HUF16M3A12013 HUF16M3C12039 HUF16M3C12042 HUF16M3D12057
HUF17M3A32022
Cizelge 4.9. Grup 1 - ticari kaynaklardan elde edilen maya suslarinin biyokimyasal test
degerlendirmesi
izolasyon g Karbon Kaynag
No Kodu Kaynagi Maltoz Galaktoz Glukoz Rafinoz Sellobioz
1 HUF16M0T10001 | Efsane yas maya + + + +
2 HUF16MO0T10002 | Dorbi yas maya + + + +
3 HUF16M0T10003 | Pak yas maya + + + +
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HUF16M0T10004

Germ Mautner
markhof yas
maya

HUF16MO0T10005

Pak instatn
maya 1259

HUF16MO0T10006

Dr.Oetker
Instant kuru
maya 10g

HUF16M0T10007

Pak Instant kuru
hamur maya 10g

HUF16M0T10008

Yuva Instant
kuru hamur
maya 10g

HUF16MO0T10009

Pak kuru hamur
mayast 100g

10

HUF16M0T10010

Yuva aktif kuru
hamur mayas1
1009

11

HUF16M0T10011

Dr.Oetker eksi
kuru hamur
mayasi 35g

12

HUF16M0T10012

Piyale Instant
kuru hamur
mayasl

13

HUF16M0T10013

TIB/Dibosh
winw 10g

14

HUF16M0T10014

Angel Instant
kuru hamur
mayast 100g

+

+

+

+

15

HUF16M0T10015

Angel rice
leaven 8g

Gelisim
yok

Gelisim
yok

Gelisim
yok

Gelisim
yok

Gelisim yok

16

HUF16M0T10016

Dibosh aktif
kuru sarap
mayasi 12g

+

+

+

+

17

HUF16M0T10017

Danboili/Lesaffr
e yeeast 13g

18

HUF16M0T10018

Dr oetker germ
kein dampel
netwending

19

HUF16M0T10019

Buggeman
Instan 5009

20

HUF16M1C0004

Sarapeilik

Grup 1 (ticari kaynaklardan elde edilen mikroorganizma suslari) izolatlarma uygulanan
biyokimyasal test sonuclar1 incelendiginde 19 adet izolasyonun tamaminin biyokimyasal

test sonuglar1 agisindan S. cerevisiae tiiriine uygun karakteristik ozellikler gosterdigi

gozlemlenmistir.

Cizelge 4.10. Grup 2 - farkh kiiltiir kolleksiyonlarindan elde edilen maya suslarinin

biyokimyasal test degerlendirmesi

izolasyon Bilgisi Karbon Kaynagi
No izolasyon Kaynag Maltoz | Galaktoz | Glukoz | Rafinoz Sellobioz
Kodu
1 S. cerevisiae
RSK/Instant kuru
HUFL6M1C0001 | 1ova (08022) + + + + -
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2
S. cerevisiae
HUF16M1C0002 ATCC® 9763™ + + + + -
3 -
S. cerevisiae
HUF16M1C0003 ATCC® 6328™ + + + + -

Grup 2 (farkli kiiltiir kolleksiyonlarindan elde edilen mikroorganizma suslari) izolatlarina
uygulanan biyokimyasal test sonuglar1 incelendiginde suslarin tamaminin biyokimyasal
test sonuglart agisindan S. cerevisiae tiiriine uygun karakteristik ozellikler gosterdigi

gbzlemlenmistir.

Cizelge 4.11. Grup 3 - ulusal iiniversite arastirmacilarindan elde edilen maya suslarinin

biyokimyasal test degerlendirmesi

No | Izolasyon Kodu Kaynagi Maltoz GalaktozKarb((S) IltjllfoazynaglRafinoz Sellobioz
1 HUF16M2K10001 | HUBB + + + + -
2 HUF16M2K10002 | HUBB - - + - +
3 HUF16M2K10003 | HUBB + + + + -
4 HUF16M2K10004 | HUBB + + + + -
5 HUF16M2K10005 | HUBB + + + + -
6 HUF16M2K10006 | HUBB + + + + -
7 HUF16M2K10007 | HUBB + + + + -
8 HUF16M2K10008 | HUBB + + + + -
9 HUF16M2K10009 | HUBB + + + + -
10 | HUF16M2K10010 | HUBB + + + + -
11 | HUF16M2K10011 | HUBB - - + - +
12 | HUF16M2K10012 | HUBB . - + - +
13 | HUF16M2K10013 | HUBB + + + + -
14 | HUF16M2K10014 | HUBB G‘;‘cij(im G‘;}éim G‘;‘éﬁim G‘;‘éﬁim Gﬁ(“osli(m
15 | HUF16M2K10015 | HUBB + + + + -
16 | HUF16M2K10016 | HUBB - - + * +
17 | HUF18M2Y10001 | AUGMB + + + + -
18 | HUF18M2Y10002 | AUGMB + + + + -
19 | HUF18M2Y10003 | AUGMB + + + + -
20 | HUF18M2Y10004 | AUGMB + + + + -
21 | HUF18M2Y10005 | AUGMB + + + + -
22 HUF18M2Y10006 | AUGMB + + + + -
23 | HUF18M2Y10007 | AUGMB + + + + -
24 | HUF18M2Y10008 | AUGMB + + + + -
25 | HUF18M2Y10009 | AUGMB + + + + -
26 | HUF18M2Y10010 | AUGMB + + + + -
27 | HUF18M2Y10011 | AUGMB + + + + -
28 | HUF18M2Y10012 | AUGMB + + + + -
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29 | HUF18M2Y10013 | AUGMB + + + + B
30 | HUF18M2Y10014 | AUGMB + + + + B
31 | HUF18M2Y10015 | AUGMB + + + + B
32 | HUF18M2z10001 | CUGMB + + + + i
33 | HUF18M2z10002 | CUGMB + + + + -
34 | HUF18M2z10003 | CUGMB + + + + -
35 | HUF18M2z10004 | CUGMB + + + + -
36 | HUF18M2Z10005 | CUGMB + + + + B
37 | HUF18M2z10006 | CUGMB + + + + i
38 | HUF18M2710007 | CUGMB + + + + -
39 | HUF18M2z10008 | CUGMB + + + + i
40 | HUF18M2Z10009 | CUGMB + + + + _
41 | HUF18M2710010 | CUGMB + + + + _
42 | HUF18M2Z10011 | CUGMB _ _ + * +
43 | HUF18M2z10012 | CUGMB + + + + _
44 | HUF18M2Z10013 | CUGMB + + + + i
45 | HUF18M2Z10014 | CUGMB + + + + i
46 | HUF18M2Z10015 | CUGMB + + + + i
47 | HUF18M2Z10016 | CUGMB Gi}éim G?fkim G;léim G‘;}éﬁkim G‘;?I(im
48 | HUF18M2Z10017 | CUGMB Gilfklm Gi}(’fk‘m G‘;}éﬁ(‘m G‘;léim G‘;léﬁklm
49 | HUF18M2z10018 | CUGMB R - + - +
50 | HUF18M2Z10019 | CUGMB G‘)’}éskim Gz’/‘éim G‘;}éim G‘;}éim Geyl(ifkim
51 | HUF18M2Z10020 | CUGMB + + + + B
52 | HUF18M2Z10021 | CUGMB + + + + B
53 | HUF18M2Z10022 | CUGMB + + + +

54 | HUF18M2210023 | CUGMB + + + + i
55 | HUF18M2z10024 | CUGMB - - + * +
56 | HUF18M2Z10025 | CUGMB - + * +
57 | HUF18M2z10026 | CUGMB + + + + -
58 | HUF18M2z10027 | CUGMB - _ + * +
59 | HUF18M2710028 | CUGMB - - + * +
60 | HUF18M2710029 | CUGMB + + + + -
61 | HUF18M2210030 | CUGMB + + + + i
62 | HUF18M2z10031 | CUGMB + + + + _

* Test ayrim agaci (Sekil 3.4.) dikkate alinarak uygulanmamustir.

HUBB* Hacettepe Universite Biyoloj Boliimii

AUGMB** Ankara Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii

CUGMB#*** Cukurova Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii

Grup 3 (ulusal iiniversite arastirmacilarindan elde edilen mikroorganizma suslari)
izolatlarina uygulanan biyokimyasal test sonuclari incelendiginde 48 adet izolasyonun
biyokimyasal test sonuglari agisindan S. cerevisiae tiiriine uygun karakteristik 6zellikler

gosterdigi gozlemlenmistir.
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Cizelge 4.12. Grup 4 - 2016 yilinda i¢ Anadolu Bélgesi sehirlerindeki {iziim baglari

orneklerinden izole edilen maya suslarinin biyokimyasal test
degerlendirmesi
No szngjﬁon "Kaynagl Maltoz | Galaktoz Kalgﬁjnk(l)(zaynalg:ifinoz Sellobioz
L | Huriemaal0oy | Kayseri Uzim Gi}éﬁklm Gf;l(lfklm Gi/lésklm Gi/l;sklm Gelisim
2 HUF16M3A1002 | Kayseri Uziim . . + * i
3 HUF16M3A1003 | Kayseri Uziim + + N + .
4 HUF16M3A1004 | Kayseri Uziim . - + * i
5 HUF16M3A1005 | Kayseri Uziim - - + * +
6 HUF16M3A1006 | Kayseri Uziim - - + * +
! HUF16M3A1007 | Kayseri Uzim Gelisim | Gelisim Gelisim | Gelisim Gelisim
) yok yok yok yok Yok

8 HUF16M3A1008 | Kayseri Uziim ; i + " N

HUF16M3A2012 | Kayseri Toprak + + + + N
10| HUF16M3A2013 | Kayseri Toprak + + + + +
11| HUF16M3A2014 | Kayseri Toprak + + + + +
12 HUF16M3B1016 | Kirikkale Uziim - - + * -
13 HUF16M3B1016 | Kirikkale Uziim - - + * -
14 HUF16M3B1018 | girikkale Uziim - - + * -
15 HUF16M3B1019 | girikkale Uziim - - + * -
16 HUF16M3B1020 | rikkale Uziim - - + * -
16 HUF16M3B1021 | girkkale Uziim - - + * -
18 HUF16M3B1022 | girikkale Uziim - - + * -
19 HUF16M3B1023 | rikkale Uziim - - + * -
20 HUF16M3C1030 | Kirgehir Uziim - - + * +
21 HUF16M3C1031 | Kirgehir Uziim - - + * -
22 HUF16M3C1032 | Kirgehir Uziim - - + * -
23 HUF16M3C1033 | Kirgehir Uziim - - + * -
24 HUF16M3C1034 | Kirgehir Uziim - - + * -
25 HUF16M3C2038 | Kirgehir Toprak - - + * -
26 HUF16M3C2039 | Krgehir Toprak - - + * +
27 | HUF16M3C2041 | Kireehir Toprak + + + 4 +
28 HUF16M3C2042 | Kirgchir Toprak - - + * +
29 HUF16M3D1047 | Nevsehir Uziim - - + * -
30 HUF16M3D1048 | Nevsehir Uziim - - + * -
31 | HUF16M3D1049 | Nevysehir Uziim - - N N :
32 HUF16M3D1052 Nevsehir Uziim - - + * -
33 HUF16M3D2057 | Nevschir Toprak - - + * +
34 HUF16M3E1059 Aksaray Uziim - - + * -
35 HUF16M3E2066 | Aksaray Toprak - - + * +
36 HUF16M3E2070 | aksaray Toprak - - + * +
37 | HUF16M3EL076 | Ankara Uziim - ; + x ;
38 | HUF16M3EL078 | Ankara Uziim - ; + x ;
39 HUF16M3G1085 | Eskischir Uziim - - + * -
40 | HUF16M3G1086 | Eskisehir Uziim - - + * -
41 | HUFI6M3GI1087 | Eskisehir Uziim - - + * -
42 | HUFI6M3G1088 | Eskisehir Uziim - - + * -
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43 HUF16M3G1089 | Rgkisehir Uziim - - + * -
44 HUF16M3G1090 | Eskisehir Uziim - - + * -
45 HUF16M3G1091 | ggkisehir Uziim - - + * -
46 | HUFI6M3H1099 | Cantan Uzim - - ; - "
47 | HUFI6M3H1100 | Cantart Usiim - - ; - ]
48 | HUFI6M3HL10L | Contan Uzim - - ; - ]
49 | HUF16M3H1103 | Cantan Uzim - - ; - ]
50 | HUFI6M3HL104 | Cantan Uzim ; i ; . ]
51 | HUFI6M3H1105 | Cankan Uziim - - ; . -
52 | HUFI6M3H1106 | Caniort Uziim ; - ; . ;

* Test ayrim agaci (Sekil 3.4.) dikkate alinarak uygulanmamustir.

Grup 4 (2016 yilinda I¢ Anadolu Bélgesi sehirlerindeki iiziim baglar1 6rneklerinden izole

edilen maya suslar1) izolatlarina uygulanan biyokimyasal test sonuglari incelendiginde 35

adet izolasyonun biyokimyasal test sonuglar1 agisindan S. cerevisiae tiirtine uygun

karakteristik 6zellikler gosterdigi gozlemlenmistir.

Cizelge 4.13. Grup 4 - 2017 yilinda i¢ Anadolu Bélgesi sehirlerindeki {iziim baglari

orneklerinden izole edilen maya suslarinin  biyokimyasal test
degerlendirmesi
No | Izolasyon Kodu Kaynagi Maltoz | Galaktoz KaCrslI)l(J)lI<loIz<a nF?r;\gflinoz Sellobioz
1 HUF17M3A21001 | Kayseri Uziim - - + * -
2 HUF17M3A31013 | Kayseri Uziim + + + + +
3 HUF17M3A31014 | Kayseri Uziim - + + - +
4 HUF17M3A32019 | Kayseri Toprak + - + + -
5 HUF17M3A32022 | Kayseri Toprak + + + - -
6 HUF17M3B31038 | Kirikkale Uziim - + + * +
7 HUF17M3B31039 | Kirikkale Uziim - + + * +
8 HUF17M3B32047 | Kirikkale Toprak + + + + +
9 HUF17M3C21049 | Kirsehir Uziim - - + * -
10 HUF17M3C21050 | Kirsehir Uziim + + + + +
11 HUF17M3C21052 | Kirsehir Uziim - + + * -
12 HUF17M3C31062 | Kirsehir Uziim - + + * -
13 HUF17M3C31063 | Kirsehir Uziim + + + + -
14 | HUF17M3C31064 | Kirsehir Uziim - - + * -
15 | HUF17M3C31065 | Kirsehir Uziim - - + * -
16 | HUF17M3C31066 | Kirsehir Uziim - - + * -
17 HUF17M3C32069 | Kirsehir Toprak - + + * +
18 HUF17M3D31086 | Nevsehir Uziim - - + * -
19 HUF17M3D31087 | Nevsehir Uziim - + + * -
20 HUF17M3D31088 | Nevsehir Uziim - - + * -
21 | HUF17M3D31089 | Nevsehir Uziim - - + * -
22 | HUF17M3D31090 | Nevsehir Uziim - - + * -
23 HUF17M3D32092 | Nevsehir Toprak - - + * -
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24 HUF17M3D32093 | Nevsehir Toprak -
25 HUF17M3D32094 | Nevsehir Toprak -
26 HUF17M3D32095 | Nevsehir Toprak -
27 HUF17M3D32096 | Nevsehir Toprak +
28 HUF17M3E21109 | Aksaray Uziim -
29 HUF17M3E21110 | Aksaray Uziim -
30 HUF17M3E21112 | Aksaray Uziim -
31 HUF17M3E21113 | Aksaray Uziim -
32 HUF17M3E21114 | Aksaray Uziim -
33 HUF17M3E21115 | Aksaray Uziim -
34 HUF17M3E22117 | Aksaray Toprak -
35 HUF17M3E22121 | Aksaray Toprak -
36 HUF17M3F21122 | Ankara Uzim -
37 HUF17M3F21123 | Ankara Uzim -
38 HUF17M3F21124 | Ankara Uzim -
39 HUF17M3F21125 | Ankara Uzim -
40 HUF17M3F21126 | Ankara Uzim -
41 HUF17M3F21127 | Ankara Uzim -
42 HUF17M3F21128 | Ankara Toprak -
43 HUF17M3F21133 | Ankara Toprak -
44 HUF17M3F21134 | Ankara Toprak -
45 HUF17M3F31135 | Ankara Uzim -
46 HUF17M3F31136 | Ankara Uzim -
47 HUF17M3F31137 | Ankara Uzim -
48 HUF17M3F31139 | Ankara Uzim -
49 HUF17M3F31140 | Ankara Uzim -
50 HUF17M3F32141 | Ankara Toprak -
51 HUF17M3F32145 | Ankara Toprak -
52 HUF17M3F32146 | Ankara Toprak -
53 HUF17M3F32142 | Ankara Toprak -
54 HUF17M3G31147 | Eskisehir Uziim -
55 HUF17M3G31148 | Eskisehir Uziim -
56 HUF17M3G31149 | Eskisehir Uziim -
57 HUF17M3G31150 | Eskisehir Uzim -
58 HUF17M3G31151 | Eskisehir Uzim -
59 HUF17M3G31152 | Eskisehir Uziim -
60 HUF17M3G31153 | Eskisehir Toprak -
61 HUF17M3G31157 | Eskisehir Toprak -
62 | HUF17M3H21172 | Cankiri Uziim -
63 | HUF17M3H21173 | Cankiri Uziim -
64 HUF17M3H21174 | Cankirt Uziim -
65 HUF17M3H21175 | Cankirt Uziim -
66 HUF17M3H22179 | Cankiri Toprak -
67 HUF17M3H22180 | Cankir1 Toprak -
68 HUF17M3H22181 | Cankir1 Toprak -
69 HUF17M3H22182 | Cankirt Toprak -
70 HUF17M3H31185 | Cankiri Uziim -
71 HUF17M3H32189 | Cankirt Toprak -
72 HUF17M3H32190 | Cankir1 Toprak -
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73 HUF17M3H32191 | Cankirt Toprak - + + * -
74 HUF17M3H32194 | Cankir1 Toprak - + + * -
75 HUF17M3H21196 | Karaman Uziim - - + * -
76 HUF17M3H21197 | Karaman Uziim - - + * -
77 HUF17M3H21199 | Karaman Uziim + + + + +
78 HUF17M3H21200 | Karaman Uziim - - + * -
79 HUF17M3H21208 | Karaman Uziim - - + * -
80 HUF17M3H21209 | Karaman Uziim - - + * -
81 HUF17M3H21210 | Karaman Uziim - - + * -
82 HUF17M3H21211 | Karaman Uziim - - + * -
83 | HUF17M3H21212 | Karaman Uzim - - + * -
84 | HUF17M3H21213 | Karaman Uzim - - + * -
85 HUF17M3H22215 | Karaman Toprak - - + * -
86 HUF17M3H22217 | Karaman Toprak - + + * -
87 HUF17M3H22218 | Karaman Toprak - - + * -
88 HUF17M3H22219 | Karaman Toprak - - + * -

* Test ayrim agaci (Sekil 3.4.) dikkate alinarak uygulanmamustir.

Grup 4 (2017 yilinda i¢ Anadolu Bolgesi sehirlerindeki {iziim baglar1 6rneklerinden izole

edilen maya suslari) izolatlarina uygulanan biyokimyasal test sonuglari incelendiginde 73

adet izolasyonun biyokimyasal test sonuglari acisindan S. cerevisiae tiiriine uygun

karakteristik 6zellikler gosterdigi gézlemlenmistir.

Cizelge 4.14. Grup 4 - 2018 yilinda I¢ Anadolu Bolgesi sehirlerindeki iiziim baglari

orneklerinden izole edilen maya suslarinin  biyokimyasal test
degerlendirmesi
No | Tzolasyon Kodu Kaynag Maltoz | Galaktoz Kag)ltitiaynaé;ﬁnoz Sellobioz
1 HUF18M3A11001 | Kayseri Uziim - - + * -
2 HUF18M3A11003 | Kayseri Uziim - - + * -
3 HUF18M3A11005 Kayseri Toprak - - + * -
4 HUF18M3A21007 | Kayseri Uziim - - + * -
5 HUF18M3A22009 Kayseri Toprak - - + * -
6 HUF18M3B11002 Kirikkale Uziim - - + * -
7 HUF18M3B12004 Kirikkale Toprak - - + * -
8 HUF18M3B12005 Kirikkale Toprak - - + * -
9 HUF18M3B31006 | Kirikkale Toprak - - + * -
10 HUF18M3B21008 | Kirikkale Uziim - - + * _
11 HUF18M3B22010 | Kirikkale Toprak - - + * -
12 HUF18M3B22011 | Kirikkale Toprak - - + * -
13 HUF18M3C11001 | Kirsehir Uziim - - + * -
14 HUF18M3C11002 Kirsehir Uziim - - + * -
15 HUF18M3C12005 Kirsehir Toprak - - + * -
16 HUF18M3C12006 Kirsehir Toprak - - + * -
17 HUF18M3C21008 | Kirsehir Uziim - - + * -
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18 HUF18M3C22010 Kirsehir Toprak - +
19 HUF18M3C32012 Kirsehir Toprak - +
20 HUF18M3D11001 Nevsehir Uziim - +
21 HUF18M3D11003 | Nevsehir Uziim - +
22 HUF18M3D21006 Nevsehir Uziim - +
23 HUF18M3D21008 Nevsehir Uziim - +
24 HUF18M3D22011 Nevsehir Toprak - +
25 HUF18M3D32013 Nevsehir Toprak - +
26 HUF18M3E11003 Aksaray Uziim - +
27 HUF18M3E12005 Aksaray Toprak - +
28 HUF18M3E21007 | Aksaray Uziim - +
29 HUF18M3F11001 | Ankara Uziim - +
30 HUF18M3F11003 Ankara Uziim - +
31 HUF18M3F11005 Ankara Uziim - +
32 HUF18M3F12007 Ankara Toprak - +
33 HUF18M3F21010 Ankara Uziim - +
34 HUF18M3F21012 Ankara Uziim - +
35 HUF18M3F22018 Ankara Toparak - +
36 HUF18M3G11001 | Eskisehir Uziim - +
37 HUF18M3G11004 Eskisehir Uziim - +
38 HUF18M3G12006 Eskisehir Toprak - +
39 HUF18M3G21009 | Eskisehir Uziim - +
40 HUF18M3H11001 | Cankirt Uziim - +
41 HUF18M3H11004 Cankirt Uziim - +
42 HUF18M3H22007 Cankirt Toprak - +
43 HUF18M3H32012 Cankar1 Toprak - +
44 HUF18M3111002 Karaman Uziim - +
45 HUF18M3111003 Karaman Uzim - +
46 HUF18M3122005 Karaman Toprak - +
47 HUF18M3122006 Karaman Toprak - +
48 HUF18M3J11001 Sivas Uziim - +
49 HUF18M3J11004 Sivas Toprak - +
50 HUF18M3J21008 Sivas Uziim - +
51 HUF18M3J22010 Sivas Toprak - +
52 HUF18M3K11002 | Konya Uziim - +
53 HUF18M3K12004 Konya Toprak - +
54 HUF18M3K21007 | Konya Uziim - +
55 HUF18M3L11001 Yozgat Uziim - +
56 HUF18M3L11003 | Yozgat Uziim - +
57 HUF18M3L12005 Yozgat Toprak - +
58 HUF18M3L12007 Yozgat Toprak - +
59 HUF18M3L21008 | Yozgat Uziim - +
60 HUF18M3L21010 Yozgat Uziim - +
61 HUF18M3L32011 Yozgat Toprak - +
62 HUF18M3L32014 Yozgat Toprak - +

* Test ayrim agaci (Sekil 3.4.) dikkate alinarak uygulanmamustir.
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Grup 4 (2018 yilinda I¢ Anadolu Bélgesi sehirlerindeki iiziim baglar1 6rneklerinden izole
edilen maya suslari) izolatlarina uygulanan biyokimyasal test sonuglari incelendiginde 56
adet izolasyonun biyokimyasal test sonuglar1 agisindan S. cerevisiae tiirtine uygun
karakteristik 6zellikler gosterdigi gozlemlenmistir.

Mayalar kemoorganotrof canlilardir, bu nedenle enerji kaynagi olarak organik bilesikler
kullanirlar ve biiytimeleri i¢in giines 15181 gereksinim duymazlar. Saccharomyces cinsinin
mayalar1 karbon ve enerji kaynagi olarak ¢ok cesitli sekerler kullanabilir. Seker
kullanimlar1 hem genetik yetenek hem de diizenleyici mekanizmalarla yonetilir.
Mayalarda tercihen glikoz ve fruktoz gibi heksozlar kullanilir [142]. Glikoz, glikolitik
yoldan ve Krebs dongiisiinden ATP seklinde enerjiye dontistiiriilen ana karbon ve enerji
kaynagidir [143]. Bir disakkarit olan siikroz ise hiicre disi enzim olan invertaz tarafindan
glikoza ve fruktoza hidrolizden sonra hiicreye alinip metabolize edilir. Maltoz, maltoz
gecirgenligi ile hiicreye aktarilir, mannaz enzimi tarafindan iki glikoz molekiiliine
doniistiiriiliir ve metabolize edilir [143]. Tlging bir sekilde, sukroz, maltoz veya galaktoz
gibi sekerler glikoz varliginda metabolize edilmez [142]. Bazi mayalar, 6zellikle gida ve
cevresel biyoteknoloji uzmanlari i¢in ilgi ¢ekici olan, biyopolimerler, pentozlar, alkoller,
polioller, hidrokarbonlar, yag asitleri ve organik asitler gibi birtakim geleneksel olmayan
karbon kaynaklarimi da kullanabilirler [143]. S. cerevisiae fakiiltatif bir anaerobdur, yani
oksijenle veya oksijen olmadan biiyiiyebilir. Oksijen varliginda, glukoz CO2, H20 ve
enerjiye donistiirlildiigii mitokondriyal elektron tagima zinciri ve oksidatif fosforilasyona
ugrar. Anaerobik kosullarda, alkolik fermantasyonda oldugu gibi, mayalar verimli bir
sekilde biiyliyemezler, ¢iinkii enerjileri sadece glikolizden tiiretilir ve sekerler bunun
yerine etanol, gliserol ve CO> gibi ara yan iirlinlere doniistiiriiliir [140,143]. Daha sonra,
etanol Krebs ve glikooksilat dongiileri ve ayrica mitokondriyal elektron tasima zinciri
kullanilarak tiiketilir.

Solunum ve fermantasyon siirecleri, basta glikoz ve oksijen konsantrasyonlar1 olmak
izere ¢evresel faktorlerce diizenlenir. Solunumda piruvat, mitokondride asetil-CoA'ya
dekarboksilize edilir. Son asamada Krebs dongiisiinde tamamen maya biiylimesini tesvik
etmek icin COo, enerji ve ara maddelere oksitlenir [143]. Glikoz konsantrasyonlari
yeterince yiiksek oldugunda, solunumda kullanilan enzimler bastirilir ve fermentasyon
solunumun yerini alir [143]. Etanol bir kez olustugunda, biiylime ortamina ayrica gliserol,
asetik asit, H2S ve esterler gibi diger fermantasyon yan tiriinleri de salgilanir. Son olarak,

N, P, S, Fe, Cu, Zn ve Mn gibi elementler tiim mayalar i¢in zorunludur ve genellikle
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biiylime ortamina eklenmeleri gerekmektedir[144]. Mayalarin ¢ogu dogrudan amonyum
iyonlarii ve iireyi 0ziimseyebilirken, ¢ok az sayida tiir nitratlar1 azot kaynagi olarak
kullanma yetenegine sahiptir. Fosfor ve kiikiirt genellikle sirasiyla inorganik fosfatlar ve
stilfatlar seklinde emilirler [143].

[zolasyonlara uygulanan biyokimyasal testler degerlendirmesi tek basma dikkate
alindiginda Grup 1 i¢in 19 adet sus, Grup 2 icin 3 adet sus, Grup 3 i¢in 48 adet sus ve
Grup 4 icin ise birinci asama (2016 yil1 ) izolasyonlari i¢in 35 adet sus, ikinci agama
izolasyonlar1 (2017 yil1) izolasyonlar1 i¢in 73 adet sus, liglinci asama (2018 yil)
izolasyonlar i¢in 56 adet sus olmak {izere toplam 234 adet susun S. cerevisiae tiirii

karakteristik biyokimyasal test karakteristiklerine uygunluk gosterdigi belirlenmistir.

Biitiin izolasyonlarin makroskobik, mikroskobik koloni morfolojileri ve biyokimysal test
sonuglar1 S. cerevisiae uygunlugu yoniinden degerlendirmeye alindiginda ise Grup 1 i¢in
19 adet sus, Grup 2 i¢in 3 adet sus, Grup 3 i¢in 41 adet sus ve Grup 4 i¢in ise birinci
asama (2016 yil1 ) izolasyonlarindan 28 adet sus, ikinci asama izolasyonlart (2017 yili)
izolasyonlar1 i¢in 60 adet sus, liciincii asama (2018 yil1) izolasyonlar1 i¢in 56 adet sus
olmak iizere toplam 207 adet susun S. cerevisiae tiirli makroskobik, mikroskobik ve
biyokimyasal test sonuglar1 karakteristiklerine uygunluk gosterdigi belirlenmistir.
Yapilan 287 adet izolasyondan alt1 tanesi (HUF16MMO0T10015, HUF16M2K10014,
HUF16M3A1001, HUF16M3A1001, HUF18M2Z10017, HUF18M2Z10019) gelisim
sorunu gostererek gelisimlerini kaybetmislerdir.

Biitiin izolasyonlar i¢in makroskobik, mikroskobik ve biyokimyasal testler
tamamlanmistir. Biitiin bu klasik tanimlama testlerinin, izolasyonu gerceklestirilen 287
adet sus iizerinde uygulanmasi sonucunda ii¢ testtede (makroskobik, mikroskobik,
biyokimyasal) S. cerevisiae tiiriine uygun sonug veren izolasyon sayist 207 olarak tespit
edilmistir ve bu izolatlar asagida (Cizelge 4.15.) verilmistir.

Klasik on degerlendirme testleri (makroskobik, mikroskobik, biyokimyasal) S.
cerevisiae tiiriine ait 6zellik gosterdigi tespit edilmis olan bu 207 sustan 19 adedi ticari
kaynaklardan, 3 adedi farkli kiiltiir koleksiyonlarindan, 41 adedi ulusal tiniversitelerin
aragtirmacilarindan saglanan izolasyonlarindan, 28 adedi 2016 yilinda I¢ Anadolu
Bolgesi’nin farkl sehirlerinden toplanan {iziim bagi izolasyon drneklerinden, 60 adedi ise
2017 yilinda I¢ Anadolu Bélgesi’nin farkli sehirlerinden toplanan {iziim bag1 izolasyon
orneklerinden, geriye kalan 56 adedi ise 2018 yilinda i¢ Anadolu Bolgesi’nin farkli

sehirlerinden toplanan {liziim bagi izolasyon Orneklerinden elde edilmistir. Klasik
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tanimlama yontemleri tek basina elde edilen izolasyonlarin tiir diizeyinde dogru tespit
edilmelerinde yeterli bir tanimlama olmadigindan izolasyonlar tizerinde MALDI-TOF

MS ile tanimlama yontemi uygulanmuistir.

Cizelge 4.15. Klasik tanimlama yontemlerine bagli olarak S. cerevisiae olarak

tanimlanan izolasyonlarin kodlari, kaynaklar1 ve gruplara dagilimlari

izolasyonlarin Gruplara Dagilim
Grup 1 Grup 2

No | Kod Numarasi Kaynak No | Kod Numarasi Kaynak
1 | HUF16MOT10001 | Efsanc yas maya 20 | HUF16M1C0001 %%’ggz”ftam kuru maya
2 HUF16M0T10002 Dorbi yag maya 21 HUF16M1C0002 S. cerevisiae ATCC® 9763
3 HUF16MOT10003 | Pak yas maya 22 | HUF16M1C0003 iﬁé}?g%iigm
4 HUF16MOT10004 Germ Mautner markhof yas

maya
5 HUF16MO0T10005 Pak instant maya 125¢g
6 HUF16MOT10006 Dr.Oetker Instant kuru

maya 10g
7 HUF16MOT10007 Pak Instant kuru hamur

maya 10g

Yuva Instant kuru hamur
8 HUF16M0T10008 maya 10g
9 | HUF16MOT10009 ll)ggé‘“r” hamur mayast
10 HUF16MOT10010 Yuva aktif kuru hamur

mayasi1 100g
1 HUF16MOT10011 Dr.Oetker eksi kuru hamur

mayasi 35g
12 HUF16MOT10012 Piyale Instant kuru hamur

mayasl
13 HUF16M0T10013 TIB/Dibosh winw 10g
14 HUF16MO0T10014 Angel Instant kuru hamur

mayas1 100g
15 HUF16MOT10016 Dibosh aktif kuru sarap

mayasi 129
16 HUF16MOT10017 1D3431grl1b0|I|/Lesa1"fre yeeast

Dr oetker germ kein dampel
17 HUF16M0T10018 netwending
18 HUF16MO0T10019 Buggeman Instan 500g

Sarapeilik
19 HUF16M1C0004 (Chr. Hansen)

Grup 3 Grup 3-Devamm

No Kod Numaras1 | Kaynak No | Kod Numarasi Kaynak
23 | HUF16M2K10001 | HUBB 44 | HUF18M2Y10012 AUGMB
24 | HUF16M2K10002 | HUBB 45 | HUF18M2Y10013 AUGMB
25 | HUF16M2K10003 | HUBB 46 | HUF18M2Y10014 AUGMB
26 | HUF16M2K10004 | HUBB 47 | HUF18M2Y10015 AUGMB
27 | HUF16M2K10005 | HUBB 48 | HUF18M2Z10001 CUGMB
28 | HUF16M2K10006 | HUBB 49 | HUF18M2Z10002 CUGMB
29 | HUF16M2K10007 | HUBB 50 | HUF18M2Z10003 CUGMB
30 | HUF16M2K10008 | HUBB 51 | HUF18M2Z10004 CUGMB
31 HUF16M2K10009 HUBB 52 HUF18M2210005 CUGMB
32 | HUF16M2K10010 | HUBB 53 | HUF18M2Z10006 CUGMB
33 | HUF18M2Y10001 | AUIGMB 54 | HUF18M2Z10007 CUGMB
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34 HUF18M2Y10002 | A(JGMB 55 HUF18M2210008 CUGMB
35 HUF18M2Y10003 | AUIGMB 56 HUF18M2210009 CUGMB
36 HUF18M2Y10004 | A(JGMB 57 HUF18M2210010 CUGMB
37 HUF18M2Y10005 | A(JGMB 58 HUF18M2210012 CUGMB
38 HUF18M2Y10006 | A(JGMB 59 HUF18M2210013 CUGMB
39 HUF18M2X10007 | A(JGMB 60 HUF18M2210014 CUGMB
40 HUF18M2X10008 | A(JGMB 61 HUF18M2210022 CUGMB
41 HUF18M2X10009 | A(JGMB 62 HUF18M2210026 CUGMB
42 HUF18M2X10010 | A{JGMB 63 HUF18M2210029 CUGMB
43 HUF18M2X10011 AUGMB

Grup 4 Grup 4-Devam
64 HUF16M3A11002 Kayseri Uziim 110 | HUF17M3F21134 Ankaral Toprak
65 HUF16M3A11003 Kayseri Uziim 111 | HUF17M3F31135 Ankara2 Uziim
66 HUF16M3A12012 Kayseri Toprak 112 | HUF17M3F31136 Ankara2 Uziim
67 HUF16M3A12013 Kayseri Toprak 113 | HUF17M3F31139 Ankara2 Uziim
68 HUF16M3A12014 Kayseri Toprak 114 | HUF17M3F32141 Ankara2 Toparak
69 HUF16M3B11016 Kirikkale Uziim 115 | HUF17M3F32146 Ankara2 Toparak
70 HUF16M3B11017 Kirikkale Uziim 116 | HUF17M3G31147 Eskisehirl Uziim
71 HUF16M3B11020 | Kirikkale Uziim 117 | HUF17M3G31150 Eskisehirl Uziim
72 HUF16M3B11021 Kirikkale Uziim 118 | HUF17M3G31151 Eskisehirl Uziim
73 HUF16M3B11023 Kirikkale Uziim 119 | HUF17M3G31152 Eskisehirl Uziim
74 HUF16M3C11031 Kirsehir Uziim 120 | HUF17M3G32153 Eskisehirl Toprak
75 HUF16M3C11032 Kirsehir Uziim 121 HUF17M3G32157 Eskisehirl Toprak
76 HUF16M3C11033 | Kursehir Uziim 122 | HUF17M3H21173 Cankirtl Uziim
7 HUF16M3C11034 Kirsehir Uziim 123 | HUF17M3H21174 Cankir1l Uziim
78 HUF16M3C12041 Kirsehir Toprak 124 HUF17M3H21175 Cankir1]l Uziim
79 HUF16M3D11047 Nevsehir Uziim 125 | HUF17M3H22179 Cankiril Toprak
80 HUF16M3D11048 Nevsehir Uziim 126 HUF17M3H22180 Cankir1l Toprak
81 HUF16M3D11049 Nevsehir Uziim 127 | HUF17M3H22182 Cankiril Toprak
82 HUF16M3D11052 | Nevsehir Uziim 128 | HUF17M3H31185 Cankiri2 Uziim
83 HUF16M3E11059 Aksaray Uziim 129 | HUF17M3H32189 Cankir12 Toparak
84 HUF16M3F11076 Ankara Uziim 130 | HUF17M3H21196 Karaman! Uziim
85 HUF16M3F11078 Ankara Uziim 131 | HUF17M3H21197 Karaman! Uziim
86 HUF16M3G11085 Eskisehir Uziim 132 HUF17M3H21199 Karaman1 Uziim
87 HUF16M3G11086 | Eskisehir Uziim 133 | HUF17M3H21200 Karaman1 Uziim
88 HUF16M3G11088 Eskisehir Uziim 134 HUF17M3H21208 Karaman2 Uziim
89 HUF16M3G11089 Eskisehir Uziim 135 | HUF17M3H21209 Karaman2 Uziim
90 | HUF16M3H11101 | Cankirt Uziim 136 | HUF17M3H21210 Karaman2 Uziim
91 HUF16M3H11104 Cankirt Uziim 137 HUF17M3H21212 Karaman2 Uziim
92 HUF17M3A21001 Kayseril Uziim 138 | HUF17M3H22218 Karaman2 Toprak
93 HUF17M3A31013 Kayseri2 Uziim 139 HUF17M3E21110 Aksaray? Uziim
94 HUF17M3A32019 Kayseri2 Toprak 140 | HUF17M3E21112 Aksaray2 Uziim
95 HUF17M3B32047 Kirikkale2 Toparak 141 HUF17M3E21113 Aksaray?2 Uziim
9 HUF17M3C21050 | Kirsehirl Uziim 142 | HUF17M3E21114 Aksaray?2 Uziim
97 HUF17M3C31063 | Kursehir2 Uziim 143 | HUF17M3E21115 Aksaray2 Uziim
98 HUF17M3C31064 Kirsehir2 Uziim 144 | HUF17M3E22117 Aksaray2 Toprak
99 HUF17M3C31065 | Kirsehir2 Uziim 145 | HUF17M3F21122 Ankaral Uziim
100 | HUF17M3C31066 Kirsehir2 Uziim 146 | HUF17M3F21123 Ankaral Uziim
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101 | HUF17M3D31086 | Nevsehir2 Uziim 147 | HUF17M3F21124 Ankaral Uziim
102 | HUF17M3D31087 Nevsehir2 Uziim 148 | HUF17M3F21125 Ankaral Uziim
103 | HUF17M3D31088 Nevsehir2 Uziim 149 | HUF17M3F21126 Ankaral Uziim
104 | HUF17M3D31089 Nevsehir2 Uziim 150 | HUF17M3F21127 Ankaral Uziim
105 | HUF17M3D31090 | Nevsehir2 Uziim 151 | HUF17M3F21128 Ankaral Toprak
106 | HUF17M3D32092 Nevsehir2 Toparak 152 | HUF18M3A11001 Kayseri Uziim
107 HUF17M3D32093 Nevsehir2 Toparak 153 HUF18M3A11003 Kayseri Uziim
108 | HUF17M3D32096 Nevsehir2 Toparak 154 | HUF18M3A11005 Kayseri Toprak
109 HUF17M3E21109 Aksaray?2 Uziim 155 HUF18M3A21007 Kayseri Uziim
156 | HUF18M3A22009 Kayseri Toprak 182 | HUF18M3F21010 Ankara Uziim
157 HUF18M3B11002 Kirikkale Uziim 183 HUF18M3F21012 Ankara Uziim
158 | HUF18M3B12004 Kirikkale Toprak 184 | HUF18M3F22018 Ankara Toparak
159 | HUF18M3B12005 Kirikkale Toprak 185 | HUF18M3G11001 Eskisehir Uziim
160 HUF18M3B31006 Kirikkale Toprak 186 HUF18M3G11004 Eskisehir Uziim
161 | HUF18M3B21008 | Kirikkale Uziim 187 | HUF18M3G21009 Eskisehir Uziim
162 HUF18M3B22010 Kirikkale Toprak 188 HUF18M3H11004 Gankirt Uziim
163 | HUF18M3B22011 Kirikkale Toprak 189 | HUF18M3H22007 Cankar1 Toprak
164 HUF18M3C11001 Kirsehir Uziim 190 HUF18M3H32012 Cankir1 Toprak
165 | HUF18M3C11002 | Kirsehir Uziim 191 | HUF18M3111002 Karaman Uziim
166 | HUF18M3C12005 Kirsehir Toprak 192 | HUF18M3I122005 Karaman Toprak
167 | HUF18M3C12006 Kirsehir Toprak 193 | HUF18M3I22006 Karaman Toprak
168 | HUF18M3C21008 | Kirsehir Uziim 194 | HUF18M3J11004 Sivas Toprak
169 HUF18M3C22010 Kirsehir Toprak 195 HUF18M3J21008 Sivas Uziim
170 | HUF18M3D11001 Nevsehir Uziim 196 | HUF18M3J22010 Sivas Toprak
171 | HUF18M3D11003 Nevsehir Uziim 197 | HUF18M3K11002 Konya Uziim
172 | HUF18M3D21006 | Nevsehir Uziim 198 | HUF18M3K12004 Konya Toprak
173 | HUF18M3D21008 | Nevsehir Uziim 199 | HUF18M3K21007 Konya Uziim
174 HUF18M3D22011 Nevsehir Toprak 200 HUF18M3L11001 Yozgat Uziim
175 | HUF18M3D32013 Nevsehir Toprak 201 | HUF18M3L11003 Yozgat Uziim
176 | HUF18M3E11003 Aksaray Uziim 202 | HUF18M3L12005 Yozgat Toprak
177 | HUF18M3E12005 Aksaray Toprak 203 | HUF18M3L12007 Yozgat Toprak
178 | HUF18M3E21007 Aksaray Uziim 204 | HUF18M3L21008 Yozgat Uziim
179 | HUF18M3F11001 Ankara Uziim 205 | HUF18M3L21010 Yozgat Uziim
180 | HUF18M3F11003 Ankara Uziim 206 | HUF18M3L32011 Yozgat Toprak
181 | HUF18M3F11005 Ankara Uziim 207 | HUF18M3L32014 Yozgat Toprak

4.4. Matriks Destekli Lazer Desorpsiyonu / Iyonizasyon-Ucus Zamanh Kiitle
Spektrometresi (MALDI-TOF MS) Analiz Sonugclar:

Klasik yontemler kullanilarak tanimlamalari yapilmis ve S. cerevisiae tiiriine ait klasik
tanimlama Ozellikleri gosterdigi tespit edilen izolatlarin ve farkli tiirlere ait oldugu
diisiiniilen izolatlarin tanimlamasinda MALDI-TOF MS tanimlama yontemi kullanilarak
ileri tamimlama analizleri yapilmistir. MALDI-TOF MS tanimlamalar1 yapilan bu

sonuclar molekiiler tanimlama sonuglar ile de karsilastirilmistir. MALDI-TOF MS
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analiz sonuglarina baktigimizda klasik yontemle tanimlamalar1 yapilarak S. cerevisiae
tiirtine ait oldugu diistintilen 207 adet izolasyondan 152 tanesi S. cerevisiae olarak tespit
edilmistir.  Tez calismasinda hedeflenen S.cerevisiae DNA barkodlarinin ortaya
konulmasi amaciyla 2016-2017 yillarinda elde edilen ve klasik (makroskobik,
mikroskobik, biyokimyasal) 6n tanimlama ile S.cerevisiae oldugu belirlenen 120 izolat
tizerinden devam edilmistir. Klasik tanimlama yontemleri ile S. cerevisiae tiiriine ait
ozellikler sergilemis olan bu 120 izolatin MALDI-TOF MS ile yapilan analizlerinden elde
edilen karsilastirmali kromatogramlar degerlendirildiginde ise bunlardan 64 adedinin S.
cerevisiae tiirtine ait oldugu tespit edilmistir. Farkli cinslere ait MALDI-TOF MS
kromotogram gorselleri Ek Al’de verilmistir. MALDI-TOF MS tanimlama yontemi
sonucunda elde edilen sonuglar (Cizelge 4.19., Cizelge 4.20., Cizelge 4.21., ve Cizelge
4.22.)‘de molekiiler tanimlama sonuglari ile birlikte verilmistir. Ayrica MALDI-TOF MS
ve molekiiler tanimlama yontemleri kullanilarak tanimlanan izolatlarin hangi
mikroorganizma grubundan ve hangi kaynaktan kac¢ adet bulundugunu veren &zet

cizelgeler asagida (Cizelge 4.23 - 4.26) gosterilmistir.

Gergeklestirilen  MALDI-TOF MS tanimlama sonuclari ile molekiiler yontem
sorgulamalarin1 karsilastirdigimizda ise molekiiler tanimlama ile Metschnikowia sp.
olarak tanimlanan izolatlardan farkli olarak yalnizca tgiinin (HUF17M3F31135,
HUF17M3F21123, HUF17M3F21125) MALDI-TOF MS analizi ile S. cerevisiae olarak
tanimlandig1 tespit edilmistir. MALDI-TOF MS ve molekiiler tanimlama sonuglar
karsilastirildiginda sonuglarin S. cerevisiae tespitinde %98.87 benzerlik gosterdigi
goriilmektedir. Molekiiler tanimlama ile S. cerevisiae tiiriinden farkli cins ve tiirde oldugu
tespit edilen izolatlarn MALDI-TOF MS ve molekiiler tanimlama sonuglari
karsilagtirildiginda ise (Cizelge 4.20. ve Cizelge 4.22.) MALDI-TOF MS tanimlama ile
molekiiler tanimlama sonuglarinin birbirinden 6nemli farkliliklar gosterdigi  veya
molekiiler yontemle yapilan baz1 tanimlamalarin  MALDI-TOF yontemiyle
tanimlanamadig1 goriilmektedir. Bu noktada MALDI-TOF MS yonteminin diger tiir
smiflamalarina ait tiirleri tespit etmede yetersiz kaldigi gozlemlenmistir. Bu durum
temelde 6rnek hazirlama prosediirleri ve veri kiitiiphaneleri yeterliligi ile aciklanmaktadir
[205]. Mikroorganizmalarin MALDI-TOF MS ile tanimlanmasi, ya bilinmeyen
organizmanin peptid kiitle parmak izinin (PMF), veritabaninda bulunan peptid kiitle
parmak izleri ile karsilastirilmasiyla ya da bilinmeyen organizmanin biyobelirteglerinin

kiitlelerinin proteome veritaban1 ile eslestirilmesiyle gergeklestirilir. TOF 6l¢iim
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bilgilerine dayanarak ve bir Karakteristik spektrumdan yararlanarak PMF’leri {izerinden

numune belirlemesini gergeklestirmektedir [205].

4.5. PCR Temelli DNA Barkodlama Analiz Sonuglar:

DNA barkodlama ¢aligmasinda molekiiler diizeyde tanimlamalarin yapilmasi ve buradan
hareketle incelenecek barkod bolgelerinin 6n se¢imi ve basarilarinin belirlenmesi
amaciyla izolatlardan elde edilen DNA izolasyonlari tizerinde alt1 farkli gen bolgesi ile
PCR reaksiyonlar1 gergeklestirlmis, basarili PCR amplifikasyonlar veren gen bolgeleri

sekans analizlemeye alinmis ve elde edilen sekans verileri degerlendirmeye alinmistir.

4.5.1. DNA Barkod Gen Bélgelerinin Secimi Icin On Deneme

Literatiir taramalar1 dogrultusunda birgok farkli gen bélgesinin funguslar tizerinde DNA
barkodu olarak kullanilip kullanilamayacagi ve bu gen bolgelerinin basart durumlari
incelenmistir. Funguslarda DNA barkodlama amaciyla kullanilan gen bolgelerinin yaygin
olarak birincil barkod boélgeleri ve ikincil barkod bolgeleri olarak gruplandirildig:
belirtilmektedir [14][15][16][17][18][19][20]. Ozellikle ITS gen bodlgesinin funguslar
tizerinde barkodlama amaciyla ¢ok kullanildigi, daha genis bir barkod agiklig1 bolgesine
hitap ettigi belirtilmektedir. LSU gen bolgesi ve ITS gen bolgesinin birbirlerine yakin
basar1 sagladiklar1 vurgulanmaktadir. Hayvanlar i¢in yaygin olarak sitokrom oksidaz ve
mitokondriyal gen bolgelerinin daha etkili oldugu vurgulanirken, bitkiler aleminde ise
daha ¢ok kloroplast genleri kullanildigr vurgulanmaktadir. Protein kodlayan gen bolgeleri
her ne kadar ayrimda daha basarili olsa da diisiik amplifikasyon basaris1 ve diisiik
sekanslama basarisi verdikleri belirtilmektedir[29][30].

DNA barkotlama tez calismasi kapsaminda, S. cerevisiae tiiriinde calisilabilecek gen
bolgelerinin tespitinin yapilabilmesi amaciyla literatiir taramalar1 dogrultusunda
baslangicta alti farkli gen bolgesi igin spesifik primerler kullanilarak PCR reaksiyonlari
gerceklestirilmistir. Bu alt1 farkli primer gen bolgesi literatiir taramalar1 da géz oniinde
bulundurularak ITS, LSU, SSU, RPB1, RPB2 ve TOP1 gen bolgeleri olarak se¢ilmistir.
Funguslar ve bircok mikroorganizma grubu iizerinde yapilan ¢aligmalarda ise barkodlama
caligmalarinin g¢ekirdek ribosomal genleri, 16s rRNA, cpn60, rpoB, COI, rbcL, tutA,
RPB1, RPB2, 5.8s, 18s RNA SSU, 28s RNA LSU, ITS’ler LSU, TOP1, D1/D2 ve ¢oklu
bolge sekans analizleri kullanilarak yapildigi belirtilmektedir [14][29][30][31][32].

Barkodlama perfomansinin en iyi oldugu DNA bdlgelerini belirlemek amaciyla
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gerceklestirilen PCR 6n denemeleri, 6n tanimlamalari yapilmis olan 4 farkli izolat
(HUF16M0T10001, HUF16M1C0001, HUF16M2K10004, HUF16M3A11003)
tizerinden gerceklestirilmistir. Segilen bu dort farkli izolatin biitiin 6rnekleri temsil
edebilmesi i¢in farkli gruplardan (Grup 1, Grup 2, Grup 3 ve Grup 4) secilmesine 6zen
gosterilmistir. Secilen izolatlarin kodlari, kaynaklari, DNA miktar ve kalite degerleri

asagida (Cizelge 4.16) verilmistir.

4.5.2. On Denemeler icin DNA Ekstraksiyonu ve PCR

On denemeler amaciyla kullanilan ve asagida (Cizelge 4.16) verilen dért farkli gruptan
secilmis olan dort farkli izolattan DNA ekstraksiyonlar1 ve saflastirma islemleri
gerceklestirilmistir. Bu dort farkli izolat tizerinde ITS, LSU, SSU, TOP1, RPB1 ve RPB2
gen bolgeleri icin PCR reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir. Uygun gen bdlgelerinin
belirlenmesi icin dort farkli sus {lizerine gergeklestirilen bu 6n denemeden DNA
ekstraksiyonu ve PCR reaksiyonlar1 sonucunda elde edilen DNA miktar ve kalite
degerleri sonuglari asagida (Cizelge 4.16) verilmistir. Kullanilan her bir gen bolgesi PCR
reaksiyonlar1 sonucunda elde edilen PCR iiriiniiniin jel elektroforez goriintiileme sistemi
yardimiyla gergeklesen amplifikasyon bant ayrimlar1 goriintiilenmistir. Bantlarin

dagilimlar asagida (Sekil 4.2, Sekil 4.3 ve Sekil 4.4)’de sematik olarak verilmistir.

Cizelge 4.16. Farkli gen bolgeleri icin PCR 6n denemelerin gergeklestirildigi suslarin

sonug degerleri

Grup izolasyon izolasyon DNA Absorb. | Absorb | Absorb.
No Kodu Kaynagi Konsantrasyonu A260 A280 A260/280
(ng/pl)

Grup 1 | HUF16MO0T10001 E;S;;‘e yas 64,6 1292 | 0581 2,02
RSK/Instant

Grup 2 | HUF16M1C0001 | kuru maya 80,2 1,604 0,816 1,96
(08022)

Grup 3 | HUF16M2K10004 | HUBB 47,7 0,954 0,463 2,06

Grup 4 | HUF16M3A11003 | <ayser 485 057 | 0283 2,02
Uziim

4.5.3. On Denemeler i¢in PCR Reaksiyonlarinin Uygulanmasi ve Jel Elekroforez

Sonuglar

Kullanilacak olan gen bolgelerinin belirlenmesinde, se¢ilmis olan dort farkli sus iizerinde
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gergeklestirilen PCR reaksiyonlar1 sonucunda, elde edilen PCR iriiniinlerinin jel
elektroforez goriintiileme sistemi yardimiyla gerceklesen amplifikasyon bant ayrimlari
goriintliilenmistir. Kullanilmis olan alt1 farkli gen bolgesi ve dort farkli sustan elde edilen
jel goriintiileme sonuclar1 agagida (Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4)’de sematik olarak
verilmistir. Gergeklestirilen 6n deneme sonucunda ITS ve LSU gen bdlgesi i¢in dort farkl
susun  tamaminin ~ (HUF16MO0T10001, HUF16M1C0001, HUF16M2K10004,
HUF16M3A11003), RPB2 gen bolgesi i¢in ii¢ farkli susun (HUF16M2K10004,
HUF16M1C0001, HUF16M3A11003), SSU ve RPB1 gen bolgesi i¢in bir susun
(HUF16M2K10004) basarili amplifikasyon verdigi gézlemlenmis, TOP1 gen bolgesi i¢in
ise c¢alisilan farkli kosullarda PCR amplifikasyonlarinin basarili sonu¢ vermedigi
goriilmistiir. Elde edilen bu sonuglara gore, ITS, LSU ve RPB2 gen bolgelerinin bagarili
bir sekilde amplifikasyon gosterdikleri gozlemlenmis ve ¢alismada ITS, LSU ve RPB2
gen bolgelerinin DNA barkodlama amaciyla kullanilmasina karar verilmistir. Secilen dort
farkli susun S. cerevisiae tiirtine ait oldugu molekiiler tanimlama yontemleri ile de tespit
edilmis ve ITS gen bolgesi i¢in yaklasik 820 bp degerinde, LSU gen bolgesi icin yaklagik
1100 bp degerinde, RPB2 gen bolgesi i¢in ise yaklagik 1200 bp biiyiikliigiinde

amplifikasyonlarin gergeklestigi gozlemlenmistir.

ITS gen bolgesi ve LSU gen bolgesi

-HUFIBMICO0001 2-HUFBMOT0004 3-HUFIBMOTIONO  4-HUFIEM2KI0004 1-HUFBMICO00  2-HUFISMOTO004 3-HUFBMOTIO00!  4-HUFIBM2KI0004
I ] I ] r ] 0 1 I 1 L 1

ngflcul bp nafou bp

w— 108 3000 - 08 3000
— 147 2000 — 147 2000
- 6 1500 - 6 1500
— 771000 — 7T 1000
— G2 800 — 02 800
— 54700 — 5 700
— A G600 m— 15 600
- 00 600 W 150 500

— 60 400 — B0 400

— 56 300 w— 5B 300

— 60 200 — G0 200

— 5600 — 56 100

Sekil 4.2. Dort  farkli sus (1-HUF16M1C0001, 2- HUF16M3A11003, 3-
HUF16MO0T10001, 4- HUF16M2K10004), fizerinde denenen gen
bolgelerinin (ITS, LSU,) spesifik primer dizileri kullanilarak elde edilen

PCR jel goriintiilleme sonuglarinin sematik gosterimi
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RPB2 gen bolgesi ve TOP1 gen bolgesi

1-HURIBMICO00! 2-HUFIBMOT D004 3-HUFIBMOTIOON  4-HUFIBhiZKI0004 1 HUMIEMICO001 2-HUFIEMOTO004 3 HUMEMOTI0001 4 HUT6M2K10004
L 1 1 C ) L 4 s ] s 1
ng/iul - Bp nghoul g
- 108 3000 08 3000
— 07 2000 — AT 2,000
— 5 500 w— 16 1500
— 771000 — 771000
— G2 EOD — 62 HOO
— 700 — 5 700
— 45 600 — 4G GO0
w— 150 500 W— 150 500
— G0 200 — 0400
— G 300 — G 300
— G0 200 — G0 200
— 500 — 5000
| 1 2 3 4 L 1 2 3 3

Sekil 4.3. Dort  farkh (1-HUF16M1C0001, 2- HUF16M3A11003, 3-
HUF16M0T10001, 4- HUF16M2K10004) {izerinde denenen

bolgelerinin  (RPB2, TOP1,) spesifik primer dizileri kullanilarak elde

sus

gen

edilen PCR jel goriintiileme sonuglarinin sematik gosterimi

SSU ve RPB1 gen bolgeleri

1-HUFIBMICE001 2-HUFIBMOT0004 3-HUFBMOTI000  4-HUFIBM2K10004 1-HUFIBMICO001 ZHUFI6MOTO004 3-HUFEMOTI0001  4-HUFIBM2K10004
C 1 r 1 | 1 L ] L ] C ]

goul bp 1wl gp
- 103 3000 - 02 U0
— 147 2,000 - 147 2,000
- 16 1500 - 16 1300

— —
— 77 1000 — 77 1000
— 62 800 — G2 800
— 5 700 — 54 TO0
— 45 600 — 4F 600
— 150 500 - 150 500
— 0 400 — 60 400
w— 56 300 — 56 300
— G0 200 — G0 200
— 56 100 — 56100

L 1 2 3 4 L 1 2 3 4
Sekil 4.4. Dort  farkli sus (1-HUF16M1CO0001, 2- HUF16M3A11003,

HUF16M0T10001,
bolgelerinin (SSU, RPB1) spesifik primer dizileri kullanilarak elde edilen

4-

PCR jel goriintiileme sonuglarinin sematik gosterimi

134

HUF16M2K10004) iizerinde denenen gen




45.4. Klasik Yontemlerle On Tammlamalar1 Yapilan izolatlardan DNA
Ekstraksiyonu

Klasik yontemler ile S. cerevisia oldugu 6n tanimlamalar1 gergeklestirilen 120 adet sus
iizerinden DNA izolasyonlar1 gerceklestirilmistir. On tanimlamalar1 yapilan 120 adet
susun DNA izolasyonlar1 sonucunda elde edilen degerleri spektrofotometrede (Nonodrop
2000c, Thermoscientific, Almanya) 6l¢iilmiistiir. Ol¢iimler sonucunda tiim izolatlara ait
elde edilen ol¢iim degerleri EKA-3.1°de verilmistir, gruplara gore ortalama Ol¢lim

degerleri ise asagida (Cizelge 4.17)’de verilmistir.

Cizelge 4.17. 120 izolat iizerinde gerceklestirilen DNA izolasyon degerlerinin gruplara

gore ortalamalari

izolasyonun DNA Konsantrasyonu Absorb.
Grubu (ng/pl) A260/280
Grup 1 izolatlar 63.73+18.19 2.12£0.07
Grup 2 izolatlar 47.6849.65 2.1340.10
Grup 3 izolatlar 30.03+12.69 2.1440.31
Grup 4 izolatlar 45.41+18.51 1.76+3.00

455. Klasik On Tamimlamalar ile S. cerevisiae Olarak Tamimlanan 120 izolata
ITS, LSU ve RPB2 gen bolgelerine spesifik primerler ile PCR Reaksiyonlarinin

Uygulanmasi

Gergeklestirilmis olan 6n deneme degerlendirme sonuglari dikkate alinarak klasik
tanimlamalarla S. cerevisiae olarak tanimlanan 2016-2017 izolatlarindan (120 adet) ITS,
LSU ve RPB2 gen bdlgelerinin c¢ogaltilmast amaciyla Cizelge 3.5°de verilen gen
bolgelerine spesifik primerler kullanilarak PCR reaksiyonu gergeklestirilmistir ve elde
edilen PCR iiriinleri elektroforezde yiiriitiilerek goriintiilenmistir.

Goriintiileme sonucunda ITS ve LSU gen bolgeleri PCR reaksiyonlarinda tekli bant
olusumlar1 gézlemlenirken, RPB2 gen bolgesinde ise ikili ve ¢oklu bant olusumlari
gozlemlenmistir. RPB2 gen bolgesinde olusan ¢oklu bant sorununa ¢éziim yolu olarak jel
saflagtirma yoluna gidilmistir.

Ug farkli gen bdlgesinde 120 drnek iizerinden gergeklestirilen PCR reaksiyonu sonucunda
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elde edilen PCR diiriinlerinin jel elektroforezinde (110 volt 55 dakika) yiiriitilmesi

sonucunda elde edilen sonuglar asagida (Sekil 4.5 — Sekil 4.11)’de verilmistir.

TSIk 32 ORNEK RPG 12

———— e - — ——

LSk 32 ORNEX

Hnen 3

T — . ——— —— ————— —— ——

Sekil 4.5. ITS, LSU gen bolgesi varhigmi ve sayisini gosteren agaroz jel
elektroforezi. Ladder(100-3000kb), Hat 1- HUF16M100001, Hat 2- HUF16M100002,
Hat 3- HUF16M100003, Hat 4- HUF16M0T10004, Hat 5- HUF16M0T10005, Hat 6-
HUF16M0T10006, Hat 7- HUF16MO0T10007, Hat 8- HUF16MO0T10008, Hat 9-
HUF16M0T10009, Hat 10- HUF16M0T10010, Hat 11- HUF16MO0T10011, Hat 12-
HUF16M0T10012, Hat 13- HUF16MO0T10013, Hat 14- HUF16M0T10014, Hat 15-
HUF16M0T10016, Hat 16- HUF16M0T10017, Hat 17- HUF16M0T10018, Hat 18-
HUF16M0T10019, Hat 19- HUF16M1CO0001, Hat 20- HUF16M1C0002, Hat 21-
HUF16M1C0003, Hat 22- HUF16M1C0004, Hat 23- HUF16M2K10001, Hat 24-
HUF16M2K10003, Hat 25- HUF16M2K10004, Hat 26- HUF16M2K10005, Hat 27-
HUF16M2K10006, Hat 28- HUF16M2K10007, Hat 29- HUF16M2K10009, Hat 30-
HUF16M2K10010, Hat 31- HUF16M2K10011, Hat 32- HUF16M2K10015
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Sekil 4.6.

ITS 33-66

ITS 67

100

ITS gen bolgesi varligin1 ve sayisin1 gdsteren agaroz jel elektroforezi.

Ladder(100-3000kb), Hat 33-HUF16M3A11002, Hat 34-HUF16M3A11003,Hat 35-

HUF16M3A12012,,Hat
HUF16M3B11016,Hat
HUF16M3B11021,Hat
HUF16M3C11032,Hat
HUF16M3C12041,Hat
HUF16M3D11049,Hat
HUF16M3F11076,Hat
HUF16M3G11086,Hat
HUF16M3H11101,Hat
HUF17M3A31013,Hat
HUF17M3C21050,Hat
HUF17M3C31065,Hat
HUF17M3D31087,Hat
HUF17M3D31090,Hat

36-HUF16M3A12013,Hat

39-HUF16M3B11017,Hat
42-HUF16M3B11023,Hat
45-HUF16M3C11033,Hat
48-HUF16M3D11047,Hat
51-HUF16M3D11052,Hat
54-HUF16M3F11078,Hat
57-HUF16M3G11088,Hat
60-HUF16M3H11104,Hat

63-HUF17M3A32019, Hat

66-HUF17M3C31063,Hat

37,HUF16M3A12014,Hat
40-HUF16M3B11020,Hat
43-HUF16M3C11031,Hat
46-HUF16M3C11034,Hat
49-HUF16M3D11048,Hat
52-HUF16M3E11059,Hat
55-HUF16M3G11085,Hat
58-HUF16M3G11089,Hat
61-HUF17M3A21001,Hat
64-HUF17M3B32047,Hat
67-HUF17M3C31064,Hat

69-HUF17M3C31066,Hat 70-HUF17M3D31086, Hat

72-HUF17M3D31088,Hat
75-HUF17M3D32092,Hat

73-HUF17M3D31089,Hat
76-HUF17M3D32093,Hat

HUF17M3D32096, Hat 78-HUF17M3E21109,Hat 79-HUF17M3E21110,Hat

HUF17M3E21112,Hat
HUF17M3E21115,Hat
HUF17M3F21123,Hat
HUF17M3F21126,Hat
HUF17M3F21134,Hat

81-HUF17M3E21113,Hat
84-HUF17M3E22117,Hat
87-HUF17M3F21124,Hat
90-HUF17M3F21127,Hat
93-HUF17M3F31135,Hat
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82-HUF17M3E21114,Hat
85-HUF17M3F21122,Hat
88-HUF17M3F21125,Hat
91-HUF17M3F21128,Hat
94-HUF17M3F31136,Hat

38-
41-
44-
47-
50-
53-
56-
59-
62-



HUF17M3F31139,Hat

96-HUF17M3F32141,Hat

97-HUF17M3F32146,Hat

HUF17M3G31147,Hat 99-HUF17M3G31150,Hat 100-HUF17M3G31151

ITS 113-120

Sekil 4.7.
elektroforezi.
HUF17M3G32153,Hat
HUF17M3H21174,Hat
HUF17M3H22180,Hat
HUF17M3H32189,Hat
HUF17M3H21199,Hat

Ladder(100-3000kb),

LSU 101-120

Hat
103-HUF17M3G32157,Hat
106-HUF17M3H21175,Hat
109-HUF17M3H22182,Hat
112-HUF17M3H21196,Hat
115-HUF17M3H21200,Hat
118-HUF17M3H21210,Hat

104-HUF17M3H21173,Hat
107-HUF17M3H22179,Hat
110-HUF17M3H31185,Hat
113-HUF17M3H21197,Hat
116-HUF17M3H21208,Hat
119-HUF17M3H21212,Hat

98

ITS ve LSU gen bolgesi varligini ve sayisini gosteren agaroz jel

101-HUF17M3G31152,Hat

102-
105-
108-
111-
114-
117-
120-

HUF17M3H21209,Hat
HUF17M3H22218

On tanimlama ydntemleri ve MALDI-TOF MS ile tanimlamalar1 yapilan 120 izolat
tizerinde gerceklestirilen PCR uygulamasi sonucunda ITS gen bdlgesi i¢in farkli bant
araliklarinda jel goriintiileri olustugu gozlemlenmistir. ITS gen bdlgesi jel
goriintiilemeleri dikkatle incelendiginde bant goriintiilerinin farkli baz biiyiikliiklerine
gore gruplara ayrildigr gozlemlenmektedir. Bu gruplandirmalar daha sonra yapilan
molekiiler degerlendirme ve daha once yapilan MALDI-TOF MS tanimlamalar1 da
dikkate almarak degerlendirildiginde S. cerevisiae olarak tanimlanan izolatlarin jel
gorlintisi  baz biyiikliikleri yaklastk 500 bp ve 800 bp degerinde c¢iktigi
gozlemlenmektedir. ITS gen bolgesi PCR jel goriintiilerindeki bantlarin yaygin olarak bes
farkli baz ¢ifti bliyiiklik grubuna dagilim gosterdigi gozlemlenmektedir. Bu sonuglar
molekiiler degerlendirme ve MALDI-TOF MS degerlendirmeleri dikkate alinarak

yapildiginda bu bes farklt grubun ve izolatlarin dagilimi yorumlanmistir. Gruplarin
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dagilimi yaklasik olarak 500-bp, 650-bp, 700-bp, 760-bp 780-bp biiyiikliiklerinde oldugu
gorilmektedir. Bunlarda 500-bp biiyiikligi dagilimindaki suslarin  (Hat 33-
HUF16M3A11002, 38-HUF16M3B11016,Hat  39-HUF16M3B11017,Hat  40-
HUF16M3B11020,Hat 41-HUF16M3B11021,Hat 42-HUF16M3B11023,Hat 43-
HUF16M3C11031,Hat 44-HUF16M3C11032,Hat 45-HUF16M3C11033,Hat 46-
HUF16M3C11034) Metschnikowia sp. ve Saccharomycete sp. sinifina ait olduklari, 650-
bp biiylkligii dagilimindaki suslarin (Hat 31- HUF16M2K10011) Yarrowia sinifina ait
olduklari, 700-bp biiyiikligli dagilimindaki suslarin (Hat 4- HUF16MO0T10004, Hat 23-
HUF16M2K10001, Hat 24- HUF16M2K10003, Hat 26- HUF16M2K10005, Hat 29-
HUF16M2K10009, Hat 30- HUF16M2K10010, Hat 32- HUF16M2K10015, 114-
HUF17M3H21199) Candida sinifina ait olduklari, 760-bp biiyiikliigii dagilimimdaki
suslarin (Hat71-HUF17M3D31087, Hat75-HUF17M3D32092, Hat76-
HUF17M3D32093, Hat77-HUF17M3D32096, Hat78-HUF17M3E21109, Hat79-
HUF17M3E21110, Hat91-HUF17M3F21128, Hatl113-HUF17M3H21197, Hatl120-
HUF17M3H22218) Crytococcus ve Naganishia sinifina ait olduklar1 tespit edilmistir.
780-bp biiylikligli dagilimindaki suslarin ise (95-HUF17M3F31139, Hat 96-
HUF17M3F32141) Hanseniaspora smifina ait olduklar1  goriillmektedir. Bu
izolasyonlarin MALDI-TOF MS ve molekiiler tanimlamalarina gore dagilimlarina
baktigimiz zaman Candida, Wickerhamomyces, Yerrowia, Metschnikowia ve diger
mikroorganizma cinslerine ait oldugu asagida (Bolim 4.6.) MALDI-TOF MS ve
molekiiler degerlendirme ¢izelgelerinde (Cizelge 4.19- 4.22 ve Cizelge 4.23-4.26)’de

Ozetlenmis olarak goriilmektedir.
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Sekil 4.8.

LSU gen bolgesi varligin1 ve sayisini1 gosteren agaroz jel elektroforezi.

Ladder(100-3000kb), Hat 1- HUF16M100001, Hat 2- HUF16M100002, Hat 3-

HUF16M100003, Hat 4- HUF16M0T10004, Hat 5-
HUF16MO0T10006, Hat 7- HUF16MO0T10007, Hat 8-
HUF16MO0T10009, Hat 10- HUF16MO0T10010, Hat 11-

HUF16MO0T10005, Hat 6-
HUF16MO0T10008, Hat 9-
HUF16MO0T10011, Hat 12-

HUF16M0T10012, Hat 13- HUF16M0T10013, Hat 14- HUF16M0T10014, Hat 15-
HUF16M0T10016, Hat 16- HUF16M0T10017, Hat 17- HUF16M0T10018, Hat 18-

HUF16M0T10019, Hat 19- HUF16M1C0001, Hat 20- HUF16M1C0002, Hat
HUF16M1C0003, Hat 22- HUF16M1C0004, Hat 23- HUF16M2K10001, Hat

HUF16M2K10003, Hat 25- HUF16M2K10004, Hat 26- HUF16M2K10005, Hat 27-
HUF16M2K10006, Hat 28- HUF16M2K10007, Hat 29- HUF16M2K10009, Hat 30-
HUF16M2K10010, Hat 31- HUF16M2K10011, Hat 32- HUF16M2K10015, Hat 33-

HUF16M3A11002, Hat 34-HUF16M3A11003,Hat 35-HUF16M3A12012, Hat

HUF16M3A12013,Hat
HUF16M3B11017,Hat
HUF16M3B11023,Hat
HUF16M3C11033,Hat
HUF16M3D11047,Hat
HUF16M3D11052,Hat
HUF16M3F11078,Hat
HUF16M3G11088,Hat
HUF16M3H11104,Hat

HUF17M3A32019, Hat 64-HUF17/M3B32047,Hat 65-HUF17M3C21050,Hat

37,HUF16M3A12014,Hat
40-HUF16M3B11020,Hat
43-HUF16M3C11031,Hat
46-HUF16M3C11034,Hat
49-HUF16M3D11048,Hat
52-HUF16M3E11059,Hat
55-HUF16M3G11085,Hat
58-HUF16M3G11089,Hat
61-HUF17M3A21001,Hat

38-HUF16M3B11016,Hat
41-HUF16M3B11021,Hat
44-HUF16M3C11032,Hat
47-HUF16M3C12041,Hat
50-HUF16M3D11049,Hat
53-HUF16M3F11076,Hat
56-HUF16M3G11086,Hat
59-HUF16M3H11101,Hat
62-HUF17M3A31013,Hat

HUF17M3C31063,Hat 67-HUF17M3C31064,Hat 68-HUF17M3C31065
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Sekil 4.9.

Ladder(100-3000kb),33-HUF16M3A11002,
36-HUF16M3A12013,Hat

HUF16M3A12012, Hat
HUF16M3B11016,Hat
HUF16M3B11021,Hat
HUF16M3C11032,Hat
HUF16M3C12041,Hat
HUF16M3D11049,Hat
HUF16M3F11076,Hat
HUF16M3G11086,Hat
HUF16M3H11101,Hat
HUF17M3A31013,Hat
HUF17M3C21050,Hat
HUF17M3C31065,Hat
HUF17M3D31087,Hat
HUF17M3D31090,Hat

Hat

39-HUF16M3B11017,Hat
42-HUF16M3B11023,Hat
45-HUF16M3C11033,Hat
48-HUF16M3D11047,Hat
51-HUF16M3D11052,Hat
54-HUF16M3F11078,Hat
57-HUF16M3G11088,Hat
60-HUF16M3H11104,Hat

63-HUF17M3A32019, Hat

66-HUF17M3C31063,Hat

37,HUF16M3A12014,Hat
40-HUF16M3B11020,Hat
43-HUF16M3C11031,Hat
46-HUF16M3C11034,Hat
49-HUF16M3D11048,Hat
52-HUF16M3E11059,Hat
55-HUF16M3G11085,Hat
58-HUF16M3G11089,Hat
61-HUF17M3A21001,Hat
64-HUF17M3B32047,Hat
67-HUF17M3C31064,Hat

69-HUF17M3C31066,Hat 70-HUF17M3D31086, Hat

72-HUF17M3D31088,Hat
75,HUF17M3D32092,Hat

73-HUF17M3D31089,Hat
76-HUF17M3D32093,Hat

HUF17M3D32096, Hat 78-HUF17M3E21109,Hat 79-HUF17M3E21110,Hat

HUF17M3E21112,Hat
HUF17M3E21115,Hat
HUF17M3F21123,Hat
HUF17M3F21126,Hat
HUF17M3F21134,Hat

81-HUF17M3E21113,Hat
84-HUF17M3E22117,Hat
87-HUF17M3F21124,Hat
90-HUF17M3F21127,Hat
93-HUF17M3F31135,Hat
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82-HUF17M3E21114,Hat
85-HUF17M3F21122,Hat
88-HUF17M3F21125,Hat
91-HUF17M3F21128,Hat
94-HUF17M3F31136,Hat

LSU gen bolgesi varligin1 ve sayisini1 gosteren agaroz jel elektroforezi.

34-HUF16M3A11003,Hat

35-
38-
41-
44-
47-
50-
53-
56-
59-
62-



HUF17M3F31139,Hat  96-HUF17/M3F32141,Hat 97-HUF17M3F32146,Hat 98-
HUF17M3G31147,Hat 99-HUF17M3G31150,Hat 100-HUF17M3G31151

Biitiin izolatlar i¢cin LSU gen bolgesi i¢in PCR reaksiyonlarinin diizglin bir sekilde
gergeklestigi ve yaklagik 1100 bp biiyiikliiglinde PCR firiinii elde edildigi saptanmistir.
LSU gen bolgesi PCR jel goriintiilerine bakildiginda farkli cins ve tlirdeki
mikroorganizmalarin jel goriintiisli tizerindeki bant ayrimlarinin yok denecek kadar az

oldugu gozlemlenmektedir.

RPB2 1-34

S s A S e S et G gl e

RPB2 35-68

Sekil 4.10. RPB2 gen boélgesi varligini ve sayisini gosteren agaroz jel elektroforezi.
Ladder(100-3000kb), Hat 1- HUF16M100001, Hat 2- HUF16M100002, Hat 3-
HUF16M100003, Hat 4- HUF16M0T10004, Hat 5- HUF16MO0T10005, Hat 6-
HUF16MO0T10006, Hat 7- HUF16MO0T10007, Hat 8- HUF16MO0T10008, Hat 9-
HUF16M0T10009, Hat 10- HUF16MO0T10010, Hat 11- HUF16MO0T10011, Hat 12-
HUF16M0T10012, Hat 13- HUF16M0T10013, Hat 14- HUF16MO0T10014, Hat 15-
HUF16M0T10016, Hat 16- HUF16M0T10017, Hat 17- HUF16MO0T10018, Hat 18-
HUF16MO0T10019, Hat 19- HUF16M1C0001, Hat 20- HUF16M1C0002, Hat 21-
HUF16M1C0003, Hat 22- HUF16M1C0004, Hat 23- HUF16M2K10001, Hat 24-
HUF16M2K10003, Hat 25- HUF16M2K10004, Hat 26- HUF16M2K10005, Hat 27-
HUF16M2K10006, Hat 28- HUF16M2K10007, Hat 29- HUF16M2K10009, Hat 30-
HUF16M2K10010, Hat 31- HUF16M2K10011, Hat 32- HUF16M2K10015, Hat 33-
HUF16M3A11002, Hat 34-HUF16M3A11003,Hat 35-HUF16M3A12012,Hat 36-
HUF16M3A12013,Hat 37,HUF16M3A12014,Hat 38-HUF16M3B11016,Hat 39-
HUF16M3B11017,Hat 40-HUF16M3B11020,Hat 41-HUF16M3B11021,Hat 42-
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HUF16M3B11023,Hat
HUF16M3C11033,Hat
HUF16M3D11047,Hat
HUF16M3D11052,Hat
HUF16M3F11078,Hat
HUF16M3G11088,Hat
HUF16M3H11104,Hat

HUF17M3A32019, Hat 64-HUF17M3B32047,Hat 65-HUF17M3C21050,Hat

43-HUF16M3C11031,Hat
46-HUF16M3C11034,Hat
49-HUF16M3D11048,Hat
52-HUF16M3E11059,Hat
55-HUF16M3G11085,Hat
58-HUF16M3G11089,Hat
61-HUF17M3A21001,Hat

44-HUF16M3C11032,Hat
47-HUF16M3C12041,Hat
50-HUF16M3D11049,Hat
53-HUF16M3F11076,Hat
56-HUF16M3G11086,Hat
59-HUF16M3H11101,Hat
62-HUF17M3A31013,Hat

HUF17M3C31063,Hat 67-HUF17M3C31064,Hat 68-HUF17M3C31065

82 K3 84 8S

45-
48-
51-
54-
S57-
60-
63-

Sekil 4.11.

RPB2 gen bolgesi varligini ve sayisin1 gosteren agaroz jel elektroforezi.

Ladder(100-3000kb),Hat 69-HUF17M3C31066,Hat 70-HUF17M3D31086, Hat 71-

HUF17M3D31087,Hat
HUF17M3D31090,Hat

HUF17M3D32096, Hat 78-HUF17M3E21109,Hat 79-HUF17M3E21110,Hat

HUF17M3E21112,Hat
HUF17M3E21115,Hat
HUF17M3F21123,Hat
HUF17M3F21126,Hat
HUF17M3F21134,Hat

72-HUF17M3D31088,Hat
75,HUF17M3D32092,Hat

81-HUF17M3E21113,Hat
84-HUF17M3E22117,Hat
87-HUF17M3F21124,Hat
90-HUF17M3F21127,Hat
93-HUF17M3F31135,Hat
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73-HUF17M3D31089,Hat
76-HUF17M3D32093,Hat

82-HUF17M3E21114,Hat
85-HUF17M3F21122,Hat
88-HUF17M3F21125,Hat
91-HUF17M3F21128,Hat
94-HUF17M3F31136,Hat

74-




HUF17M3F31139,Hat
HUF17M3G31147,Hat
HUF17M3G31152,Hat
HUF17M3H21173,Hat
HUF17M3H22179,Hat
HUF17M3H31185,Hat
HUF17M3H21197,Hat
HUF17M3H21208,Hat

96-HUF17M3F32141,Hat
99-HUF17M3G31150,Hat
102-HUF17M3G32153,Hat
105-HUF17M3H21174,Hat
108-HUF17M3H22180,Hat
111-HUF17M3H32189,Hat
114-HUF17M3H21199,Hat
117-HUF17M3H21209,Hat

97-HUF17M3F32146,Hat
100-HUF17M3G31151,Hat
103-HUF17M3G32157,Hat
106-HUF17M3H21175,Hat
109-HUF17M3H22182,Hat
112-HUF17M3H21196,Hat
115-HUF17M3H21200,Hat
118-HUF17M3H21210,Hat

98-
101-
104-
107-
110-
113-
116-
119-

HUF17M3H21212,Hat 120-HUF17M3H22218

RPB2 gen bolgesi icin gergeklestirilen PCR reaksiyonlarinda jel goriintiileri bant
biiyiikliikleri yaklasik olarak 1200 bp degerinde oldugu gozlemlenmistir. RPB2 gen
bolgesi i¢in jel yiirtitme sonucunda ¢oklu bant olusumu oldugu goriilmektedir. Coklu bant
orneklerinin sekanslama iglemi yapilabilmesi i¢in jelden ekstraksiyon yapilmasi yoluna
gidilerek ¢6ziim olusturulmustur. RPB2 gen bolgesi ITS gen bolgesine benzer bir sekilde
mikroorganizma cinsine bagli olarak farkli bant biiyiikliiklerinde sonuglar vermistir fakat
¢oklu bant olusumu nedeniyle bant biiyiikliikleri iizerinden gruplandirma ITS gen bolgesi
kadar agik degildir. Bu durum yukarida (Sekil 4.10 ve Sekil 4.11) bakildiginda 6nemli
(Hat 26- HUF16M2K10005, Hat 32- HUF16M2K10015, Hat 71-
HUF17M3D31087, 76-HUF17M3D32093

hatlar
izolatlar1 vb.) Tzerinde goriilmektedir.
Molekiiler tanimlama yapilirken RPB2 gen bdlgesinin ITS ve LSU gen bdlgesine kiyasla
benzer sonuglar vermesine ragmen c¢oklu bant olusum sorunu ve jelden ekstraksiyon
islemleri 6nemli bir dezavantaj olusturmaktadir. RPB2 gen bdlgesi molekiiler
degerlendirme ¢izelgeleri, MALDI-TOF MS degerlendirmeleri ile beraber asagida
(Kisim 4.6.)’da (Cizelge 4.19 ve Cizelge 4.20)’de verilmistir.

4.6. DNA Barkodlamada Gen Bélgeleri Sekans Verilerinin Islenmesi, NCBI

Taramalar

Klasik yontemlerle 6n tanimlamalari yapilarak S. cerevisiae tiiriine ait oldugu diisiiniilen
izolasyonlarin tamami (120 adet) lizerinde ii¢ farkli gen bolgesi (ITS, LSU, RPB2) i¢in
PCR reaksiyonlar1 gergeklestirilmis ve elde edilen PCR firiinleri jel elektroforezi
sisteminde gorlintiilenmistir. Coklu bant olusumu gozlemlenen RPB2 gen bdlgesi i¢in

1200 bp biiyiikliigiindeki bantlardan ekstraksiyonlar gerceklestirilmistir. Elde edilen tiim
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PCR iiriinleri sekans analizlerine tabi tutulmus, elde edilen sekans verileri ile molekiiler
tanimlama islemleri ve DNA barkodlama analizleri yiiriitilmistiir. MALDI-TOF MS
tanimlamalar1 ve molekiiler tanimlamalar dogruluk acisindan birbirleriyle kiyaslanmaistir.
Molekiiler tanimlama ile Metschnikowia sp. olarak tanimlanan izolatlardan ii¢liniin
(HUF17M3F31135, HUF17M3F21123, HUF17M3F21125) MALDI-TOF MS analizi ile
molekiiler tanimlamadan farkli S. cerevisiae tiirii olarak tanimlandig tespit edilmistir
(Cizelge 4.19).

4.6.1. Gen Bolgeleri Sekans Verilerinin Islenmesi, NCBI Taramalar1 ve MALDI-
TOF Degerlendirmeleri

Elde edilen izolatlarin tamami {izerinde uygulanan klasik tanimlama testleri, MALDI-
TOF tanimlama testleri ve molekiiler tanimlama testleri dogrultusunda yillara bagl
S.cerevisiae tiirtine uygun karakteristik Ozellikler sergileyen izolat sayilari asagida
(Cizelge 4.18) 6zetlenmis sekilde detayli olarak verilmistir. Molekiiler ve MALDI TOF
tanimlama sonuglar1 tek basina Cizelge 4.19, Cizelge 4.20’de verilmistir. DNA
barkodlama analizlerine dahil edilmemis olan 2018 yili izolatlarina ait molekiiler ve

MALDI-TOF tanimlama sonuglari ise Cizelge 4.21 ve Cizelge 4.22°de verilmistir.

Cizelge 4.18. Tiim tanimlama testleri dikkate alindiginda yillara gore S.cerevisiae olarak

tanimlanan izolasyon sayilari

TEST 2016 yil 2017 yih 2018 yih Toplam
Makroskobik 109 79 62 250
Mikroskobik 68 69 104 241
Biyokimyasal 68 73 93 234

Makroskpbllf-Mlkroskoblk- 62 64 93 207
Biyokimyasal
Maldi-Tof Tanimlamasi 39 25 88 152
';,,Sl Gen 24 2 Yapilmadi 26
Molekiiler- olgest
Tammlama
LSU Gen 25 2 Yapilmadi 27
Bolgesi
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RPBII Gen 39 19 Yapilmadi 58
Bolgesi
Ortak 39 23 Yapilmad: 62
Tanimlama

Sekans analizleri ITS gen bolgesi i¢in ileri ve geri yonlii olarak ¢ift yonlii olarak yapilmis
ve elde edilen ileri geri yonlii sekanslardan konsensus sekans birlestirmeleri BioEdit
programi ile gergeklestirilmistir. LSU, RPB2 gen boélgeleri i¢in ise sadece ileri yonlii
olarak tek yonlii sekanslama yapilmistir. Elde edilen sekans verilerinden FinchTV
programu ile hatali okuma bolgeleri uzaklastirilmistir. Ardindan BioEdit programu ile ileri
sekanslar siralanmis ¢oklu eslestirmeler yapilmis, ve NCBI veri tabaninda BLAST analiz
sorgulamas: yapilarak suslarin hangi tiirlere ait olduklar1 molekiiler diizeyde
sorgulanmistir. Elde edilen sonuglar gen bolgelerine bagli olarak S. cerevisiae olanlar ve
olmayanlar diye iki cizelgede (Cizelge 4.19 ve Cizelge 4.20) toparlanmistir. DNA
barkodlama analizlerine alimmmayan 2018 yili izolasyonlarinin klasik tanimlama ve
MALDI-TOF tanimlama sonuglarina bagh degerlendirmeleri ayrica asagida (Cizelge

4.21 ve Cizelge 4.22)’de verilmistir. Izolasyonlarin tamaminin 6zetlenmis dagilim

degerlendirmeleri asagida (Cizelge 4.23-Cizelge 4.26)’da verilmistir.

Cizelge 4.17. Gen bolgeleri sekans verileri NCBI sorgulama sonuglarina ve MALDI-

TOF MS sonuglarina gore S. cerevisiae olarak tespit edilen izolatlar

ITS, LSU, RPB2, MALDI-TOF Karsilastirma
No izolasyon Kodu Kaynag Tiir Tiir Tiir
MALDI-TOF ITS LSU RPB2
1 | HUF16MOT10001 | Efsane yas maya S. cerevisiae S. cerevisiae . cerevisiae . cerevisiae
2 HUF16MO0T10002 | Dorbi yas maya S. cerevisiae S. cerevisiae . cerevisiae . cerevisiae
3 HUF16MO0T10003 | pak yas maya S. cerevisiae S. cerevisiae . cerevisiae . cerevisiae
4 HUF16MO0T10005 ;’zzilggmstant maya S. cerevisiae S. cerevisiae . cerevisiae . cerevisiae
5 HUF16M0T10006 EJS?;';?; I?(s)tgant S. cerevisiae S. cerevisiae . cerevisiae . cerevisiae
6 HUF16M0T10007 E::fng:s:s:;/ak%% S. cerevisiae S. cerevisiae . cerevisiae . cerevisiae
7 HUF16M0T10008 Yuva Instant kury S. cerevisiae S. cerevisiae . cerevisiae . cerevisiae
hamur maya 10g
8 HUF16M0T10009 Pak kuru hamur S. cerevisiae S. cerevisiae . cerevisiae . cerevisiae
mayas1 100g
Yuva aktif kuru
9 HUF16M0T10010 | hamur mayasi S. cerevisiae S. cerevisiae . cerevisiae . cerevisiae
100g
Dr.Oetker eksi
10 | HUF16M0T10011 kuru hamur S. cerevisiae S. cerevisiae . cerevisiae . cerevisiae
mayasi 35g
11 | HUF16M0T10012 EL{iIE;nmssé:m S. cerevisiae S. cerevisiae . cerevisiae . cerevisiae
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mayasi

12 | HUF16M0T10013 I(I)};’/leOSh WIDW 1 s cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae
Angel Instant

13 | HUF16M0T10014 kuru hamur S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae
mayas1 100g

14 | HUF16M0T10016 Dibosh aktif kuru S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae
sarap mayasi 12g

15 | HUF16M0T10017 Danboili/Lesaffre S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae
yeeast 139
Dr oetker germ

16 | HUF16M0T10018 kein dampel S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae
netwending

17 HUF16MO0T10019 El?éjogggeman Instan S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae

18 HUF16M1C0001 RSK/Instant kuru S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae
maya (08022)
S. cerevisiae . . - ..

19 HUF16M1C0002 ATCC® 9763 S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae
S. cerevisiae L. . .. .

20 | HUF16M1C0003 ATCC® 6328™ S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae

21 HUF16M1C0004 Sarapgilik S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae
(Chr. Hansen)
Hacettepe

22 | HUF16M2K10004 | Universitesi S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae
Biyoloji Bolimii
Hacettepe

23 | HUF16M2K10006 | Universitesi S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae
Biyoloji Bolimii
Hacettepe

24 | HUF16M2K10007 | Universitesi S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae
Biyoloji Boliimii

25 | HUF16M3B11017 - S. cerevisiae Saccharomycete S. cerevisiae S. cerevisiae
Kirikkale Uziim sp

26 | HUF16M3B11021 - S. cerevisiae Saccharomycete | Saccharomycete S. cerevisiae
Kirikkale Uziim sp sp.

27 | HUF16M3C11031 R, S. cerevisiae Saccharomycete | Saccharomycete S. cerevisiae
Kirgehir Uziim sp sp.

28 | HUF16M3C11032 e S. cerevisiae | Saccharomycete | Saccharomycete | g coroviciae
Kirgehir Uziim sp sp.

29 | HUF16M3C11033 o S. cerevisiae | Saccharomycete | Saccharomycete | g corovisiae
Kirsehir Uziim sp sp.

30 | HUF16M3D11047 o S. cerevisiae | Saceharomycete | Saccharomycete | g oo iciae
Nevsehir Uziim sp sp.

31 | HUF16M3D11048 o S. cerevisiae | Saccharomycete | Saccharomycete | ¢ cooiciae
Nevsehir Uziim sp sp.

32 | HUF16M3E11059 . S. cerevisiae | Saccharomycete | Saccharomycete | g coroviciae
Aksaray Uziim sp sp.

33 | HUF16M3F11076 - S. cerevisiae | Saccharomycete | Saccharomycete | ¢ coroiiciae
Ankara Uziim Sp Sp.

34 | HUF16M3F11078 . S. cerevisiae Saccharomycete | Saccharomycete | ¢ coroyiciae
Ankara Uziim Sp Sp.

35 HUF16M3G11085 N S. cerevisiae Saccharomycete Saccharomycete S. cerevisiae
Eskigehir Uziim sp sp.

36 | HUFL6M3G11086 o S. cerevisiae | Saccharomycete | Saccharomycete | ¢ coroiiciae
Eskigehir Uziim sp sp.

. Saccharomycete | Saccharomycete .

37 HUF16M3G11088 Eskischir Uziim S. cerevisiae s 5p. S. cerevisiae

38 HUF16M3H11101 o S. cerevisiae Saccharomycete Saccharomycete S. cerevisiae
Cankirt Uzim sp Sp.

39 | HUF16M3H11104 . S. cerevisiae Saccharamycete | Saccharomycete S. cerevisiae
Cankir1 Uzim sp sp.

40 | HUF17M3B32047 Kirikkale2 S. cerevisiae Saccharomycete | Saccharomycete Sekans yok
Toparak sp sp.

41 | HUF17M3C31063 | Kyrschir2 Uziim S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae
42 HUF17M3C31065 P S. cerevisiae Saccharomycete | Saccharomycete S. cerevisiae
Kirgehir2 Uziim sp sp.

43 | HUF17M3C31066 PR S. cerevisiae Saccharomycete | Saccharomycete S. cerevisiae
Kirsehir2 Uziim sp sp.

44 HUF17M3D31086 A S. cerevisiae Saccharomycete S. cerevisiae S. cerevisiae

Nevsehir2 Uziim sp
-, Saccharomycete | Saccharomycete .
45 HUF17M3D31088 Nevsehir2 Uziim S. cerevisiae s sp. S. cerevisiae
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46 | HUF17M3D31089 P S. cerevisiae Saccharomycete | Saccharomycete S. cerevisiae
Nevsehir2 Uziim sp Sp.
-, Saccharomycete | Saccharomycete -

47 HUF17M3E21112 Aksaray2 Uziim S. cerevisiae s sp. S. cerevisiae
48 | HUF17M3E21113 - S. cerevisiae | Saccharomycete | Saccharomycete | g coraisiae
Aksaray2 Uziim sp Sp.

49 | HUF17M3E21114 - S. cerevisiae | Saceharomycete | Saccharomycete | g oo igiae
Aksaray2 Uziim sp sp.

50 | HUF17M3F21122 . S. cerevisiae | Saccharomycete | Saccharomycete | ¢ oo igie
Ankaral Uziim sp Sp.

51 HUF17M3E21123 - S. cerevisiae Metschmkoma Metchnllfowm Met'hnlckowm

Ankaral Uziim pulcherrima pulcherrima rubicola
52 | HUF17M3F21124 . S. cerevisiae | Saccharomycete | Saccharomycete | ¢ coriciae
Ankaral Uzim sp sp.
. Metschnikowia Metchnikowia
53 | HUF17M3F21125 Ankaral Uzim S. cerevisiae pulcherrima pulcherrima Sekans yok
54 HUF17M3F21126 . S. cerevisiae Saccharomycete Saccharomycete S. cerevisiae
Ankaral Uziim Sp Sp.
55 | HUF17M3F21134 S. cerevisiae | Saceharomycete | Saccharomycete | g cooiciae
Ankaral Toprak sp sp.
56 HUF17M3F31135 - S. cerevisiae Metschnikowia Metchnllfoma Met_hmckoma
Ankara2 Uziim sp. pulcherrima rubicola
- Saccharomycete | Saccharomycete -
57 HUF17M3F31136 Ankara? Usziim S. cerevisiae s sp. S. cerevisiae
58 | HUF17M3F32146 S, cerevisiae Saccharomycete | Saccharomycete | Saccharomyce
Ankara2 Toparak sp. Sp. te sp.
59 | HUF17M3G31151 L e S. cerevisiae Saccharomycete | Saccharomycete S. cerevisiae
Eskisehir]l Uziim sp Sp.
- Saccharomycete | Saccharomycete -,
60 | HUF17M3G32157 Eskischir] Toprak S. cerevisiae s 5. S. cerevisiae
-, Saccharomycete | Saccharomycete | Methnickowia
61 HUF17M3H22179 Cankini] Toprak S. cerevisiae s sp. rubicola
62 | HUF17M3H21208 . S. cerevisiae Saccharomycete | Saccharomycete S. cerevisiae
Karaman2 Uziim sp Sp.
63 | HUF17M3H21209 . S. cerevisiae Saccharomycete | Saccharomycete S. cerevisiae
Karaman2 Uziim sp Sp.
64 | HUF17M3H21210 o S. cerevisiae Saccharomycete | Saccharomycete | ¢ coroviciae
Karaman2 Uziim Sp Sp.

*ND: Tanimlanamadi

Cizelge 4.18. Gen bolgeleri sekans verileri NCBI sorgulama sonuglar1 ve MALDI-TOF

MS sonuglarina gore S. cerevisiae olarak tespit edilmeyen izolatlar

ITS, LSU, RPB2, Malditof Karsilastirma
No | Izolasyon Kodu | Kaynag | MALDI- Tiir Tiir Tiir
TOF ITS LSU RPB2
cerm | Candida
1 tropicalis Candida tropicalis | Candida tropicalis | Candida tropicalis
markhof
HUF16MO0T10004 | yas maya
2 HUBB ND Wickehamomyces Wickehamomyces Wickehamomyces
HUF16M2K10001 anomalus anomalus anomalus
HUBB Wickehamomyces Wickehamomyces
8 HUF16M2K10003 ND anomalus anomalus Sekans yok
4 HUF16M2K10005 | HUBB ND Candida albicans | Candida albicans | Candida albicans
5 HUBB Candida Wickehamomyces Wickehamomyces Wickehamomyces
HUF16M2K10009 pelliculosa | anomalus anomalus anomalus
6 HUBB ND Wickehamomyces Wickehamomyces Sekans vok
HUF16M2K10010 anomalus anomalus Y
HUBB Candida . . . - o ]
7 HUF16M2K10011 lipolytica Yarrovia lipolytica | Yarrovia lipolytica | Yarrovia lipolytica
HUBB Candida - . - . . -
8 HUF16M2K10015 albicans Candida albicans Candida albicans Candida albicans
9 Kayseri Candida Methnickowia Methnickowia Methnickowia
HUF16M3A11002 Uziim pucherrima | rubicola rubicola rubicola
10 Kayseri ND Hanseniaspora Hanseniaspora Hanseniaspora
HUF16M3A11003 Uziim opuntiae opuntiae valbyensis
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Kayseri

Cryiptococcus

Cryiptococcus

Cryiptococcus

1 HUF16M3A12012 Toprak ND aerius aerius aerius
12 Kayseri ND Cryiptococcus Cryiptococcus Cryiptococcus
HUF16M3A12013 Toprak aerius aerius aerius
Kayseri Nagenishia
13| Huri6M3A12014 | Toprak ND Sekans yok visniacii Sekans yok
14 Kirikkale Candida Sekans vok Saccharomycete Methnickowia
HUF16M3B11016 Uziim pucherrima Y sp. rubicola
Kirikkale Candida . . . . Methnickowia
15 | HUF16M3B11020 | Uziim pucherrima | Methnickowiasp. | Methnickowiasp. | e
16 Kirikkale Candida Metschnikowia s Metchnikowia Methnickowia
HUF16M3B11023 Uziim pucherrima P- pulcherrima rubicola
Kirsehir Candida S - - Methnickowia
1 HUF16M3C11034 Uziim pucherrima Metschnikowia sp. Methnickowia sp. rubicola
18 Kirsehir ND Solicoccozyma Solicoccozyma Cryiptococcus
HUF16M3C12041 Toprak aeria aeria aerius
19 Nevsehir Candida Metschnikowia s Saccharomycete Methnickowia
HUF16M3D11049 Uziim pucherrima P- sp. rubicola
20 Nevsehir Candida Metchnikowia s Metchnikowia Methnickowia
HUF16M3D11052 Uziim pucherrima P pulmeria rubicola
Eskisehir Candida Metschnikowia . . Methnickowia
21 HUF16M3G11089 Uziim pucherrima | pulcherrima Methnickowia sp. rubicola
Kayseril - - . i . .. | Pichia
22 HUF17M3A21001 | Uziim ND Pichia kudriavzevii | Pichia kudriavzevii kudriavzevii
Kayseri2 - . . . Pichia
23 HUF17M3A31013 | Uziim ND Pichia manshurica | Pichia manshurica membranifaciens
Kayseri2 Candida L - - S . .. | Pichia
24 HUF17M3A32019 | Toprk crusei Pichia kudriavzevii | Pichia kudriavzevii kudriavzevii
Kirsehirl Candida S - - Methnickowia
25 HUF17M3C21050 | Uziim pucherrima Metschnikowia sp. Methnickowia sp. rubicola
26 Kirsehir2 Candida Methnickowia Methnickowia s Methnickowia
HUF17M3C31064 Uziim pucherrima | rubicola P. rubicola
27 Nevsehir2 ND Cryptococcus Cryptococcus Cryptococcus
HUF17M3D31087 | Uziim albidus adeliensis adeliensis
28 Nevsehir2 Candida Metschnikowia s Metchnikowia Methnickowia
HUF17M3D31090 | Uziim pucherrima P pulcherrima rubicola
Nevsehir2 - . Naganishia
29 | HUF17M3D32092 | Toparak ND Naganishia albida | ;i niacii Sekans yok
Nevsehir2 . . Naganishia Naganishia
30 HUF17M3D32093 | Toparak ND Naganishia albida vishniacii vishniacii
Nevsehir2 - . Naganishia
81 | {UF17M3D32096 | Toparak | NP Naganishia albida | ;o niacii Sekans yok
Aksaray?2 i . Naganishia Naganishia
%2 | HUF17M3E21109 | Uzim ND Naganishia albida | yiqpjagii vishniacii
Aksaray?2 Naganishia Naganishia i .
33 HUF17M3E21110 | Uziim ND uzbekistanensis vishniacii Naganishia albida
34 Aksaray?2 Candida Metschnikowia s Metchnikowia Methnickowia
HUF17M3E21115 | Uzim pucherrima P- pulcherrima rubicola
Aksaray?2 Candida I Saccharomycete Methnickowia
35 | HUF17M3E22117 | Toprak pucherrima | Metschnikowiasp. | o rubicola
36 Ankaral Priceomyce Metschnikowia s Saccharomycete Methnickowia
HUF17M3F21127 | Uziim s carsonii P- sp. rubicola
Ankaral L . Cryptococcus
37 HUF17M3F21128 | Toprak ND Naganishia albida adeliensis Sekans yok
38 Ankara2 ND Hanseniaspora Hanseniaspora Hanseniaspora
HUF17M3F31139 Uziim uvarum uvarum valbyensis
39 Ankara2 Kloeckera Hanseniaspora Hanseniaspora Hanseniaspora
HUF17M3F32141 | Toparak apiculata uvarum uvarum valbyensis
20 Eskisehirl Candida Saccharomvcete s Saccharomycete Methnickowia
HUF17M3G31147 | Uzim pucherrima YCELESD | g, rubicola
M Eskisehirl Candida Metschnikowia s Saccharomycete Methnickowia
HUF17M3G31150 | Uziim pucherrima P sp. rubicola
Eskisehirl Candida S Metchnikowia Methnickowia
42 HUF17M3G31152 | Uziim pucherrima Metschnikowia sp. pulcherrima rubicola
Eskigehirl Candida . I . .
43 HUF17M3G32153 | Toprak ND membranifaciens Candida friedrichii | Candida albicans
44 Cankiril ND Hanseniaspora Hanseniaspora Hanseniaspora
HUF17M3H21173 | Uziim aputiae aputua aputua
Cankiril Saccharomycete Methnickowia
4 | HuF17M3H21174 | Uziim ND Saccharomycete sp | o, rubicola
6 Cankaril Candida Metschnikowia Metchnikowia Methnickowia
HUF17M3H21175 | Uziim pucherrima | pulcherrima pulcherrima rubicola
47 Cankirl Peanibacill | Candida Aurobasidium Sekans yok
HUF17M3H22180 | Toprak us durus raillenensis pullulans Y
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48 Cankaril Burkholderi | Cryptococcus Cryptococcus Cryptococcus
HUF17M3H22182 | Toprak a diffusa laurentii laurentii adeliensis
Cankiri2 . . . . . . Pichia
49 HUF17M3H31185 | Uziim ND Pichia kudrievzevi Pichia kudrievzevi kudriavzevii
Cankir12 S .
50 HUF17M3H32189 | Toparak ND Naganishia albida | Sekans yok Sekans yok
Karamanl Candida Kluyveromyces Kluyveromyces
51 | HUF17M3H21196 | Uziim kefyr marxianus marxianus Sekans yok
50 Karamanl ND Cyriptococcus Cyriptococcus Cyriptococcus
HUF17M3H21197 | Uziim aerius aerius aerius
Karamanl Candida - . . . - .
53 HUF17M3H21199 | Uziim albicans Candida albicans Candida albicans Candida albicans
54 Karamanl Candida Metschnikowia Metchnikowia Methnickowia
HUF17M3H21200 | Uziim pucherrima | pulcherrima pulmeria rubicola
55 Karaman2 Candida Metschnikowia Metchnikowia Methnickowia
HUF17M3H21212 | Uziim pucherrima | pulcherrima pulmeria rubicola
Karaman2 L . Cryptococcus
5 | HUF17M3H22218 | Toprak ND Naganishia albida |/ e\icranensis Sekans yok

*ND: Tanimlanamadi

Gergeklestirilen MALDI-TOF MS analizleri tanimlama sonuglari ile molekiiler yontem
sorgulamalarini karsilastirdigimizda molekiiler tanimlama ile Metschnikowia sp. olarak
izolatlardan (HUF17M3F31135, HUF17M3F21123,
HUF17M3F21125) MALDI-TOF MS analizi ile S. cerevisiae olarak tanimlandigi tespit

tanimlanan uctinlin
edilmistir. MALDI-TOF MS ve molekiiler tanimlama sonuglar1 karsilastirildiginda
(Cizelge 4.19) sonuglarin S. cerevisiae tespitinde % 98.87 benzerlik gosterdigi
goriilmektedir. Molekiiler tanimlama ile S. cerevisiae tiirtinden farkli cins ve tiirde oldugu
tespit edilen izolatlarn MALDI-TOF MS ve molekiiler tanimlama sonuglar
karsilastirildiginda ise (Cizelge 4.20) MALDI-TOF MS tanimlama ile molekiiler
tanimlama sonuglarmin birbirinden yiiksek derecede farkliklar gosterdigi goriilmektedir.
Bu durum temelde 6rnek hazirlama prosediirleri ve veri kiitiiphaneleri yeterliligi ile
aciklanmaktadir [205]. Mikroorganizmalarin MALDI-TOF MS ile tanimlanmasi, ya
bilinmeyen organizmanin peptid kiitle parmak izinin (PMF), veritabaninda bulunan
peptid kiitle parmak izleri ile karsilastirilmasiyla ya da bilinmeyen organizmanin
biyobelirte¢lerinin kiitlelerinin proteome veritabani ile eslestirilmesiyle gergeklestirilir.
TOF 6l¢iim bilgilerine dayanarak ve bir karakteristik spektrumdan yararlanarak PMF’leri

tizerinden numune belirlemesini gergeklestirir [205].

Cizelge 4.19. 2018 yil1 ulusal iiniversite arastirmacilar1 ve i¢ Anadolu Bélgesi sehirleri
lizim baglarindan toplanan 6rneklerden izole edilen ve MALDI-TOF MS

analizlerine gore S. cerevisiae olarak tespit edilen izolatlar

MALDI-
No izolasyon Kodu Kaynagi TOF No izolasyon Kodu Kaynag MAg'(‘)ELIJ;LOF
Sonucu
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Kirikkale

1 HUF18M2Y10001 AUGMB . cerevisiae 46 HUF18M3B31006 Toprak S. cerevisiae
2 | HUF18M2Y10002 | AUGMB | S.cerevisiae | 47 HUF18M3B21008 %‘;&ﬁ‘ale S. cerevisiae
3 | HUF18M2Y10003 | AUGMB | S.cerevisiae | 48 HUF18M3B22010 %Eﬁ‘lfle S. cerevisiae
4 | HUF18M2Y10004 | AUGMB | S.cerevisiae | 49 HUF18M3C11001 E‘erz“r S. cerevisiae
5 HUF18M2Y10005 | AUGMB | S.cerevisiae | 50 HUF18M3C11002 E‘eri“r S. cerevisiae
6 | HUF18M2Y10006 | AUGMB | S.cerevisiae | 51 HUF18M3C12005 %ﬁg‘k‘r S. cerevisiae
7 | HUF18M2Y10007 | AUGMB | S.cerevisiae | 52 HUF18M3C21008 E‘erﬁi‘” S. cerevisiae
8 | HUF18M2Y10008 | AUGMB | S.cerevisiae | 53 HUF18M3C22010 Eé‘gf;‘k“ S. cerevisiae
9 | HUF18M2Y10009 | AUGMB | S.cerevisiae | 54 HUF18M3D11001 g%fjh‘r S. cerevisiae
.. . Nevsehir -
10 HUF18M2Y10010 AUGMB . cerevisiae 55 HUF18M3D11003 Uziim S. cerevisiae
.. - Nevsehir .
11 HUF18M2Y10011 AUGMB . cerevisiae 56 HUF18M3D21006 Usiim S. cerevisiae
12 | HUF18M2Y10012 | AUGMB | S.cerevisiae | 57 HUF18M3D21008 g%?ﬁh‘r S. cerevisiae
- L Aksaray i
13 HUF18M2Y10013 AUGMB . cerevisiae 58 HUF18M3E11003 Ugiim S. cerevisiae
- . Aksaray .
14 HUF18M2Y10014 AUGMB . cerevisiae 59 HUF18M3E12005 Toprak S. cerevisiae
. . Aksaray .
15 HUF18M2Y10015 AUGMB . cerevisiae 60 HUF18M3E21007 Ugziim S. cerevisiae
16 | HUF18M2Zz10001 | CUGMB | S.cerevisiae | 61 HUF18M3F11001 Ggﬁfga S. cerevisiae
17 | HUF18M2210002 | CUGMB | S.cerevisiae | 62 HUF18M3F11003 ﬁgﬁg a S. cerevisiae
18 | HUF18M2Z210003 | CUGMB | S.cerevisiae | 63 HUF18M3F11005 ﬁgﬁg a S. cerevisiae
19 | HUF18M2210004 | CUGMB | S.cerevisiae | 64 HUF18M3F21010 Ggﬁga S. cerevisiae
20 | HUF18M2210005 | CUGMB | S.cerevisiae | 65 HUF18M3F21012 Ggﬁga S. cerevisiae
21 | HUF18M2210006 | CUGMB | S.cerevisiae | 66 HUF18M3F22018 '.?‘g::rr:k S. cerevisiae
.. - Eskisehir .
22 | HUF18M2210007 | CUGMB | S.cerevisiae | 67 HUF18M3G11001 | > S. cerevisiae
.. . Eskisehir -
23 HUF18M2210008 CUGMB . cerevisiae 68 HUF18M3G11004 Uziim S. cerevisiae
.. - Eskisehir -
24 HUF18M2210009 CUGMB . cerevisiae 69 HUF18M3G21009 Uziim S. cerevisiae
25 | HUF18M2Z10010 | CUGMB | S.cerevisiae | 70 HUF18M3H11004 82‘;‘;:” S. cerevisiae
26 | HUF18M2210012 | CUGMB | S.cerevisiae | 71 HUF18M3H22007 %glr‘;k‘ S. cerevisiae
27 | HUF18M2210013 | CUGMB | S. cerevisiae | 72 HUF18M3H32012 %glr‘;k‘ S. cerevisiae
28 | HUF18M2210014 | CUGMB | S.cerevisiae | 73 HUF18M3111002 Szfnrlna” S. cerevisiae
29 | HUF18M2210015 | CUGMB | S.cerevisiae | 74 HUF18M3122005 .’Fg;?;“ka” S. cerevisiae
30 | HUF18M2710018 | CUGMB | S.cerevisiae | 75 HUF18M3122006 .*?g;?g“ka” S. cerevisiae
31 | HUF18M2210020 | CUGMB | S.cerevisiae | 76 HUF18M3J11004 ?'S’parz ‘ S. cerevisiae
32 | HUF18M2Z10021 | CUGMB | S.cerevisiae | 77 HUF18M3J21008 3‘;’3; S. cerevisiae
33 | HUF18M2210022 | CUGMB | S.cerevisiae | 78 HUF18M3J22010 %lpi . S. cerevisiae
34 | HUF18M2210023 | CUGMB | S.cerevisiae | 79 HUF18M3K11002 5233’;‘ S. cerevisiae
35 | HUF18M2210026 | CUGMB | S.cerevisiae | 80 HUF18M3K12004 .fggéi S. cerevisiae
36 | HUF18M2210029 | CUGMB | S.cerevisiae | 81 HUF18M3K21007 Egﬂzla S. cerevisiae
37 | HUF18M2210030 | CUGMB | S.cerevisiae | 82 HUF18M3L11001 E;’flgft S. cerevisiae
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38 | HUF18M2210031 | CUGMB | S.cerevisiae | 83 HUF18M3L12005 \T(g;?;; S. cerevisiae

39 | HUF1sM3A11001 | K&YSeM | o corevisiae | 84 HUF18M3L12007 | Yoz S. cerevisiae
Uziim Toprak

40 | HUF18M3A11003 | K&YSeM | s corevisiae | 85 HUF18M3L21008 | 10293t S. cerevisiae
Uzliim Uzliim

41 | HUF18M3A11005 | K& | s corevisiae | 86 HUF18M3L21010 | 10292t S. cerevisiae
Toprak Uziim

42 | HUF18M3A21007 | K&YSEM | o corevisiae | 87 HUF18M3L32011 | Yozt S. cerevisiae
Uziim Toprak

43 | HUF18M3A22000 | K&YSeM | s corevisiae | 88 HUF18M3L32014 | Yoz9at S. cerevisiae
Toprak Toprak

44 | HUF18M3B11002 | Kimkkale | o corovisiae | 89
Uziim
Kirikkale .

45 HUF18M3B12004 Toprak S. cerevisiae 90

*ND: Tanimlanamadi

Cizelge 4.20. 2018 yil1 ulusal iiniversite arastirmacilar1 ve I¢ Anadolu Bolgesi sehirleri
liziim baglarindan toplanan Orneklerden izole edilen MALDI-TOF MS

analizlerine gore S. cerevisiae olarak tespit edilmeyen izolatlar

. . MALDI-TOF . - MALDI-TOF
No Izolasyon Kodu Kaynag Sonucu No Izolasyon Kodu Kaynag Sonucu
1 | HUF18M2z10011 | CUGMB Priceomyces | 1y | jur1gmaBzo11 | Kinkkale | Candida
carsonii Toprak pelliculosa
2 | HUF18M2210016 | CUGMB Gelisim 11 | HUF18M3C12006 | Kirsehir | Candida
yok Toprak pelliculosa
- Gelisim Kirsehir Aspergillus
3 | HUF18M2Zz10017 | CUGMB yok 12 | HUFIBM3C32012 | ool Havusloryzae
.. Nevsehir Candida
4 | HUF18M2Z710024 | CUGMB ND 13 | HUFIBM3D22011 |yt oucherrima
5 | HUF18M2Z210025 | CUGMB ND 14 | HUF18M3D32013 | Nevsehir | Priceomyces
Toprak carsonii
6 | HUF18M2Z10019 | CUGMB Gelisim 15 | HUF18M3F12007 | ATkaa |y
yok Toprak
7 HUF18M2710027 | CUGMB ND 16 | HUF18M3G12006 Ef)l;‘rief“ ND
.. Cankirt
8 | HUF18M2710028 | CUGMB ND 17 | HUFI8M3HL1001 | gt ND
Kirikkale Candida Karaman
9 | HUFIBM3BI2005 | poo ropicalis 18 | HUF18M3I11003 | 1 ND

*ND: Tanimlanamadi

Uc farkli gen bolgesi kullanilarak elde edilen sekans verilerinin NCBI BLAST
sorgulamasi sonucunda su sonuglar elde edilmistir. ITS gen bolgesi ile yapilan NCBI
BLAST sorgulamasinda sorgulanan 120 izolattan 25 tanesinin S. cerevisiae tiiriine ait
oldugu, 38 tanesinin Saccharomycete sp. sinifina ait oldugu, 5 tanesinin Cryptococcus,
6 tanesinin Candida, 8 tanesinin Naganishia, 4 tanesinin Pichia, 4 tanesinin
Wickerhamomyces, 21 tanesinin Metchnikowia, 4 tanesinin Hanseniaspora, 1 tanesinin
Kluyveromyces, 1 tanesinin Yarrowia, 1 tanesinin Solicoccozyma cinsinin farkli tiirlerine
ait oldugu, 2 adet izolasyona ait sekans verisi elde edilemediginden sorgulama sonucu

elde edilemedigi tespit edilmistir.

152



LSU gen bolgesi ile yapilan NCBI BLAST sorgulamasinda 120 izolattan 27 tanesi S.
cerevisiae tiiriine ait oldugu, 41 tanesinin Saccharomycete sp. sinifina ait oldugu, 7
tanesinin Cryptococcus, 5 tanesinin Candida, 6 tanesinin Naganishia, 4 tanesinin
Pichia, 4 tanesinin Wickerhamomyces, 17 tanesinin Metchnikowia, 4 tanesinin
Hanseniaspora, 1 tanesinin Aurobasidium, 1 tanesinin Kluyveromyces, 1 tanesinin
Yarrowia, 1 tanesinin Solicoccozyma cinsinin farkli tiirlerine ait oldugu, 1 adet izolasyona
ait sekans verisi elde edilemediginden sorgulama sonucu elde edilemedigi tespit

edilmistir.

RPB2 gen bolgesi ile yapilan NCBI BLAST sorgulamasinda sorgulanan 120 izolattan 58
tanesi S. cerevisiae tiiriine ait oldugu, 1 tanesinin Saccharomycete sp. sinifina ait oldugu,
6 tanesinin Cryptococcus, 5 tanesinin Candida, 3 tanesinin Naganishia, 4 tanesinin
Pichia, 2 tanesinin Wickerhamomyces, 24 tanesinin Metchnikowia, 4 tanesinin
Hanseniaspora, 1 tanesinin Yarrowia, cinsinin farkli tiirlerine ait oldugu, 12 adet
izolasyona ait sekans verisi elde edilemediginden sorgulama sonucu elde edilemedigi
tespit edilmistir.  MALDI-TOF MS tanimlamalarinda ise 120 izolattan 63 tanesi S.
cerevisiae tiirline ait oldugu, 27 tanesinin Candida, 1 tanesinin Penibacillus, 1 tanesinin
Burkholderia, 1 tanesinin Kloeckera, 1 tanesinin Priceomyces, gruplarina ait tiirler
oldugu, 26 tanesinin ise tespit edilemedigi belirlenmistir. Klasik tanimlama, molekiiler
tanimlama ve MALDI-TOF tanimlamalar1 ayni anda degerlendirildiginde ise 2016-2017
yillarma ait 120 adet 64 adet izolasyonun S. cerevisiae tiiriine ait oldugu belirlenmistir.
Farkli kaynaklardan elde edilen tiim izolatlara ait ITS, LSU, RPB2 gen bolgeleri NCBI
tarama sonuglart ve MALDI-TOF MS tanimlama sonuglart dagilimimi ifade eden
Ozetlenmis cizelgelar asagida (Cizelge 4.23., Cizelge 4.24, Cizelge 4.25 ve Cizelge
4.26,)’da verilmistir. Tiim bu degerlendirmeler géz dniinde tutularak elde edilen izolatlar
9 taksonomik grup (Takson-1=Saccharomycete sp., Takson-2=S. cerevisiae, Takson-
3=Cryiptococcus sp., Takson-4=Nagenishia sp., Takson-5=Pichia sp., Takson-
6=Candida sp., Takson-7=Wickehamomyces sp., Takson-8=Metchnikowia sp., Takson-

9=Hanseniaspora sp.,) ve diger taksonomik grup olusturmayan tiirler olarak ayrilmistir.
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Cizelge 4.21. On tanimlamalar1 yapilan 120 izolatn ITS gen bélgesi sekans sonuglarinin

BLAST sorgulamasina gore gruplara dagilimi

2016 Yi 2017 Yih

S. cerevisiae | Saccharomycete sp. ?:xgr‘;:r S. cerevisiae | Saccharomycete sp. I;:lgrﬁ:r
Grup 1 19 - 1 Grup 1 - - -
Grup 2 3 - 7 Grup 2 - - -
Grup 3 2 - - Grup 3 - - -
Grup4 S. cerevisiae | Saccharomycete sp. Grup4 S. cerevisiae | Saccharomycete sp. Diger
(Sehirler) (Sehirler) Tiirler
Kayseri - - 5 Kayseri - - 3
Kirikkale - 3 2 Kirikkale - 1 -
Kirsehir - 2 2 Kirsehir 1 2 2
Nevsehir - 2 2 Nevsehir - 3 5
Aksaray - 1 - Aksaray - 3 4
Ankara - 3 - Ankara - 5 7
Eskisehir - 3 1 Eskisehir - 3 3
Cankin - 2 - Cankiri - 2 5
Karaman Karaman - 3 6
Sivas Sivas
Konya Konya
Yozgat Yozgat
Toplam 24 16 20 | Toplam 1 22 35

Cizelge 4.22. On tanimlamalar1 yapilan 120 izolatn LSU gen bolgesi sekans

sonuglarinin BLAST sorgulamasina gore gruplara dagilimi

2016 Yi 2017 Yih

S. cerevisiae | Saccharomycete sp. ?:igrel:r S. cerevisiae Saccharomycete sp. IT);g:l’:r
Grupl 19 - 1 Grup1 - - -
Grup 2 3 - 7 Grup 2 - - -
Grup 3 2 - - Grup 3 - - -
Grup 4 S. cerevisiae | Saccharomycete sp. Grup 4 S. cerevisiae Saccharomycete sp. Diger
(Sehirler) (Sehirler) Tiirler
Kayseri - - 5 Kayseri - - 3
Kirikkale - 3 2 Kirikkale - 1 -
Kirsehir - 3 3 Kirsehir 2 2 -
Nevsehir - 2 2 Nevsehir - 3 4
Aksaray - 1 1 Aksaray - 4 4
Ankara - 2 2 Ankara 1 9 3
Eskisehir - 4 3 Eskisehir - 3 3
Cankir - 2 2 Cankin - 2 6
Sivas Sivas
Konya Konya
Yozgat Yozgat
Toplam 24 17 28 | Toplam 3 24 23
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Cizelge 4.23. On tanimlamalar1 yapilan 120 izolatin RPB2 gen bdlgesi sekans

sonuglarinin BLAST sorgulamasina gore gruplara dagilimi

2016 Yil 2017 Yih

S. cerevisiae | Saccharomycete sp. ];Lgrel:r S. cerevisiae Saccharomycete sp. I;:lgrel:r
Grup 1 19 - 1 Grup 1 - - -
Grup 2 3 - 7 Grup 2 - - -
Grup 3 2 - - Grup 3 - - -
Grup4 S. cerevisiae | Saccharomycete sp. Grup4 S. cerevisiae Saccharomycete sp. Diger
(Sehirler) (Sehirler) Tiirler
Kayseri - - 4 Kayseri 0 - 3
Kirikkale 2 - 3 Kirikkale 0 1 -
Kirsehir 3 - 2 Kirsehir 3 - 1
Nevsehir 2 - 2 Nevsehir 3 - 2
Aksaray 2 - - Aksaray 3 - 2
Ankara 2 - - Ankara 4 - 5
Eskisehir 3 - 1 Eskisehir 2 - 4
Cankin 2 - - Cankiri 3 - 7
Karaman Karaman 0 - 5
Sivas Sivas
Konya Konya
Yozgat Yozgat
Toplam 40 0 20 | Toplam 18 1 29

Cizelge 4.24. Izolatlarm tamammim MALDI-TOF MS analiz sonuglar1 dogrultusunda

gruplara dagilimi
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2016 Yih 2017 Yi
S. cerevisiae Saccharomycete sp. | Diger S. cerevisiae | Saccharomycete sp. Diger
Tiirler Tiirler
Grup 1 19 1 Grup 1l - - -
Grup 2 3 7 Grup 2 - - -
Grup 3 3 0 Grup 3 - - -
?sl:ljl‘i)rfer) S. cerevisiae | Saccharomycete sp. ?Sgljn?r;ler) S. cerevisiae | Saccharomycete sp. E:ig:;Zr
Kayseri - - 1 Kayseri - - 1
Kirikkale 2 - 3 Kirikkale 2 - -
Kirsehir 3 - 2 Kirsehir 3 - 2
Nevsehir 2 - - Nevsehir 3 - -
Aksaray 1 - - Aksaray 3 - 2
Ankara 1 - - Ankara 7 - 3
Eskisehir 3 - 2 Eskisehir 3 - 2
Cankiri 2 - - Cankin 4 - 3
Karaman Karaman 0 - 2
Sivas Sivas
Konya Konya
Yozgat Yozgat
Toplam 39 0 16 Toplam 25 0 15
2018 Yilh
S. cerevisiae | Saccharomycete sp. | Diger
Tiirler
Grup 1
Grup 2 31 | 15
Grup 3
(GSE:Lljlii)rffer) S. cerevisiae | Saccharomycete sp.
Kayseri 5 - 0




Kirikkale 6 - 1
Kirsehir 5 - 2
Nevsehir 4 - 2
Aksaray 3 - 0
Ankara 6 - 1
Eskisehir 3 - 1
Cankir1 3 - 1
Karaman 3 - 1
Sivas 3 - 1
Konya 3 - 0
Yozgat 7 - 1
Toplam 82 0 26

Ticari kaynaklardan (Grup 1), kiiltiir kolleksiyonlarindan (Grup 2), iniversite
arastirmacilarindan (Grup 3 2016-2017-2018 yillar1), I¢ Anadolu Bélgesi sehitlerinden
(2016-2017-2018 yillar1 hasat doneminde) toplanan iiziim ve toprak 6rneklerinden (Grup
4) izole edilen suslarin 6n tanimlamalari (makroskobik, mikroskobik,biyokimyasal)
yollarla yapilmistir. Yapilan kalsik 6n tanimlamalar ve MALDI-TOF tanimlamalart ile S.
cerevisiae tiiriine ait 6zellikler sergileyen 152 adet izolasyon belirlenmistir. Belirlenen bu
152 izolasyondan 2016-2017 yillarinda elde edilen ve 6n tanimlamalar ile S.cerevisiae
olarak tanimlanan 120 izolasyon iizerinde molekiiler tanimlama analizleri uygulanmistir.
Uygulanan molekiiler ve MALDI-TOF tanimlamalar1 sonucunda 120 adet izolasyonun
54 adedi S. cerevisiae tiiriinden farkl: tiirde mikroorganizma olarak belirlenmis, 2 adedi
tanimlanamamis, 64 adedi ise S. cerevisiae olarak tanimlanmigtir. Biitiin bu tanimlama
sonuglart ve 120 izolasyon {izerinde DNA barkodlarinin belirlenecegi i¢ farkli gen
bolgesi (ITS, LSU, RPB2) sekans verilerinin NCBI (BLAST) sorgulama sonuglar1 da
dikkate alinarak olusturulacak filogenetik iliski ve barkod degerlendirmeleri bu sonuglar
tizerinde yapilmistir. Molekiiler tanimlama amaciyla yapilan sorgulama sonuglari
neticesinde ITS gen bolgesi sorgulamalarina gore 25 adet izolasyon S. cerevisiae tiiriine
ait, 38 adet izolasyon Saccharomyces sp. ailesine ait, 2 adet izolasyonun sekans
sorgulama sonucu elde edilememis, geri kalanlar ise farkli cins mikro organizma
gruplarina ait olarak tespit edilmistir. LSU gen bdlgesi sorgulamalarina gore 27 adet
izolasyon S. cerevisiae tiiriine ait, 41 adet izolasyon Saccharomyces sp. ailesine ait, 1 adet
izolasyonun sekans datasi elde edilememis, geri kalanlar ise farkli cins mikro organizma
gruplarina ait olarak tespit edilmistir. RPB2 gen bolgesi sorgulamalarina gore 58 adet
izolasyon S. cerevisiae tiiriine ait, 1 adet izolasyon Saccharomyces sp. ailesine ait, 12 adet
izolasyonun sekans datasi elde edilememis, geri kalanlar ise farkli cins mikro organizma
gruplarina ait olarak tespit edilmistir. Biitlin bu molekiiler ve MALDI-TOF MS
analizlerinin sonuclar1 detayli olarak yukarida (Cizelge 4.23-4.26)’da verilmistir. Yapilan
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tanimlama yontemleri karsilastirildiginda bazi izolasyonlarda (6rnek: izolasyon
HUF17M3F21125 ITS gen bolgesi i¢in Metschnikowia pulcherrima, LSU gen bolgesi
icin Saccharomycete sp. ve RPB2 gen bolgesinde sekans verisi yok veya S. cerevisiae)
farkli gen bolgeleri icin farkli sonuglar vermis oldugu gozlemlenmistir. Bazi
izolasyonlarda ITS veya LSU gen bolgesi sorgulamalarinda Metschnikowia olarak sonug
elde edilirken ayn1 izolasyonlar RPB2 gen bolgesi sorgulamalarinda S. cerevisiae olarak
sonu¢ vermistir. Bu tlir durumlarda filogenetik karsilastirma ve barkod analizine gegerken
MALDI-TOF MS degerlendirmeleri de géz onilinen alinarak devam edilmistir. Tiim
degerlendirmelerin ortak sonucu olarak 120 izolattan 64 tanesinin S. cerevisiae tiiriine ait
oldugu sonucuna varilmistir ve olusturulan barkodlama degerlendirmeleri bu ortak
degerlendirme sonucu dikkate alinarak yapilmistir. Herbir gen bolgesinin filogenetik

iligkileri ¢ikarilirken kendi BLAST sorgulama sonucuna gore isimlendirilmistir.

izolasyonlari sekans verileri ve barkod sekans verileri iizerinden olusturulan filogenetik
agaclar ayrim basarilarinin degerlendirilmesi i¢in temel olusturmaktadir. Gen bolgelerine
bagli olarak izolasyon sekans verileri ve barkod sekans verilerinin ayrim basarilar
degerlendirilirken tiirlerin hangi taksonlarda yer aldig ve tiir i¢i dagilimin kaynaklara
gore ve yillara gore hangi oranda ayrigim gosterdigi géz oniinde bulundurulmustur. Bu
noktada DNA barkod yapilarinin ortaya konmasinda kullanilan 120 adet izolasyon
tizerinde yapilan MALDI-TOF MS ve molekiiler tanimlama sonuglar1 da dikkate alinarak
hangi taksonlarda yer aldiklar1 (Takson-1=Saccharomycete sp., Takson-2=S. cerevisiae,
Takson-3=Cryiptococcus sp. vb.), sayilari, taksonomik grup kodlar1 (Al, A2, B1,C1,
D.EF,G,H,J,K,L,M,0,P,R,S, T,U,V) ve gen bolgesine gore sayi bilgileri asagida (Cizelge
4.27) verilmistir.

Cizelge 4.25. Elde edilen 120 izolasyonun molekiiler ve MALDI-TOF MS

tanimlamalar1 sonucunda yer aldiklari taksonomik siniflar

Ortak
Taksonomik Taksonomik ITS LSU RPB2 MALDI-
Degerlendirme
Grup Grup (Adet) | (Adet) | (Adet) TOF (Adet)
e
Kodu (Adet)
Takson-1
(A1) 38 41 1 0 1
Saccharomycete sp.
Takson-2
L. (A2) 25 27 58 63 64
S. cerevisiae
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Takson-3
. (B1) 5 7 6 0 4
Cryiptococcus sp.
Takson-4
- (C1) 8 6 3 0 7
Nagenishia sp.
Takson-5
L. D 4 4 4 0 4
Pichia sp.
Takson-6
. (E) 6 5 5 27 8
Candida sp.
Takson-7
. (F) 4 4 2 0 4
Wickehamomyces sp.
Takson-8
(G) 21 17 24 0 17
Metchnikowia sp.
Takson-9
. (H) 4 4 4 0 4
Hanseniaspora sp.
Yarrovia sp. 1 1 1 0 1
P &)
Solicoccozyma sp. (K) 1 1 0 0 1
Kluyveromyces sp. (L) 1 1 0 0 1
Burkholderia sp. (M) 0 0 0 0 0
Kloeckera sp. ©) 0 0 0 1 0
Priceomyces sp. (P) 0 0 0 1 0
Peanibacillus sp. (R) 0 0 0 1 1
Burkholderia sp. ©) 0 0 0 1 1
Aurobasidium sp. (M) 0 1 0 0 0
Tanimlanamayan (9)] 0 0 0 26 2
Sekans yok V) 2 1 12

DNA barkod yapilarinin ortaya konmasinda kullanilan 120 adet izolasyonun hangi
kaynaklardan (T=ticari, CC=kiiltiir kolleksiyonu, UUA=Ulusal {iniversite arastirmacilari,
[-KAY-16=Kayseri ili 2016 yili izolasyonu, I-KAY-17=Kayseri ili 2017 izolasyonu, I-
ANK-16=Ankara ili 2016 izolasyonu, I-ANK-17=Ankara ili 2017 izolasyonu vb.)
geldigi, kaynak grubu kodlari, hangi taksonlarda yer aldiklari, taksonomik grup kodlari
(Takson-1(A2)=Saccharomycete  sp.,  Takson-2(A2)=S. cerevisiae,  Takson-
3(B1)=Cryiptococcus sp., Takson-4(Cl)=Nagenishia sp., Takson-5(D)=Pichia sp.,
Takson-6(E)=Candida sp., Takson-7(F)=Wickehamomyces sp., Takson-
8(G)=Metchnikowia sp., Takson-9(H)=Hanseniaspora sp., vb.),, izolasyonun ID bilgisi,

ornek numarasi asagida (Cizelge 4.28) verilmistir.
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Cizelge 4.26. Elde edilen 120 izolasyonun dagilim grafiklerinde kullanilan kodlamalari

. Taksonomik izolasyon Kaynagi
Sira Ornek Izolasyon Grup Grup
No Numarasi ID
Kodu Kodu

1 1 HUF16M0T10001 A2 T

2 2 HUF16M0T10002 A2 T

3 3 HUF16M0T10003 A2 T

4 4 HUF16MO0T10004 E T

5 5 HUF16M0T10005 A2 T

6 6 HUF16M0T10006 A2 T

7 7 HUF16M0T10007 A2 T

8 8 HUF16M0T10008 A2 T

9 9 HUF16MO0T10009 A2 T

10 10 HUF16M0T10010 A2 T

11 11 HUF16M0T10011 A2 T

12 12 HUF16M0T10012 A2 T

13 13 HUF16M0T10013 A2 T

14 14 HUF16MO0T10014 A2 T

15 15 HUF16M0T10016 A2 T

16 16 HUF16M0T10017 A2 T

17 17 HUF16M0T10018 A2 T

18 18 HUF16M0T10019 A2 T

19 19 HUF16M1C0001 A2 cc

20 20 HUF16M1C0002 A2 ccC

21 21 HUF16M1C0003 A2 cc

22 22 HUF16M1C0004 A2 T

23 23 HUF16M2K10001 F UUA

24 24 HUF16M2K10003 F UUA

25 25 HUF16M2K10004 A2 UUA

26 26 HUF16M2K10005 E UUA

27 27 HUF16M2K10006 A2 UUA

28 28 HUF16M2K10007 A2 uUA

29 29 HUF16M2K10009 F UUA

30 30 HUF16M2K10010 F UUA

31 31 HUF16M2K10011 J UUA

32 32 HUF16M2K10015 E UUA

33 33 HUF16M3A11002 E [-KAY-16

34 34 HUF16M3A11003 H [-KAY-16

35 35 HUF16M3A12012 B1 [-KAY-16

36 36 HUF16M3A12013 B1 I-KAY-16

37 37 HUF16M3A12014 C1 [-KAY-16

38 38 HUF16M3B11016 E [-KIRK-16

39 39 HUF16M3B11017 A2 [-KIRK-16
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40 40 HUF16M3B11020 G i-KIRK-16
a1 a1 HUF16M3B11021 A2 [-KIRK-16
42 42 HUF16M3B11023 G [-KIRK-16
43 43 HUF16M3C11031 A2 [-KIRS-16
44 44 HUF16M3C11032 A2 [-KIRS-16
45 45 HUF16M3C11033 A2 [-KIRS-16
46 46 HUF16M3C11034 [-KIRS-16
47 47 HUF16M3C12041 K [-KIRS-16
18 48 HUF16M3D11047 A2 I-NEVS-16
19 49 HUF16M3D11048 A2 I-NEVS-16
50 50 HUF16M3D11049 G I-NEVS-16
5 51 HUF16M3D11052 G I-NEVS-16
5 5 HUF16M3E11059 A2 i-AKS-16
53 53 HUF16M3F11076 A2 I-ANK-16
5 5 HUF16M3F11078 A2 I-ANK-16
. . HUF16M3G11085 A2 [-ESK-16
5 5 HUF16M3G11086 A2 [-ESK-17
57 57 HUF16M3G11088 A2 [-ESK-17
. . HUF16M3G11089 G [-ESK-17
5 5 HUF16M3H11101 A2 [-CANK-16
60 60 HUF16M3H11104 A2 I-CANK-16
61 61 HUF17M3A21001 D [-KAY-17
6 6 HUF17M3A31013 D [-KAY-17
63 63 HUF17M3A32019 D I-KAY-17
o 6 HUF17M3B32047 A2 [-KIRK-17
o o HUF17M3C21050 G [-KIRS-17
6 66 HUF17M3C31063 A2 [-KIRS-17
o7 67 HUF17M3C31064 G [-KIRS-17
68 68 HUF17M3C31065 A2 [-KIRS-17
6 6 HUF17M3C31066 A2 [-KIRS-17
20 20 HUF17M3D31086 A2 I-NEV-17
11 11 HUF17M3D31087 Bl I-NEV-17
7 7 HUF17M3D31088 A2 I-NEV-17
73 73 HUF17M3D31089 A2 I-NEV-17
24 24 HUF17M3D31090 G I-NEV-17
. . HUF17M3D32092 C1 I-NEV-17
76 76 HUF17M3D32093 c1 I-NEV-17
77 77 HUF17M3D32096 C1 I-NEV-17
78 78 HUF17M3E21109 C1 [-AKS-17
79 79 HUF17M3E21110 C1 [-AKS-17
80 %0 HUF17M3E21112 A2 [-AKS-17
o1 ol HUF17M3E21113 A2 [-AKS-17
8 o HUF17M3E21114 A2 i-AKS-17
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83 83 HUF17M3E21115 G I-AKS-17
84 84 HUF17M3E22117 G I-AKS-17
85 85 HUF17M3F21122 A2 I-ANK-17
86 86 HUF17M3F21123 A2 I-ANK-17
87 87 HUF17M3F21124 A2 I-ANK-17
88 88 HUF17M3F21125 A2 I-ANK-17
89 89 HUF17M3F21126 A2 I-ANK-17
90 90 HUF17M3F21127 G I-ANK-17
o1 o1 HUF17M3F21128 U I-ANK-17
92 92 HUF17M3F21134 A2 I-ANK-17
93 93 HUF17M3F31135 A2 I-ANK-17
94 94 HUF17M3F31136 A2 [-ANK-17
95 95 HUF17M3F31139 H I-ANK-17
96 96 HUF17M3F32141 H I-ANK-17
97 97 HUF17M3F32146 A2 I-ANK-17
98 98 HUF17M3G31147 Al I-ESK-17
99 99 HUF17M3G31150 Al I-ESK-17
100 100 HUF17M3G31151 Al 1-ESK-17
101 101 HUF17M3G31152 G I-ESK-17
102 102 HUF17M3G32153 E I-ESK-17
103 103 HUF17M3G32157 A2 1-ESK-17
104 104 HUF17M3H21173 H I-CANK-17
105 105 HUF17M3H21174 Al I-CANK-17
106 106 HUF17M3H21175 G I-CANK-17
107 107 HUF17M3H22179 A2 I-CANK-17
108 108 HUF17M3H22180 R I-CANK-17
109 109 HUF17M3H22182 S I-KARM-17
110 110 HUF17M3H31185 D I-KARM-17
11 11 HUF17M3H32189 C1 I-KARM-17
112 112 HUF17M3H21196 L [-CANK-17
113 113 HUF17M3H21197 Bl I-CANK-17
114 114 HUF17M3H21199 E I-CANK-17
115 115 HUF17M3H21200 E I-CANK-17
116 116 HUF17M3H21208 A2 I-CANK-17
17 117 HUF17M3H21209 A2 I-CANK-17
118 118 HUF17M3H21210 A2 I-CANK-17
119 119 HUF17M3H21212 E I-CANK-17
120 120 HUF17M3H22218 U I-KARM-17

DNA barkodlarinin ortaya konulmasinda kullanilmis olan 120 izolatin tamaminin yillara

ve kaynaklarina gore dagilimini veren 6zet tablo asagida (Cizelge 4.29°da) verilmistir.
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Cizelge 4.27. DNA barkodlamada kullanilan izolasyonlarin izolasyon

yillaria gore dagilimlari

kaynaklar1 ve

. 9 Tiim Suslar Tiim Suslar

izolasyon Kaynag Izolasyoné(oadyl:l agi Grup Say1 (Sadset) Say1 (Sadset) (2&%?:2817)
(2016) (2017)

Ticari Maya
I"Jreticileriy T 19 0 19
Kiiltiir
Kolleksiyonlari e 3 0 3
e 1 : 1

1zolasyon )

Kaynag Izolasyon
izolasyon kaynag G}ll'u pg Sa(yzlo(fél)et) KaynaglyGrup Sa(yzlo(f;i)et) @ (-)I;L%F:-Ig(r)?l?)

Kodu Kodu (2017)
(2016)

Kayseri I-KAY-16 5 I-KAY-17 3 8
Kirikkale I-KIRK-16 5 I-KIRK-17 1 6
Kirsehir [-KIRS-16 5 [-KIRS-17 5 10
Nevsehir I-NEVS-16 4 I-NEVS-17 8 12
Aksaray I-AKS-16 1 I-AKS-17 7 8
Ankara I-ANK-16 2 [-ANK-17 13 15
Eskisehir I-ESK-16 4 I-ESK-17 6 10
Cankir1 I-CANK-16 2 [-CANK-17 13 15
Karaman I-KARM-16 0 I-KARM-17 4 4
Sivas i-siv-16 0 [-siv-17 0 0
Konya [-KON-16 0 [-KON-17 0 0
Yozgat I-YOz-16 0 i-yoz-17 0 0

DNA barkodlarinin ortaya konulmasinda kullanilmig olan 120 izolattan S.cerevisiae
olarak tanimlanan izolatlarin yillara ve kaynaklarina goére dagilimimi veren 6zet tablo

asagida ( Cizelge 4.30 ‘da) verilmistir.

Cizelge 4.28. DNA barkodlamada kullanilan S.

cerevisiae olarak tanimlanan

izolasyonlarin izolasyon kaynaklari ve yillarina gore dagilimlar

izolasvon Kavnaé Gru S. cerevisiae | S. cerevisiae Toolam
izolasyon Kaynag y Kodyu g P Say1 Adet Say1 Adet (201622017)
(2016) (2017)
Ticari Maya
Ureticileri i 19 0 19
Kiiltiir
Kolleksiyonlari ce 3 0 3
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Universiste VA 3 0 3
Arastirmacilari i ]
Izolasyon Izolasyon

. ) Kaynagi S. cerevisiae Kaynagi S. cerevisiae Toplam
Izolasyon Kaynagi Grup Say1 Adet Grup Say1 Adet (2016+2017)

Kodu (2016) Kodu (2017)

(2016) (2017)
Kayseri [-KAY-16 0 -KAY-17 0 0
Kirikkale I-KIRK-16 2 I-KIRK-17 1 3
Kirsehir I-KIRS-16 3 [-KIRS-17 3 6
Nevsehir I-NEVS-16 2 I-NEVS-17 3 5
Aksaray [-AKS-16 1 [-AKS-17 3 4
Ankara I-ANK-16 2 I-ANK-17 8 10
Eskisehir I-ESK-16 3 I-ESK-17 2 5
Cankin I-CANK-16 2 [-CANK-17 4 6
Karaman [-KARM-16 0 I-KARM-17 0 0
Sivas i-Siv-16 0 [-siv-17 0 0
Konya i-KON-16 0 i-KON-17 0 0
Yozgat i-Yyoz-16 0 i-yoz-17 0 0

NCBI veri tabani iizerinde yapilan gen bolgeleri sekans sorgulamalari sonrasinda
MALDI-TOF MS tanimlamalar1 ve molekiiler tanimlamalar1 yapilmis olan suslarin tiirler
arast yakinlik uzaklik iliskilerinin belirlenmesi amaciyla elde edilen sekans verileri
tizerinden CLUSTALW programindan filogenetik iliski agaglar1 ortaya konmustur.
Herbir gen bolgesi igin barkod yapisi olarak kullanilacak sekans bolgelerinin belirlenmesi
ve karsilastirmalarin yapilmasi i¢in MEME yazilimi kullanilarak elde edilen motifler
iizerinden filogenetik aga¢ olusturma islemleride CLUSTALW programi kullanilarak
ortaya konmustur. Ayrica elde edilen filogenetik agaclardan tiirlerin birbirlerine olan
uzaklik verileri XLSAT programi kullanilarak ¢ok boyutlu 6l¢geklendirmeye tabi tutularak
X-y diizleminde uzaklik dagilimini veren grafiklerle de 6zetlenmistir. Elde edilen dagilim
grafikleri filogenetik iliski agaclarina ek olarak asagida (Sekil 4.13., Sekil 4.15., Sekil
4.17., Sekil 4.19., Sekil 4.21., Sekil 4.23., Sekil 4.27., Sekil 4.29., Sekil 4.31., Sekil 4.33.,
Sekil 4.35., Sekil 4.37., Sekil 4.39., Sekil 4.41., Sekil 4.43.)’de verilmistir. Her bir gen
bolgesi izolasyon sekanslar1 ve barkod sekanslarina ait ayrim basar1 sonuglar 6zetlemis
olarak asagida (Cizelge 4.32. - Cizelge 4.33.)’de verilmistir. izolasyonlarin tamamu igin
ve S. cerevisiae olarak belirlenen izolasyonlar igin her bir gen bolgesi ve barkod bolgeleri
icin elde edilen filogenetik agaclar asagida (Sekil 4.12., Sekil 4.14., Sekil 4.16., Sekil
4.18., Sekil 4.20., Sekil 4.22., Sekil 4.24., Sekil 4.26., Sekil 4.28., Sekil 4.30., Sekil 4.32.,
Sekil 4.34., Sekil 4.36., Sekil 4.38., Sekil 4.40., Sekil 4.42.)’de verilmistir. Elde edilen

filogenetik agaglarda Orneklerin tamaminin birbiriyle karsilastirilmasi, taksonlarin
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birbirleriyle karsilastirilmasi, izolasyon kaynaklarina gére (Grup 1- Grup 2- Grup 3- Grup
4), izolasyon yillarina gore (2016-2017) ve cografik konumlarina gore karsilastirilmalari
yapilip degerlendirmeye alinmistir. Ayrica molekiiler ve MALDI-TOF MS
tanimlamalarina gore S. cerevisiae olarak tanimlanan izolatlarin tiir iginde
karsilastirilmalart yapilmistir. Elde edilen filogenetik agaclar ortaya konulan barkod
sekanslariin degerlendirilmesi i¢in yol gosterici oldugundan oldukg¢a 6nemlidir.

Izolatlara ait gen bélgelerinin filogenetik agaclari olusturulurken her bir gen bélgesi igin
(ITS, LSU, RPB2) izolatlarin tamami ve S. cerevisiae olarak tanimlananlar igin ayr1 ayri
degerlendirmeler (Ornek: Sekil 4.12 izolasyonlarm tamaminin (120 izolat) ITS gen
bolgesi filogenetik agaci, Sekil 4.16 S. cerevisiae olarak tanimlanan izolasyonlarin ITS
gen bolgesi filogenetik agaci, ve Sekil 4.14 izolasyonlarin tamaminin (120 izolat) ITS
gen barkod sekanslarinin filogenetik agaci, Sekil 4.18 S. cerevisiae olarak tanimlanan
izolasyonlarin ITS gen bolgesi barkod sekanslarinin filogenetik agaci) yapilmistir. Elde
edilen 120 izolata ait sekans verileri ve MEME programi kullanilarak elde edilen barkod
sekans verileri iizerinden ClustalW programi ile elde edilen filogenetik agag¢larin basarili

ayrim yapma konusundaki degerlendirmeleri asagida 6zetlendigi sekilde bulgulanmistir.
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o
-

67 Methntckouls_sp, PUFIIWCII0RS. (3.44261)
. _ (e.eny

175_46_Metnoickomda_sp. HUFIERICIIEN_ (4. 384725}

5108 fercbasidiue_pullulans HFIMBE2I08._ (4.67811)

LET
[EREHTY 17586 Eaccharomycete_sp. MFTMIFIIII_ (8385635
175_ie Mot chatiouta_pulcharriss_HUFITIFIIN_ (9.271827)
I15_33_pethatckouts_rubicols_HUFLSRIALLOND (8. 501435)
o

175_58_Saceharomycete_sp._HIFISMIOTION_ (3.2710m)

IFS_51_Meechrikouts_pulneris MFIS01150_ (9.16272)

11588 menmickaia_sp. HIFIEAIGIION_ (2. 3511
ouesees)

17576 Nagantsh1a_visnntacta_WFIINSOIINY. (0. EE1)

115_11_Cryptocnceus sselisnsts WFLTMSOIONT_ (9.142889)

IT3 13 Sebans_yoh purimiadiss_ (s.186529)

Magamianis wishniacit WML (
ogeceassim

129732)
ATS_ps Naganishia vishRiacie MFIIROIIE_ (0. 00kaI83)
=0 175_91_Cryptecoccus_adeliensis MFIMIFZILN (0.197351)

O 175_120 _Cryptoceccus urhekistanensis JFTMSCIINS (8. 0401138)
175113 Eyriptacactus_seriz MIFLIUCIIST_ (6.8145766)
175_47_Solicoccazya_serts HIFISHCIZY_ (6, 142111)

115, 36_Crydprococeus_ssrtiss SUFLENIAIINLS_ (8, 0877715)

115 32 Candsan_albicans rriseciens_

£15_26 Candids_albicans HF1SIX18005_ (4.125704)

O 115_31 ¥arrovia_ligelytica kuieanioats (3. 3eum)
1TS_112_Cluvaremyces_rarcins HFIRZIIS_ (1.15397)

I75._63_Pichia_sanshurlca AFITMAANIEL_ (9. 855565)

3T5_51_Picnia_kuertavievis HFLIUAZION. (15-8)

) 115165, carvision 1UFLGHTIRNLT._ (9. 705305)

b 175 15 5. careviniae araommionts_ (. 545a5)

D175 8 5. cxrevisise (2.63ema)
O 118 11 5 carevtaiae (s.203m)
|
oy
som2sssig 720 3. cerpistas iSO
s 125 corevisise ) _ (.a22837)
yor 115 2 Sicorevisise UFIGNTIONG (8.516522)
LETERCAE 175 225, corovictae ML (0,356048)

610328000 5 1133 S.cormvisias HUFISMTI000)_ (i
I7S_11_5 corevialne,iF 16A1CH003 ATCE 8325 (0145535

361405788957 O 175_1. 5. cerevishos jrIseTIOe]  (0,159331)
15 19,5, convixiae HUF1SA1CO0)_USK-88022_ (9.17168)

: $75_29_Michenancay ces_snonalus_HF ISQKIN_ (9, 3TT725)
315_23_wickshamomyces_anomalus_HUF IEMIC100€1_ (2.227489)
©315_7a Nercanivowia_pulenerriss WFLIDIIeNS_ (8, weasi7)
O 175_72 Saccharomycets_sp._WIPLIHOSISRS. (8.6315428)
DIt _t28_Saccharomycete_sp. /AR IMIQIE_ (0. 65700155)
0 175 7 Saccharomycte_sp. IAFIMINIM_ (1
e f ! Saccharonycete_p. _ (108}
cxussestoul g 7154 Saccharomycete_p. HMSEITE (9.413752)

5.
©.08IIITP 20 0 175 _a8_Saccharcmycete_sp. HUFIMCHONS_ (4.8651520)
04101503 1D 17585 Sacchancmycete sp. MUF1MsAIANS (0. 0d004232)
AT 115_64_Saccharomycete_sp._HUFITNIBIIT_ (8, 9111251
k6]

175116, Saccharomycate_sp. fUFIMINIIZEN (5.1e-T)
175_53_Saccharomycete_sp. WIFISIIIETE_ (1e-8)

Sekil 4.12. Kullanilan 120 izolatin ITS gen bolgesi i¢in filogenetik aga¢ olusumu
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Sekil 4.13.  Kullanilan 120 izolatin ITS gen bdlgesi filogenetik uzaklik verilerinin iki
boyutlu dagilim grafigi

ITS gen bolgesi i¢in izolatlarin tamaminin sekanslarina ait filogenetik aga¢ olusumu
(Sekil 4.12) degerlendirmesinde, 118 adet izolasyonun sekans verisi incelemeye alinmis
goriilmektedir. ki adet (HUF16M3A12014 (Nagenishia visniacii), HUF16M3B11016
(Candida pucherrima)) izolasyona ait ITS gen bolgesi sekans verisi olmadigindan
degerlendirmeye almmamustir. Izolasyonlarm tamammm ITS gen bdlgesi sekans
verilerine ait filogenetik iliskilendirme sonuglar1 degerlendirildiginde 11 adet ana dal 83
adet u¢ dal olusumu gozlemlendigi goriilmektedir. Ana grup dallanmalar
degerlendirildiginde ise HUF17M3D31090 kodlu Metschnikowia izolasyonunun
Saccharomycete sp. grubu igerisinde yer aldig1, bazi Cyriptococcus tiirlerinin Naganishia
tirlerine ait gruplarin igerisinde yer aldigi, HUF17M3H22180 kodlu Candida
raillenensis HUF16M2K10011 kodlu Yarrovia lipolytica ve HUF17M3H21196 kodlu
Kluyveromyces marxianus tiirlerinin ayni alt dallanmada yer aldigi gozlemlenmistir.
izolatlarin tamaminim ITS gen bélgesi tiirler arasi ve tiir ici filogenetik agag iliskileri ve
jel elektroforezinde elde edilen bant ayrimlari birbirleri ile kiyaslandiginda ise filogenetik
gruplandirmanin PCR jel goriintiilerinden elde edilen sonuglara benzer bir sekilde
gruplara dagilimin gosterdigi gézlemlenmektedir. On tanimlamalara gore S. cerevisiae

olarak tanimlanmis izolatlarin bu genel agagtaki dagilimlari incelendiginde ise 3 adet ana
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grup dallanma ve 13 adet alt u¢ grup dallanma olusumu gézlemlenmistir. ITS gen bolgesi
icin izolasyonlarin tamamu {izerinden elde edilen filegenetik iliskiler, daha 6nce yapilmis
olan molekiiler ve MALDI-TOF tanimlamalarina gore belirlenmis taksonlar (Takson-
1,Takson-2, Takson-3, Takson-4, Takson-5, Takson-6, Takson-7, Takson-8, Takson-9)
acisindan MEGA7 programu ile istatistiksel ayrim basarisi agisindan degerlendirilmistir.
Bu degerlendirme sonucunda grup ici ortalama 1raksaklik (uzaklik) en biiyiik Takson-
6’da (0.295+0.008) en kiigiik Takson-1’de (0.0010£0.001) belirlenmistir.  Takson
ortalamalar1 arasindaki en biiyiik farklilik Takson-1 ile Takson-5 arasinda (0.64140.019)
en kii¢iik farklilik ise Takson-7 ile Takson-6 arasinda (0.393+0.015) olarak bulunmustur.
Taksonlarin kendi iglerindeki 1raksakliklarinin ortalamasi 0.214+0.004 olarak
bulunmustur. Tim popiilasyonun ortalama 1raksakligi 0.459+0.008 bulunmus,
taksonlarin birbiri arasindaki raksakliklarin ortalamasi 0.245+0.008 olarak bulunmustur.
ITS gen bdlgesi i¢in ayrisma katsayist ise 0.533+0.011 olarak bulunmustur. XLSAT
yazilimi kullanilarak izolasyonlar1 birbirlerine olan filogenetik uzaklik verileri iizerinden
cok boyutlu 6lceklendirme yapilarak elde edilen x-y koordinatlarindaki dagilim grafigi
yukarida (Sekil 4.13) ayrica verilmistir. Filogenetik dagilimlar ve takson dagilimlarina
ait MEGA7 kullanilarak elde edilen detayli istatistiksel degerlendirmeler ve XLSTAT
programi  kullanilarak elde edilen grup dagilimlarina ait detayl istatistiksel

degerlendirmeler Ek-B ve EK-C’de verilmistir.
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Sekil 4.14.  Kullanilan 120 izolatin MEME-suit yazilimi kullanilarak ITS gen bolgesi

icin elde edilen barkodlarinin filogenetik aga¢ olusumu
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Sekil 4.15.  Kullanilan 120 izolatin MEME-suit yazilimi kullanilarak ITS gen bolgesi

icin elde edilen barkod yapilarinin filogenetik uzaklik verilerinin iKi

boyutlu dagilim grafigi

MEME suit yazilimi kullanilarak borkod yapis1 olarak kullanilacak ayrim saglayict motif
bolgeleri elde edilmistir. ITS gen bolgesi MEME barkodlari i¢in izolatlarin tamaminin
sekanslarina ait filogenetik agag olusumu (Sekil 4.14) degerlendirmesinde, 114 adet
izolasyonun sekans verisi incelemeye alnmustir. ikisi ITS bélgesi igin sekans verisi
bulunmayan geriye kalan dordi ise motif yapisi elde edilemeyen (HUF16M3A12014
(Nagenishia visniacii), HUF16M3B11016 (Candida pucherrima), HUF16M0T10013-(S.
cerevisiae), HUF17M3F32141-(Hanseniaspora uvarum), HUF17M3H22180-(Candida
raillenensis), HUF17M3H31185-(Pichia kudrievzevi))) alt1 adet izolat degerlendirmeye
almamamamustir. Iki adet izolasyona (HUF16M3A12014 (Nagenishia visniacii),
HUF16M3B11016 (Candida pucherrima), ait ITS gen bolgesi sekans verisi
olmadigindan degerlendirmeye alinmamustir. izolasyonlarin tamammin ITS gen bélgesi
sekans verilerine ait filogenetik iliskilendirme sonuglar1 degerlendirildiginde 21 adet ana
dal 83 adet u¢ dal olusumu gozlemlendigi goriilmektedir. Ana grup dallanmalar
degerlendirildiginde ise HUF17M3G32153 kodlu Candida tirii ile HUF17M3H21196
Kluyveromyces tiirtiniin  Wickehamomyces tiirleri igerisinde  yer aldigi, bazi
Cyriptococcus tiirlerinin Naganishia tiirlerine ait gruplarin igerisinde yer aldigy,
HUF16M3C12041 kodlu Solicoccozyma tiiriiniin HUF16M3A12012 kodlu Cryptococcus
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tiirii ile ayn1 dallanmada yer aldig1 gozlemlenmistir. MEME suit ile elde edilen izolatlarin
tamaminin ITS gen bolgesi barkod yapilari ile elde edilen tiirler arasi ve tiir igi filogenetik
aga¢ iligkileri ve jel elektroforezinde elde edilen bant ayrimlari birbirleri ile
kiyaslandiginda ise filogenetik gruplandirmanin PCR jel goriintiilerinden elde edilen
sonuglara benzer bir sekilde gruplara dagilimin gosterdigi gdzlemlenmektedir. On
tanimlamalara gore S. cerevisiae olarak tanimlanmis izolatlarin bu genel agagtaki
dagilimlar incelendiginde ise 14 adet ana grup dallanma ve 21 adet ug grup dallanma
olusumu goézlemlenmistir. Barkod yapilar1 kullanilarak elde edilen genel agagta (Sekil
4.14) S. cerevisiae tiirlerine ait izolatlarin ayrimi, sadece S.cerevisia tiirleri DNA
barkodlar1 i¢in olusturulan ayrim agaci (Sekil 4.18) ile benzerlik gosterdigi
gozlemlenmistir. ITS gen bolgesi barkod yapilari ile izolasyonlarin tamami {izerinden
elde edilen filegenetik iligkiler, daha once yapilmis olan molekiiler ve MALDI-TOF
tanimlamalaria gore belirlenmis taksonlar agisindan MEGA7 programu ile istatistiksel
ayrim basaris1 acisindan degerlendirilmistir. Bu degerlendirme sonucunda grup igi
ortalama 1raksaklik (uzaklik) en biiyiik Takson-6’da (0.295+0.008) en kiigiik Takson-1"de
(0.0010+0.001) belirlenmistir. Takson ortalamalar1 arasindaki en biiyiik farklilik Takson-
1 ile Takson-5 arasinda (0.641+£0.019) en kiiciikk farklilik ise Takson-7 ile Takson-6
arasinda (0.393+0.015) bulunmustur. Taksonlarin kendi iglerindeki iraksakliklarinin
ortalamas1 0.214+0.004 olarak bulunmustur. Tiim popiilasyonun ortalama iraksakligi
0.459+0.008 bulunmus, taksonlarin birbiri arasindaki 1raksakliklarin ortalamasi
0.245+0.008 olarak bulunmustur. ITS barkod gen bdlgesi icin ayrisma katsayisi ise
0.533+0.011 olarak bulunmustur. XLSAT yazilim1 kullanilarak izolasyonlari birbirlerine
olan filogenetik uzaklik verileri iizerinden ¢ok boyutlu 6lceklendirme yapilarak elde
edilen x-y koordinatlarindaki dagilim grafigi yukarida (Sekil 4.15) ayrica verilmistir.
Filogenetik dagilimlar ve takson dagilimlarina ait MEGA7 kullanilarak elde edilen
detayli istatistiksel degerlendirmeler ve XLSTAT programi kullanilarak elde edilen grup

dagilimlarina ait detayl: istatistiksel degerlendirmeler Ek-B ve Ek-C’de verilmistir.
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Sekil 4.16.

S. cerevisiae olarak tanimlanan izolatlarin ITS gen bolgesi i¢in filogenetik

agac¢ olusumu
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®i-KIRS-17 ®i-NEV-17 ®i-NEVS-16 ®i-CANK-16 ®/i-CANK-17

Sekil 4.17.  S. cerevisiae olarak tanimlanan izolatlarin ITS gen bolgesi filogenetik

uzaklik verilerinin iki boyutlu dagilim grafigi

MALDI-TOF MS ve molekiiler tanimlamalara gore S. cerevisiae olarak tanimlanan
izolatlarin (64 adet) tek basia degerlendirmeye alindig1 (Sekil 4.16) filogenetik iliski
degerlendirmesinde 6n tanimlamalarda S. cerevisiae olarak tespit edilen izolasyonlarin
tamaminin (64 adet) degerlendirilmeye alindigi goriillmektedir. S. cerevisiae izolatlarinin
sekans verileri filogenetik degerlendirmesinde gruplarin ITS gen bdlgesine gore 3 ana
gruba ayrildigi goriilmektedir. Bu 3 ana grubun 43 adet tiir i¢i alt gruplara dagilim
gosterdigi goriilmektedir. ITS gen bolgesi molekiiler taramasinda Saccharomycete sp. ve
Metshnickowia sp. olarak tanimlanan tiirlerin ayrisim gosterdigi gozlemlenmistir.
XLSAT yazilimi kullanilarak izolasyonlarin kaynaklarina ve yillara gore birbirlerine olan
filogenetik uzaklik verileri tizerinden ¢ok boyutlu 6l¢eklendirme yapilarak elde edilen x-
y koordinatlarindaki dagilim grafigi (Sekil 4.17) elde edilmistir. Elde edilen filogenetik
dagilimlar ve XLSTAT programi kullanilarak elde edilen grup dagilimlarina ait dagilim
istatistiklerine bakildiginda izolatlarin kaynak ve yillara gore dagilimda anlamli bir
homojenlik gozlemlenememistir. Gruplar anlamli bir ayrim iligskilendirmesi agisindan

yorumlanamamaktadir. Detayl istatistiksel degerlendirmeler Ek-C’de verilmistir.
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Sekil 4.18.

S. cerevisiae olarak tanimlanan izolatlarin MEME-suit yazilimi

kullanilarak ITS gen bolgesi i¢in elde edilen barkodlarinin filogenetik agac

olusumu
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Sekil 4.19. S. cerevisiae olarak tanimlanan izolatlarin MEME-suit yazilimi
kullanilarak ITS gen bolgesi i¢in elde edilen barkodlarimin filogenetik

uzaklik verilerinin iki boyutlu dagilim grafigi

MALDI-TOF MS ve molekiiler tanimlamalara gore S. cerevisiae olarak tanimlanan
izolatlarin (64 adet) barkod yapilarinin tek basina degerlendirmeye alindigi (Sekil 4.18)
filogenetik iliski degerlendirmesinde 6n tanimlamalarda S. cerevisiae olarak tespit edilen
izolasyonlarin 60 tanesinin degerlendirilmeye alindig1 goriilmektedir. Degerlendirmeye
alinmayan dort adet (HUF16MOT10006-(S. cerevisiae), HUF16MO0T10013-(S.
cerevisiae), HUF17M3F21123-(Metchnikowia pulcherrima), HUF17M3F31135-
(Metschnikowia sp.)) izolasyonun motif yapilar1 elde edilememistir. S. cerevisiae
izolatlarinin barkod sekans verileri filogenetik degerlendirmesinde gruplarin ITS gen
bolgesi tanimlamalarina gore S. cerevisiae ve Saccharomycete sp. olmak iizere 2 ana
gruba ayrildigi goriilmektedir. Bu 2 ana grubun 49 adet tiir i¢i alt gruplara dagilim
gosterdigi goriilmektedir. Saccharomycete sp. grubu ile S. cerevisiae grubunun iki ana
grubu olusturdugu goézlemlenmektedir. XLSAT yazilimi kullanilarak izolasyonlarin
kaynaklarina ve yillara gore birbirlerine olan filogenetik uzaklik verileri iizerinden ¢ok
boyutlu 6lgeklendirme yapilarak elde edilen x-y koordinatlarindaki dagilim grafigi (Sekil
4.19) elde edilmistir. Elde edilen filogenetik dagilimlar ve XLSTAT programi
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kullanilarak elde edilen grup dagilimlarima be bunlara ait dagilim istatistiklerine
bakildiginda izolatlarin kaynak ve yillara gore dagiliminda anlamli bir homojenlik
gozlemlenememistir.  Gruplar anlamli  bir ayrim iliskilendirmesi  agisindan

yorumlanamamaktadir. Detayli istatistiksel degerlendirmeler EK-C’de verilmistir.
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Sekil 4.20.

Kullanilan 120 izolatin LSU gen bdlgesi i¢in filogenetik aga¢ olusumu
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Sekil 4.21.  Kullanilan 120 izolatin LSU gen bolgesi filogenetik uzaklik verilerinin iki

boyutlu dagilim grafigi

LSU gen bolgesi i¢in izolatlarin tamaminin sekanslarina ait filogenetik aga¢ olusumu
(Sekil 4.20) degerlendirmesinde, 119 adet izolasyonun sekans verisi incelemeye alindigi
goriilmektedir. Bir adet (HUF17M3H32189-(Naganishia albida)) izolasyona ait LSU
gen bolgesi sekans verisi olmadigindan degerlendirmeye alinamamustir. Izolasyonlarin
tamaminin LSU gen bdlgesi sekans verilerine ait filogenetik iligskilendirme Sonuglari
degerlendirildiginde 23 adet ana dal 79 adet u¢ dal olusumu gozlemlendigi goriilmektedir.
Ana grup dallanmalar degerlendirildiginde ise HUF16M2K10015 kodlu Candida cinsine
ait izolasyon S. cerevisiae grubu igerisinde yer aldigi, HUF16M0T10012 kodlu S.
cerevisiae cinsine ait izolasyon Wickenomyces grubu igerisinde yer aldigi,
HUF17M3H21196 kodlu Kluyveromyces marxianus tiiriiniin Hanseniaspora grubu
icerisinde yer aldigi, HUF16M2K10010 kodlu Wickehamomyces anomalus ve
HUF16M2K10011 kodlu Yarrovia lipolytica tiirlerine ait iki izolasyonun ayni dallanma
tizerinde yer aldigi, HUF17M3G31152 kodlu Metschnikowia cinsine ait izolasyonun
Saccharomycete sp. grubu igerisinde yer aldigi, HUF16M3C12041 kodlu Solicoccozyma
cinsine ait izolasyon Cyriptococcus tiirlerine ait grup igerisinde yer aldigi,
HUF17M3F21123 kodlu Metschnikowia cinsine ait izolasyon ile HUF17M3H22218
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Cyriptococcus tiiriine  ait izolasyonun ayni grup dallanmada yer almakta oldugu
gozlemlenmektedir. izolatlarin tamammm LSU gen bdlgesi tiirler aras1 ve tiir ici
filogenetik agagc iliskileri ve jel elektroforezinde elde edilen bant ayrimlar: birbirleri ile
kiyaslandiginda ise net bir iligki bulunamamaktadir. Bunun sebebi LSU gen bolgesi jel
elektroforez goriintiilerinde bant ayrimlarinin tek bant olusumu seklinde gergeklesmis
olmasindan kaynaklanmaktadir. On tanimlamalara gére S. cerevisiae olarak tanimlanmis
izolatlarin bu genel agactaki dagilimlari incelendiginde ise 11 adet ana grup dallanma ve
17 adet ug¢ grup dallanma olusumu gézlemlenmistir. Genel agagta S. cerevisiae tiiriine ait
izolasyonlarin filogenetik agacta tam ayrimi saglanabilmistir fakat i¢lerine Candida ve
Wickehamomyces cinslerine ait (HUF16M2K10015, HUF16M2K10009,
HUF16M2K10003, HUF16M2K10001 ) tiirlerin yer aldig1 gézlemlenmektedir. LSU gen
bolgesi i¢in izolasyonlarin tamamu iizerinden elde edilen filegenetik iliskiler, daha 6nce
yapilmis olan molekiiler ve MALDI-TOF tanimlamalarina gore belirlenmis taksonlar
acisindan MEGA7 programi ile istatistiksel ayrim agisindan degerlendirilmistir. Bu
degerlendirme sonucunda grup i¢i ortalama iraksaklik (uzaklik) en biiyiik Takson-7’da
(0.4363+0.0092) en kiiglik Takson-1’de (0.0232+0.0034) belirlenmistir.  Takson
ortalamalar1 arasindaki en bilyik farklillk Takson-4 ile Takson-7 arasinda
(0.5300+0.0009) en kiigiik farklilik ise Takson-1 ile Takson-8 arasinda (0.1530+0.009)
olarak bulunmustur. Taksonlarin kendi iglerindeki 1raksakliklarinin ortalamasi
0.241+0.004 olarak bulunmustur. Tiim popiilasyonun ortalama iraksakligir 0.459+0.008
bulunmus, taksonlarin birbiri arasindaki iraksakliklarin ortalamasi 0.045+0.007 olarak
bulunmustur. LSU gen bolgesi i¢in ayrisma katsayist ise 0.157+£0.020 olarak
bulunmustur. XLSAT yazilimi kullanilarak izolasyonlari birbirlerine olan filogenetik
uzaklik verileri tizerinden ¢ok boyutlu Olgeklendirme yapilarak elde edilen x-y
koordinatlarindaki dagilim grafigi yukarida (Sekil 4.22) ayrica verilmistir. Filogenetik
dagilimlar ve takson dagilimlarina ait MEGA7 kullanilarak elde edilen detayl1 istatistiksel
degerlendirmeler ve XLSTAT programi kullanilarak elde edilen grup dagilimlarina ait

detayli istatistiksel degerlendirmeler Ek-B ve Ek-C’de verilmistir.
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Sekil 4.22.  Kullanilan 120 izolatin MEME-suit yazilimi kullanilarak LSU gen bolgesi

icin elde edilen barkodlarinin filogenetik aga¢ olusumu
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Sekil 4.23.  Kullanilan 120 izolatin MEME-suit yazilimi kullanilarak LSU gen bolgesi

icin elde edilen barkod yapilarimin filogenetik uzaklik verilerinin iki

boyutlu dagilim grafigi

MEME suit yazilimi kullanilarak borkod yapisi olarak kullanilacak ayirim yapmada
kullanilacak motif bolgeleri elde edilmistir. LSU gen bolgesi barkodlari icin izolatlarin
tamaminin sekanslarina ait filogenetik aga¢ olusumu (Sekil 4.22) degerlendirmesinde,
116 adet izolasyonun sekans verisi incelemeye alinmistir. Bunlardan biri LSU bdlgesi
i¢in sekans verisi bulunmayan (HUF17M3H32189-(Naganishia albida)) geriye kalan ti¢ii
ise motif yapisi elde edilemeyen (HUF16MOT10019-(S. cerevisiae), HUF17M3H21212-
(Metschnikowia pulcherrima), HUF17M3H22218-(Cryptococcus uzbekistanensis))
izolatlardir. izolasyonlarin tamaminin LSU gen bdlgesi barkod sekans verilerine ait
filogenetik iliskilendirme sonuglart degerlendirildiginde 20 adet ana dal 80 adet uc dal
olusumu gozlemlendigi goriilmektedir. Ana grup dallanmalar degerlendirildiginde ise
Kluyveromyces marxianus ve Wickehamomyces anomalus tiirlerine ait iki izolasyonun
(HUF17M3H21196, HUF16M2K10010) ayn1 dallanma iizerinde yer aldig,
HUF16M3C1204 kodlu Solicoccozyma tiirii ile HUF17M3F21128 kodlu Cryptococcus
tiirtiniin ayn1 dallanmada yer aldigi, HUF17M3F21123 kodlu Metchnikowia pulcherrima
tiirtiniin Naganishia grubu igerisinde yer aldig1 ve bazi Cyriptococcus tiirleri Naganishia

tiirlerine ait gruplarin igerisinde yer aldig1, gézlemlenmistir. LSU gen bolgesi i¢in barkod
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sekanslari kullanmanin ayrim basarisini arttirdigi gézlemlenmektedir. MEME suit ile elde
edilen izolatlarin tamaminin LSU gen bolgesi barkod yapilari ile elde edilen tiirler arasi
ve tiir i¢i filogenetik agac iliskileri ve jel elektroforezinde elde edilen bant ayrimlari
birbirleri ile kiyaslandiginda ise filogenetik gruplandirmanin PCR jel goriintiilerinden
elde edilen sonuglar LSU gen bolgesi icin tekli jel bant ayrimi s6z konusu oldugundan
yorumlanamamktadir. Bu nedenle LSU gen bolgesi barkod yapilari ile elde edilen tiirler
aras1 ve tiir i¢i filogenetik agag iligkileri ve jel elektroforezinde elde edilen bant ayrimlari
birbirleri ile kiyaslandiginda ise net bir iliski bulunamamistir. On tanimlamalara gére S.
cerevisiae olarak tanimlanmis izolatlarin bu genel agagtaki dagilimlari incelendiginde ise
2 adet ana grup dallanma ve 23 adet u¢ grup dallanma olusumu gézlemlenmistir. Barkod
yapilar1 kullanilarak elde edilen genel filogenetik agacta (Sekil 4.22) S. cerevisiae
tirlerine ait izolatlarin ayrimi basartyla saglanabilmistir ve S.cerevisiae tiiriine ait
dallanma igerisinde herhangi bagka bir cins izolasyon yer almadig1 goriilmektedir.

LSU gen bolgesi barkod yapilart igin izolasyonlarin tamami lizerinden elde edilen
filegenetik iliskiler, daha 6nce yapilmis olan molekiiler ve MALDI-TOF tanimlamalarina
gore belirlenmis taksonlar agisindan MEGA7 programu ile istatistiksel ayrim agisindan
degerlendirilmistir. Bu degerlendirme sonucunda grup i¢i ortalama iraksaklik (uzaklik)
en blylik Takson-7’de (0.0899+0.0126) en kii¢ilk Takson-9’da (0.0055+0.0019)
belirlenmistir. Takson ortalamalar1 arasindaki en biiyiik farklilik Takson-4 ile Takson-8
arasinda (0.2880+0.0240) en kiiciik farklilik ise Takson-6 ile Takson-7 arasinda
(0.10240.013) bulunmustur. Taksonlarin kendi iglerindeki 1raksakliklarinin ortalamasi
0.049+0.003 olarak bulunmustur. Tiim popiilasyonun ortalama iraksakligi 0.179+0.011
bulunmus, taksonlarin birbiri arasindaki iraksakliklarin ortalamasi 0.130+£0.010 olarak
bulunmustur. LSU gen bdlgesi i¢in ayrisma katsayis1 ise 0.725+0.017 olarak
bulunmustur. XLSAT yazilimi kullanilarak izolasyonlar1 birbirlerine olan filogenetik
uzaklik verileri lizerinden ¢ok boyutlu Ol¢eklendirme yapilarak elde edilen x-y
koordinatlarindaki dagilim grafigi yukarida (Sekil 4.23) ayrica verilmistir. Filogenetik
dagilimlar ve takson dagilimlarina ait MEGA7 kullanilarak elde edilen detayl istatistiksel
degerlendirmeler ve XLSTAT programi kullanilarak elde edilen grup dagilimlarina

detayl istatistiksel degerlendirmeler Ek-B ve Ek-C’de verilmistir.
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Sekil 4.24.  S. cerevisiae olarak tanimlanan izolatlarin LSU gen bdolgesi igin

filogenetik aga¢ olusumu
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Sekil 4.25.  S. cerevisiae olarak tanimlanan izolatlarin LSU gen bolgesi filogenetik

uzaklik verilerinin iki boyutlu dagilim grafigi

MALDI-TOF MS ve molekiiler tanimlamalara gore S. cerevisiae olarak tanimlanan
izolatlarin (64 adet) tek basina degerlendirmeye alindig1 (Sekil 4.24) filogenetik iligki
degerlendirmesinde 6n tanimlamalarda S. cerevisiae olarak tespit edilen izolasyonlarin
tamaminin (64 adet) degerlendirilmeye alindigi goriillmektedir. S. cerevisiae izolatlarinin
sekans verileri filogenetik degerlendirmesinde gruplarin LSU gen bolgesine bes ana
gruba ayrildig1 goriilmektedir. Bu dort ana grubun 43 adet tiir i¢i u¢ gruplara dagilim
gosterdigi goriilmektedir. XLSAT yazilimi kullanilarak izolasyonlarin kaynaklaria ve
yillara gore birbirlerine olan filogenetik uzaklik verileri iizerinden ¢ok boyutlu
Olgeklendirme yapilarak elde edilen x-y koordinatlarindaki dagilim grafigi (Sekil 4.25)
elde edilmistir. Elde edilen filogenetik dagilimlar ve XLSTAT programi kullanilarak elde
edilen grup dagilimlarina ait dagilim istatistiklerine bakildiginda izolatlarin kaynak ve
yillara gore dagiliminda anlamli bir homojenlik gozlemlenememistir. Gruplar anlamli bir
ayrim iliskilendirmesi  agisindan  yorumlanamamaktadir. Detayli istatistiksel

degerlendirmeler Ek-C’de verilmistir.
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Sekil 4.26. S.

cerevisiae olarak tanimlanan

kullanilarak LSU gen bolgesi i¢in elde edilen barkodlarinin filogenetik

agac¢ olusum
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Sekil 4.27. S. cerevisiae olarak tanimlanan izolatlarm MEME-suit yazilimi
kullanilarak LSU gen bdélgesi i¢in elde edilen barkodlarinin filogenetik

uzaklik verilerinin iki boyutlu dagilim grafigi

MALDI-TOF MS ve molekiiler tanimlamalara gore S. cerevisiae olarak tanimlanan
izolatlarin (64 adet) LSU gen bolgesi barkod yapilarinin (62 adet) degerlendirmeye
alindigr  (Sekil 4.26) goriilmektedir. Filogenetik iliski degerlendirmesinde 6n
tanimlamalarda S. cerevisiae olarak tespit edilen izolasyonlarin iki tanesinin barkod
yapist ortaya konulamadigindan degerlendirilmeye alimmadigr goriilmektedir.
Degerlendirmeye alinmayan iki adet (HUF16MO0T10017 - S. cerevisiae,
HUF16MO0T10019 - S. cerevisiae ) izolasyonun motif yapilar1 elde edilememistir. S.
cerevisiae izolatlariin barkod sekans verileri filogenetik degerlendirmesinde gruplarin
LSU gen bolgesine gore yedi ana gruba ayrildig1 goriilmektedir. Bu yedi ana grubun 49
adet tiir i¢i alt gruplara dagilim gosterdigi goriilmektedir. XLSAT yazilimi kullanilarak
izolasyonlarin kaynaklarina ve yillara gore birbirlerine olan filogenetik uzaklik verileri
tizerinden ¢ok boyutlu Olgeklendirme yapilarak elde edilen x-y koordinatlarindaki
dagilim grafigi (Sekil 4.27) elde edilmistir. Elde edilen filogenetik dagilimlar ve
XLSTAT programi kullanilarak elde edilen grup dagilimlarina ait dagilim istatistiklerine
bakildiginda izolatlarin kaynak ve yillara gére dagiliminda anlamli bir homojenlik
gozlemlenememistir.Gruplar ~ anlamli  bir ayrim  iliskilendirmesi  agisindan

yorumlanamamaktadir. Detayli istatistiksel degerlendirmeler Ek-C’de verilmistir
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Kullanilan 120 izolatin RPB2 gen bolgesi i¢in filogenetik aga¢ olusumu
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Sekil 4.29.  Kullanilan 120 izolatin RPB2 gen bdlgesi filogenetik uzaklik verilerinin

iki boyutlu dagilim grafigi

RPB2 gen bolgesi igin izolatlarin tamaminin sekanslarina ait filogenetik aga¢ olusumu
(Sekil 4.28) degerlendirmesinde, 108 adet izolasyonun sekans verisi incelemeye
almmisttr,.  On  iki adet (HUF16M2K10003-(Wickehamomyces anomalus),
HUF16M2K10010-(Wickehamomyces anomalus), HUF16M3A12014-(Nagenishia
visniacii), HUF17M3B32047-(Saccharomycete sp.), HUF17M3D31090-(Metschnikowia
sp.), HUF17M3F21125-(Metschnikowia pulcherrima), HUF17M3F21128-(Naganishia
albida), HUF17M3H22180-(Candida raillenensis), HUF17M3H32189-(Naganishia
albida), = HUF17M3H21196-(Kluyveromyces  marxianus), = HUF17M3H22218-
(Naganishia albida), HUF17M3D32096-(Naganishia vishniacii)) izolasyona ait RPB2
gen bolgesi sekans verisi olmadigindan degerlendirmeye alinmamustir. Izolasyonlarin
tamaminin RPB2 gen bolgesi sekans verilerine ait filogenetik iligkilendirme sonuglari
degerlendirildiginde 17 adet ana dal 74 adet alt dal olusumu gozlemlendigi goriilmektedir.
Ana grup dallanmalar degerlendirildiginde genel olarak Cyriptococcus ile Naganishia
taksonlarina ait cinsler birbirine yakin ¢ikmakla beraber HUF17M3D32093 kodlu
Naganishia izolat: Cyriptococcus tiirlerine ait gruplara daha yakin yer almistir. Izolatlarin
tamamimin RPB2 gen bolgesi tiirler aras1 ve tiir i¢i filogenetik agag iliskileri ve jel

elektroforezinde elde edilen bant ayrimlari birbirleri ile kiyaslandiginda ise net bir iliski

196



bulunamamaktadir. Bunun sebebi RPB2 gen bolgesi jel elektroforez goriintiilerinde goklu
bant yapilarinin ortaya ¢ikmis olmasindan kaynaklanmaktadir.

On tanimlamalara gore S. cerevisiae olarak tanimlanmis izolatlarm bu genel agactaki
dagilimlari incelendiginde ise 14 adet ana grup dallanma ve 40 adet alt grup dallanma
olusumu gozlemlenmistir. RPB2 gen bolgesi i¢in izolasyonlarin tamami iizerinden elde
edilen filegenetik iliskiler, daha Once yapilmis olan molekiiler ve MALDI-TOF
tanimlamalarina gore belirlenmis taksonlar agisindan MEGA7 programu ile istatistiksel
ayrim acisindan degerlendirilmistir. Bu degerlendirme sonucunda grup ig¢i ortalama
wraksaklik (uzaklik) en biiyiikk Takson-3’de (0.3924+0.0110) en kiigiik Takson-7’de
(0.0188+0.0041) belirlenmistir. Takson ortalamalar1 arasindaki en biiyiikk farklilik
Takson-4 ile Takson-9 arasinda (0.6250+0.0150) en kiigiik farklilik ise Takson-2 ile
Takson-7 arasinda (0.2820+0.0110) olarak bulunmustur. Taksonlarin kendi i¢lerindeki
iraksakliklarinin - ortalamasi 0.1734£0.004 olarak bulunmustur. Tiim popiilasyonun
ortalama 1raksakligi 0.303+0.006 bulunmus, taksonlarin birbiri arasindaki raksakliklarin
ortalamasi 0.129+0.005 olarak bulunmustur. RPB2 gen bolgesi i¢in ayrigma katsayisi ise
0.427+0.011 olarak bulunmustur. XLSAT yazilimi1 kullanilarak izolasyonlar1 birbirlerine
olan filogenetik uzaklik verileri lizerinden ¢ok boyutlu 6l¢eklendirme yapilarak elde
edilen x-y koordinatlarindaki dagilim grafigi yukarida (Sekil 4.29) ayrica verilmistir.
Filogenetik dagilimlar ve takson dagilimlarina ait MEGA?7 kullanilarak elde edilen
detayl istatistiksel degerlendirmeler ve XLSTAT programi kullanilarak elde edilen grup

dagilimlarina ait detayl: istatistiksel degerlendirmeler Ek-B ve Ek-C’de verilmistir.
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RPB2 gen bolgesi i¢in filogenetik aga¢ olusumu
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Sekil 4.31.  Kullanilan 120 izolatin MEME-suit yazilimi kullanilarak RPB2 gen
bolgesi i¢in elde edilen barkod yapilarinin filogenetik uzaklik verilerinin

iki boyutlu dagilim grafigi

MEME suit yazilimi kullanilarak borkod yapisi olarak kullanilacak motif bolgeleri elde
edilmistir. RPB2 gen boélgesi barkodlart igin izolatlarin tamaminin sekanslarina ait
filogenetik aga¢ olusumu (Sekil 4.30) degerlendirmesinde, 98 adet izolasyonun sekans
verisi incelemeye alimmistir. Bunlardan 12°si RPB2 bolgesi icin sekans verisi
bulunmayan 10°’u ise barkod yapist ortaya konamayan (HUF16M2K10003-
(Wickehamomyces anomalus), HUF16M2K10010-(Wickehamomyces anomalus),
HUF16M3A12014-(Nagenishia visniacii), HUF17M3B32047-(Saccharomycete sp.),
HUF17M3D31090-(Metschnikowia sp.), HUF17M3F21125-(Metschnikowia
pulcherrima), HUF17M3F21128-(Naganishia albida), HUF17M3H22180-(Candida
raillenensis), HUF17M3H32189-(Naganishia albida), HUF17M3H21196-
(Kluyveromyces marxianus), HUF17M3H22218-(Naganishia albida),
HUF17M3D32096-(Naganishia vishniacii)) izolatlaridir. Geriye kalan 10 tanesi ise
HUF17M3D32096-(Naganishia  vishniacii), = HUF16MO0T10006-(S.  cerevisiae),
HUF16MO0T10009-(S. cerevisiae), HUF16MO0T10013-(S. cerevisiae),
HUF17M3D31087-(Cryptococcus adeliensis), HUF17M3D32093-(Naganishia
vishniacii), HUF17M3E21109-(Naganishia vishniacii), HUF17M3E21110-(Naganishia
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albida), HUF17M3H22182-(Cryptococcus adeliensis), HUF17M3H31185-(Pichia
kudrievzevi)) kodlu izolasyonlardir. izolasyonlarin tamamiin RPB2 gen bolgesi sekans
verilerine ait filogenetik iligskilendirme sonuglari degerlendirildiginde 10 adet ana dal 74
adet alt dal olusumu go6zlemlendigi goriilmektedir. Ana grup dallanmalar
degerlendirildiginde ise biitiin gruplarin birbirlerinden basarili bir sekilde ayrildigi
gozlemlenmistir. RPB2 gen bolgesi i¢in barkod sekanslar1 kullanmanin ayirma giictinii
arttirdig1 gozlemlenmektedir. izolatlarm tamaminin RPB2 gen bolgesi tiirler arasi ve tiir
ici filogenetik agac iligkileri ve jel elektroforezinde elde edilen bant ayrimlari birbirleri
ile kiyaslandiginda ise net bir iliski bulunamamaktadir. Bunun sebebi RPB2 gen bdlgesi
jel elektroforez goriintiilerinde coklu bant yapilarmin ortaya c¢ikmis olmasindan
kaynaklanmaktadir. On tanimlamalara gore S. cerevisiae olarak tanimlanmis izolatlarin
bu genel agactaki dagilimlari incelendiginde ise 18 adet ana grup dallanma ve 42 adet alt
grup dallanma olusumu goézlemlenmistir. Barkod yapilari kullanilarak elde edilen genel
filogenetik agagta (Sekil 4.26) S. cerevisiae tiirlerine ait izolatlarin ayrimi basariyla
saglanabilmistir ve S.cerevisiae tiiriine ait dallanma igerisinde herhangi baska bir cins
izolasyon yer almadigi goriilmektedir.

RPB2 gen bolgesi barkod yapilar igin izolasyonlarin tamami iizerinden elde edilen
filegenetik iliskiler, daha 6nce yapilmig olan molekiiler ve MALDI-TOF tanimlamalarina
gore belirlenmis taksonlar agisindan MEGA7 programu ile istatistiksel ayrim agisindan
degerlendirilmistir. Bu degerlendirme sonucunda grup i¢i ortalama iraksaklik (uzaklik)
en biiyilk Takson-5’de (0.1287+0.0127) en kiiciik Takson-7’de (0.00357+0.00242)
belirlenmistir. Takson ortalamalar1 arasindaki en biiytik farklilik Takson-3 ile Takson-7
arasinda (0.4880+0.0520) en kiiciik farklilik ise Takson-1 ile Takson-8 arasinda
(0.0170+0.0030) olarak bulunmustur. Taksonlarin kendi i¢lerindeki iraksakliklarinin
ortalamasi (0.04771£0.0030) olarak bulunmustur. Tim popiilasyonun ortalama
wraksakligr  0.199+0.0083 bulunmus, taksonlarin birbiri arasindaki 1raksakliklarin
ortalamasi 0.152+0.0072 olarak bulunmustur. RPB2 gen bdélgesi icin ayrisma katsayisi
ise 0.76314+0.0136 olarak bulunmustur. XLSAT yazilimi kullanilarak izolasyonlari
birbirlerine olan filogenetik uzaklik verileri lizerinden ¢ok boyutlu 6l¢eklendirme
yapilarak elde edilen x-y koordinatlarindaki dagilim grafigi yukarida (Sekil 4.31) ayrica
verilmistir. Filogenetik dagilimlar ve takson dagilimlarina ait MEGA7 kullanilarak elde
edilen detayl istatistiksel degerlendirmeler ve XLSTAT programi kullanilarak elde
edilen grup dagilimlarina ait detayli istatistiksel degerlendirmeler Ek-B ve Ek-C’de

verilmistir.
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Sekil 4.32.  S. cerevisiae olarak tanimlanan izolatlarin RPB2 gen bolgesi i¢in

filogenetik agac olusumu
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Sekil 4.33.  S. cerevisiae olarak tanimlanan izolatlarin RPB2 gen bdlgesi filogenetik

uzaklik verilerinin iki boyutlu dagilim grafigi

MALDI-TOF MS ve molekiiler tanimlamalara gore S. cerevisiae olarak tanimlanan
izolatlarin (64 adet) tek basina degerlendirmeye alindig1 (Sekil 4.32) filogenetik iligki
degerlendirmesinde 6n tanimlamalarda S. cerevisiae olarak tespit edilen izolasyonlarin
62’sinin  degerlendirilmeye  alindign  goriilmektedir. 1ki adet izolasyonun
(HUF17M3B32047-(Saccharomycete sp.), HUF17M3F21125-(Metschnikowia
pulcherrima)) sekans verisi bulunmadigindan degerlendirmeye alinamamistir.
Degerlendirmeye aliman S. cerevisiae izolatlarinin sekans verileri filogenetik
degerlendirmesinde gruplarin RPB2 gen bolgesine gore 7 ana gruba ayrildigi
goriilmektedir. Bu 7 ana grubun 44 adet tir i¢i alt gruplara dagilim gdsterdigi
goriilmektedir. S. cerevisiae tiirlerine ait izolatlarin ayrimi basariyla saglanabilmistir ve
S.cerevisiae tiiriine ait dallanma igerisinde herhangi baska bir cins izolasyon yer almadig:
goriilmektedir. XLSAT yazilimi kullanilarak izolasyonlarin kaynaklarina ve yillara gore
birbirlerine olan filogenetik uzaklik verileri lizerinden c¢ok boyutlu oOlgeklendirme
yapilarak elde edilen x-y koordinatlarindaki dagilim grafigi (Sekil 4.33) elde edilmistir.
Elde edilen filogenetik dagilimlar ve XLSTAT programi kullanilarak elde edilen grup
dagilimlarina ait dagilim istatistiklerine bakildiginda izolatlarin kaynak ve yillara gore
dagiliminda anlamli bir homojenlik gozlemlenememistir. Gruplar anlamli bir ayrim
iliskilendirmesi agisindan yorumlanamamaktadir. Detayl: istatistiksel degerlendirmeler

Ek-C’de verilmistir.
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Sekil 4.34. S. cerevisiae olarak tanimlanan izolatlarn MEME-suit yazilimi

kullanilarak RPB2 gen bolgesi i¢in elde edilen barkodlarinin filogenetik

agag¢ olusumu
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Sekil 4.35. S. cerevisiae olarak tanimlanan izolatlarin MEME-suit yazilimi
kullanilarak RPB2 gen bdlgesi icin elde edilen barkodlarinin filogenetik

uzaklik verilerinin iki boyutlu dagilim grafigi

MALDI-TOF MS ve molekiiler tanimlamalara gore S. cerevisiae olarak tanimlanan
izolatlarin (64 adet) RPB2 gen bolgesi barkod yapilarinin (62 adet) degerlendirmeye
alindig1r  (Sekil 4.34) goriilmektedir. Filogenetik iliski degerlendirmesinde 6n
tanimlamalarda S. cerevisiae olarak tespit edilen izolasyonlarin iki tanesinin barkod
yapist ortaya konulamadigindan degerlendirilmeye alinmadigr gorilmektedir.
Degerlendirmeye alinmayan iki adet (HUF17M3B32047, HUF17M3F21125)
izolasyonun motif yapilari elde edilemedignden degerlendirmeye alinamamuistir. S.
cerevisiae izolatlarinin barkod sekans verileri filogenetik degerlendirmesinde gruplarin
RPB2 gen bolgesine gore 10 ana gruba ayrildigi goriilmektedir. Bu 10 ana grubun 44 adet
tiir i¢i alt gruplara dagilim gosterdigi goriilmektedir. XLSAT yazilimi kullanilarak
izolasyonlarin kaynaklarina ve yillara gore birbirlerine olan filogenetik uzaklik verileri
iizerinden cok boyutlu 6lceklendirme yapilarak elde edilen x-y koordinatlarindaki
dagilim grafigi (Sekil 4.35) elde edilmistir. Elde edilen filogenetik dagilimlar ve
XLSTAT programi kullanilarak elde edilen grup dagilimlarina ait dagilim istatistiklerine
bakildiginda izolatlarin kaynak ve yillara gore dagiliminda anlamli bir homojenlik
gozlemlenememistir.  Gruplar anlamli  bir ayrim  iliskilendirmesi  agisindan

yorumlanamamaktadir. Detayli istatistiksel degerlendirmeler Ek-C’de verilmistir.
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Sekil 4.36.  Kullanilan 120 izolatin birlestirilmis (ITS_LSU_RPB2) gen bdlgesi igin

filogenetik aga¢ olusumu

208



209



= Al *F (=G 9 *K =L ®R ®S U

Sekil 4.37.  Kullanilan 120 izolatin birlestirilmis (ITS_LSU_RPB2) gen bdlgesi
filogenetik uzaklik verilerinin iki boyutlu dagilim grafigi

DNA barkodlama ¢alismasinda kullanilan ti¢ farkli gen bolgesi (ITS-LSU-RPB2) i¢in
izolatlarin tamaminin birlestirilmis sekanslarina ait filogenetik agag¢ olusumu (Sekil 4.36)
degerlendirmesinde, izolasyonlarin tamaminin sekans verisi incelemeye alinmistir.
izolasyonlarin tamamimnin ITS LSU RPB2 gen bolgesi sekans verilerine ait filogenetik
iliskilendirme sonuclar1 degerlendirildiginde 20 adet ana dal 88 adet u¢ dal olusumu
gozlemlendigi goriilmektedir. Ana grup dallanmalar degerlendirildiginde ise
HUF17M3F21123 kodlu Metschnikowia tiiriine ait izolasyon Cryptococcus grubu
igerisinde yer aldigi, HUF16M3A12014 ve HUF17M3H32189 kodlu Naganishia tiiriine
ait izolasyon Cryptococcus grubu igerisinde yer aldigi, HUF17M3F32146 kodlu
Saccharomycete sp. tiiriine ait izolasyon Metschnikowia grubu igerisinde yer aldigi ve
bir¢ok Metschnikowia tiirii S. cerevisiae igerisinde yer aldigi gézlemlenmektedir. Genel
olarak Cyriptococcus ile Naganishia cinsleri birbirine yakin ¢ikmakla beraber
HUF16M3A12014 ve HUF17M3H32189 kodlu Naganishia izolati Cyriptococcus
tiirlerine ait gruplara daha yakin yer almistir.

On tanimlamalara gore S. cerevisiae olarak tanimlanmis izolatlarm bu genel agactaki
dagilimlar1 incelendiginde ise 13 adet ana grup dallanma ve 47 adet alt grup dallanma

olusumu gozlemlenmistir. S. cerevisiae, Saccharomycete sp. ve Metschnikowia
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gruplarina ait tiirler birbirlerine karigik olarak ¢iktig1 ve bir¢ok Metschnikowia tiirtiniin S.
cerevisiae grubu igerisinde yer aldig1 gozlemlenmektedir.

Birlestirilmis gen bolgesi i¢in izolasyonlarin tamamu {izerinden elde edilen filegenetik
iligkiler, daha 6nce yapilmis olan molekiiler ve MALDI-TOF tanimlamalarina gore
belirlenmis taksonlar agisindan MEGA7 programi ile istatistiksel ayrim agisindan
degerlendirilmistir. Bu degerlendirme sonucunda grup i¢i ortalama iraksaklik (uzaklik)
en biiyiikk Takson-3’de (0.32305+0.0049) en kiiciik Takson-1’de (0.01406+0.00315)
belirlenmistir. Takson ortalamalar1 arasindaki en biiyiik farklilik Takson-4 ile Takson-7
arasinda (0.5314+0.010) en kiigiik farklilik ise Takson-1 ile Takson-8 arasinda
(0.2134£0.007) olarak bulunmustur. Taksonlarin kendi i¢lerindeki iraksakliklarinin
ortalamas1 0.2040.002 olarak bulunmustur. Tiim popiilasyonun ortalama iraksakligi
0.340+0.004 bulunmus, taksonlarin birbiri arasindaki iraksakliklarin ortalamasi
0.140+0.004 olarak bulunmustur. Birlestirilmis gen bdlgesleri i¢in ayrisma katsayisi ise
0.412+0.008 olarak bulunmustur. XLSAT yazilim1 kullanilarak izolasyonlari birbirlerine
olan filogenetik uzaklik verileri lizerinden ¢ok boyutlu 6l¢eklendirme yapilarak elde
edilen x-y koordinatlarindaki dagilim grafigi yukarida (Sekil 4.37) ayrica verilmistir.
Filogenetik dagilimlar ve takson dagilimlarina ait MEGA7 kullanilarak elde edilen
detayli istatistiksel degerlendirmeler ve XLSTAT programi kullanilarak elde edilen grup

dagilimlarina ait detayl istatistiksel degerlendirmeler Ek-B ve Ek-C’de verilmistir.
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Sekil 4.38.

Kullanilan 120 izolatin MEME-suit yazilimi kullanilarak elde edilen
barkodlart ile birlestirlmis (ITS LSU RPB2) gen bolgesi i¢in filogenetik

aga¢ olusumu
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Sekil 4.39.  Kullanilan 120 izolatin MEME-suit yazilimi1 kullanilarak birlestirilmis
(ITS_LSU_RPB2) gen bdlgesi i¢in elde edilen barkod yapilarinin
filogenetik uzaklik verilerinin iki boyutlu dagilim grafigi

DNA barkodlama calismasinda kullanilan ii¢ farkli gen bolgesi (ITS-LSU-RPB2) i¢in
izolatlarin tamaminin sekanslarinin birlestirilmesi ve MEME suit programinda ortaya
konulan barkod yapilarmina ait filogenetik aga¢ olusumu (Sekil 4.38)
degerlendirmesinde, izolasyonlarin tamaminin Sekans verisi incelemeye alindigi
goriilmektedir. izolasyonlarin tamaminm ITS LSU RPB2 gen bélgesi barkod sekans
verilerine ait filogenetik iliskilendirme sonuglar1 degerlendirildiginde 23 adet ana dal 91
adet alt dal olusumu gozlemlendigi goriilmektedir. Ana grup dallanmalar
degerlendirildiginde ise HUF16MO0T10004 kodlu Candida grubunda yer alan,
HUF16M2K10010 kodlu Wickenomyces grubunda yer alan ve HUF17M3H21196
Kluyveromyces grubunda yer alan ii¢ farkli izolat ayn1 dallanma {izerinde yer aldigi, S.
cerevisiae, Saccharomycete sp. ve Metschnikowia gruplarina ait tiirlerin birbirlerine
karismis oldugu, birgok Metschnikowia tiirii ve Saccharomycete sp. tiiriiniin S. cerevisiae
grubu igerisinde yer aldig1 gézlemlenmistir. On tanimlamalara gére S. cerevisiae olarak
tanimlanmus izolatlarin bu genel agagtaki dagilimlar incelendiginde ise 23 adet ana grup
dallanma ve 64 adet alt grup dallanma olusumu gozlemlenmistir. Barkod yapilar
kullanilarak elde edilen genel filogenetik agacta (Sekil 4.38) S. cerevisiae tiirlerine ait
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izolatlarin ayrimi agisindan degerlendirildiginde ise S. cerevisiae, Saccharomycete sp. ve
Metschnikowia gruplarina ait tiirler birbirlerine karismis oldugu, bircok Metschnikowia
tiri. ve Saccharomycete sp. tiriiniin S. cerevisiae grubu igerisinde yer aldigi
gozlemlenmektedir.Birlestirilmis gen bolgesi i¢in izolasyonlarin tamami iizerinden elde
edilen filegenetik iliskiler, daha ©nce yapilmis olan molekiiler ve MALDI-TOF
tanimlamalaria gore belirlenmis taksonlar agisindan MEGA7 programu ile istatistiksel
ayrim acisindan degerlendirilmistir. Bu degerlendirme sonucunda grup ig¢i ortalama
iraksaklik (uzaklik) en biiyilkk Takson-3’de (0.323+0.0048) en kiiciik Takson-1’de
(0.014064+0.0031) belirlenmistir. Takson ortalamalar1 arasindaki en biiyiik farklilik
Takson-2 ile Takson-4 arasinda (0.522+0.007) en kiigiik farklilik ise Takson-1 ile
Takson-2 arasinda (0.2277+0.006) olarak bulunmustur. Taksonlarin kendi i¢lerindeki
raksakliklarinin ortalamasi 0.2+0.002 olarak bulunmustur. Tiim popiilasyonun ortalama
raksakligi 0.34+0.004 bulunmus, taksonlarin birbiri arasindaki iraksakliklarin ortalamasi
0.14+0.004 olarak bulunmustur. Birlestirilmis gen bolgeleri i¢in ayrisma katsayisi ise
0.412+0.008 olarak bulunmustur. XLSAT yazilimi1 kullanilarak izolasyonlar1 birbirlerine
olan filogenetik uzaklik verileri iizerinden ¢ok boyutlu 6l¢eklendirme yapilarak elde
edilen x-y koordinatlarindaki dagilim grafigi yukarida (Sekil 4.39) ayrica verilmistir.
Filogenetik dagilimlar ve takson dagilimlarina ait MEGA7 kullanilarak elde edilen
detayl istatistiksel degerlendirmeler ve XLSTAT programi kullanilarak elde edilen grup

dagilimlarina ait detayl istatistiksel degerlendirmeler EK-B ve Ek-C’de verilmistir.
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Sekil 4.40.

S. cerevisiae olarak tanimlanan izolatin birlestirilmis (ITS_LSU RPB2)

gen bolgesi icin filogenetik aga¢ olusumu
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Sekil 4.41.  S. cerevisiae olarak tanimlanan izolatlarin birlestirilmis (ITS_LSU_RPB2)
gen bolgesi filogenetik uzaklik verilerinin iki boyutlu dagilim grafigi

MALDI-TOF MS ve molekiiler tanimlamalara gore S. cerevisiae olarak tanimlanan
izolatlarin  tamaminin  degerlendirmeye alindigrt (Sekil 4.40) goriilmektedir.
Degerlendirmeye alinan S. cerevisiae izolatlariin sekans verileri filogenetik
degerlendirmesinde gruplarin birlestirilmis gen bolgelerine gore 12 ana gruba ayrildigi
goriilmektedir. Bu 12 ana grubun 44 adet tiir ici alt gruplara dagilim gosterdigi
goriilmektedir. XLSAT yazilimi kullanilarak izolasyonlarin kaynaklarina ve yillara gore
birbirlerine olan filogenetik uzaklik verileri lizerinden ¢ok boyutlu Olgeklendirme
yapilarak elde edilen x-y koordinatlarindaki dagilim grafigi (Sekil 4.41) elde edilmistir.
Elde edilen filogenetik dagilimlar ve XLSTAT programi kullanilarak elde edilen grup
dagilimlarina ait dagilim istatistiklerine bakildiginda izolatlarin kaynak ve yillara gore
dagiliminda anlamli bir homojenlik goézlemlenememistir. Gruplar anlamli bir ayrim
iligkilendirmesi agisindan yorumlanamamaktadir. Detayl istatistiksel degerlendirmeler

Ek-C’de verilmistir.
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Sekil 4.42.

S. cerevisiae olarak tanimlanan izolatlarn MEME-suit yazilimi
kullanilarak birlestirilmis (ITS_LSU_RPB2) gen bdlgesi igin elde edilen

barkodlarinin filogenetik aga¢ olusumu
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Sekil 4.43. S. cerevisiae olarak tanimlanan izolatlarin MEME-suit yazilimi
kullanilarak birlestirilmis (ITS_LSU_RPB2) gen bdlgesi i¢in elde edilen

barkodlarinin filogenetik uzaklik verilerinin iki boyutlu dagilim grafigi

MALDI-TOF MS ve molekiiler tanimlamalara gore S. cerevisiae olarak tanimlanan
izolatlarin tamaminin birlestirilmis gen bolgeleri barkod yapilar1 degerlendirmeye
alindig1 (Sekil 4.42) goriilmektedir. Degerlendirmeye alinan S. cerevisiae izolatlarinin
barkod sekans verileri filogenetik degerlendirmesinde gruplarin birlestirilmis gen
bolgelerine gore 17 ana gruba ayrildigi goriilmektedir. Bu 17 ana grubun 44 adet tiir ici
alt gruplara dagilim gosterdigi goriilmektedir. XLSAT yazilimi kullanilarak
izolasyonlarin kaynaklarina ve yillara gore birbirlerine olan filogenetik uzaklik verileri
iizerinden ¢ok boyutlu olgeklendirme yapilarak elde edilen x-y koordinatlarindaki
dagilim grafigi (Sekil 4.43) elde edilmistir. Elde edilen filogenetik dagilimlar ve
XLSTAT programi kullanilarak elde edilen grup dagilimlarina ait dagilim istatistiklerine
bakildiginda izolatlarin kaynak ve yillara gore dagiliminda anlamli bir homojenlik
gozlemlenememistir.  Gruplar anlamli  bir ayrim  iligkilendirmesi  agisindan
yorumlanamamaktadir. Detayl istatistiksel degerlendirmeler Ek-C’de verilmistir.

Calisma kapsaminda S.cerevisae tiirlerinin ayriminda kullanilacak DNA barkodlarinin
ortaya konmasinda literatiir ¢aligmalart1 dogrultusunda barkodlama amaciyla

kullanilabilecek gen bdlgeleri belirlenmis ve bu gen bolgeleri lizerinde 6n denemeler
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gerceklestirilip calismanin yiiriitiilecegi lic farkli gen bélgesinin kullanimina karar
verilmistir. Belirlenen bu ii¢ farkli gen bolgesi (ITS, LSU, RPB2) ve bunlarin
birlestirilmesi (ITS_LSU RPB2) ile elde edilen sekans verileri tizerinden barkod yapilari
ve bagar1 durumlar ortaya konulmustur. On tanimlamalari ve ileri tanimlamalar1 yapilan
120 izolat {izerinden DNA ekstraksiyonlar1 yapilmis, ilgili gen bolgeleri i¢in PCR
reaksiyonlar1 ve jel goriintiilemeleri elde edilmis ardindan sekans analizlemeleri ve
barkod veri analizleri gergeklestirilmistir. Tiim bu asamalarda gergeklestirilen islemlerin

gen bolgelerine bagli basarilar asagida (Cizelge 4.31)’de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.29. Gen bolgeleri 6l¢iim basarilar

Gen PCR Sekanslama | Tanmimlanan Ort. Barkod Tiir igi Tiirler Ayrisma | Sekans
Bdlgesi | Bagarisi Basarisi Tiir Sekans | Ortalama Ortalama Arasi Katsayisi | ornek
(%) (%) % Uzun. Uzunlugu Uzaklik Ortalama Sayisi
(bp) (P- Uzaklik
distance) (P-
distance)
ITS 100 93 93 820 400 0,049+ 0,276+ 0,848+ 118
0,003 0,014 0,01
LSU 100 96 94 1100 300 0,241+ 0,045+ 0,157+ 119
0,004 0,007 0,002
RPB2 100 90 90 1200 500 0,173+ 0,129+ 0,427+ 108
0,004 0,005 0,011
ITS- 98 4120 1200 0,200+ 0,140+ 0,412+ 120
LSU- 0,003 0,004 0,008
RPB2

DNA barkodlama c¢aligmasinda kullanilan 120 izolasyonun tamaminda DNA
ekstraksiyonlarinin bagarili bir sekilde gerceklestirildigi ve kullanilan her ii¢ bdlgesinn
PCR amplifikasyonlarinin %100 basar1 ile gerceklestirilidigi  goriilmektedir. Gen
bolgeleri kullanilarak yapilan sekanslamalarda ve NCI sorgularindan elde edilen
tanimlama basarilar1 sirasiyla en yiiksek LSU bolgesinde (%98) daha sonra ise ITS (%93)
ve RPB2 (%90) bolgelerinden elde edildigi gdzlemlenmektedir (Cizelge 4.31). En kiigiik
tiir i¢i ortalama uzakhig ITS gen bolgesi (0.049+0.0014) en biiyilik tiir i¢i ortalama
uzaklhigi LSU gen bolgesinde (0.241+0.004) gozlemlenmistir. En kiigiik tiirler arasi
ortalama uzaklig1 LSU gen bolgesi (0.045+0.007) en biiyiik tiirler aras1 ortalama uzakligi
ise (0.276+0.014) ile ITS gen bolgesi gostermistir. Ayrisma katsayilarina bakildigi zaman
ise en kiiclik ayrisma katsayisini LSU gen bolgesi (0.157+0.002) en biiyiik ayrisma
katsayisini ise ITS gen bolgesinin (0.848+0.01) gosterdigi gozlemlenmektedir.

DNA barkodlama g¢alismasinin yiiriitiilmiis oldugu ve tanimlamalar1 yapilarak 9 farkl
taksonomik grup altinda toplanan izolasyonlarin tamami iizerinde izolasyon sekanslari ve

barkod sekanslar1 kullanilarak elde edilen filogenetik ayrim agaglarinin basarilart her bir
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tiriin kendi taksonunda yer alma ylizdesi goz Oniinde bulundurularak her bir gen
bolgesinin takson bazinda degerlendirilmesi yapilmistir [280]. Bu baglamda izolasyon
sekanslar1 ve barkod sekanslarindan elde edilen filogenetik ayrim basarilar1 asagida

(Cizelge 4.32 ve Cizelge 4.33)’de verilmistir.

Cizelge 4.30. Izolasyon sekanslarinin takson ayrim basar1 yiizdeleri

Takson1l Takson2 Takson3 Takson 4 | Takson5 Takson 6 | Takson7 | Takson8 (G) Takson9
(A1) (A2) (%) | (B1) (c1) (D) (E) (F) (%) (H)
(%) S.cerevisi | (%) (%) (%) (%) (%) Metchnikowi | (%)

Saccharo | ae Cryiptoco | Nagenish | Pichiasp. | Candida Wickeha | asp.

mycete ccus sp. ia sp. sp. momyces Hansenia

sp. sp. spora sp.
ITs 100 95,83 60 100 100 100 100 90,47 100
Lsu 100 92,30 42,85 100 100 100 75 82,35 100
RPB2 yok 98,24 100 100 100 100 100 100 100
IT-
LSU- yok 95,16 90 loo 100 100 100 100 100
RPB2

Biitiin gen bdlgelerinin, izolasyonlara ait sekans verilerinin 9 farkli takson grubundaki
basarilar1 degerlendirildiginde RPB2 gen bolgesinin biitiin taksonlarda en yiiksek
dogrulukta ayrim yaptigi gozlemlenmektedir (Cizelge 4.32).  S.cerevisiae tiirleri
(Takson2 (A2)) icin RPB2 gen bdlgesinin basaris1 % 98.24, ITS gen bolgesinin ayrim
basarist % 95.83, LSU gen bolgesinin basaris1 % 92.3 ve birlestirilmis (ITS_LSU RPB)

gen bolgesinin basgarisi ise % 95.16 olarak bulunmustur.
MEME suit programi kullanilarak ortaya konan motif yapilar1 {izerinden elde edilen
barkod bolgelerinin filogenetik ayrim agaci iizerinden belirlenmis olan taksonomik

gruplarin ayrimi asagida (Cizelge 4.33) degerlendirmeye alinmastir.

Cizelge 4.31. Barkod sekanslarinin takson ayrim basari ytlizdeleri

Takson1l Takson2 Takson3 Takson 4 | Takson5 Takson 6 | Takson7 | Takson8 Takson9
(A1) (A2) (%) | (B1) (c1) (D) (E) (F) (G) (H)
(%) S.cerevis | (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Saccharo | iae Cryiptoco | Nagenish | Pichiasp. | Candida Wickeha Metchnik
mycete ccus sp. ia sp. sp. momyces | owia sp. Hanseniasp
sp. sp. ora sp.
ITS 100 95,83 80 100 100 80 100 85,71 100
Lsu 100 96,153 100 100 100 75 75 82,35 100
RPB2 yok 100 66,66 yok 100 100 100 100 100
::;;ZU' yok 95,45 100 100 100 62,5 75 100 100

Ortaya konmus olan barkod yapilarinin filogenetik ayrimda kullanilmasi sonucunda elde

edilen ayrim basar1 sonuglarina (Cizelge 4.33.) baktigimizda takson gruplarindaki en
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yiiksek basartyr RPB2 gen bolgesinin verdigi ve motif yapist ortaya konmamis gen
bolgesi sekans verilerine gore genel olarak ayrim basarisinin  artmis oldugu
goriilmektedir. Barkod sekans yapilart kullanilarak ortaya konan filogenetik ayrimda
S.cerevisiae tiirleri i¢gin RPB2 gen bolgesi ayrim basarisinin % 100, LSU gen bolgesi
ayrim basarisinin % 96.153, ITS gen bdlgesinin ayrim basaris1 % 95.83 ve birlestirilmis
gen bolgelerinin (ITS_LSU_RPB2) basarist ise % 95.45  olarak belirlendigi
goriilmektedir. RPB2 gen bolgesinin ayrim yapmadaki basarisinin yaninda baz tiirlere
ait motif yapist ¢ikarilamamis olmasindan bu tiirlerin degerlendirme disinda kalmig
olmasi sdylenebilir. Ornegin barkod yapilar kullanarak taksonlarin ayriminin yapildigi
degerlendirmede Takson-4 (C1) Naganishia sp. tiirleri ig¢in bir motif yapisi ortaya
konmamis oldugundan degerlendirmeye alinmamis ve Cizelge 4.33.’de degerlendirme
“yok” olarak sonug verilmistir.

Taksonlarin birbirlerinden ayriminda kullanilan izolasyonlara ait sekans verilerileri ve
barkod sekans verileri takson ayrigsma yiizdeleri ve ayrisma katsayilar karsilastirildiginda
barkod sekanslarmin kullanimiyla yapilan ayrimin izolasyon sekans verisi kullanimina
kiyasla arttig1 goriilmektedir (Cizelge 4.32-Cizelge 4.33). Gen bdlgelerinin ayrigsma
katsayilar1 izolasyon ve barkod yapilari i¢in sirastyla (ITS, LSU, RPB, birlestirilmis
ITS_LSU_RPB2) 0.848+0.01, 0.157+0.002, 0.427+0.011, 0.412+0.008 ve 0.873+0,01,
0.725+0.017, 0.7636+0.0136, 0.412+0.008 oldugu belirlenmistir. Ayrisim katsayilari
degerlendirildiginde ITS ve birlestirilmis gen bolgelerinde barkod sekanslari
kullaniminin ayrisim katsayist lizerinde biiyiik bir etkisi olmadig: fakat LSU ve RPB2
gen bolgeleri lizerinde dikkate deger bir artig sagladig1 goriilmektedir.

Funguslar alemi tizerinde yapilan evrimsel ¢alisgmalarda DNA dizi varyasyonunun
kullanimi, 1970'lerin basinda molekiiler markorlerin organizmalar arasindaki iliskileri
degerlendirmek igin araglar olarak kullanilmaya baglanmasindan sonra baglamistir [281-
282]. Cesitli mantar gruplar arasindaki iliskileri analiz etmek icin 5S rRNA gen
sekanslar ilk kullanim bulan markorler arasindadir. Bununla birlikte, 1990'1arin baslarina
kadar DNA sekanslar1 funguslarin evrimsel ve popiilasyon genetik ¢alismalarinda yaygin
olarak kullanilmaya baslanmis degildi. Funguslar {izerinde yapilan ¢alismalarda
molekiiler sekanslarin ilk kabulii biiyiik o6lcide PCR ve DNA sekanslama
teknolojilerindeki gelismeler ile olmustur. Barkodlamayla ilgili yapilan ilk ¢alismalarda
evrensel olarak kullanilabilecegi one siiriilen ITS primerlerinin (ITS1 ve ITS4 dahil

olmak iizere) cogu gilinlimiizde hala yaygin olarak kullanilmaktadir[283].
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1990'larin ortalarina gelindiginde tiir tanimlamalarinda biyoloji laboratuvarlarinda PCR
ve DNA dizilimi rutin olarak kullanilmaya baslanmistir. Bu gelismeler, ribozomal RNA
gen kiimesinin birkag DNA fragmaninin fungal DNA sekanslarinin kamuya agik
veritabanlarinda hizl bir sekilde genislemesine katkida bulunmustur. Ornegin, Kurtzman
ve Robnett 1998°de niikleer biiyiik alt birimin (nLSU veya 28S) ribozomal DNA D1/D2
alanmin ilk kapsamli veri kiimesini, yaklastk 500 ascomycetes mayasi igin
olusturmuslardir[284]. Bu alandaki dizi farkliligi kullanilarak taninan taksonlarin aslinda
daha once tarif edilen tiirlerin es anlamlilar1 oldugunu ortaya koymada ve yakin iliskili
tirleri ayirt etmek igin kullanilabilir oldugunu bulmuslardir. D1/D2 bélgesinden
tiiretilmis filogenetik agaglarin ve Saccharomyces kanadinin segilen iiyeleri igin niikleer
kiigtik alt birim (nSSU, 18S) ribozomal DNA dizilerinin karsilastirilmasi, istatistiki olarak
benzer iyi desteklenmis dallarla, iki agacin olduk¢a uyumlu oldugunu gostermislerdir.
Fell ve dig. (2000) ve Scorzetti ve dig. (2002) daha sonra basidiomycetes grubu i¢in
benzer bir veri seti olusturmuslardir[285]. Cogu basidiomycetes maya tiiriiniin, nLSU
rRNA'nin  D1/D2  bolgesi  dizileri  kullanilarak  ayirt  edilebilecegini
bildirmislerdir. Bununla birlikte, genel olarak, ITS bolgesinin, D1/D2 bolgesinden daha
yakin iligkili tiirlerin ayirt edilmesinde daha iyi oldugunu gostermislerdir. Ek olarak,
ribozomal gen kiimesinin intergenik aralayicisinin (28S rRNA geninin 3'-ucu ile 18S
rRNA geninin 5’-ucu arasinda yer alan 1GS) bélgesinin ilave farklilasmalar1 ayirt etmek
icin kullanilabilecegini bildirmislerdir. Tirler ve hatta ayni tiir igindeki suslar arasinda
D1/D2 alaninin dizilim verileri ve daha az 6lgiide ITS ve IGS bolgeleri, hem ascomycetes
hem de basidiomycetes mayalarda tir tanimlamasi ve yeni tirlerin tanimnmasi
yaklagiminda devrim yaratmistir [286].

D1/D2 alan sekanslar1 (ve daha az bir o6lgtide ITS bolgesi) ascomycetous ve
bazidiomycetous mayalarinin yeni taksonlarin1 tanimlamak igin gereken standart bilgi
olmasina ragmen, filamentéz mantarlar1 tanimlamak icin DNA sekansi bilgilerinin

gerekliliklerinde 6nemli farkliliklar oldugu vurgulanmaktadir[287].

Conrad L. Schoch ve ark. tarafindan 2012 yilinda yapilan ¢alismada alti DNA bolgesi
(ITS, LSU, SSU, RPB1, RPB2, MCM7) funguslar aleminde DNA barkodlamada
kullanilmis, 742 sus veya numuneden {iretilen diziler kullanilarak dort markoriin
barkodlama performansi incelenmis, ve yaklasik 200 fungustan daha kiiciik bir alt kiime

icin analiz edilen iki ilave protein kodlama markeri ile karsilagtirmiglardir.
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Mitokondriyal sitokrom oksidaz gen bolgesi funguslar alemi i¢in ¢ogaltilmasi gii¢
oldugundan, ¢ogu zaman biiyiik intronlar igeribileceginden ve funguslar i¢in yetersiz
degiskenlik gosterebildiginden arastirmaya dahil edilmemistir. Yapilan ¢alismada
niikleer ribozomal RNA {i¢ alt birim, ii¢ protein kodlayan gen bolgesi (RNA polimeraz
II'nin en biiyiik alt birimi, RNA polimeraz II'nin ikinci en biiyiik alt birimi ve
minikromozom proteininin bolgeleri) karsilastirilmistir. Her ne kadar protein kodlayan
gen bolgeleri, ribozomal markorlere kiyasla daha yiiksek oranda dogru tanimlamaya
sahip olsalar da, diisiik PCR amplifikasyonu ve sekanslama basarisi, bunlar1 evrensel bir
fungus barkodu i¢in aday olarak gosterilmelerini elimine ettigi belirtilmistir. Ribozomal
gen bolgeleri arasinda ITS bolgesi, genis fungus gruplari aralig i¢in basarili tanimlama
olasiliginin en yiiksek oldugu ve 6zel olmayan degiskenlik arasindaki en yiiksek barkod
boslugu olasiligina sahip oldugu vurgulanmistir. Baz1 gruplarda popiiler filogenetik bir
belirte¢ olan niikleer ribozomal biiyiik alt birim (LSU), erken ayrisan soylar ve
ascomycete mayalar gibi bazi taksonomik gruplarda i¢in iistiin tiir ¢oziiniirliigiine sahip
oldugu belirtilmistir aksi durumlarda ise ITS'den daha diisiik ayrisim sundugu
vurgulanmigtir. Nikleer ribozomal kiigiik alt birim (SSU), mantarlarda zayif tiir
diizeyinde ¢oziiniirlige sahip oldugu vurgulanmistir. Ribozomal RNA genlerinin PCR
amplifikasyonlarinin, funguslar i¢in protein kodlayan markdrlerden daha gilivenilir
oldugunu belirlemislerdir. Beklendigi gibi PCR basaris1 taksonomik gruba gore
degiskenlik gostermistir. Ornegin, ITS PCR amplifikasyon basarisi % 100
(Saccharomycotina grubu i¢in) ile % 65 (erken ayrilan soylar igin) arasinda degismistir.
Diger ribozomal belirteglerin amplifikasyon basarilar1 benzerlik gostermis buna karsilik
RPBI igin basar1 % 80 (Saccharomycotina grubu igin) ile % 14 (bazal soylar igin)
arasinda degisim gosterdigi vurgulanmistir. RPB1 gen bolgesi icin PCR biiyiitme
problemlerinin % 70 iizerinde oldugu vurgulanmis ve primer basarisizliginin (% 40-50)
en biiyilik problem olarak bildirilmistir.

Yapilan bu ¢alismada elde etmis olduklart sonuglart dogru tanimlama olasiligi (PCI) ve
barkod bosluk analizi {izerinden degerlendirmeye almiglardir. ITS'nin PCI degeri (0.73),
RPBI'den (0.76) marjinal olarak diisiik bulundugu vurgulanmistir. RPB1 ¢oklu gen
karsilastirmalar1 ve erken ayrilan soylar harig, biitiin mantar gruplarinda tutarli bir sekilde
yiiksek seviyede tiir ayrimi sagladigi vurgulanmistir. ITS gen bdlgesi en giiclii ¢o6zme
giiciine Dikarya grubu igerisinde yer alan Basidiomycota taksonunda gostermistir (ITS
icin 0.77 vs. RPB1 i¢in 0.67 ). Pezizomycotina grubu i¢in , RPB1 gen ayrim giicii PCI
(0.80), ITS gen ayrim giicii PCI (0.71) daha istiin bulunmustur. ITS, erken ayrilan
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soylarda SSU ve LSU'dan daha diisiik ayrimci giice sahip olabilecegi vurgulanmis, ancak
hata paylar1 yiiksek bulunmustur. LSU gen bolgesi tim gruplar arasinda degisken
seviyelerde PCI ( 0.66-0.75) degerleri i¢cermistir fakat genel olarak RPB1 veya ITS'den
daha diisiik ayrim giicti sergiledigi vurgulanmistir. Saccharomycotina grubu i¢in, LSU
gen bolgesinin diisiik PCI (0.67) sergiledigi belirtilmis, fakat benzer sekilde dort farkl
belirtecinde benzer performans gosterdigi vurgulanmistir. SSU gen bolgesi ise
Pezizomycotina ve Basidiomycota gruplarinda ayrim yapmada siirekli olarak en kotii
performans gosteren gen bolgesi olarak belirtilmistir. Erken ayrilan soylarda SSU, LSU
ile ayn1 seviyede ayrim basaris1 gosterebildigi ve ITS ile RPB1'den daha iyi bir PCl'e
sahip olabilecegi vurgulanmistir. Coklu gen kombinasyonlar1 kullaniminda etkili olan iki
gen , her ikisi de 0.78'lik bir PCI veren ITS ve RPB1 veya LSU ve RPB1 olarak
vurgulanmustir.

Barkod boslugu agisindan degerlendirme yapildiginda en biiyiik barkod boslugunun
RPBI1 ve ardindan ITS i¢in goriildiigi vurgulanmistir. LSU ve SSU gen bdlgelerinin her
biri barkod boslugu konusunda zayif kaldig1 vurgulanmistir. LSU gen bolgesi SSU gen
bolgesine kiyasla barkod boslu agisindan daha iistiin 6zellikler sagladig1 ve amplifikasyon
siralama hizalamada sorunsuz bir sekilde kullanilabilecegi vurgulanmistir. ITS gen
bolgesinin ise barkod boslugu agisindan LSU gen bolgesinden iistiin oldugu ve
funguslarda barkodlamada LSU gen bolgesinden daha giicli ayrim yapabildigi
vurgulanmistir. Funguslarin atasal yaslar1 ve ¢esitliligi goz ontlinde alindiginda tek bir gen
bolgesinin tiim funguslar alemi i¢in tanimlama saglamasi zorlasabilecegi vurgulanmistir.
ITS bolgesi, birkag liken tiirlinde potansiyel olarak etkili bir DNA barkodu olmasina
ragmen, genetik kayma, yavas gelisen bazi gruplarda soy atalarinin polimorfizmlerinin
dolay1 siniflandirmada sorun gdsterebilecegi vurgulanmistir.

Diger tek kopya protein kodlama belirteglerinin iyi barkod performansina sahip olup
olmadigini test etmek i¢cin RPB1 , RPB2 ve MCM?7 sekanslar1 bir alt takson kiimesi
lizerinden test edilmisti. Bu gen bolgeleri erken ayrilan soylardan ayrim
saglayamamuslardir. Her iki belirteg igin, tiim diziler tiirlere 6zgii bulunmustur. Ilave iki
gen, RPB1'e benzer bir barkodlama performansina sahipken, RPB2, biraz daha iistiin
sonuglar vererek RPB1 ve MCM7'den 6nce yer almistir.

Protein kodlayan genler, mikolojide popiiler filogenetik markorler oldugu vurgulanmakta
ve bazi mantar gruplarinda sinirli taksonomik kapsamdaki fiili barkodlar olarak
kullanilabilecegi vurgulanmistir. Daha kii¢iik 6rnekleme i¢in analiz edilen RPB2 ve

MCMT7’e temsili bir marker olarak RPB1 iizerinden kiyaslamalar yapmuslardir ve genel
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olarak, bu tiir protein markorleri daha fazla tiir cozme giiciline sahip olabilecegini, ancak
PCR ve sekanslama basarisizliklar1 onlar1 funguslar aleminin genis filogenetik kapsami
icin potansiyel evrensel barkodlar olarak kullanimini engelleyecegini vurgulamislardir
[288].

JB Stielow ve ark. tarafindan 2015 yilinda yapilmis olan ¢alismada temel birincil borkod
bolgelerine (ITS, LSU) ek olarak kullanilabilecek ikincil barkod bolgelerinin funguslar
aleminde evrensel primer ciftlerinin degerlendirmesini ve bunlarin ayrim yapmadaki
basarilarini aragtirmiglardir. Sekiz genetik isaretleyiciyi hedef alan 14 evrensel primer
¢iftinin amplifikasyon verimleri {izerinden test islemleri yaparak yaklasik yirmi bin (19
577) polimeraz zincir reaksiyonunun sonuglarin1 degerlendirilmislerdir. Niikleer
ribozomal RNA geni biiylik alt biriminin bolimleri (26/28S'nin D1-D2 alanlari),
biitiinlesik kopyalanmis bosluk bolgesi (ITS1/2), kismi B -tubulin 1l (TUB2), y-aktin
(ACT), ceviri uzama faktorii 1-o ( TEF1a), ve RNA-polimeraz II'nin biiyiik ikinci alt
birimi (RPB2) degerlendirmeye alinmis ve yeni aday primerlerle karsilagtirtlmigtir. Bu
yeni aday birimler fungal-spesifik translasyon uzama faktori 3 (TEF3), t-RNA igin
gerekli kiiciik bir ribozomal protein, 60S L10 (L1) RP, DNA topoizomeraz | (TOPI),
fosfogliserat kinaz (PGK), protein gen bolgesi LNS2 ve TEFlo'min alternatif
bolimleridir. Sonuglar, birka¢ gen bolimiiniin, tek bir PCR-iiriinii verecek sekilde
evrensel primerlere (veya fila i¢in evrensel primerlere) erisilebilir oldugunu
gostermistir. Barkod boslugu ve ¢ok boyutlu 6lgekleme analizleri, test edilen aday
isaretleyicilerin, tiirlerin tanimlanmasi igin iyi birer barkod aday1 yapan yeterli infra ve
inter-spesifik varyasyon saglayan evrensel Ozelliklere sahip oldugunu ortaya
koymustur. Bu gen bdliimleri arasinda, mikolojide filogenetik bir isaretleyici olarak
yaygin olarak kullanilan TEFla i¢in yeni, yiiksek kaliteli bir primer ¢ifti, ITS gen
bolgesine i¢in istiin ¢oziiniirliige sahip ek bir DNA barkodu potansiyeline sahip
olabilecegini belirtilmistir. Ascomycota smifi icin TOPI ve PGK gen bolgeleri umut
verici sonuglar elde edebilirken, ribozomal alt birimlerin ve evrensel primerlerin basarisiz
oldugu Pucciniomycotina i¢in TOPI ve LNS2 basarili sonuglar verebildigi belirtilmistir.
Genel olarak, yavas evrimlesen genler (6rnegin, TEFla , RPB2 ckzonlar1), derin
filogenetik iliskilerin ¢ikarilmasi i¢in daha uygunken, daha yiiksek evrim oranlarina sahip
olan genler (6rnegin, ITS, TUB2 ) daha yeni evrimsel ayrim olaylarmi yansittig
belirtilmistir. Dolayisiyla, bu o6zelliklerin her ikisini de yansitan genler veya gen
boliimleri, filogenetik sinyal agisindan 6nemli kabul edildiginde barkod olarak uygun

bulunacagi vurgulanmistir. Protein kodlayan genlerin fragmanlarina daha degisken
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intronik ve daha konserve eksonik sekanslar ekleyerek niikleotit sekanslar1 olarak
degiskenlik seviyesinden ve amino asit sekanslari olarak daha korunmus kisimlar
saglayarak ~ her  iki  gereksinimi  potansiyel olarak  karsilayabilecegi
vurgulanmigtir. Funguslar grubu séz konusu oldugunda TEFIo’nin Ozellikle ¢ok
yonliiliik s6z konusu oldugundan, rDNA olmayan barkodlar i¢in en ideal adaylardan biri
olabilecegi vurgulanmistir. Genomik taramalardan ( TEF/« ) gen fragmanini, evrensel
bir ikincil barkod olarak en umut verici aday olarak dnermislerdir. Yapmis olduklart bu
calismada 'birincil barkodlu' numunelerin bilinmeyen veya dogrulanmasi gerekli tiirler
icin ITS ve TEF 1o ile yapilan barkodlamalarin ¢oziintirliigl artiracagini belirtmislerdir
[231].

2019 yilinda D.Vu ve ark. tarafindan Utrecht Universitesi’nde birgok farkli kaynaktan
saglanan filamentli funguslar tizerinde ITS ve LSU gen bolgelerinin DNA barkodu olarak
kullanim1 ve tiirlerin ayrimini belirleme iizerine yapilan ¢alismada Utrecht, Westerdijk
Fungal Biyocgesitlilik Enstitiisii'nde CBS fungal biobank muhafaza edilmekte olan 17.000
tiirii icerecek sekilde farkli biyolojik bankalarda yer alan 100.000 mantar susu ¢alismada
kullanilmastir. Iki niikleer ribozomal genetik markor dizisi (5.8S genini ITS ve 26S
Biiyiik Alt Biriminin (LSU) D1/D2) alaninin DNA barkod verileri arastirilmistir. Bu
calismada 12.000 eski tip ve elle onaylanmis filamentli mantar suslart i¢in 24.000'den
fazla DNA barkod dizisi kullanilarak, filamentli mantar tiirlerini ayirt etmek i¢in optimal
kimlik esiklerinin ITS i¢in % 99.6 ve LSU igin % 99.8 oldugu bulunmustur. Tiirlerin %
17 ve % 18'inin sirastyla ITS ve LSU genetik belirtecleri tarafindan ayirt edilemedigini
gosterilmistir. Bunlardan, ~% 8 her iki genetik belirte¢ kullanilarak ayirt edilemedigi
belirtilmistir. ITS gen bolgesi LSU gen bolgesine kiyasla filamentli mantar tiirlerinde, %
82 ile % 77.6 arasinda dogru bir tanimlama ve % 84 ile % 77.7 arasinda bir kiimelenme
kalite degeriyle daha iyi performans gosterdigi belirtilmistir. Daha yiiksek taksonomik
siniflandirmalarda, LSU'nun, ITS'den daha iyi bir ayrim giicline sahip oldugu
belirtilmistir. Genel diizeyde, her iki genetik markdr tarafindan tiretilen kiimeleme kalitesi
degerleri , cins diizeyinde taksonomik revizyonlarin gerekliligini ve muhtemelen daha
fazla korunmus genetik markdrlerin veya hatta tim genomlara uygulanmasinin
gerekliligini belirtmiglerdir . Cins, aile, takim ve sinif seviyelerinde filamentéz fungal
tanima yonelik taksonomik esikler , ITS barkodlarina gére % 94.3, % 88.5, % 81.2 ve %
80.9 ve LSU'ya gore % 98.2, % 96.2, % 94.7 ve % 92.7 olarak dlgiilmiistiir. Bu ¢alismada
kullanilan DNA barkodlar1 GenBank {izerinden kayit altina alinmis ve ayrica Westerdijk
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Enstitlisi'niin internet sitesinde, mantarlarin tanimlanmas icin referans dizileri olarak
kamuya agik olarak sunulmustur [237].

Asma Asemaninejad ve ark. tarafindan 2016 yilinda yapilan metabarkodlama
calismasinda ITS ve LSU gen bolgelerinin ayrim yapmadaki basarilarini arastirmislardir.
Niikleer biiyiik alt birimin (LSU) ribozomal DNA'sinin D1/2 degisken bolgesini hedef
alan yeni PCR primerleri tasarlamis ve test etmislerdir. Bu primerler temelde Ascomycota
smifini ve diger tim mantar filumlarinin ayrimimi yapmada kullanilmistir. Yeni
primerlerden LSU200A-F/LSU476A-R (Ascomycota) hedef taksonlarin % 95-98'ini, tim
mantar filumlarinda kullanilan LSU200-F/LSU481-R (diger biitiin mantarlarin) % 72-
80'lik hedef okumalar1 verdigi belirtilmistir. Her iki primer setinin de oldukca diisiik veri
kayb1 oranlarina sahip olduklar1 ve birlikte ¢ok cesitli mantar taksonlarini kapsadigi
vurgulanmistir. Ascomycota ve Basidiomycota igin ITS2, ITS3 KYO2 / ITS4 KYO3
primerlerini kullanarak bir alt grup kiimesini amplifiye ederek ve siralayarak, elde edilen
sonuclar bu primerlerle kiyaslanmigtir. Yaklasik olarak esdeger okuma ile , LSU
primerlerinin, ITS2 primerlerinden daha fazla sayida filogenetik dizi ¢esitliligi elde ettigi
vurgulanmigtir. LSU primerleri ile gliclii ayrimlar elde edilen Ascomycota sinifinda yer
alan Eurotiales, Mytilinidiales, Pezizales, Saccharomycetales, Venturiales iiyelerinin yer
aldigy, ITS primerleri ile ile giiglii ayrimlari elde edilemedigi Basidiomycota sinifinda yer
alan Exobasidiomycetes, Microbotryomycetes, Pucciniomycetes, Tremellomycetes
tiyelerinden (ITS3 _KYO2/ITS4 KYO3) yer aldig1 vurgulanmaistir.

ITS2 primerleri kullanilarak elde edilemeyen fakat LSU primerleri kullanilarak geri
kazanilan OTU'lar arasinda 127 cins 28 tiir yer almistir. Ote yandan ITS2 primerleri LSU
primerlerinden herhangi biri kullanilarak elde edilmeyen 16 tiir ve 10 benzersiz cins elde
edildigi vurgulanmistir. Bu calismada gelistirilen yeni primer kiimeleri, mantar ¢esitliligi
ve topluluk kompozisyonu calismalart i¢in diger evrensel primerlerin tamamlayicisi
olarak kullanilabilecegi vurgulanmistir [289].

D.E. Gouliamova ve ark tarafindan 2014 yilinda yapilan calismada Bulgar gida
ekosisteminde yer alan mayalarin biyolojik cesitliligi arastirilmistir. Bu ¢alismada, 14
maya susu cesitli ticari Bulgar gida iiriinlerinden izole edilmis ve DNA barkodlama
analizi ile karakterize edilmistir. Gergeklestirilen barkodlama yaklasiminda 26S rDNA
kulanilmistir. Bu ¢alismada Bulgar kaynakli gidalarda Saccharomyces, Kazachstania,
Kluyveromyces, Pichia, Isatchenkia, Candida ve Rhodotorula'dan gesitli mayalarin yer

aldig1 barkodlama yaklagimi ile gosterilmistir [238].
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Pierce ve ark. 2007 yilinda yapmis olduklar1 S. cerevisiae tiiriinde 20 bazlik gentik
delesyonlarin gen c¢alisma fonksiyonlar1 tizerindeki etkilerini S. cerevisiae kiiltiir
havuzunda tiirlerin basariyla belirlenebilecegini gostermislerdir [241].

Francisco ve ark. 2009 yilinda genom sekanslama projesinde kullanilmis ve sekans
bilgileri olan 55 adetlik S. cerevisiae ve Saccharomycess paradoxus’un haploid setleri ile
yaptiklar1 barkodlama ¢alismasinda 6 baz ciftlik spesifik barkodlar iizerinden ayrim

yapilabilecegini gostermislerdir [243].

4.7. Elde Edilen Sonuclarin Kayit Altina Alinmasi

DNA barkodlama c¢alismas1 kapsaminda elde edilen izolasyonlar, {izerine uygulanmis
olan klasik tanimlama test sonuglari, MALDI-TOF MS tanimlama test sonuglari, DNA
izolasyonlar1 gen bdlgeleri sekans verileri, gen bolgeleri barkod sekans verileri,
molekiiler tanimlama test sonuglar1 ve DNA tabanli borkodlama siiregleri kayit altina
alimmigtir. Kayit altina alma siirecinde mikroorganizma bilgi formlar1 ve sorgulama
kayitlar1 seklinde iki ana kayit kategorisi olusturulmustur. Bilgi formlar1 ve tanimlama
test sonuglarini i¢eren kayit verileri bir SQL veri tabaninda, HTML, PHP, web arayiizii
kullanilarak kayit altina alinmistir. Olusturulan bu kayit sistemlerin ilerleyen zamanlarda
uluslararast kayit sistemleri ile entegre edilebilmesi ig¢in bu sistemlere uygun olarak
tasarlanmasina dikkat edilmistir. Elde edilen kayit sorgulama siteminde izolasyon sira
numaralari, izolasyon ID numaralari, izolasyonun tanimlanan tiir ismi, izolasyonun
takson adi, izolasyonun takson kodu, izolasyonun kaynagi, izolasyonun kaynak kodu,
izolasyonun oOrneklem kodu ve klasik tanimlama sonuglarindan makroskobik,
mikroskobik, biyokimyasal test sonuclar1 yer almaktadir. Kayit sorgulama sisteminde
izolasyon ID numarasi ve tiir ismi lizerinden kayitlari cagirma ve ilgili kayit bilgilerini
gorsellestirme yaklasimi izlenmistir.

[zolasyon ID numaralar1 boliim 3.2 ve sekil 3.5°de verildigi iizere izolasyonlarla ilgili
kodlayici bilgileri de biinyesinde tasimaktadir. Ornek bir ID kodu “HUF16M0T10001”
seklinde tasarlanmustir. Bu bilgiler izolasyon sahibi kurulus (HU:Hacettepe
Universitesi), izolasyon sahibi boliim veya laboratuvar (F:Gida miihendisligi boliimii),
izolasyon yil1 (16: 2016, 17: 2017 yilinda temin edilmistir), Izolasyonu yapan kisi (M:
Mithat Kurban tarafindan izolasyon yapildig1 veya temin edilip saf kiiltiir elde edildigi),
izolasyon kaynag (O:ticari, 1:ulusal {iniversiteler, 2:kiiltiir kolleksiyonlar1, 3: iiziim bagi

toprak-iiztim ornekleri izolayonu), bolge liriin tiirii vb (A: A sehri), alt kaynak ve verilmis
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olan sus numarasindan olusmaktadir. izolasyonlar yapilan MALDI-TOF ve molekiiler
tanimlama sonuglarina gore taksonomik siniflara ayrilmiglardir. Bu taksonomik gruplar
(Takson-1(A2)=Saccharomycete  sp.,  Takson-2(A2)=S. cerevisiae,  Takson-
3(B1)=Cryiptococcus sp., Takson-4(Cl)=Nagenishia sp., Takson-5(D)=Pichia sp.,
Takson-6(E)=Candida sp., Takson-7(F)=Wickehamomyces sp., Takson-
8(G)=Metchnikowia sp., Takson-9(H)=Hanseniaspora sp., vb.) temel olarak dokuz
gruptan olugmakta ve grup disi kalan tekli tiirlerden olusmaktadir Cizelge 4.27 ve Cizelge
4.28’de gruplandirmalar verilmistir. Benzer sekilde izolatlarin hangi kaynaklardan
(T=ticari, CC=kiiltiir kolleksiyonu, UUA=Ulusal iiniversite arastirmacilari, [-KAY-
16=Kayseri ili 2016 yili izolasyonu, I-KAY-17=Kayseri ili 2017 izolasyonu, I-ANK-
17=Ankara ili 2017 izolasyonu vb.) geldigi, kaynak grubu kodlari, izolasyonun ID
bilgisi, 6rnek numaralar1 bigileri de yer almaktadir.

Makroskobik tanimlama sonuglari sorgulamalarinda alt tanimlama karekteristikleri
olarak renk, vizkozite, parlaklik-saydamlik, form, yayilma durumlarini degerlendirmeleri
yer alirken, bu tanimlama bagliklar1 altinda sonuglar krem renginde gelisim, krem
formunda ve kivaminda, yar1 parlak-yar1 mat, yuvarlak kremsi piiriizsiiz, yuamusak nemli
ve diizgiin vb. tanimlayici karekteristik sonuglar verilmistir.

Mikroskobik tanimlama sorgulamalari altinda ise hiicre sekli ve hiicre dizilisi
degerlendirmeleri yer alirken, elde edilen sonuglar kiiresel, eliptik, uzun,
tomurcuklanmali hiicre sekline ve rasgele daginik veya kiimelesme seklinde hiicre
dagilimina sahip seklinde tanimlayici sonuglar verilmistir.

Benzer sekilde biyokimyasal degerlendirme sorgulamasi altinda ise izolasyonlarin
maltoz, galaktoz, glukoz, rafinoz, sellebiyoz karbonhidrat fermantasyon testleri ve nitrat
indirgeme test sonuglar1 yer almistir. Bu testlere vermis oldugu sonuglar pozitif “+” veya
negatf “-” olarak degerlendirilmistir. izolasyonlar i¢in olusturulan kayit bilgi formlarinda
izolasyon adi, izolasyon ID’si, izolasyon kaynagi, izolasyon tipi, izolasyon kaynak kodu,
takson adi, varsa GPS kodu, izolasyon alt kaynagi, izolasyon yil1, takson kodu, 6rneklem
kodu gibi izolasyonlara ait kayit bilgileri, klasik tanimlama sonuclari kisminda
makroskobik tanimlama sonuglar1 ve gorselleri, mikroskobik tanimlama sonuglart ve
gorselleri, biyokimyasal tanimlama sonuglar1 ve gorselleri varsa bu tanimlamalarin
degerlendirmeleri yer almistir. Izolasyon tanimlama formlarinda MALDI-TOF
tanimlama sonuglart degerlendirmeleri ve molekiiler tanimlama sonuglar1 ayr1 basliklar
halinde yer almistir. Molekiiler tanimlama sonuclarina gore primer bolgeleri ve

sekanslari, izolasyon gen bolgeleri sekans verileri , NCBI BLAST sorgulamalari, erigim
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numaralari, etkili barkod sekanslari, aciklayici barkod gorselleri, filogenetik takson
gruplar1 bilgileri yer almistir. Son olarak izolasyonlarin bulundurulma sekilleri,
smiflandirilmasi, tiir tayini varsa alternatif durum ve sinonimleri, giivenlik diizeyi, iiriin
formati, depolama kosullari, genotipi, lireme sekli agiklamalari, kullanilan ortamlar,
gelisim sartlari, varsa ge¢mis dokiimantasyon bilgilerine yer verilmistir. Barkod
yapilarinin ortaya konuldugu izolasyonlar i¢in olusturulan kayit bilgi formuna ait bir
ornek Ek-A3’de verilmistir. Degerlendirmeler dikkate alindiginda izolasyonlarin
taksonomik gruplara gore dagilimi Takson-1(A2)=Saccharomycete sp. 1 adet, Takson-
2(A2)=S. cerevisiae 64 adet, Takson-3(B1l)=Cryiptococcus sp. 4 adet, Takson-
4(C1)=Nagenishia sp. 7 adet, Takson-5(D)=Pichia sp. 4 adet, Takson-6(E)=Candida sp.
8 adet, Takson-7(F)=Wickehamomyces sp. 4 adet, Takson-8(G)=Metchnikowia sp. 14
adet, Takson-9(H)=Hanseniaspora sp. 4 adet ve bunlarin disinda grup olusturmayan
tekli izolasyonlar Yarrovia sp. 1 adet, Solicoccozyma sp. 1 adet, Kluyveromyces sp.
ladet izolasyon elde edilmis ve izolasyon bilgi formlarinda kayit altina alinmistir.
Barkodlama calismasinda kullanilan 120 izolatin gen bdlgelerine gore sekans verileri
kayit altina alinmistir. Gen bolgelerine gore sekans verilerine baktigimizda ITS bolgesi
icin 118 adet, LSU bolgesli i¢in 119 adet, RPB2 bolgesi i¢in ise 108 adet izolasyon sekasn
verisi izolasyon bilgi formlarinda kayit altina alinmistir. Elde edilen izolatlara ait bilgiler
online web sistemi iizerinden (“www.dnabarcodefoodomics.com”) kayit altina alinmis

ve ¢evrim i¢i erisime sunulmustur.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu calisma kapsaminda gida ve diger biyoteknoloji alanlarinda yaygin kullanim alani
bulan ve model bir mikroorganizma olan S. cerevisiae maya suslarinin farkli
kaynaklardan izolasyonu ve temini saglanmig, bu izolatlarin tanimlanmasi igin etkin
DNA gen barkod bolgeleri ve basarilari ortaya konulmustur. Bu amagla yapilan ¢alismada
farkli kaynaklardan (Grup 1 = Ticari kaynaklardan (Ulusal ve uluslararas1t maya iireticisi
firmalardan), Grup 2 = Kiiltiir kuruluslarindan (Ulusal ve uluslararasi kiiltiir koleksiyonu
kuruluslarindan), Grup 3 = Universite arastirmacilarindan (Ulusal iiniversite
arastirmacilarindan), Grup 4 = i¢ Anadolu Bélgesi sehirleri {iziim baglarindan toplanan
tiziim 6rneklerinden izole edilen izolatlar) toplam 287 izolasyon elde edilmistir.

On tammlamalarda S. cerevisiae tiiriine uygun karakteristik 6zellikler tasiyan, klasik
tanimlama yontemlerine gore (makroskobik, mikroskobik) tanimlamalar1 yapilan ticari
maya tireticisi firmalardan (Grup 1=19 adet), farkl kiiltiir koleksiyonu kuruluslarindan
(Grup 2=3 adet), ulusal tiniversite arastirmacilarindan (Grup 3=(12 adet 2016 yil1) + (33
adet 2018 yil1)), I¢ Anadolu Bolgesi’nde bulunan baz iiziim baglarindan (Grup 4= (31
adet 2016 yilinda) + (69 adet 2017 yilinda) + (62 adet 2018 yilinda)) olmak iizere toplam
229 adet kiiltiir izolasyonu gerceklestirilmistir.

Tim bu izolasyonlar iizerinde uygulanan klasik (makroskobik, mikroskobik ve
biyokimyasal) tanimlama sonrasinda ticari maya tireticisi firmalardan (Grup 1-19 adet),
farkli kiiltiir koleksiyonu kuruluglarindan (Grup 2-3 adet), ulusal {iniversite
arastirmacilarindan (Grup 3- (10 adet 2017 yil1) + (31 adet 2018 yil1)), i¢ Anadolu
Bolgesi'nde sehirleri {iziim baglarindan ((Grup 4-28 adet 2016 yili) + (Grup 4-60 adet
2017 yil1) + (Grup 4-56 adet 2018 yil1)) olmak iizere toplam 207 adet S. cerevisiae maya
karakteristigine uygun izolat eldesi gergeklestirilmistir.

Elde edilen suslar iizerine tanimlama amaciyla ilk asamada klasik tanimlama yontemleri
(makroskobik, mikroskobik ve biyokimyasal) uygulanmistir. Biitiin izolasyonlarin
makroskobik, mikroskobik koloni morfolojileri ve biyokimysal test sonuglari S.
cerevisiae uygunlugu yoniinden degerlendirmeye alindiginda toplam 207 adet susun S.
cerevisiae tirii makroskobik, mikroskobik ve biyokimyasal test sonuglari

karakteristiklerine uygunluk gosterdigi belirlenmistir.
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Klasik yontemler kullanilarak tanimlamalar1 yapilmis ve S. cerevisiae tiiriine ait klasik
tanimlama Ozellikleri gosterdigi tespit edilen izolatlarin tanimlamasinda MALDI-TOF
MS tanimlama yontemi kullanilarak ileri tanimlama yapilmig ayrica bu sonuclar
molekiiler tanimlama sonuclart ile de karsilagtirilmistir. MALDI-TOF MS analiz
sonuglarina baktigimizda klasik yontemle tanimlamalar1 yapilarak S. cerevisiae tiiriine ait
oldugu disiiniilen 207 adet izolasyondan 152 tanesi S. cerevisiae tiirii olarak
tanimlanmustir.

DNA barkodlarinin ortaya konmasi siireci ise 2016 ve 2017 yilinda temini ve
izolasyonlar1 gergeklestirilen ve klasik tanimlama yontemleri ile tanimlamalar1 yapilmis
olan 120 izolat lizerinden yiiriitiilmustiir.

DNA barkodlamada kullanilacak ve 6n tanimlamalarla 120’si S. cerevisiae tiiriine 6zgi
klasik tanimlama karekteristigi segiledigi tespit edilen bu izolasyonlarin karsilagtirmali
MALDI-TOF MS kromatogramlari, molekiiler tanimlama sonuglar1 ile birlikte
degerlendirildiginde ise 64 izolatin S. cerevisiae tiiriine ait oldugu tespit edilmistir. Bu
tanimlama yontemi sonucunda elde edilen sonuglar (Cizelge 4.19., Cizelge 4.20., Cizelge
4.21., ve Cizelge 4.22.)°de molekiiler tanimlama sonuglar1 ile birlikte verilmistir.
Gergeklestirilen  MALDI-TOF MS tanimlama sonuclari ile molekiiler yontem
sorgulamalarint karsilastirdigimizda ise molekiiler tanimlama ile Metschnikowia sp.
olarak tanimlanan izolatlardan yalnizca ti¢liniin (HUF17M3F31135, HUF17M3F21123,
HUF17M3F21125) MALDI-TOF MS analizi ile S. cerevisiae olarak tanimlandig: tespit
edilmistir. MALDI-TOF MS ve molekiiler tanimlama sonuglar1 karsilastirildiginda
(Cizelge 4.19. ve Cizelge 4.21.) sonuclarin S. cerevisiae olarak tespitinde %98.87
benzerlik gosterdigi goriilmektedir. Molekiiler tanimlama ile S. cerevisiae tiirtinden farkli
cins ve tiirde oldugu tespit edilen izolatlarin MALDI-TOF MS ve molekiiler tanimlama
sonuglart karsilastirildiginda ise (Cizelge 4.20. ve Cizelge 4.22.) MALDI-TOF MS
tanimlama ile molekiiler tanimlama sonuglarinin birbirinden oldukga farkli tiir ve cins
olarak ¢iktiklar1 goriilmektedir. Ayrica MALDI-TOF MS ve molekiiler tanimlama
yontemleri kullanilarak tanimlanan izolatlarin temin edildigi kaynaga gore hangi
mikroorganizma grubundan kag¢ adet bulundugunu veren oOzet ¢izelgelar yukarida
(Cizelge 4.23., Cizelge 4.24., Cizelge 4.25., Cizelge 4.26.,)’da gosterilmistir.
Gergeklestirilen tiim bu tanimlamalar dogrultusunda DNA barkodlamada kullanilan 120
izolasyon farkli taksomomik gruplara, izolasyon yillarina ve kaynagina gore
gruplandirmalara ayrildigi 6zet tablolar yukarida (Cizelge 4.27 ve Cizelge 4.30)

verilmistir.
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DNA barkod gen boélgelerinin belirlenmesi i¢in literatiir taramalar1 goz Oniinde
bulundurularak izolasyonlar tizerinde ITS, SSU, LSU, TOP1 ve RPB1, RPB2 gibi yiiksek
korunmusg gen bolgeleri icin 6n deneme PCR reaksiyonlar1 gerceklestirilmistir. Elde
edilen PCR reaksiyonlar1 igin jel goriintiileme islemleri gergeklestirilmistir. PCR
amplifikasyonlarinda e¢lde edilen jel goriintiileri degerlendirmeleri sonucunda S.
cerevisiae tiirii icin basarili amplifikasyon sonucu veren gen bolgelerinin (ITS, LSU ve
RPB2) calismanin ilerleyen asamalarinda barkod gen bolgeleri olarak arastirilmasina
karar verilmistir.

Elde edilen bu 6n degerlendirme sonuglar1 goz oOniinde bulundurularak ilgili gen
bolgelerinin (ITS, LSU, RPB2) sekans verilerinin elde edilebilmesi i¢in 120 adet
izolasyon tizerinde DNA ekstraksiyonu, PCR reaksiyonlari, jel goriintiilemeleri yapilmis
ve elde edilen PCR iiriinleri sekanslama analizlerine tabi tutulmustur.

ITS, LSU, RPB2 gen bolgelerinin ilk agamada PCR jelleri incelendiginde ITS gen bolgesi
icin bant ayrimlarinin mikroorganizma takson ayrimlarina gore bant biiyiikliiklerine
dagilim gosterebildigi gézlemlenmistir. LSU gen bolgelesinde ise jel goriintiilerinin
izolasyonlarin tamami i¢in tek bant olusumu gozlemlenmis taksonlara gore ayrim
gerceklesmemistir. RPB2 gen bolgesi jel goriintiilerinde ise her bir izolasyonda ¢oklu
bant olusumu gézlemlenmis bu sebeple bu gen bdlgelerinin jel goriintiileri {izerinden bir
ayrima gidilemedigi gézlemlenmistir. RPB2 gen bolgesindeki ¢oklu bant olusum durumu
jel saflagtirma yoluyla giderilmistir. ITS, LSU, RPB2 gen bolgelerinin sekans analizleri
sonucunda elde edilen (ITS gen bolgesi igin ortalama 820 bp, LSU gen bdlgesi igin
ortalama 1100 bp, RPB2 gen bdlgesi i¢in ortalama 1200 bp’lik) sekans verileri elde

edilmistir.

Biitlin izolasyonlardan ilgili gen bolgeleri (ITS, LSU, RPB2) i¢in elde edilen sekans
verileri veri 6n islemelerine tabi tutulduktan sonra NCBI veritabani iizerinden BLAST
sorgulamalar1 yapilarak molekiiler diizeyde tanimlamalar1 gerceklestirilmistir (Cizelge
4.19 ve Cizelge 4.20). Molekiiler tanimlama sonrasinda biitiin tanimlama sonuglar1 goz
oniinde bulundurularak, tanimlamalari gergeklestirilen suslarin yakinlik uzaklik
iliskilerinin ortaya konmasi amaciyla ClustalW yazilimi araciligi ile filogenitik iliskileri
cikarilmigtir. Filogenetik yakinlik uzaklik degerlendirmeleri goz 6niinde bulundurularak
DNA barkodlarinin degerlendirilmesi ilgili bu gen bolgeleri dikkate aliarak

yorumlanmustir.
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Veri analizleri sonucunda ITS, LSU ve RPB2 gen bdlgelerinin S. cerevisiae ayrimini
yapmada farkli basar1 sonuglar1 verdigi gozlemlenmistir. Her ii¢ bolgenin basarili
ayrimlar yapabildigi sOylenebilirken genel taksonomik ayrimlarda RPB2 gen bdlgesinin
basarist ITS ve LSU gen bolgelerine kiyasla daha yiiksek bulunmus fakat RPB2 gen
bolgesinde ¢oklu bant sorunu gézlemlenmistir.

Izolasyonlara ait sekans verileri kullamldiginda S.cerevisiae tiirleri (Takson2 (A2)) i¢in
RPB2 gen bolgesinin ayrim basarist % 98.24, ITS gen bolgesinin ayrim basaris1 % 95.83,
LSU gen bolgesinin ayrim basarist % 92.3 ve birlestirilmis (ITS_ LSU RPB) gen
bolgesinin basarisi ise % 95.16 olarak belirlenmistir.

Barkod sekans yapilar1 kullanilarak ortaya konan filogenetik ayrimda S.cerevisiae tiirleri
icin RPB2 gen boélgesi ayrim basarisinin % 100, LSU gen bolgesi ayrim basarisinin %
96.153, ITS gen bolgesinin ayrim basaris1 % 95.83 ve birlestirilmis gen bdlgelerinin
(ITS_LSU_RPB2) basarist ise % 95.45 olarak belirlendigi goriilmektedir.

LSU gen bolgesinde farkli taksonlardaki izolasyonlarin, izolasyon sekans verisi
filogenetik ayriminda birbiriyle karisma durumu daha sik gozlemlenmis fakat barkod
yapist kullannominin LSU ve RPB2 gen boélgeleri i¢in basari durumunu arttirdigi
gozlemlenmistir.

RPB2 gen bolgesinin ayrim yapmadaki basarisinin yaninda bazi tiirlere ait motif yapist
cikarilamamis olmasindan bu tiirlerin degerlendirme disinda kalmis olmasi sdylenebilir.
MEGA yazilimi kullanilarak elde edilen gen bolgelerinin filogenetik ayrisma katsayilar
izolasyon sekanslar1 ve barkod sekanslar i¢in sirastyla (ITS, LSU, RPB2 ve birlestirilmis
ITS_LSU_RPB2) 0.848+0.01, 0.157+0.002, 0.427+0.011, 0.412+0.008 ve 0.873+0,01,
0.725+£0.017, 0.7636+0.0136, 0.412+0.008 olarak belirlenmistir. Gen bolgelerinin
taksonomik siniflar1 ayirmada kullanilacak aciklayici barkod yapilari Ek A2’de
verilmistir.

Elde edilen izolasyonlar1 kaynaklarina (Grup 1, Grup 2, Grup 3, Grup 4), cografik
konumlarma ve yillara gore S.cerevisiae tiirliniin ayrimi yoniinden degerlendirmesi
yapildiginda ise ayrim konusunda homojen bir ayrim oldugu sdylenememistir.

Sonug olarak, ITS, LSU ve RPB2 barkod bolgelerinin S. cerevisiae igin tiirler arasi ve tiir
ici ayrim ile tanimlamada tutarli bir performans ile kullanilabilecegi saptanmistir.
Calismada tespit edilen S. cerevisiae olmayan mayalarin cins ve tir diizeyinde
tanimlanmas1 ve filogenetik iligkilerinin tutarli bir bigimde ortaya konulabilmesi ise
secilen gen bolgelerinin funguslarda cins ve tiirler arast ayrim gergeklestirebildigi

yoniinde degerlendirilmistir.
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Elde edilen saf kiiltiirler yatik agarli besiyerinde 4 °C’de ve % 50 gliserol iceren ortamda,
-18 °C’de stoklanmislardir.

Saccharomyces cerevisiae DNA barkodunun elde edilmesi calismasinda elde edilen
izolatlara ait bilgiler bir veritabaninda web uygulamasi altinda kayit altina alinmistr.
Kayit altina alma siirecinde mikroorganizmalarin bilgi formlar1 ve sorgulama kayitlar
seklinde iki ana kayit kategorisi olusturulmustur. Bilgi formlar1 ve tanimlama test
sonuglarini igeren kayit verileri bir excel, SQL veri tabaninda, HTML, PHP, web arayiizii
sisteminde kayit altina alinmigtir. Mgili kayit bilgilerine
“www.dnabarcodefoodomics.com” web linkinden ulasilabilmektedir. Olusturulan bu
kayit sistemlerinin ilerleyen zamanlarda uluslararasi kayit sistemleri ile entegre
edilebilmesi i¢in bu sistemlere uygun olarak tasarlanmasina dikkat edilmistir.

Sonug olarak DNA barkod bilgilerinin olusturulmasi, kayit altina alinmasi ve boylece bu
konudaki bilgiye hizl1 erisim saglanmasi, 6nemli bir uluslararast maya Treticisi olan
tilkemizde bu alanda rekabet edebilme giiciine katki saglamasi yoniinde bir adim

atilmistir.

Gergeklestirmis oldugumuz tez ¢alismasi sonuglari ve incelenen literatiir caligmalari goz
oniinde bulunduruldugunda funguslar aleminde yer alan tiir cins ve taksonlarin tanimlama
ve smiflamalarinda DNA barkodlamanin kullanimi incelenen tiirlere bagh olarak etkin
barkod bolgelerinin tespit edilmesi gerektigini gostermektedir. Funguslar alemi giin
gectikce yeni tiirlerin tespit edildigi ve kayit ve incelemeye alindig1 genis bir canli sinifini
blinyesinde barindirmaktadir. Tanimlama ve siniflamada arastirilan barkod gen
bolgelerinin ayrim yapmadaki basarilar1 birka¢ farkli agidan degerlendirmeye
alinmaktadir. incelenen gen bdlgesinin organel veya cekirdek gen bdlgesinde yer almast,
tiir i¢i ve tiirler aras1 korunmus olup olmamasi, barkod boslugu tasiyip tasimamasi, gen
aktarimlar1 veya duplikasyonlarindan etkilenip etkilenmemesi, secilen primerlere bagl
olarak PCR amplifikasyonlariinin diizglin sonug¢lanmasi, elde edilen sekans verilerinin
hizalama ve filogenetik olusumlara elverisli olmas1 gibi bir¢ok nokta DNA barkodlamada
Oonem arz etmektedir. Yapilan bu calismada farkli kaynaklardan elde edilen maya
tirlerinin ve oOzelllikle S.cerevisiae tiirlerinin DNA barkod bolgelerinin tespiti ve
basarilarinin Ol¢lilmesinde birgok farkli gen bolgesi dikkate alinarak calismaya
baslanilmis ve sonugta etkin kullanilabilecek {i¢ gen bolgesi (ITS, LSU, RPB2) {izerinde
durulmus ve bunlarin DNA barkodlamadaki basarilart degerlendirmeye alinmistir.

flerleyen ¢alismalarda yon gdsterici olmasi agisindan elde edilen sonuglar dogrultusunda
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RPB2 gen bolgesinin ayrim yapmada basarili sonu¢ vermesi fakat PCR
amplifikasyonlarinin diisiik olmasina bagli olarak bu gen bdlgesinin amplifikasyon
basarisini arttiracak daha 6zel primer bdlgelerinin arastirilmasi tizerine durulabmasi elde
edilen barkodlama basarisini arttirabilecegini diistinmekteyiz. Barkodlamada barkod
sekanst kullanimimnin ilgili gen bolgelerinde ayrim yapma basarisint arttirdigi
gozlemlenmistir bu noktada barkod sekansi elde etmede yeni yaklasimlar {izerinde
durularak giiclendirme saglanabilecegini diisiinmekteyiz. Coklu gen bolgeleri alternatif
bir ¢6ziim olarak taksonomik alt gruplamalar iizerinde basarili sonuglar elde etmeyi
saglayabilecegi ¢alisma sonucunda varilan sonuglar arasindadir.

Diinyada var olan biyogesitliligin kayit altina alinmas1 ve hizli tespit tanisi i¢in birgok
organizasyon ve konsorsiyum bulunmaktayken iilkemizde biyogesitliligin barkodlanmasi
ve kayit altina alinmasi konusunda herhangi bir veri tabani heniiz bulunmamasi énemli
bir eksiklik olarak goriilmektedir. Bu konuda farkli canli gruplariyla calisan
aragtirmacilarin ortak bir cat1 altinda DNA barkodlama yaklasimindan faydalanarak bir
olusum igerisinde yer alabilmeleri olumlu kazanimlar elde edilmesini saglayacagini
diisiinmekteyiz. Olusturulacak olan ortak sistemin uluslararasi sistemlerle entegrasyonun
uyumlu olmasi bu alandaki arastirmalari hizlandiracagin1 diisiinmekteyiz. S. cerevisiae
tiirlerine dayali maya sektorii tilkemizde 6nemli bir ekonomik sektorii olusturdugundan
elde edilen izole tiirlerin tanimlanip siiflandirilip fizyolojik testleri yapilip olusturulmus

olan boyle bir veri tabani altinda kayit altina alinmasinin 6nem tesvik etmektedir.
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Sekil Al. 3. Candida tiirlerine ait MALDI-TOF MS standart spektrumu

Sekil Al.4. Burkhelderia tiirlerine ait MALDI-TOF MS standart spektrumu

EK A2

Taksonlara ait agiklayici (elucidation) barkod yapilari

Taksonlar

Barkod Adi

Barkod Sekansi

Barkod
Gorseli

Takson 1 (A1)
(%)
Saccharomycete
sp.

ITS-A1-Taksonl

GCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTCTCAAA
CATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACGCAAGAGCGTGAGAGCTTTTACTGGGCAA
GAAGACAAGAGATGGAGAGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTG
CTCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATTTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAA
CAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAAATAATTAAAAACTTTCAACAACGGA
TCTCGCTTGCAAATTTCTTTCTTGCTATTCCAAACAGTGAGACTTCTCTGTTTTTGT
TATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATACTGCGGCTAATCTTTTTTGTACTGAGCGT
ATTGAAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCTTAAAGC
TGGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGG
TATATTGCAAGTACGGTCGTTTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAAT
GCGATACGTAATGTGAATTGCAGATAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGA
AGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGATATTGGATTTTTTTGTTTTGCACACT
GTGGAGTTTTTATACTTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCTTCGAGCAATCGAG

0-711 bp
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Takson 2 (A2) (%)
S.cerevisiae

ITS-A2- Takson2

TCTGCAATTCACATTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAACC
AAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAGAATGTTTGAGAAGGAAATGACGCTCAAA
CAGGCATGCCCCCTGGAATACCAAGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCCCGC
AGTTGGTAAAACCTAAAACGACCGTACTTGCATTATACCTCAAGCACGCAGAGA
AACCTCTCTTTGGAAAAAAAAAACATCCAATGAAAAGGCCAGCAATTTCAAGTTA
TGAGGTCAACTTTAAGAACATTGTTCGCCTAGACGCTCTCTTCTTATCGATAACGT
TCCAATACGCTCAGTATAAAAAAG

@
&
&
N
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S

TCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCC

kl

o — o
_
w
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©

AAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTCTAAGGTTGAGGGTTTTCATGACACTCAAAC

Takson 3 (B1) AAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGTCAAGGTTGATATTTTCATGACACTCAAAC

(%) ITS-B1- Takson3 AGGCATGCTCTTCGGAATACCAAAGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTC -
Cryiptococcus sp.

Takson 4 (C1) TCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCC -

(%)
Nagenishia sp.

ITS-C1- Takson4

AGGCATGCTCCTCGGAATACCAAGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTC

@
N
0
o
o
oS

GCTGCAATTCACACTAGGTATCGCATTTCGCTGCGCTCTTCATCGATGCGAGAAC

(%)
Saccharomycete
sp.

LSU-A1-Taksonl

ACAGAGGGTGACAGCCCCGTGTAAGGATGCTGGCGTAATGGTTGCAAGTCGCCC
GTCTTGAAACACGGACCGGGAAACAAAACCACCGGGGAATGTACCTTTCGAGGA
TTATAACCCCGGTCTCGATTGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTTGGGC
CAAAACCCATACGCGCAATGAAGTAACCGGAGCGAACCTTTGTGCAGCTCCACG
GGAATTGTAATTGAAGAGATTTGGGTCCGGCCGGCAGGGCCCCTTCAACGCCCT
CATCCCAGATCTCC

Lj')‘“" 5(0) 75D Taksons CAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTCGCACGCGCAAGATGGAAACGACGCTCAA —
pichia ACAGGCATGCCCCCCGGAATGCCGAGGGGCGCAATGTGCGTTCAAGAACTC 0-159 bp
TCTGCAATTCATATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAACC | |
Takson 6 (E) T
%) TS.E- Taksont AAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTCAAAGGTTTGAAGGAGAAATGACGCTCAAA
condida CAGGCATGCCCTTTGGAATACCAAAGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTC 0-159 bp
Takson 7 (F) TCTGCAATTCACAATACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGTTGCGAGAACC -
%) AAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTCGAAGGTTTGAGAGAGAAATGACGCTCAAA | (T
Wickehamomvee | TS-F- Takson7 CAGGCATACCCTCTGGAATACCAGAGGGTGCAATGTGCGTTCAAAGATTCTGGG | - 20 °P
ssp 4 TTCTGCAACCATAAAAAAAGCACCGAAATGCGATACGTAATGTGGAATTGCAG
TCTGCAAGTCATATTACGTATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAACC | 1 q
Takson 8 (G) -
) 756 Taksong AAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGGTAGGTTTTGAGAGTAAATATCGCTCACCC
I ACGCATGCCCTGGGGAATACCCCGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTC 0-159 bp
Metchnikowia sp.
Takson 9 (H) TCTGCAATTCACATTACTTATCGCAATTCGCTACGTTCTTCATCGATGCGAGAACC | ¢
(%) TS-H. Takson AnGAGATCCGTTGTTGAAGTTTTTTATCTTTTGAGAAGGAAATGACGCTCAAAC | [N
Hanseniaspora AGGCATGCCCCTGAGAATGCTCAAGGGCGCAATGTGCGTTCAAAAATTC 0-159 bp
sp.
Sekil A2.1. ITS gen bolgesi i¢in agiklayici (elucidation) barkod yapilar
Taksonlar Barkod Adi Barkod Sekansi Barkod
Gorseli
CGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAA |
ATACCGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGC
ACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCTTG
CAAGCAGACACTTAACTGGGCCAGCATCGGGGCGTCCACTGGAAAGTGGCGCC
Takson 1 (A1) 0-496 bp

Takson 2 (A2) (%)
S.cerevisiae

LSU-A2- Takson2

CGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAA
ATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGA
ACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATT
TGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCGTTCCTTGGAACAGGACGTCAT
AGAGGGTGAGAATCCCGTGCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGT
CTTGAAACACGGACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTTCTGGTACCTT
CGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCC

0-368 bp

262




Takson 3 (B1)
(%)
Cryiptococcus sp.

LSU-B1- Takson3

CGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCAAAATGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAA
ATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGC
ACTTTGGAAAGAGAGTTAAACAGTATGTGAAATTGTTGAAAGGGAAACGATTGA
AGTCAGTCGTGTCTATTGGACTCAGCCGGTTCGTCCCTTGGAACAGGGCGTCATA
GAGGGTGAGAATCCCGTCGGCGAGTGAAGCGGGAAAAGCTCAAATTTTGGCAG
CCTCAGGTTGTCCGAGTTGTAATCTATAGAAACGTTTTCCGCGCCGGCCCA

0-319 bp

Takson 4 (C1)
(%)
Nagenishia sp.

LSU-C1- Takson4

CGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCAAAATGGGTGGTGAATTCCATCTAAAGCTAA
ATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGC
ACTTTGGAAAGAGAGTTAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAACGATTGA
AGTCAGTCATGCTCTTTGGATTCAGCCGTTCTGTCCCTTGGAACAGGGCGTCATA
GAGGGTGAGAATCCCGTCTTAGGATGTTGACATAATGGCTTTAAACGACCCGTCT
TGAAACACGGACGATTTGAGTAAGAGCATATATGTTGGGACCCGAAAGATGGTG
AACTATGCCTGAATAGGGCGAAGCCAGAGGAAACTCTGGTGGAGGCTCGTAGC
GATTCTGACGTGCAAATCGATCGTCAAATTTGGGTATAGGGGCGAAAGACTAAT
CGAACCATCTGGCGAGTGAAGCGGGAAGAAGCTCAAATTTGGTAGCCTTCGGCT
GCCCGAGTTGTAATCTAGAGAAGTGTTTTCCGTGCCGGCCCA

0-527 bp

Takson 5 (D)
(%)
Pichia

LSU-D- Takson5

CGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCCAAGCGGGTGGTAAATTCCATCTAAGGCTAA
ATACTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACTGTGAAGGAAAGATGAAAAGC
ACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGTATT
GCGCCCGACATGGGGATTGCGCACCGCTGCCTCGTCCCTTGGAACAGGGCGCCC
AGGAGGGTGAGAGCCCCGTGCACGGATGCTGGCAGAACGGCGCAACACCGCCC
GTCTTGAAACATGGACGATTTGACTAGGAGCATATCTGTTGGGACACGAGAGAT
GGTGCACTATGCCTGAATACGGTGAACCCACACGAAACTCTGATGGAAGCACGA
ATTCATATCGAAGCTCATGTCGATTCACTCACTTCTACAGAGGCGATCCATGCTG
GTGTCGTTATCT

0-441 bp

Takson 6 (E)
(%)
Candida

LSU-E- Takson6

CGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAA
ATATTGGCGAGAGACCGA
TAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGA
AAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCTTGAGATCAGACTTGGTATTTT
GTATGTTACTTCTTGTTTCTTGGAACAGAACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTG
CTAGGATGTTGGCATAATGATCTTAAGTCGCCCGTCTTGAAACACGGACGATTTG
AGTAAGAGCATAGCTGTTGGGACCCGAAAGATGGTGAACTATGCCTGAATAGG
GTGAAGCCAGAGGAAACTCTGGTGGAGGCTCGTAGCGGTTCTGACGTGCAAATC
GATCGTCGAATTTGGGTATAGGGGCGAAAGACTAATCGAACCATCTGCGAAGTG
AAGCGGCAAAAGCTCAAATTT

Takson 7 (F)

(%)
Wickehamomyce
s sp.

LSU-F- Takson7

CGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAA
ATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGA
ACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATT
AGATCAGACTTGGTGTTTTACGATTATCTTCTCGTTCCTTGGAACAGGACGTCATA
GAGGGTGAGAATCCCGTCGCGAAGTGAAGCGGCAAAAGCTCCAAATTTCTAGCA
CCTTCGGTGTTCGAGTTGTAATTTGAAGATGGTAACCTTGGGTTTGGCTC

0-319 bp

Takson 8 (G)
(%)

Metchnikowia sp.

LSU-G- Takson8

AAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTAC
GTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCTTGCGAGCAGACACTTAACTGGGCCAGCA
TCGGGGCGTCCACTGGAAAGTGGCGCCACAGAGGGTGACAGCCCCGTGCGGGG
AGAACAACCACCGGGGAAAGTGCCTTTCTAGGAGAATAACCCCGGGGCTTACTG
GCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAATTGATGTGTGACAAAATCCCCCCCTGATGA
AATGGCAGGAACAAACTTGGGAGCTGCTACACCCCCTCAACGCCCTCATCCCAG
ATCTCC

0-326 bp

Takson 9 (H)
(%)
Hanseniaspora
sp.

LSU-H- Takson9

CGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCAAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAA

ATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGA
ACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATT

TGATCAGACATGGTGTTTTTTGCATGCACTCGCGTTCCTTGGAACAGGACGTCAT
AGAGGGTGAGAATCCCGTTCAAGGATGTTGGCATAATGGTTAAATGCCGCCCGT
CTTGAAACACGGAC

0-282 bp

Sekil A2.2. LSU gen bolgesi icin agiklayici (elucidation) barkod yapilari

263




Taksonlar Barkod Adi Barkod Sekansi Barkod
Gorseli
AGAACAAATACTCCAATTGGCCGTGACGGTAAGATCGCCAAACCTAGACAGTTG
CACAACACCCACTGGGGTCTTGTATGTCCTGCAGAAACTCCTGAAGGTCAGGCGT
GTGGCGTTGGCGGTCAAGTCACAGACCATCACTGATGGTTTGCGGTACTCGTTG | 25y,

Takson 1 (A1)
(%)
Saccharomycete
sp.

RPB2-A1-Taksonl

GCCACAGGTAATTGGGGTGAACAAAGAAAGGCCATGAGTGCACGTGCCGGTGT
GTCGCAGGTGGCCGATCTTGTANTTCTTGGAGGAGTGGGGTATGGAACCCTTGG
AGGACTATGTTCCTTCGAACGCACCAGACTGCACAAGAGTCTTTGTCAACGGTGT
GTGGGTTGGTACACCTCTCCCGAGGTGTCGATCATCAGGGATATCAGAGAAATG
GAGTTCAAGATCTTCACCGATGCAGGCCGTGTCTACCGTCCGGGACGACGACCC
AGAGTCCGAGACCAAGGGAGAGTTGATGTTGCAAAAAGAGCACGTGCACAAGT
TGTTGAACTCGGCCTACGATGAATATGACGAAGATGACTCCAATGCGTCAGAGA
ACCGGCACAGCTTGTCGACACCATGAGGAGGTTGAGNAGAAAGGGCGATATGT
GAAGAANTTGTCTTTGATGACGTGTATATCTGTTGGTACTTGAACAGATACACAT
ACTCATCGACATTGTCGCATTTGAGCATGGTCGTCGTTGGTGAATGATGGTGTGG
TAGAGTACGTTGACGCCGANGAGGAGG

Takson 2 (A2) (%)
S.cerevisiae

RPB2-A2- Takson2

AGAACAAACACTCCTATTGGTCGTGATGGTAAATTAGCCAAACCACGTCAATTGC
ATAATACACATTGGGGGTTGGTCTGTCCTGCAGAAACTCCTGAAGGCCAAGCGT
GTGGAATTAGCGATTAATGCAAAAACCATAACATCGGGTCTTAAGTACGCTTTGG
CTACTGGTAACTGGGGTGAACAAAAAAAAGCCATGTCTTCTAGGGCAGGTGTTT
CTCAGGTTGCCTATCATCACTTTTTTAAGTGAATGGGGTATGGAACCACTGGAAG
ATTACGTACCACATCAATCACCTGACGCGACAAGGGTCTTCGTCAATGGTGTGTG
GCACGGTGTTCCAATCCGGAAGTTTCTATGATTAGAGATATTCGTGAAAAGGAG
CTAAAAATCTTTACAGATGCCGGTAGAGTTTATAGACCATGTTGAAGACGATGAA
TCACTAGGCCATAAGGAATTAAAGGTAAGAAAGGGTCATATTGCCAAACTGATG
GCTACCGAATATCAAGATATTGAAGGTGGATTTGAAGATGTAGGAATTGGCAGT
CATTATTGGCCCAACTTTTCAAGACATTGTTCAAAAAATTAACTAAAGATATTTTC
CGTTATATGCAACAGAAACCCAGCAAGATTAATGGAAACCCTTAGAACATTGAG
AAGAAAGGGTGATATGTTAAGAATCTGTCACTGATGTCTTGTATTTCTGTTGGTA
CTTGAACCGTTACACTTATTCATCCACTTTATCACATTTAAGCATGGTCATCATTAT
TGAATGAGGGTTTAGTGGAATACATTGATGCTGAAGAAGAAG

0-808 bp

GGGATTGGCGGACGTTGTTGGCCATCTGTTCAGGTTGCTGTTCAGAAAGTTTACC

Takson 3 (B1) AAGGACATTTACCGACATCTGCAAGTCAAGAACCTCGCCCTCATGTCCTACATCT -
(%) RPB2-B1- Takson3 CGGTCGGATC
Cryiptococcus sp. 0-119 bp
Takson 4 (C1)
(%) RPB2-C1- Takson4 yok yok
Nagenishia sp.
AGAACAAATACACCAATTGGTAGAGATGGTAAATTGGCCAAGCCAAGGCAGTTG | !
CATAACACTCATTGGGGATTGGTATGTCCTGCGAAAACACCTGAAGGTCAAGCCT
Takson 5 (D) GTGGTTTCTGCAGTTAAATCGACTACAATTACATCCGGCTTGAAATATTCTTTGGC
%) T AACCGGTAATTGGGGAGAACAAAAGAAGGCCATGTCCTCGAAGGCTGGTGTTTC | o bp

Pichia

CAAGTCTAATTGCGCTGGTCTCTATTGGCCATTTATTCAGAATCTTATTCAGAAAA
CTCTCTCGTGATATCTATAGATATATGCAGGAAAAAATCTTGTTTTTGAAATCATG
TATTTCTGTGGGTTC

Takson 6 (E)
(%)
Candida

RPB2-E- Takson6

AGAACGAATACTCCAATTGGAAGAGATGGTAAGATTGCCAAACCAAGACAATTA
CACAATACTCATTGGGGGTTGGTGTGCCCCGCAGAAACCCCAGAAGGTCAAGCG
TGTGGCTTTGGCTGTTAAATCACAGACAATCACCGATGGGTTAAGATACTCGTTG
GCTACTGGTAATTGGGGTGAGCAAAGAAAAGCCATGAGTTCTAGAGCTGGTGTT
TCTCAAGTTACCAATTTTAGGATTTTTAAGAGATTATGGTTTAGAAGTATTGGAA
GATTATGTTCCATCAAATGCTCCAGATTCAACTAGAGTGTTTGTCAATGGTGTTTG
GGTTGGTGTTCGTCCTCAGAAGTATCTATCATTCGAGATATTAGAGAAAAAGAAT
TCAAAATTTTCACTGATGCTGGTCGTGTTTACCGTCCAGCATTAGCAGTCCTTTAT
TGGCAACTTGTTCCGTATTTTATTCAAAAAATTAACTAAAGATATATATAATTATA
TGCAAGTTAAGAACTTATCATTAATGACATGTATTTCTGTTGGTACTTGAATCGTT
ACACTTACTCATCTACTTTGTCACATTTAAGCTTGGTCTTCTTTAGTTGCCGATGGT
ATTGTTGAATATGTGGATGCTGAAGAAAAAG

0-636 bp

Takson 7 (F)

(%)
Wickehamomyce
ssp.

RPB2-F- Takson7

AGAACTAATACTCCAATTGGTCGTGATGGTAAATTAGCAAAACCTCGTCAATTAC
ACAATACTCATTGGGGGCTTGTTTGTCCTGCTGAAACCCCTGAAGGTCAAGCTTG
TGGAATTGGCTGTTAAGGCAACAACAATCACTTCAGGTTTGAAATATTCCTTAGC
TACAGGTAATTGGGGTGAACAGAAAAAGGCTATGAGTTCAAGAGCTGGTGTTTC
TCAAGTTTCCAATCATTTATTTCTTGGAAGAATGGGGTATGGAACCCTTGGAAGA
TTATTTACCTCATCAAGCTCCAGATGTTACAAGAATTTTCGTTAATGGTGTTTGGC

0-638 bp

264




ATGGTATTCCTCTCCAGAAGTTTCAATTATTAGAGATATTCGTGAAAAGGAATTT
AAAGTTTTCACTGATGCTGGTAGAGTTTATAGACCTGAATTGGCGGTCTTTATTA
GCTAATCTTTTCAGAATCTTGTTTAAGAAGTTAACAAGAGATATTTATCGTTATAT
GCAAGTTAAAAATTTATCATTAATGTCTTGTATCTCTGTTGGTTCTTAAATCGTTAT
ACTTATTCTTCAACTTTATCACATTTAAGCTTGGAATTCTTTATTAACTAATGGTAT
TGTGGAATATGTTGATGCTGAAGAAAAAA

Takson 8 (G)
(%)

Metchnikowia sp.

RPB2-G- Takson8

AGAACTAATACTCCAATTGGTCGTGATGGTAAATTAGCAAAACCTCGTCAATTAC
ACAATACTCATTGGGGGCTTGTTTGTCCTGCTGAAACCCCTGAAGGTCAAGCTTG
TGGAATTGGCTGTTAAGGCAACAACAATCACTTCAGGTTTGAAATATTCCTTAGC
TACAGGTAATTGGGGTGAACAGAAAAAGGCTATGAGTTCAAGAGCTGGTGTTTC
TCAAGTTTCCAATCATTTATTTCTTGGAAGAATGGGGTATGGAACCCTTGGAAGA
TTATTTACCTCATCAAGCTCCAGATGTTACAAGAATTTTCGTTAATGGTGTTTGGC
ATGGTATTCCTCTCCAGAAGTTTCAATTATTAGAGATATTCGTGAAAAGGAATTT
AAAGTTTTCACTGATGCTGGTAGAGTTTATAGACCTGAATTGGCGGTCTTTATTA
GCTAATCTTTTCAGAATCTTGTTTAAGAAGTTAACAAGAGATATTTATCGTTATAT
GCAAGTTAAAAATTTATCATTAATGTCTTGTATCTCTGTTGGTTCTTAAATCGTTAT
ACTTATTCTTCAACTTTATCACATTTAAGCTTGGAATTCTTTATTAACTAATGGTAT
TGTGGAATATGTTGATGCTGAAGAAAAAA

0-636 bp

Takson 9 (H)
(%)
Hanseniaspora
sp.

RPB2-H- Takson9

AGAACCAACACTCCGATTGGTAGAGATGGTAAGCTGGCCAAGCCTAGACAATTG
CACAACACCCATTGGGGTCTTGTATGTCCTGCTGAAACTCCTGAAGGTCAAGCTT
GTGGAAACAGCCATCAAGCATCAAACAATCACTGCTGGGTTAAAGTACGCCTTG
GCTACTGGTAACTGGGGTGAACAAAAGAAGGCTATGTCCTCAAGAGCTGGTGTA
TCCCAAGTTACCAATTATTGCCTACTTAAAGGAATTCGGTTTGGAACCTTTGGAA
GATTATGTCCCATACAAGCTACCTGACGTTTCCAGAGTATTCGTCAACGGTGTTT
GGCATGGTATCCGTCCAGTGAAATTGCCATTGTTAGAGACATCAGAGAAAAAGA
AATTCGTTTCTTAACTGATGCTGGTAGAGTTTACAGACCAAGCTACGTGGTCCTC
TATTGGCTCACTATTCAGAACTCTTTTCAAAAAGGTTACCAAGGATATTTTCAGAG
TCATGCAAGTTAAGAACTTGTCCCTGATGTCAGGTATCTCTGTTGGTTCTTGAATA
GATATACTTACTCATCCACTCTATCGCATTTAAGCATGGTCCACCTTGATCAACAA
GGGTATGGTTGAATACTTGGATGCTGAAGAGAAAG

0-638 bp

Sekil A2.3. RPB2 gen boélgesi i¢in aciklayici (elucidation) barkod yapilari

Taksonlar

Barkod Adi

Barkod Sekansi

Barkod
Gorseli

Takson 1 (A1)
(%)
Saccharomycete
sp.

ITS_LSU_RPB2-A1-
Taksonl

GCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTCTCAAA
CATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACGTTTACAATGTTCTTATTTTTCTGGGCAAGA
AGACAAGAGATGGAGAGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTC
CAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATTTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAA
GAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAAATAATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTC
GCTTGCAAATTTCTTTCTTGCTATTCCAAACAGTGAGACTTCTCTGTTTTTGTTATA
GGACAATTAAAACCGTTTCAATACTTTTTACAATGTTCTTAGTACTGAGCGTATTG
AAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCTTAAAGCTGGC
CTTTTCATTGGATGTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATA
TTGCAAGTACGGTCGTTTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCG
ATACGTAATGTGAATTGCAGACACACTGTGGAGTTTTTATACTTTTGCAACTTTTT
CTTTGGGCTTCGAGCAATCGAGCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGT
GGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATACCGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTAC
AGTGATGGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAA
TTGTTGAAAGGGAAGGGCTTGCAAGCAGACACTTAACTGGGCCAGCATCGGGG
CGTCCACTGGAAAGTGGCGCCACAGAGGGTGACAGCCCCGTGTAAGGATGCTG
GCGTAATGGTTGCAAGTCGCCCGTCTTGAAACACGGACCGGGAAACAAAACCAC
CGGGGAATGTACCTTTCGAGGATTATAACCCCGGTCTCGATTGGCGAGTGAAGC
GGCAAAAGCTCAAATTTTGGGCCAAAACCCATACGCGCAATGAAGTAACCGGAG
CGAACCTTTGTGCAGCTCCACGGGAATTGTAATTGAAGAGATTTGGGTCCGGCC
GGCAGGGCCCCTTCAACGCCCTCATCCCAGATCTCC

0-1199 bp

Takson 2 (A2) (%)
S.cerevisiae

ITS_LSU_RPB2-A2-
Takson2

TCTGCAATTCACATTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAACC
AAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAGAATGTTTGAAAAGGAAATGACGCTCAAA
CAGGCATGCCCCCTGGAATACCAAGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCCCGC
AGTTGGTAAAACCTAAAACGACCGTACTTGCATTATACCTCAAGCACGCAGAGA
AACCTCTCTTTGGAAAAAAAAAACATCCAATGAAAAGGCCAGCAATTTCAAGTTA

0-1128 bp

265




TGAGGTCAACTTTAAGAACATTGTTCGCCTAGACGCTCTCTTCTTATCGATAACGT
TCCAATACGCTCAGTATAAAAAAGCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGG
GTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGT
ACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGA
AATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTC
CGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGCAAGGATGCTGG
CATAATGGTTATATGCCGCCCGTCTTGAAACACGGACGGCGAGTGAAGCGGCAA
AAGCTCAAATTTTCTGGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAAC
TTTGGGGCCGTTCCAGAACAAACACTCCTATTGGTCGTGATGGTAAATTAGCCAA
ACCACGTCAATTGCATAATACACATTGGGGGTTGGTCTGTCCTGCAGAAACTCCT
GAAGGCCAAGCGTGTGGAATTAGCGATTAATGCAAAAACCATAACATCGGGTCT
TAAGTACGCTTTGGCTACTGGTAACTGGGGTGAACAAAAAAAAGCCATGTCTTCT
AGGGCAGGTGTTTCTCAGGTTGCCTATCATCACTTTTTTAAGTGAATGGGGTATG
GAACCACTGGAAGATTACGTACCACATCAATCACCTGACGCGACAAGGGTCTTC
GTCAATGGTGTGTGGCACGGTGTTCCAATCCGGAAGTTTCTATGATTAGAGATAT
TCGTGAAAAGGAGCTAAAAATCTTTACAGATGCCGGTAGAGTTTATAGACCATG
TTGAAGACGATGAATCACTAGGCCATAAGGAATTAAAGGTAAGAAAGGGTCATA
TTGCCAAACTGATGGCTACCGAATATCAAGATATTGAAGGTGGATTTGAAGATG
TAGATTTGGGCAGTCATTATTGGCCCAACTTTTCAAGACATTGTTCAAAAAATTAA
CTAAAGATATTTTCCGTTATATGCAACAGAAACCCAGCAAGATTAATGGAAACCC
TTAGAACATTGAGAAGAAAGGGTGATATGTTAAGAATCTGTCACTGATGTCTTGT
ATTTCTGTTGGTACTTGAACCGTTACACTTATTCATCCACTTTATCACATTTAAGCA
TGGTCATCATTATTGAATGAGGGTTTAGTGGAATACATTGATGCTGAAGAAGAA
G

Takson 3 (B1)
(%)
Cryiptococcus sp.

ITS_LSU_RPB2-B1-
Takson3

TCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCC
AAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTCTAAGGTTGAGGGTTTTCATGACACTCAAAC
AGGCATGCTCCTCGGAATACCAAGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCCGAGT
TGTTTGGGAATGCAGCTCAAAATGGGTGGTGAATTCCATCTAAAGCTAAATATTG
GCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGCACTTTG
GAAAGAGAGTTAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAACGATTGAAGTCA
GTCATGCTCTTTGGATTCAGCCGTTCTGTCCCTTGGAACAGGGCGTCATAGAGGG
TGAGAATCCCGTCTTATGATGTTGACATAATGGCTTTATACGACCCGTCTTGAAA
CACGGACGGCGAGTGAAGCGGGAAGAGCTCAAATTTTGGTAGCCTTCGGCTGCC
CGAGTTGTAATCTAGAGAAGTGTTTTCCGTGCCGGCCCA

0-528 bp

Takson 4 (C1)
(%)
Nagenishia sp.

ITS_LSU_RPB2-C1-
Takson4

CGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCAAAATGGGTGGTGAATTCCATCTAAAGCTAA
ATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGC
ACTTTGGAAAGAGAGTTAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAACGATTGA
AGTCAGTCATGCTCTTTGGATTCAGCCGTTCTGTCCCTTGGAACAGGGCGTCATA
GAGGGTGAGAATCCCGTCTTAGGATGTTGACATAATGGCTTTAAACGACCCGTCT
TGAAACACGGACGATTTGAGTAAGAGCATATATGTTGGGACCCGAAAGATGGTG
AACTATGCCTGAATAGGGCGAAGCCAGAGGAAACTCTGGTGGAGGCTCGTAGC
GATTCTGACGTGCAAATCGATCGTCAAATTTGGGTATAGGGGCGAAAGACTAAT
CGAACCATCTGGCGAGTGAAGCGGGAAGAAGCTCAAATTTGGTAGCCTTCGGCT
GCCCGAGTTGTAATCTAGAGAAGTGTTTTCCGTGCCGGCCCA

0-527 bp

Takson 5 (D)
(%)
Pichia

ITS_LSU_RPB2-D-
Takson5

GCTGCAATTCACACTAGGTATCGCATTTCGCTGCGCTCTTCATCGATGCGAGAAC
CAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTCGCACGCGCAAGATGGAAACGACGCTCAA
ACAGGCATGCCCCCCGGAATGCCGAGGGGCGCAATGTGCGTTCAAGAACTCCGA
GTTGTTTGGGAATGCAGCTCCAAGCGGGTGGTAAATTCCATCTAAGGCTAAATA
CTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACTGTGAAGGAAAGATGAAAAGCACT
TTGAAAAGAGAGTGAAACAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGTATTGCG
CCCGACATGGGGATTGCGCACCGCTGCCTCGTCCCTTGGAACAGGGCGCCCAGG
AGGGTGAGAGCCCCGTGCACGGATGCTGGCAGAACGGCGCAACACCGCCCGTC
TTGAAACATGGACAGAACAAATACACCAATTGGTAGAGATGGTAAATTGGCCAA
GCCAAGACAGTTGCATAACACTCATTGGGGATTGGTATGTCCTGCGGAGACACC
TGAAGGTCAAGCCTGTGGTTTCTGCAGTTAAATCGACTACAATTACATCCGGCTT
GAAATATTCTTTGGCAACCGGTAATTGGGGAGAACAAAAGAAGGCCATGTCCTC
GAAGGCTGGTGTTTCCCAAGTCATCATCCGAAGTTTCTTTGATTAGAGATATTAG
AGAGCGAGAATTTAAGATTTTCACAGATGCAGGTAGAGTCTATAGACCAATTTG
GCTGGTCCTCTATTGGCCATTTATTCAGAATCTTATTCAGAAAACTCTCTCGTGAT
ATCTATAGATATATGCAGGTCAAGAACTTGTCATTGATGTCATGTATATCTGTTG
GTTCTTGAACAGATATACATATTCTTCAACTTTGTCACATTTGAG

0-911 bp

Takson 6 (E)
(%)
Candida

ITS_LSU_RPB2-E-
Takson6

TCTGCAATTCATATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAACC
AAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTCAAAGGTTTGAAGGAGAAATGACGCTCAAA
CAGGCATGCCCTTTGGAATACCAAAGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCCGAG
TTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATT
GGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACTGTGAAGGAAAGATGAAAAGAACTTT
GAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCTTGAGATT

0-1167 bp

266




AGACTTGGAATTTTCCATTTATGGAGCTGTTCCTTGGAACAGGACGTCACAGAGG
GTGAGAATCCCGTGCTAGGATGCTGGCGTAATGATCTTAAGCCGCCCGTCTTGA
AACACGGACGCGAAGTGAAGCGGCAATAGCTCAAATTTTCTGGCACCTTCGGTG
TCCGAGTTGTAATTTGAAGAAGGTATCTTTGGTTTTGGCTCAGAACGAATACTCC
AATTGGAAGAGATGGTAAGATTGCCAAACCAAGACAATTACACAATACTCATTG
GGGGTTGGTGTGCCCCGCAGAAACCCCAGAAGGTCAAGCGTGTGGCTTTGGCT
GTTAAATCACAGACAATCACCGATGGGTTAAGATACTCGTTGGCTACTGGTAATT
GGGGTGAGCAAAGAAAAGCCATGAGTTCTAGAGCTGGTGTTTCTCAAGTTACCA
ATTTTAGGATTTTTAAGAGATTATGGTTTAGAAGTATTGGAAGATTATGTTCCATC
AAATGCTCCAGATTCAACTAGAGTGTTTGTCAATGGTGTTTGGGTTGGTGTTCGT
CCTCAGAAGTATCTATCATTCGAGATATTAGAGAAAAAGAATTCAAAATTTTCAC
TGATGCTGGTCGTGTTTACCGTCCAGCATTAGCAGTCCTTTATTGGCAACTTGTTC
CGTATTTTATTCAAAAAATTAACTAAAGATATATATAATTATATGCAAGTTAAGAA
CTTATCATTAATGACATGTATTTCTGTTGGTACTTGAATCGTTACACTTACTCATCT
ACTTTGTCACATTTAAGCTTGGTCTTCTTTAGTTGCCGATGGTATTGTTGAATATG
TGGATGCTGAAGAAAAAG

Takson 7 (F)

(%)
Wickehamomyce
s sp.

ITS_LSU_RPB2-
Takson7

TCTGCAATTCACAATACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGTTGCGAGAACC
AAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTCGAAGGTTTGAGAGAGAAATGACGCTCAAA
CAGGCATACCCTCTGGAATACCAGAGGGTGCAATGTGCGTTCAAAGATTCTGGG
TTCTCCAACGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTATTGTGGAATTGCAGC
GAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAAT
ATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAAC
TTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTAG
ATCAGACTTGGTGTTTTACGATTATCTTCTCGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGA
GGGTGAGAATCCCGTCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTTCTAGCACC
TTCGGTGTTCGAGTTGTAATTTGAAGATGGTAACCTTGGGTTTGGCTCAGAACTA
ATACTCCAATTGGTCGTGATGGTAAATTAGCAAAACCTCGTCAATTACACAATAC
TCATTGGGGGCTTGTTTGTCCTGCTGAAACCCCTGAAGGTCAAGCTTGTGGAATT
GGCTGTTAAGGCAACAACAATCACTTCAGGTTTGAAATATTCCTTAGCTACAGGT
AATTGGGGTGAACAGAAAAAGGCTATGAGTTCAAGAGCTGGTGTTTCTCAAGTT
TCCAATCATTTATTTCTTGGAAGAATGGGGTATGGAACCCTTGGAAGATTATTTA
CCTCATCAAGCTCCAGATGTTACAAGAATTTTCGTTAATGGTGTTTGGCATGGTA
TTCCTCTCCAGAAGTTTCAATTATTAGAGATATTCGTGAAAAGGAATTTAAAGTTT
TCACTGATGCTGGTAGAGTTTATAGACCTGAATTGGCGGTCTTTATTAGCTAATC
TTTTCAGAATCTTGTTTAAGAAGTTAACAAGAGATATTTATCGTTATATGCAAGTT
AAAAATTTATCATTAATGTCTTGTATCTCTGTTGGTTCTTAAATCGTTATACTTATT
CTTCAACTTTATCACATTTAAGCTTGGAATTCTTTATTAACTAATGGTATTGTGGA
ATATGTTGATGCTGAAGAAAAAA

0-1175 bp

Takson 8 (G)
(%)
Metchnikowia sp.

ITS_LSU_RPB2-G-
Takson8

TCTGCAAGTCATATTACGTATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAACC
AAGAGATCCGCTGTTGAAAGTTTTCCGGAGGTTTGAGAGTAAATATCGCTCACCC
ACGCATGCCCTGGGGAATACCCCGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCCGAGT
TGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATACCG
GCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGCACTTTG
AAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCTTGCAAGCA
GACACTTAACTGGGCCAGCATCGGGGCGTCCACTGGAAAGTGGCGCCACAGAG
GGTGACAGCCCCGTGTAAGGATGCTGGCGTAATGGTTGCAAGTCGCCCGTCTTG
AAACACGGACCGGGGAGCAAAACCACCGGGGAATGTACCTTTCGAGGATTATA
ACCCCGGTCCTTACTGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGGGCCCAAAA
CCCATACGCGCAATGAAAGTAACCGGAGCGAACCTTACCGGTGCAGCGGGAATT
GTAATTTGAAGAGATTTGGGTCCGGCCGGCAGGGCCCCTTCAACGCCCTCATCCC
AGATCTCCAGAACAAATACTCCAATTGGCCGTGACGGTAAGATCGCCAAACCTA
GACAGTTGCACAACACCCACTGGGGTCTTGTATGTCCTGCAGAAACTCCTGAAG
GTCAGGCGTGTGGCGTTGGCGGTCAAGTCACAGACCATCACTGATGGTTTGCGG
TACTCGTTGGCCACAGGTAATTGGGGTGAACAAAGAAAGGCCATGAGTGCACGT
GCCGGTGTGTCGCAGGTGGCCGATCTTGTACTTCTTGGAGGAGTGGGGTATGGA
ACCCTTGGAGGACTATGTTCCTTCGAACGCACCAGACTGCACTAGAGTGTTTGTC
AACGGTGTGTGGGTTGGTACACCTCTCCCGAGGTGTCGATCATCAGGGATATCA
GAGAAATGGAGTTCAAGATCTTCACCGATGCAGGCCGTGTCTACCGTCCGGGAC
GACGACCCAGAGTCCGAGACCAAGGGTGAGTTGATGTTGCAAAAAGAGCACGT
GCACAAGTTGTTGAACTCGGCCTACGATGAATATGACGAGGATGACTCCAATGC
GTCAGAGAACCGGCACAGCTTGTCGACACCATGAGGAGGTTGAGAAGAAAGGG
CGATATGTGAAGAACTTGTCTTTGATGACGTGTATATCTGTTGGTACTTGAACAG
ATACACATACTCATCGACATTGTCGCATTTGAG

0-1199 bp
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Takson 9 (H)
(%)
Hanseniaspora
sp.

ITS_LSU_RPB2-H-
Takson9

TCTGCAATTCACATTACTTATCGCAATTCGCTACGTTCTTCATCGATGCGAGAACC
AAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTTTATCTTTTGAGAAGGAAATGACGCTCAAAC
AGGCATGCCCTTGAGAATGCTCAAGGGCGCAATGTGCGTTCAAAAATTCCGAGT
TGTTTGGGAATGCAGCTCAAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTG
GCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTG
AAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCA
GACATGGTGTTTTTTGCATGCACTCGCGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGG
GTGAGAATCCCGTTCAAGGATGTTGGCATAATGGTTAAATGCCGCCCGTCTTGAA
ACACGGACGGTTTGAGTAAGAGCATAGCTGTTGGGACCCGAAAGATGGTGAAC
TATGCCTGAATAGGGTGAAGCCAGAGGAAACTCTGGTGGAGGCTCGTAGCGGT
TCTGACGTGCAAATCGATCGTCGAATTTGGGTATAGGGGCGAAAGACTAATCGA
ACCATCTGGCGAGTGAAGCGGTAAAAGCTCAAATTTGGGTGTAAAACCCGTACG
CGTAATGAAAGTGAACGTAGGTTGGGGCCTTCGGGTGCAAGAACCAACACTCCG
ATTGGTAGAGATGGTAAGCTGGCCAAGCCTAGACAATTGCACAACACCCATTGG
GGTCTTGTATGTCCTGCTGAAACTCCTGAAGGTCAAGCTTGTGGAAACAGCCATC
AAGCATCAAACAATCACTGCTGGGTTAAAGTACGCCTTGGCTACTGGTAACTGG
GGTGAACAAAAGAAGGCTATGTCCTCAAGAGCTGGTGTATCCCAAGTTACCAAT
TATTGCCTACTTAAAGGAATTCGGTTTGGAACCTTTGGAAGATTATGTCCCATAC
AAGCTACCTGACGTTTCCAGAGTATTCGTCAACGGTGTTTGGCATGGTATCCGTC
CAGTGAAATTGCCATTGTTAGAGACATCAGAGAAAAAGAAATTCGTTTCTTAACT
GATGCTGGTAGAGTTTACAGACCAAGCTACGTGGTCCTCTATTGGCTCACTATTC
AGAACTCTTTTCAAAAAGGTTACCAAGGATATTTTCAGAGTCATGCAAGTTAAGA
ACTTGTCCCTGATGTCAGGTATCTCTGTTGGTTCTTGAATAGATATACTTACTCAT
CCACTCTATCGCATTTAAGCATGGTCCACCTTGATCAACAAGGGTATGGTTGAAT
ACTTGGATGCTGAAGAGAAAG

0-1199 bp

Sekil A2.4. Birlestirilmis (ITS_LSU RPB2) gen bolgesi i¢in agiklayici (elucidation)

barkod yapilari
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EK A3

EKA-3.1. S. cerevisiae olarak klasik tanimlama y6ntemi ile on tanimlamalar1 yapilan

suslarin DNA miktar ve kalite degerleri

Spektrometre Olciim Degerleri

i o DNA Absorb. Absorb. Absorb. Absorb.
No | lIzelasyon Kodu Kaynag Konsantrasyonu | A260 A280 | A260/280 | A260/230
(ng/pl)
Efsane yas
1 HUF16M0T10001 maya 64,6 1,292 0,581 2,22 2,42
2 HUF16M0T10002 Dorbi yas maya 65,1 1,302 0,609 2,14 1,65
3 HUF16MO0T10003 Pak yas maya 105,9 2,117 1,001 2,12 1,24
Germ Mautner
markhof yas
4 HUF16M0T10004 maya 80,2 1,604 0,816 1,96 2,09
Pak instatn
5 HUF16MO0T10005 | maya 125g 93,9 1,878 0,871 2,15 1,13
Dr.Oetker
Instant kuru
6 HUF16MO0T10006 | maya 10g 49,7 0,993 0,467 2,13 2,22
Pak Instant kuru
hamur maya
7 HUF16MO0T10007 10g 54 1,079 0,507 2,13 2,22
Yuva Instant
kuru hamur
8 HUF16M0T10008 | maya 10g 38,7 0,774 0,353 2,19 2,24
Pak kuru hamur
9 HUF16MO0T10009 | mayasi 100g 42 0,839 0,388 2,16 1,21
Yuva aktif kuru
hamur mayas1
10 HUF16MO0T10010 100g 60,9 1,219 0,567 2,15 2,23
Dr.Oetker eksi
kuru hamur
11 HUF16MO0T10011 mayasi 35g 54,9 1,097 0,524 2,09 1,61
Piyale Instant
kuru hamur
12 HUF16M0T10012 | mayasi 63,4 1,268 0,601 2,11 2,08
TIB/Dibosh
13 HUF16M0T10013 winw 10g 50,1 1,002 0,476 2,1 1,62
Angel Instant
kuru hamur
14 HUF16M0T10014 mayast 100g 67,8 1,355 0,635 2,13 1,23
Dibosh aktif
kuru sarap
15 HUF16M0T10016 mayasi 12g 62,3 1,246 0,636 1,96 1,52
Danboili/Lesaff
16 HUF16M0T10017 re yeeast 13g 60,9 1,217 0,561 2,17 2,37
Dr oetker germ
kein dampel
17 HUF16MO0T10018 netwending 44,5 0,891 0,413 2,16 2,18
Buggeman
18 HUF16M0T10019 | Instan 500g 88,3 1,765 0,834 2,12 0,83
RSK/Instant
kuru maya
19 HUF16M1C0001 (08022) 47,7 0,954 0,463 2,06 1,66
S. cerevisiae
20 HUF16M1C0002 ATCC® 9763 39,8 0,796 0,385 2,07 1,73
S. cerevisiae
ATCC® 6328
21 HUF16M1C0003 ™ 38,7 0,774 0,34 2,28 1,76
22 HUF16M1C0004 Sarapeilik 24,5 0,491 0,212 2,11 1,78
23 | HuFiem2kio001 | HUBB 231 0,462 0,216 2,14 2,09
24 | HUF1eM2k10003 | HUBB 65,3 0,106 0,047 2,27 0,66
25 | HUF1eM2k10004 | HUBB 57,6 0,153 0,054 2,84 0,22
26 HUF16M2K10005 HUBB 28,4 0,569 0,256 2,22 2
27 | HuFiem2k10006 | HUBB 335 0,67 0,306 2,19 2,06
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HUBB

28 HUF16M2K10007 39,7 0,794 0,367 2,16 2,23

29 | HUFieM2k10009 | HUBB 52,8 0,056 0,022 252 195

30 HUF16M2K10010 HUBB 64,8 0,096 0,033 2,91 1,19

31 HUF16M2K10011 HUBB 48,2 0,364 0,183 1,98 1,69

32 | Huriemzkioo1s | HUBB 26,9 0,538 0,25 2,15 0,37
Kayseri

33 HUF16M3A11002 Uziim 42,2 0,044 0,059 0,74 0,55
Kayseri

34 HUF16M3A11003 Uziim 28,5 0,57 0,283 2,02 1,88
Kayseri

35 HUF16M3A12012 Toprak 44,6 0,092 0,049 1,88 2,9
Kayseri

36 HUF16M3A12013 Toprak 47,9 0,158 0,085 1,86 0,65
Kayseri

37 HUF16M3A12014 Toprak 53,2 0,065 0,032 2,04 0,79
Kirikkale

38 HUF16M3B11016 Uziim 85,5 1,71 0,882 1,94 0,83
Kirikkale

39 HUF16M3B11017 Uziim 65,6 1,312 0,7 1,88 1,75
Kirikkale

40 HUF16M3B11020 Uziim 35,2 0,703 0,357 1,97 1,8
Kirikkale

41 HUF16M3B11021 Uziim 73 1,459 0,781 1,87 1,85
Kirikkale

42 HUF16M3B11023 Uziim 54,6 1,093 0,57 1,92 1,76
Kirsehir

43 HUF16M3C11031 Uziim 32,1 0,642 0,328 1,95 2,13
Kirsehir

44 HUF16M3C11032 Uziim 57,1 0,342 0,163 2,1 0,94
Kirsehir

45 HUF16M3C11033 Uziim 42 0,841 0,419 2,01 1,59
Kirsehir

46 HUF16M3C11034 Uziim 43,2 0,863 0,428 2,02 0,58
Kirsehir

47 HUF16M3C12041 Toprak 10,8 0,217 0,18 1,2 0,92
Nevsehir

48 HUF16M3D11047 Uziim 26,4 0,528 0,275 1,92 1,99
Nevsehir

49 HUF16M3D11048 Uziim 34,7 0,695 0,344 2,02 0,53
Nevsehir

50 HUF16M3D11049 Uziim 33,2 0,664 0,353 1,88 0,6
Nevsehir

51 HUF16M3D11052 Uziim 41,6 0,832 0,449 1,85 0,63
Aksaray

52 HUF16M3E11059 Uziim 34,8 0,697 0,335 2,08 0,9
Ankara

53 HUF16M3F11076 Uziim 39,9 0,799 0,412 1,94 1,01
Ankara

54 HUF16M3F11078 Uziim 38,9 0,777 0,4 1,94 1,29
Eskisehir

55 HUF16M3G11085 Uziim 33,5 0,669 0,33 2,03 1,72
Eskisehir

56 HUF16M3G11086 Uziim 24,5 0,489 0,313 1,86 0,72
Eskisehir

57 HUF16M3G11088 Uziim 78,5 1,571 0,8 1,96 1,45
Eskisehir

58 HUF16M3G11089 Uziim 48,9 0,978 0,495 1,98 1,67
Cankirt

59 HUF16M3H11101 Uziim 53,1 1,063 0,547 1,94 1,6
Cankiri

60 HUF16M3H11104 Uziim 49,2 0,985 0,515 1,91 1,98
Kayseril

61 HUF17M3A21001 | Uzim 100,6 2,011 1,077 1,87 1,03
Kayseri2

62 HUF17M3A31013 | Uzim 76,6 1,531 0,819 1,87 1,09
Kayseri2

63 HUF17M3A32019 | Toprak 97,6 1,952 1,05 1,86 0,46
Kirikkale2

64 HUF17M3B32047 | Toparak 50,6 0,212 0,104 2,04 0,39
Kirsehirl

65 HUF17M3C21050 | Uziim 99,7 1,994 1,015 1,96 1,63
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Kirsehir2

66 HUF17M3C31063 | Uziim 41,9 0,838 0,406 2,06 0,32
Kirsehir2

67 HUF17M3C31064 | Uziim 94,5 1,889 0,999 1,89 1,45
Kirsehir2

68 HUF17M3C31065 | Uziim 73,6 1,471 0,766 1,92 1,56
Kirsehir2

69 HUF17M3C31066 | Uziim 97,5 1,949 1,019 1,91 1,33
Nevsehir2

70 HUF17M3D31086 | Uziim 77,2 1,544 0,802 1,93 1,31
Nevsehir2

71 HUF17M3D31087 | Uziim 44 0,079 0,027 2,88 0,18
Nevsehir2

72 HUF17M3D31088 | Uziim 70,9 1,418 0,739 1,92 1,43
Nevsehir2

73 HUF17M3D31089 | Uziim 51,6 1,032 0,548 1,88 0,73
Nevsehir2

74 HUF17M3D31090 | Uziim 56,3 1,126 0,578 1,95 0,87
Nevsehir2

75 HUF17M3D32092 | Toparak 70,9 1,418 0,739 1,92 1,43
Nevsehir2

76 HUF17M3D32093 | Toparak 53,8 0,077 0,036 2,12 0,12
Nevsehir2

77 HUF17M3D32096 | Toparak 40,6 0,212 0,104 2,04 0,39
Aksaray?2

78 HUF17M3E21109 | Uziim 49,8 0,196 0,107 1,84 0,62
Aksaray?2

79 HUF17M3E21110 | Uziim 54,4 0,089 0,048 1,85 0,5
Aksaray?2

80 HUF17M3E21112 | Uziim 105,4 2,109 1,018 2,07 0,67
Aksaray?2

81 HUF17M3E21113 | Uziim 67,6 1,353 0,711 1,9 0,96
Aksaray?2

82 HUF17M3E21114 | Uziim 47,3 0,946 0,484 1,95 1,48
Aksaray?2

83 HUF17M3E21115 | Uziim 54,4 1,088 0,558 1,95 1,14
Aksaray?2

84 HUF17M3E22117 | Toprak 48,5 0,97 0,504 1,92 1,75
Ankaral

85 HUF17M3F21122 | Uziim 88,3 1765 914 1,93 1,81
Ankaral

86 HUF17M3F21123 | Uziim 67,6 1351 695 1,95 1,89
Ankaral

87 HUF17M3F21124 | Uziim 86,7 1735 902 1,92 1,67
Ankaral

88 HUF17M3F21125 | Uziim 72,4 1448 725 2 1,96
Ankaral

89 HUF17M3F21126 | Uziim 70,4 1409 728 1,94 1,75
Ankaral

90 HUF17M3F21127 | Uziim 58,8 1176 599 1,96 1,85
Ankaral

91 HUF17M3F21128 | Toprak 48,1 161 82 1,96 0,88
Ankaral

92 HUF17M3F21134 | Toprak 54,4 1088 572 1,9 15
Ankara2

93 HUF17M3F31135 | Uziim 57,5 1150 589 1,95 1,75
Ankara2

94 HUF17M3F31136 | Uziim 55,3 1105 594 1,86 1,42
Ankara2

95 HUF17M3F31139 | Uziim 40,7 814 410 1,98 1,59
Ankara2

96 HUF17M3F32141 | Toparak 37,8 756 375 2,01 2,08
Ankara2

97 HUF17M3F32146 | Toparak 45,2 905 461 1,96 1,58
Eskisehirl

98 HUF17M3G31147 | Uzim 47 941 524 1,79 1,06
Eskisehirl

99 HUF17M3G31150 | Uzim 59 1180 613 1,92 1,67
Eskisehirl

100 HUF17M3G31151 | Uziim 57,4 1149 611 1,88 1,56
Eskisehirl

101 HUF17M3G31152 | Uziim 81,7 1634 868 1,88 1,57
Eskisehirl

102 HUF17M3G32153 | Toprak 27,2 544 259 2,1 2,12
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Eskisehirl

103 HUF17M3G32157 Toprak 61,8 1236 642 1,93 1,83
Cankirl

104 HUF17M3H21173 | Uziim 71,3 1425 685 2,08 1,9
Cankiril

105 HUF17M3H21174 | Uziim 62,6 1251 657 1,91 1,54
Cankiril

106 HUF17M3H21175 | Uziim 56,8 1135 610 1,86 1,3
Cankir1l

107 HUF17M3H22179 Toprak 50,9 1018 532 1,91 1,52
Cankiril

108 HUF17M3H22180 Toprak 44,2 85 38 2,23 0,37
Cankiril

109 HUF17M3H22182 Toprak 54,6 92 48 1,94 0,5
Cankir12

110 HUF17M3H31185 | Uziim 37,7 755 420 1,8 1,01
Cankir12

111 HUF17M3H32189 Toparak 66,5 131 78 1,68 0,51
Karamanl

112 HUF17M3H21196 Uziim 31,3 625 319 1,96 1,31
Karamanl

113 HUF17M3H21197 Uziim 47,5 150 77 1,94 0,49
Karamanl

114 HUF17M3H21199 | Uziim 46,9 139 73 1,9 1,25
Karamanl

115 HUF17M3H21200 | Uziim 42,9 859 424 2,03 1,42
Karaman2

116 HUF17M3H21208 Uziim 57,9 1159 613 1,89 1,29
Karaman2

117 HUF17M3H21209 | Uziim 52,7 55 28 1,97 0,4
Karaman2

118 HUF17M3H21210 | Uzim 73,4 1468 736 2 2,08
Karaman2

119 HUF17M3H21212 | Uziim 52,4 1047 528 1,98 2,1
Karaman2

120 HUF17M3H22218 Toprak 47,9 159 80 1,98 0,88

EKA-3.2. izolasyon tanimlama kayit bilgi formu 6rnegi

Genel Bilgi Formu No:1
ID HUF16M0T10001
Kaynagi Ticari GPS Kodu:
Takson Adi S. cerevisiae Tarih 2016
Takson Kodu A2

Simiflandirilma Saccharomycetes, Saccharomycetidae, Saccharomycetales, Saccharomycetaceae,
Saccharomycetaceae, Saccharomyces, cerevisiae

Tiir tayini S. cerevisiae

Giivenlik diizeyi BSL1

Kullanicilarin kendi iilkelerindeki biyogiivenlik yasalarimin belirledigi giivenlik

kriterlerinden kulanici sorumludur.

Uriin Formati

Yatik agar (YGC) ve %50 gliserollii stok — 80 °C
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Gliserol stok: -80°C veya altt

Depolama Kosullari Agar kiiltiirii: 4°C, - 8°C
Besiyeri YGC/YPD/NB/NA
Gelisme Sartlar: Sicaklik: 25°C - 30°C

Atmosfer: Tipik aerobik, fakiiltatif acrob

Simiflandirilma Saccharomycetes, Saccharomycetidae, Saccharomycetales, Saccharomycetaceae,
Saccharomycetaceae, Saccharomyces, cerevisiae

Klasik Tanimlama Sonuglari

Mikroskobik

Tanimlama

Makroskobik Tanimlama Biyokimyasal Tanimlama

Test Ad1 Degerlendirme

‘Maltoz Testi Pozitif

Galaktoz Testi Pozitif

Glukoz Testi Pozitif

4Rafinoz Testi Pozitif

_4Cellobiyoz Testi | Negatif

Nitrat Indirgeme | yok

Testi
Degerlendirme Degerlendirme Degerlendirme
Krem rengi Kiresel, eliptik veya | -
Yari parlak-yart mat uzun
Yuvarlak kremsi/piiriizsiiz Tomurcuklanma
Yumusak nemli/diizgiin Rastgele dagilim
Alttan kahverengi
MALDI-TOF MS Tamimlama Sonucu
Family Genus Species Similarity
Saccharomycetaceae Saccharomyces S. cerevisiae %99

Molekiiler Tammmlama Sonuglar:
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Primer Gen Bolgesi

ITS (ileri-geri yon)

LSU (ileri-geri

RPB (ileri-geri yon)

yon)

Primer Sekansi ITSLF: LROR: fRPB2-5F:
5 5 5’-
TCCGTAGGTGAACC | ACCCGCTGA | GAYGAYMGWGATCAYTTYGG
TGCGG-3' ACTTAAGC-3' | -3’
ITS4 R: LR5: RPB2-7R:
5'- 5'- 5’-
TCCTCCGCTTATTG TCCTGAGGG | CCCATWGCYTGCTTMCCCAT-
ATATGC-3' AAACTTCG-3' | 3’

Sekans Datasi GGACTCAACCTGAT | GGAAGACAC | GGGGGGTGAATTTGGGCAGTC
TTGAGGTCAACTTT | CGGGATTGC | ATTATTGGCCCAACTTTTCAA
AAGAACATTGTTCG | CTTAGTAAC GACATTGTTCAAAAAATTAAC
CCTAGACGCTCTCT | GGCGAGTGA | TAAAGATATTTTCCGTTATAT
TCTTATCGATAACG | AGCGGCAAA | GCAAAGAACTGTAGAGGAAG
TTCCAATACGCTCA | AGCTCAAAT | CCCATGACTTTAACATGAAAT
GTATAAAAAAGATT | TTGAAATCT | TAGCGATTAATGCAAAAACCA
AGCCGCAGTTGGTA | GGTACCTTC TAACATCGGGTCTTAAGTACG
AAACCTAAAACGAC | GGTGCCCGA | CTTTGGCTACTGGTAACTGGG
CGTACTTGCATTAT | GTTGTAATTT | GTGAACAAAAAAAAGCCATG
ACCTCAAGCACGCA | GGAGAGGGC | TCTTCTAGGGCAGGTGTTTCT
GAGAAACCTCTCTT | AACTTTGGG | CAGGTTTTGAACCGTTACACT
TGGAAAAAAAAAA | GCCG TATTCATCCACTTTATCACATT
CATCCAATGAAAAG TAAGAAGAACAAACACTCCT
GCCAGCAATTTCAA ATTGGTCGTGATGGTAAATTA
GTTAACTCCAAAGA GCCAAACCACGTCAATTGCAT
GTATCACTCACTAC AA
CAA
ITS LSU RPB2

NCBI Blast Sorgulamasi: | KX023222.1 KY109392.1 CP005599.2

DNA Barkod Yapis1
ITS LSU RPB2

Barkod Sekansi TCTGCAATTCACAT | CGAGTTGTTT | AGAACAAACACTCCTATTGGT
TACGTATCGCATTT | GGGAATGCA | CGTGATGGTAAATTAGCCAAA
CGCTGCGTTCTTCA | GCTCTAAGT | CCACGTCAATTGCATAATACA
TCGATGCGAGAACC | GGGTGGTAA | CATTGGGGGTTGGTCTGTCCT
AAGAGATCCGTTGT | ATTCCATCTA | GCAGAAACTCCTGAAGGCCA
TGAAAGTTTTAGAA | AAGCTAAAT | AGCGTGTGGAATTAGCGATTA
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TGTTTGAGAAGGAA | ATTGGCGAG | ATGCAAAAACCATAACATCG
ATGACGCTCAAACA | AGACCGATA | GGTCTTAAGTACGCTTTGGCT
GGCATGCCCCCTGG | GCGAACAAG | ACTGGTAACTGGGGTGAACA
AATACCAAGGGGC TACAGTGAT | AAAAAAAGCCATGTCTTCTAG
GCAATGTGCGTTCA | GGAAAGATG | GGCAGGTGTTTCTCAGGTTGC

AA AAAAGAACT | CTATCATCACTTTTTTAAGTG
TTGAAAAGA | AATGGGGTATGGAACCACTG
GAGT GAAGATTACG
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EK-B-C

ISTATISTIKSEL ANALIZLER
EKB- 1. Izolasyonlarm tamaminda ITS gen bdlgesi sekanslarinin filogenetik iliskilerinin

MEGAY7 ile dagilim istatistikleri

Within group Mean Distance

d SE

Takson1 |0,041373 0,003338524
Takson2 | 0,129738 0,009611768
Takson 3 | 0,058125 0,011623471
Takson 4 0 0

Takson5 | 0,06875 0,016295698
Takson 6 | 0,033522 0,009100421
Takson 7 0,011521 0,004348733
Takson 8 | 0,097024 0,008244879
Takson9 | 0,004167 0,004177143

Between Group Mean Distance
Takson Takson Takson |Takson |Takson |Takson |Takson |Takson |Takson

4 8 1 2 7 6 3 5 9
Takson_4 0,016 0020 [0015 0014 |0018 |0009 |0018 |0,015
Takson 8 | 0,489 0023 |0013 0015 |0017 |0016 |0019 |0,014
Takson 1 |0,637  |0,549 0018 |0025 0019 |0020 |0019 |0,022
Takson 2 0,520 | 0,490 0,588 0012 |0013 |0015 0017 |o,011
Takson 7 0,557 | 0,479 0569 | 0,469 0015 |0017 0019 |0,013
Takson 6 |0,493 | 0,438 0610 |0457 0,393 0018 |0020 0,014
Takson 3 0,240 | 0,445 0612 |0502 0502 |0,446 0017 |0,017
Takson 5 | 0,570 | 0,507 0641 |0542 |0545 |0,493 |0547 0,018

Takson_9 | 0,555 0,476 0,589 0,468 0,510 0,463 0,510 0,542

Net Group mean Distanece

Takson Takson | Takson |Takson |Takson |Takson |Takson | Takson

Takson 4 | 8 1 2 7 6 3 5 9
Takson_4 0,014 0,021 0,015 0,014 0,016 0,006 0,016 0,015
Takson_8 |0,283 0,023 0,012 0,015 0,014 0,014 0,018 0,013
Takson_1 |0,561 0,409 0,019 0,026 0,019 0,020 0,020 0,023
Takson_2 |0,317 0,222 0,451 0,013 0,011 0,014 0,016 0,010
Takson_7 |0,376 0,233 0,453 0,227 0,012 0,016 0,015 0,013
Takson_6 |0,275 0,155 0,458 0,177 0,135 0,015 0,015 0,013
Takson_3 |0,073 0,213 0,511 0,273 0,295 0,202 0,015 0,015
Takson_5 |0,360 0,232 0,496 0,270 0,295 0,206 0,312 0,017
Takson_9 |0,358 0,214 0,458 0,209 0,273 0,189 0,288 0,277
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DIVERSITY
Mean Diversity Within Sub Population
d SE

Diversity | 0,049 0,003

Mean Diversity in Entire Population
Diversity | 0,325 0,015

Mean interpopulation Diversity
Diversity | 0,276 0,014

Coefficient Of Differantiation
Diversity ‘ 0,848 ‘ 0,01

EKB- 2.izolasyonlarin tamaminda ITS gen bolgesi barkod sekanslarmin filogenetik

iligskilerinin MEGA?7 ile dagilim istatistikleri

Within group Mean Distance

d SE

Takson 8 0,086862 | 0,007576

Takson 1 0,015942 | 0,001650

Takson 4 0 0

Takson 2 0,110707 | 0,010222

Takson 6 0,033522 | 0,009287

Takson 3 0,058125 |0,011612

Takson 9 0,004166 0,004135

Takson 7 0,011520 0,00446

Takson 5 0,05 0,012520

Between Group Mean Distance

Takson Takson Takson Takson Takson Takson Takson | Takson | Takson

8 1 4 2 6 3 9 7 5
Takson_8 0,036 0,024 0,022 0,020 0,023 0,022 0,024 0,026
Takson_1 0,499 0,039 0,023 0,034 0,039 0,039 0,033 0,037
Takson_4 | 0,181 0,539 0,024 0,023 0,013 0,026 0,025 0,027
Takson_2 | 0,251 0,585 0,249 0,019 0,022 0,022 0,021 0,023
Takson_6 0,136 0,507 0,137 0,232 0,021 0,023 0,017 0,025
Takson_3 0,179 0,558 0,060 0,236 0,135 0,025 0,023 0,027
Takson_9 0,166 0,548 0,172 0,216 0,132 0,167 0,025 0,026
Takson_7 | 0,167 0,472 0,156 0,266 0,073 0,154 0,141 0,026
Takson_5 | 0,204 0,561 0,183 0,226 0,151 0,198 0,165 0,154

Net Group mean Distanece

Takson Takson lTakson ‘Takson ‘Takson |Takson ‘Takson ‘Takson ‘Takson
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8 1 4 2 6 3 9 7 5
Takson_8 0,033 0,023 0,019 0,017 0,021 0,020 0,022 0,023
Takson_1 0,448 0,038 0,024 0,034 0,038 0,039 0,033 0,039
Takson_4 0,137 0,531 0,022 0,022 0,008 0,026 0,025 0,027
Takson_2 | 0,153 0,522 0,193 0,017 0,019 0,020 0,021 0,020
Takson_6 | 0,076 0,482 0,120 0,160 0,018 0,021 0,015 0,020
Takson_3 | 0,106 0,521 0,031 0,152 0,089 0,023 0,023 0,025
Takson_9 0,120 0,537 0,170 0,159 0,113 0,136 0,026 0,024
Takson_7 0,118 0,458 0,150 0,205 0,050 0,119 0,133 0,024
Takson_5 0,136 0,528 0,158 0,146 0,109 0,144 0,138 0,123
DIVERSITY
Mean Diversity Within Sub Population

d SE
Diversity 0,041 0,003

Mean Diversity in Entire Population

Diversity |0,325 0,015

Mean interpopulation Diversity

Diversity 0,284 0,014

Coefficient Of Differantiation

Diversity l 0,873 | 0,01 l

EKB- 3. Izolasyonlarin tamaminda LSU gen bolgesi sekanslarinin filogenetik iliskilerinin

MEGAY7 ile dagilim istatistikleri

Within group Mean Distance

d SE
Takson 1 0,023253786 0,0034587
Takson 8 0,229310872 0,0073598
Takson 2 0,252464021 0,0065207
Takson 7 0,436320036 0,0092486
Takson 9 0,302094531 0,0080013
Takson 6 0,251522236 0,0088945
Takson 4 0,209057141 0,0066240
Takson 3 0,260127498 0,0073204
Takson 5 0,205974935 0,0073962

Between Group Mean Distance

Takson | Takson |Takson |Takson |Takson | Takson | Takson Takson

1 8 2 7 9 6 4 Takson 3| 5
Takson_1 0,009 0,013 0,015 0,016 0,014 0,018 0,015 0,019
Takson_8 0,153 0,012 0,011 0,012 0,012 0,014 0,013 0,015
Takson_2 0,325 0,377 0,011 0,011 0,010 0,011 0,011 0,013
Takson 7 0,354 0,471 0,377 0,008 0,009 0,009 0,010 0,010
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Takson_9 0,287 0,440 0,338 0,459 0,009 0,010 0,011 0,010
Takson_6 | 0,286 0,387 0,323 0,390 0,340 0,011 0,012 0,012
Takson_4 0,311 0,431 0,403 0,530 0,458 0,421 0,006 0,010
Takson_3 0,335 0,410 0,405 0,492 0,430 0,411 0,246 0,011
Takson_5 0,322 0,440 0,401 0,506 0,442 0,411 0,468 0,446
Net Group mean Distanece

Takson | Takson Takson | Takson |Takson |Takson | Takson Takson

1 8 2 7 9 6 4 Takson 3| 5
Takson 1 0,007 0,013 0,015 0,016 0,014 0,018 0,014 0,019
Takson 8 | 0,027 0,011 0,010 0,011 0,010 0,012 0,010 0,013
Takson 2 | 0,187 0,136 0,009 0,010 0,008 0,011 0,010 0,012
Takson 7 | 0,124 0,138 0,033 0,006 0,006 0,008 0,009 0,009
Takson 9 | 0,125 0,175 0,061 0,090 0,008 0,010 0,011 0,010
Takson 6 | 0,149 0,147 0,071 0,046 0,063 0,010 0,010 0,011
Takson_4 | 0,195 0,212 0,172 0,208 0,202 0,191 0,003 0,010
Takson_3 | 0,194 0,165 0,149 0,144 0,149 0,155 0,011 0,010
Takson 5 | 0,207 0,222 0,171 0,185 0,188 0,182 0,261 0,213
DIVERSITY

Mean Diversity Within Sub Population

d SE
Diversity | 0,241 0,004

Mean Diversity in Entire Population
Diversity | 0,286 0,008

Mean interpopulation Diversity
Diversity | 0,045 0,007

Coefficient Of Differantiation
Diversity | 0,157 ‘ 0,02 ‘

EKB- 4. Izolasyonlarin tamaminda LSU gen bolgesi barkod sekanslarinin filogenetik

iliskilerinin MEGA?7 ile dagilim istatistikleri

DiSTANCES
Within group Mean Distance
d SE

Takson 1 0,011975 0,001161
Takson 8 0,114953 0,008248
Takson 6 | 0,042823 | 0,006838
Takson 2 0,038925 | 0,006855
Takson 3 0,076178 |0,011651
Takson 4 0,006593 0,002236
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Takson9 | 0,005520 | 0,001952
Takson5 | 0,056967 | 0,007049
Takson7 ]0,089934 |0,012663

Between Group Mean Distance

Takson Takson Takson | Takson | Takson |Takson |Takson |Takson |Takson

1 8 6 2 3 4 9 5 7
Takson_1 0,011 0,018 0,025 0,020 0,023 0,019 0,021 0,021
Takson_8| 0,121 0,020 0,024 0,020 0,024 0,022 0,025 0,021
Takson 6 | 0,198 0,220 0,015 0,016 0,017 0,014 0,020 0,013
Takson 2 | 0,266 0,273 0,120 0,017 0,024 0,014 0,025 0,017
Takson 3 | 0,249 0,262 0,193 0,230 0,008 0,019 0,020 0,017
Takson 4 | 0,266 0,288 0,184 0,254 0,060 0,018 0,020 0,022
Takson 9| 0,188 0,236 0,126 0,142 0,194 0,174 0,019 0,013
Takson 5| 0,220 0,242 0,210 0,217 0,222 0,214 0,186 0,025
Takson_7 | 0,249 0,273 0,102 0,153 0,226 0,245 0,114 0,211

Net Group mean Distanece

Takson Takson Takson | Takson | Takson | Takson |Takson | Takson | Takson

1 8 6 2 3 4 9 5 7
Takson 1 0,008 0,018 0,024 0,018 0,021 0,019 0,020 0,021
Takson 8 | 0,057 0,018 0,022 0,018 0,022 0,021 0,023 0,020
Takson 60,171 0,142 0,014 0,014 0,016 0,013 0,018 0,011
Takson_2 | 0,240 0,196 0,079 0,016 0,023 0,014 0,023 0,016
Takson_3 | 0,205 0,167 0,133 0,172 0,004 0,017 0,018 0,016
Takson_4 | 0,257 0,227 0,159 0,231 0,018 0,016 0,019 0,020
Takson_9 | 0,180 0,176 0,102 0,120 0,153 0,168 0,019 0,011
Takson_5 | 0,186 0,156 0,160 0,169 0,155 0,182 0,154 0,025
Takson_7 | 0,198 0,171 0,035 0,089 0,143 0,197 0,066 0,138
DIVERSITY

Mean Diversity Within Sub Population
d SE
Diversity | 0,049 0,003

Mean Diversity in Entire Population
Diversity 0,179 0,011

Mean interpopulation Diversity
Diversity 0,13 0,01

Coefficient Of Differantiation
Diversity ‘ 0,725 ‘ 0,017 ‘

EKB- 5. izolasyonlarin tamaminda RPB gen bolgesi sekanslarinin filogenetik iliskilerinin

MEGAY7 ile dagilim istatistikleri
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Within group Mean Distance

d SE

Takson 2 0,11952600 | 0,003626054
Takson 9 0,11716034 |0,007217648
Takson 8 0,06649552 | 0,003702548
Takson 6 0,14703163 | 0,006889293
Takson 3 0,39241498 |0,011070763
Takson 4 0,25831202 |0,011682106
Takson 5 0,26804820 |0,010072808
Takson 7 0,01880035 | 0,004168908
Between Group Mean Distance

Takson Takson Takson Takson Takson Takson Takson Takson

2 9 8 6 3 4 5 7
Takson_2 0,012 0,013 0,012 0,012 0,016 0,011 0,011
Takson_9 0,367 0,014 0,013 0,012 0,015 0,011 0,013
Takson_8 0,360 0,392 0,013 0,012 0,018 0,012 0,014
Takson_6 0,364 0,372 0,325 0,012 0,016 0,012 0,012
Takson_3 0,521 0,535 0,516 0,536 0,012 0,011 0,012
Takson_4 0,604 0,625 0,607 0,624 0,533 0,013 0,016
Takson_5 0,388 0,404 0,381 0,380 0,532 0,616 0,012
Takson_7 0,282 0,315 0,340 0,303 0,529 0,615 0,345
Net Group mean Distanece

Takson Takson Takson Takson Takson Takson Takson Takson

2 9 8 _6 3 _4 5 7
Takson_2 0,011 0,013 0,011 0,011 0,016 0,010 0,011
Takson_9 0,249 0,013 0,011 0,012 0,015 0,009 0,012
Takson_8 0,267 0,300 0,011 0,011 0,019 0,011 0,014
Takson_6 0,230 0,240 0,218 0,012 0,016 0,010 0,011
Takson_3 0,265 0,280 0,286 0,266 0,009 0,011 0,011
Takson_4 0,415 0,437 0,444 0,421 0,207 0,014 0,016
Takson_5 0,194 0,211 0,214 0,172 0,202 0,353 0,010
Takson_7 0,213 0,247 0,297 0,221 0,323 0,477 0,202
DIiVERSITY
Mean Diversity Within Sub Population

d SE

Diversity 0,173 0,004
Mean Diversity in Entire Population
Diversity 0,303 0,006
Mean interpopulation Diversity
Diversity 0,129 0,005

Coefficient Of Differantiation

Diversity

| 0,427

0011
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EKB- 6. izolasyonlarin tamaminda RPB2 gen bélgesi barkod sekanslarmin filogenetik
iliskilerinin MEGA7 ile dagilim istatistikleri

Within group Mean Distance

d SE
Takson 8 0,0234 0,002921
Takson 2 0,0261 0,002883
Takson 9 0,0791 0,008542
Takson 1
Takson 3 0,0084 0,005832
Takson 6 0,0607 0,006162
Takson 4
Takson 7 0,0035 0,002505
Takson 5 0,1287 0,012729

Between Group Mean Distance

Takson Takson | Takson Takson | Takson | Takson | Takson | Takson

Takson 8| 2 9 1 -3 6 4 7 5
Takson_8 0,016 0,015 0,003 0,044 0,016 0,035 0,017 0,019
Takson_2 |0,329 0,016 0,017 0,046 0,016 0,040 0,014 0,020
Takson_9 |0,290 0,255 0,017 0,044 0,015 0,040 0,015 0,018
Takson_1 {0,017 0,321 0,273 0,066 0,017 0,035 0,018 0,020
Takson_3 |0,401 0,413 0,422 0,432 0,047 0,065 0,049 0,044
Takson_6 |0,241 0,257 0,270 0,231 0,440 0,040 0,016 0,019
Takson_4 0,221 0,301 0,309 0,213 0,244 0,271 0,040 0,052
Takson_7 |0,272 0,206 0,238 0,266 0,488 0,223 0,301 0,019
Takson 5 |0,283 0,265 0,256 0,267 0,455 0,268 0,358 0,240

Net Group mean Distanece

Takson | Takson Takson | Takson Takson | Takson | Takson |Takson | Takson

8 2 9 1 3 6 4 7 5
Takson_8 0,016 0,015 0,003 0,044 0,016 0,035 0,017 0,019
Takson 2 | 0,329 0,016 0,017 0,046 0,016 0,040 0,014 0,020
Takson 9 |0,290 0,255 0,017 0,044 0,015 0,040 0,015 0,018
Takson 1 |0,017 0,321 0,273 0,066 0,017 0,035 0,018 0,020
Takson 3 | 0,401 0,413 0,422 0,432 0,047 0,065 0,049 0,044
Takson 6 |0,241 0,257 0,270 0,231 0,440 0,040 0,016 0,019
Takson_4 |0,221 0,301 0,309 0,213 0,244 0,271 0,040 0,052
Takson 7 |0,272 0,206 0,238 0,266 0,488 0,223 0,301 0,019
Takson 5 0,283 0,265 0,256 0,267 0,455 0,268 0,358 0,240
DIVERSITY
Mean Diversity Within Sub Population

d SE

Diversity | 0,0471 0,00325
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Mean Diversity in Entire Population
Diversity 0,199 0,083

Mean interpopulation Diversity
Diversity 0,1524 0,0072

Coefficient Of Differantiation
Diversity ‘0,7636 ‘0,0136 ‘

EKB- 7. Izolasyonlarin tamaminda birlestirilmis (ITS_LSU RPB) gen bdlgeleri
sekanslarinin filogenetik iliskilerinin MEGA7 ile dagilim istatistikleri

Within group Mean Distance

d SE

Takson 2 0,18712 | 0,0043
Takson 8 0,17603 | 0,0032
Takson 7 0,23647 | 0,0064
Takson 9 0,19309 0,0037
Takson 3 0,32305 0,0049
Takson 6 0,18979 |0,0042
Takson 4 0,22352 0,0065
Takson 5 0,25561 | 0,0045
Takson 1 0,01406 |0,0031

Between Group Mean Distance
Takson Takson | Takson Takson Takson Takson Takson | Takson | Takson

2 8 7 9 3 6 4 5 1
Takson 2 0008 |0008 [0008 |0008 |0008 |0008 [0009 |0,006
Takson 8 | 0,361 0009 |0009 [0008 [0009 |0008 [0007 |0,007
Takson 7 | 0,438 0,453 0006 |0008 |0007 0010 |0,006 |0,013
Takson 9 | 0,421 0435  |0,437 0007 |0006 |0008 [0006 |0,012
Takson 3 | 0,491 0467 |0495  |0478 0008 [0005 [0008 |0,012
Takson 6 | 0,393 0370 |0402 |0369  |0450 0011 |0007 0012
Takson 4 | 0,522 0488 |0531 |0515 |0338  |0477 0,009 [0,012
Takson 5 | 0,422 0409 |0466 |0404 |0483 |0387 |0504 0,012

Takson_1 0,227 0,213 0,463 0,433 0,466 0,410 0,474 [0/412

Net Group mean Distanece
Takson Takson | Takson Takson Takson Takson Takson | Takson | Takson

2 8 7 9 3 6 4 5 1
Takson_2 0008 0008 |0007 |0007 |0007 0008 |0009 |0,005
Takson 8 | 0,179 0010 0009 |0006 |0008 |0008 |0007 |0,006
Takson 7 | 0,226 0,246 0006 |0007 0007 0011 |0006 |0,014
Takson 9 | 0,231 0,250 | 0,223 0,006 |0005 |0,008 |0,006 |0,013
Takson 3 | 0,236 0218 0215  |0,220 0,007 |0,005 |0,008 |0011
Takson 6 | 0,204 0188 /0188 |0177 |0,194 0010 |0,006 |0,013
Takson 4 | 0,317 0289 /0301 |0307 |0065 |0,270 0,010 |0,013
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Takson_5 0,200 0,193 0,220 0,180 0,194 0,164 0,264 0,011
Takson_1 0,127 0,118 0,338 0,329 0,298 0,308 0,355 0,278

DIVERSITY
Mean Diversity Within Sub Population
d SE

Diversity 0,199 0,0017

Mean Diversity in Entire Population
Diversity 0,3399 0,004

Mean interpopulation Diversity
Diversity 0,1401 0,004

Coefficient Of Differantiation
Diversity 0,412 ‘ 0,007 ‘

EKB- 8. izolasyonlarin tamaminda birlestirilmis (ITS LSU RPB) gen bolgeleri barkod sekanslarmin filogenetik
iliskilerinin MEGA7 ile dagilim istatistikleri

Within group Mean Distance

d SE
Takson 2 0,1871 0,0041
Takson 8 0,1760 0,0032
Takson 7 0,2364 0,0065
Takson 9 0,1930 0,0036
Takson 3 0,3230 0,0048
Takson 6 0,1897 0,0042
Takson 4 0,2235 0,0067
Takson 5 0,2556 0,0047
Takson 1 0,0140 0,0031

Between Group Mean Distance

Takson Takson Takson Takson Takson | Takson |Takson | Takson | Takson

2 8 7 9 3 6 4 5 1
Takson_2 0,008 0,008 0,008 0,008 0,008 0,007 0,009 0,006
Takson_8 0,361 0,010 0,009 0,008 0,009 0,008 0,007 0,007
Takson_7 0,438 0,453 0,006 0,008 0,007 0,010 0,006 0,013
Takson_9 0,421 0,435 0,437 0,007 0,006 0,007 0,006 0,011
Takson_3 0,491 0,467 0,495 0,478 0,008 0,005 0,008 0,012
Takson_6 0,393 0,370 0,402 0,369 0,450 0,010 0,007 0,012
Takson_4 0,522 0,488 0,531 0,515 0,338 0,477 0,009 0,012
Takson_5 0,422 0,409 0,466 0,404 0,483 0,387 0,504 0,011
Takson_1 0,227 0,213 0,463 0,433 0,466 0,410 0,474 0,412
Net Group mean Distanece

Takson | Takson |Takson | Takson |Takson |Takson |Takson |Takson |Takson

2 8 7 9 3 6 4 5 1
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Takson_2 0,008 0,008 0,007 0,007 0,007 0,008 0,009 0,005
Takson_8 0,179 0,009 0,009 0,006 0,008 | 0,008 0,007 0,006
Takson_7 0,226 0,246 0,006 0,007 0,007 0,011 0,006 0,013
Takson_9 0,231 0,250 0,223 0,006 0,005 | 0,008 0,007 0,012
Takson_3 0,236 0,218 0,215 0,220 0,007 0,005 0,007 0,011
Takson_6 0,204 0,188 0,188 0,177 0,194 0,011 0,006 ]0,012
Takson_4 0,317 0,289 0,301 0,307 0,065 0,270 0,010 0,012
Takson_5 0,200 0,193 0,220 0,180 0,194 0,164 |0,264 0,011
Takson_1 0,127 0,118 0,338 0,329 0,298 0,308 0,355 0,278
DIVERSITY
Mean Diversity Within Sub Population

d SE
Diversity 0,2 0,002

Mean Diversity in Entire Population

Diversity

0,34

| 0,004
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EK-C

EKC- 1. S. cerevisiae olarak tanimlanan izolasyonlarn ITS gen bolgesi sekanslarinin

filogenetik iligkilerinin izolasyon kaynak ve zamanlarma gore XLSAT (k-means

Summary statistics:
Variable | Observations | Obs. with missing data | Obs. without missing data | Minimum | Maximum | Mean | Std. deviation
Y1 64 0 64 -0,355 0,312 0,000 |0,141
Y2 64 0 64 -0,296 0,250 0,000 |0,168
clustering) ile istatistiksel grup dagilimlar istatistiksel grup dagilimlari
Evolution of variances:
Variance\Classes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Within-class 0,048 0,026 | 0,018 0,014 0,014 0,010 0,010 0,008 0,006 0,007 0,006
Between-classes | ###H#HHHH# | 0,022 | 0,030 0,035 0,034 0,038 0,038 0,040 0,042 0,041 0,042
Total 0,048 0,048 | 0,048 0,048 0,048 0,048 0,048 0,048 0,048 0,048 0,048
0,06
0,05 +
S 004 +
c
o
a
>
% 0,03 +
©
S
o
£
S 002
0,01 +
0 }
1 2 4 5 6 7 8 9 10 11
Number of classes
Results by class:
Class 1 2 3 4 5 6
Objects 13 12 13 7 3 16
Sum of weights 13 12 13 7 3 16
Within-class variance | 0,012 0,010 0,012 0,015 0,001 0,006
Minimum distance to
centroid 0,064 0,028 0,021 0,052 0,015 0,028
Average distance to
centroid 0,101 0,090 0,091 0,108 0,028 0,066
Maximum distance to
centroid 0,161 0,146 0,171 0,153 0,041 0,156
Izolation Izolation Izolation Izolation Izolation Izolation
Source ID Source ID Source ID Source ID Source ID Source ID
81 73 70 68 66 3
80 72 49 5 87 2
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74 64 56 48 88 1
69 7 55 39 8
59 57 107 43 6
60 45 103 41 10
52 27 116 13 9
53 28 118 44
54 19 85 22
117 16 86 21
97 17 89 25
100 14 90 20
82 93 15
18
11
12

EKC- 2. S. cerevisiae olarak tanimlanan izolasyonlarin ITS barkod gen bdolgesi
sekanslarinin filogenetik iligkilerinin izolasyon kaynak ve zamanlarina gére XLSAT (k-

means clustering) ile istatistiksel grup dagilimlari

Summary statistics:

Variable | Observations | Obs. with missing data | Obs. without missing data | Minimum | Maximum | Mean | Std. deviation
Y1l 64 0 64 -0,274 0,244 0,000 0,141
Y2 64 0 64 -0,413 0,124 0,000 0,143

Evolution of variances:
Variance\Classes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Within-class 0,040 0,017 [0,009 0,005 [0,004 |0003 [0,003 |0003 |0,003 |0,002 |0,002
Between-classes | #######H | 0,023 | 0,031 0,036 0,036 0,037 0,037 0,038 0,038 0,038 0,038
Total 0,040 0,040 | 0,040 0,040 [0,040 0040 [0,040 0,040 |0,040 |0,040 |0,040
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0,045
0,04
0,035 +
[}
2 o003 +
o
a
> 0,025
[2]
%]
©
o 0,02 +
<
=
= 0,015 +
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Number of classes
Results by class:
Class 1 2 3 4 5
Objects 36 13 8 4 3
Sum of weights 36 13 8 4 3
Within-class variance 0,001 0,005 0,008 0,018 0,006
Minimum  distance to
centroid 0,006 0,012 0,048 0,067 0,051
Average  distance  to
centroid 0,022 0,058 0,082 0,113 0,060
Maximum  distance to
centroid 0,142 0,109 0,120 0,136 0,074

Izolation Source
ID

Izolation Source
1D

Izolation Source
ID

Izolation Source
1D

Izolation Source
1D

82 70 3 86 11
81 66 2 16 13
80 1 7 17 14
73 8 6 18

72 5 10

69 21 9

68 27 22

64 25 15

59 39

60 28

52 19

53 20

48 12

49

56

57

54

55

45

44
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EKC- 3. S. cerevisiae olarak tanimlanan izolasyonlarin LSU gen bolgesi sekanslarinin

filogenetik iligkilerinin izolasyon kaynak ve zamanlarina gore XLSAT (k-means

clustering) ile istatistiksel grup dagilimlari

Summary statistics:

Variable | Observations | Obs. with missing data | Obs. without missing data | Minimum | Maximum | Mean | Std. deviation
Y1 64 0 64 -0,350 0,477 0,000 |0,120

Y2 64 0 64 -0,199 0,348 0,000 0,162
Evolution of variances:

Variance\Classes | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Within-class 0,040 | 0,017 | 0,008 0,006 0,005 0,004 0,004 0,004 0,003 0,002 0,002
Between-classes | 0,000 | 0,023 | 0,032 0,035 0,035 0,036 0,037 0,037 0,037 0,038 0,039
Total 0,040 | 0,040 | 0,040 0,040 0,040 0,040 0,040 0,040 0,040 0,040 0,040
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Number of classes
Results by class:
Class 1 2 3 4 5
Objects 36 12 11 4 1
Sum of weights 36 12 11 4 1
Within-class variance 0,001 0,009 0,009 0,023 0,000
Minimum  distance to
centroid 0,005 0,016 0,033 0,087 0,000
Average  distance  to
centroid 0,022 0,066 0,082 0,128 0,000
Maximum  distance to
centroid 0,139 0,230 0,186 0,156 0,000

Izolation Source
ID

Izolation Source
1D

Izolation Source
ID

Izolation Source
1D

Izolation Source
1D

82 70 3 22 13
81 66 2 86
80 1 7 17
73 8 6 18
72 5 10

69 27 9

68 25 21

64 28 39

59 19 15

60 20 11

52 16 14

53 12

48

49
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EKC- 4.

S. cerevisiae olarak tanimlanan izolasyonlarmm ITS barkod gen bdlgesi

sekanslarinin filogenetik iliskilerinin izolasyon kaynak ve zamanlarina gére XLSAT (k-

means clustering) ile istatistiksel grup dagilimlari

Summary statistics:

Variable | Observations | Obs. with missing data | Obs. without missing data | Minimum | Maximum | Mean | Std. deviation
Y1 64 0 64 -0,231 0,373 0,000 |0,156

Y2 64 0 64 -0,315 0,475 0,000 0,127
Evolution of variances:

Variance\Classes | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Within-class 0,040 | 0,016 | 0,009 0,006 0,006 0,006 0,004 0,003 0,002 0,002 0,003
Between-classes | 0,000 | 0,024 | 0,031 0,034 0,035 0,034 0,036 0,037 0,038 0,038 0,038
Total 0,040 | 0,040 | 0,040 0,040 0,040 0,040 0,040 0,040 0,040 0,040 0,040
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1 2 3 5 6 7 8 9 10 11
Number of classes
Results by class:

Class 1 2 3 4 5 6 7
Objects 36 3 12 7 2 2 2
Sum of weights 36 3 12 7 2 2 2
Within-class
variance 0,001 0,026 0,006 0,006 0,014 0,002 0,019
Minimum distance
to centroid 0,003 0,050 0,008 0,032 0,084 0,033 0,098
Average distance to
centroid 0,021 0,121 0,061 0,068 0,084 0,033 0,098
Maximum distance
to centroid 0,135 0,179 0,136 0,099 0,084 0,033 0,098

Izolation Izolation Izolation Izolation I1zolation Izolation Izolation
Source ID Source ID Source ID Source ID Source ID Source ID Source ID

82 70 66 3 86 15 17

81 19 2 9 16 12 18

80 11 1 22

73 8 21

72 7 39

69 6 13

68 5 14

64 10

59 27

60 25

52 28

53 20

48

49

56

57

54

55
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EKC- 5. S. cerevisiae olarak tanimlanan izolasyonlarin RPB2 gen bdlgesi sekanslariin

filogenetik iligkilerinin izolasyon kaynak ve zamanlarima goére XLSAT (k-means

clustering) ile istatistiksel grup dagilimlari

Summary statistics:

Variable | Observations | Obs. with missing data | Obs. without missing data | Minimum | Maximum | Mean | Std. deviation
Y1 64 0 64 -0,269 0,469 0,000 |0,117

Y2 64 0 64 -0,171 0,368 0,000 0,163
Evolution of variances:

Variance\Classes | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Within-class 0,040 | 0,016 | 0,008 0,005 0,005 0,005 0,004 0,004 0,003 0,003 0,002
Between-classes | 0,000 | 0,024 | 0,032 0,035 0,036 0,036 0,036 0,036 0,037 0,037 0,039
Total 0,040 | 0,040 | 0,040 0,040 0,040 0,040 0,040 0,040 0,040 0,040 0,040
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Number of classes
Results by class:
Class 1 2 3 4 5
Objects 36 14 9 2 3
Sum of weights 36 14 9 2 3
Within-class variance 0,001 0,009 0,008 0,022 0,012
Minimum  distance to
centroid 0,004 0,005 0,022 0,105 0,038
Average  distance  to
centroid 0,022 0,068 0,074 0,105 0,085
Maximum  distance to
centroid 0,143 0,224 0,127 0,105 0,115

Izolation Source
1D

Izolation Source
1D

Izolation Source
1D

Izolation Source
1D

Izolation Source
1D

82 70 3 86 11
81 66 2 18 13
80 1 6 14
73 8 9

7?2 7 22

69 5 21

68 10 39

64 27 15

59 25 17

60 28

52 19

53 20

48 16

49 12
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EKC- 6. S. cerevisiae olarak tanimlanan izolasyonlarin RPB2 gen bdlgesi sekanslariin

filogenetik iligkilerinin izolasyon kaynak ve zamanlarina goére XLSAT (k-means

clustering) ile istatistiksel grup dagilimlari

Summary statistics:

Variable | Observations | Obs. with missing data | Obs. without missing data | Minimum | Maximum | Mean | Std. deviation
Y1 64 0 64 -0,393 0,141 0,000 |0,146

Y2 64 0 64 -0,321 0,276 0,000 0,138
Evolution of variances:

Variance\Classes | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Within-class 0,040 | 0,017 | 0,009 0,005 0,004 0,004 0,004 0,003 0,003 0,003 0,002
Between-classes | 0,000 | 0,024 | 0,032 0,036 0,036 0,036 0,037 0,037 0,038 0,038 0,038
Total 0,040 | 0,040 | 0,040 0,040 0,040 0,040 0,040 0,040 0,040 0,040 0,040
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Number of classes
Results by class:
Class 1 2 3 4 5
Objects 36 11 11 3 3
Sum of weights 36 11 11 3 3
Within-class variance 0,001 0,005 0,008 0,017 0,012
Minimum  distance to
centroid 0,004 0,017 0,007 0,097 0,032
Average  distance  to
centroid 0,022 0,056 0,075 0,106 0,083
Maximum  distance to
centroid 0,139 0,148 0,166 0,114 0,124

Izolation Source
1D

Izolation Source
1D

Izolation Source
1D

Izolation Source
1D

Izolation Source
1D

82 70 3 86 11
81 66 2 16 13
80 1 7 18 14
73 8 6

72 5 10

69 27 9

68 25 22

64 28 21

59 19 39

60 20 15

52 17 12
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EKC- 7. S. cerevisiae olarak tanimlanan izolasyonlarin birlestirilmis (ITS LSU RPB2)

gen bolgesi sekanslarinin filogenetik iliskilerinin izolasyon kaynak ve zamanlarina gore

XLSAT (k-means clustering) ile istatistiksel grup dagilimlari

Summary statistics:

Variable | Observations | Obs. with missing data | Obs. without missing data | Minimum | Maximum | Mean | Std. deviation
Y1 64 0 64 -0,304 0,260 0,000 0,165

Y2 64 0 64 -0,324 0,359 0,000 |0,144
Evolution of variances:

Variance\Classes | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Within-class 0,048 | 0,027 | 0,019 0,014 0,013 0,010 0,009 0,007 0,007 0,007 0,006
Between-classes | 0,000 | 0,021 | 0,029 0,033 0,035 0,037 0,039 0,040 0,041 0,041 0,041
Total 0,048 | 0,048 | 0,048 0,048 0,048 0,048 0,048 0,048 0,048 0,048 0,048
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1 2 3 4 5 8 9 10 11
Number of classes
Results by class:
Class 1 2 3 4 5 6 7
Objects 7 13 9 15 5 8 7
Sum of weights 7 13 9 15 5 8 7
Within-class
variance 0,007 0,013 0,010 0,004 0,007 0,017 0,004
Minimum distance
to centroid 0,036 0,058 0,014 0,013 0,017 0,007 0,028
Average distance to
centroid 0,074 0,106 0,083 0,058 0,068 0,107 0,056
Maximum distance
to centroid 0,134 0,167 0,143 0,101 0,120 0,190 0,087
Izolation Izolation Izolation Izolation I1zolation Izolation Izolation
Source ID Source ID Source ID Source ID Source ID Source ID Source ID
81 80 73 72 68 7 56
70 74 66 3 20 5 55
49 69 64 2 18 48 103
107 59 57 1 11 44 85
116 60 45 8 12 27 86
118 52 39 6 41 89
93 53 28 10 15 90
54 87 9 13
117 88 22
43 21
97 25
100 19
82 16
17
14

298




EKC- 8. S. cerevisiae olarak tanimlanan izolasyonlarin birlestirilmis (ITS LSU RPB2)
gen bolgesi sekanslariin filogenetik iligkilerinin izolasyon zamanlarina ve zamana gore

XLSAT (k-means clustering) ile istatistiksel grup dagilimlari

Summary statistics:

Variable | Observations | Obs. with missing data | Obs. without missing data | Minimum | Maximum | Mean | Std. deviation
Y1 64 0 64 -0,177 0,099 0,000 0,076
Y2 64 0 64 -0,195 0,165 0,000 0,107

Evolution of variances:
Variance\Classes | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Within-class 0,017 | 0,003 | 0,002 0,002 0,001 0,001 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000
Between-classes | 0,000 | 0,015 | 0,016 0,016 0,016 0,016 0,017 0,017 0,017 0,017 0,017
Total 0,017 {0,017 | 0,017 0,017 0,017 0,017 0,017 0,017 0,017 0,017 0,017
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Number of classes

Results by class:

Class 1 2 3
Objects 37 25 2
Sum of weights 37 25 2
Within-class variance 0,002 0,002 0,010
Minimum distance to centroid 0,003 0,006 0,069
Average distance to centroid 0,024 0,036 0,069
Maximum distance to centroid 0,105 0,094 0,069

I1zolation Source ID | Izolation Source ID | Izolation Source 1D

82 66 86
81 3 93
80 2
73 1
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